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(57) Resumo: COMPOSICOES ANTICOCAINA E TRATAMENTO.
Modalidade da invengao aqui reveladas geralmente relacionam-se a
terapéuticos anticocaina. Especificamente, algumas modalidades da
invengao relacionam-se a esterases de cocaina (COcE) mutante
altamente eficientes, termoestaveis, e de longa duragdo que podem
proteger contra os efeitos téxicos e de reforco da cocaina em
individuos. Sao aqui fornecidos polipetideos de COcE mutante que
apresentam atividade de esterase termoestavel. Sado também
fornecidos métodos de tratamanto de condigdes induzidas por cocaina
em um individuo em necessidade por meio da administragdo de CocE
mutante bem como métodos para rastreamento de alto rendimento de
polipetideos de esterase candidatos.
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COMPOSIGOES ANTICOCAINA E TRATAMENTO

Referéncia cruzada a pedidos relacionados

Esse pedido reivindica prioridade de pedido provisdrio
U.S. no. 60/819.569, depositado em 10 de julho de 2006, que
€ aqui incorporado em sua totalidade por referéncia.
Declarag¢do relacionada &a pesquisa ou desenvolvimento com
patrocinio federal

Essa invencdo foi feita em parte com o apoio do
Governo dos Estados Unidos sob “NIDA Grant No. DA021416"”. O
Governo dos Estados Unidos tem certos direitos na invengdo.
Incorporagdo por referéncia de material submetido em um
compact disc

A Listagem de Sequéncia, que é uma parte da atual
inven¢ao, inclui forma de 1leitura em computador e uma
listagem de sequéncia escrita que compreende seqiéncias de
nucleotideos e/ou aminodcidos da presente invengdao. a
informacdo de listagem de sequiéncia registrada em forma de
leitura em computador é idéntica & listagem de seguéncia
escrita. O assunto da Listagem de Sequéncia €& aqui
incorporado em sua totalidade por referéncia.
Campo da invengdo

A invencdo aqui revelada relaciona-se de modo geral a
terapéutica anticocaina.
Fundamento

A dependéncia de cocaina é um problema social e médico

intratavel que é resistente a cura através de
farmacoterapia. Cocaina age Dbloqueando a captagdo de
monoaminas, dopamina, norepinefrina, e serotina assim
prolongando e intensificando os efeitos desses

neurotransmissores no sistema nervoso central (Benowitz NL
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(1993) Pharmacol Toxicol 72, 3-12). A toxicidade de cocaina
€ marcada por convulsdes e disfuncdo cardiaca (por exemplo,
infarto do miocardio, arritmias cardiacas, pressdo arterial
elevada, AVC, ou aneurisma dissecante, e demanda aumentada
de oxigénio pelo miocardio), devido a efeitos sobre os
sistemas neurotransmissores e bloqueio do canal de sdédio
miocdrdico (Bauman JL e DiDomenico RJ (2002) J Cardiovasc
Pharmacol Ther 7, 195-202; Wilson LD and Shelat C (2003) J
Toxicel Clin Toxicol 41, 777-788; Knuepfer MM (2003)
Pharmacol Ther 97, 181-222). Devido a capacidde da cocaina
de cruzar facilmente a barreira hematencefdlica e seus
efeitos disseminados sobre os sistemas nervosos central e
periférico, overdose pode resultar em morte stbita (veja,
Bauman JL e DiDomenico RJ (2002) J Cardiovasc Pharmacol
Ther 7, 195-202, para revisao) .

Embora o mecanismo de agdo da cocaina seja bem
compreendido, essa informacdo ainda ndo resultou no
desenvolvimento de um antagonista eficaz de cocaina gue
possa ser usado em situagdes de dependéncia de overdose. Os
efeitos réapidos e pleiotrdpicos da cocalna apresentam um
problema complexo para o tratamento de toxicidade aguda por
cocaina (Carroll FI, Howell LL and Kuhar M.J (1999) J Med
Chem 42, 2721-2736). Os dois tipos de terapias que sao
disponiveis para o tratamento de dependéncia de opidide,
antagonismo (por exemplo, naltrexona) e substituigdo (por
exemplo, metadona), ndo tém paralelos no caso de cocaina,
embora tenham sido consideradas tentativas no ultimo (por
exemplo, J. Grabowski e cols. (2004) Addictive Behaviors
29, 1439-1464). Uma abordagem & evitar ou reduzir que a

cocaina atinja locais de ac¢do por administragdo de
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esterases enddgenas, anticorpos especificos para cocaina,
ou um anticorpo a catalitico.

Cocaina de ocorréncia natural & hidrolisada no éster
de benzoila por butirilcolinesterase sérica (BChE) um éster
metilico de ecgonina ndo tdéxico e Aacido benzdico. No
figado, carboxilesterase hCE-2 hidrolisa o éster metilico
para gerar benzoilecgonina e metanol (veja, por exemplo,
Figura 1). A meia-vida de eliminag¢do da cocaina no sangue
varia de 0,5 a 1,5 hr (T. Inaba (1989) Canadian Journal of
Physiology & Pharmacology 67, 1154-1157). Tem havido
algumas tentativas de usar BChE de ocorréncia natural ou

BChE geneticamente construida para aumentar a gquebra de

cocaina (veja, por exemplo, Carmona e cols. (2000) Drug
Metabolism & Disposition 28, 367-371; Xie e cols. (1999)
Molecular Pharmacology 55, 83-91; Sun e cols. (2002a)

Molecular Pharmacology; Sun e cols. (2002b) Pharmacology &
Experimental Terap&uticos 302, 710-716; Duysen e cols.
(2002) Journal of Pharmacology & Experimental Terapéuticos
302, 751-758; Gao Y and Brimijoin S (2004) Journal of
Pharmacology & Experimental Terapéuticos 310, 1046-1052;
Gao e cols. (2005) Molecular Pharmacology 67, 204-211).
Outros pesquisadores utilizaram um anticorpo monoclonal,
Mab 15A10, como um anticorpo catalitico para cocaina (veja,
por exemplo, Landry e cols., 1993; Mets e cols., 1998;
Baird e cols., 2000; Larsen e cols., 2004), enquanto outros
exploram o uso de vacinas de cocaina (veja, por exemplo,
Kosten e cols. (2002) Vaccine 20, 1196-1204).

Tabela 1: Cinética de varias enzimas de hidrdlise de

cocaina contra (-) cocaina.

Enzima Kcat Km (pM) |[(Eficiéncia |Referéncia
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(min-1) (kcat/Km)

BChE 4,1 4,5 9,1 x 10® |Sun e cols.,
2002a

Ala328W/Y332A|154 18 8,5 x 10® |Sun e cols.,
2002a

Mabl5A10 2,2 220 1 x 10* Larsen e cols.,
2004

AME 359 620 20 3,1 x 107 |Gao e cols.,
2005

CocE 468 0,64 7,2 x 10® |Turner e cols.,
2002

Uma bactéria, Rhodococcus sp. MB 1, nativa do solo que
circunda a planta de coca, desenvolveu a capacidade de
utilizar cocaina como sua UGnica fonte de carbono e
nitrogénio. A bactéria expressa uma esterase da cocaina
(CocE) que age de modo similar a BChE para hidrolisar o
éster de benzoila da cocaina, gerando éster metilico de
ecgonina e &cido benzdico (veja, por exemplo, Figura 1)
(Bresler e cols. (2000) Appl Environ Microbiol 66, 904-908;

Turner e cols. (2002) Biochemistry 41, 12297-12307; Larsen

e cols. (2002) Nature Struct Biol 9, 17-21). O gene para
CocE foi isolado e clonado (Bresler e cols. (2000) Appl
Environ Microbiol 66, 904-908), e a estrutura de cristal de
CocE foi determinada (Turner e cols. (2002) Biochemistry

41, 12297-12307; Larsen e cols. (2002) Nature Struct Biol
9, 17-21). A estrutura de CocE (veja, por exemplo, Figura
2) revela uma classica dobra de serina esterase em adigao a
dois outros dominios que se combinam para formar um bolso
de ligacd@o de cocaina. A alteragdo de gqualguer um desses

trés aminodcidos (Asp, His, ou Ser) na triade catalitica no
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sitio ativo (para revisdo, vejaDodson G and Wlodawer A
(1998) Trends Biochem Sci 23, 347-352) inativa a atividade
da esterase contra a cocaina. Além disso, mutagdo de
residuos que fazem contato com a por¢do benzoato da cocaina
(por exemplo, Tyr44) também rompe a hidrdlise da cocaina,
presumivelmente através do dano a estabilizac¢do de oxidnion
no estado de transicdo (Turner e cols. (2002) Biochemistry
41, 1229712307; Larsen e cols. (2002) Nature Structural
Biclogy 9, 17-21). A enzima purificada (MW ~65kDa) catalisa
a cocaina de modo muito eficaz com cinética de Michaelis-
Menten kcal = 7,2 s e Km = 640 nM (Turner e cols. (2002)
Biochemistry 41, 12297-12307; Larsen e cols. (2002) Nature
Structural Biology 9, 17-21), quase trés ordens de
magnitude maior que as esterases enddgenas e, mais
provavelmente, podem agira rapidamente o suficiente para
desintoxicar humanos que sofreram overdose de cocaina
(Landry e cols. (1993) Science 259, 1899-1901; Mets e cols.
(1998) National Academy of Sciences of the United States of
America 95, 10176-10181). Adicionalmente, a esterase também
metaboliza cocaetileno, um potente metabdlito de cocaina e
dlcool, de forma quase tdo eficiente como ela metaboliza a
cocaina (kcal = 9,4 s' e Km = 1.600 nM) (Turner e cols.
(2002) Biochemistry 41, 12297-12307; Larsen e cols. (2002)
Nature Structural Biology 9, 17-21).

Portanto, seria desejavel fornecer uma CocE estavel
para terapéutica anticocaina.
Sumario da invengdo

Consequentemente, 0os presentes inventores tiveram
éxito na descoberta de mutantes de esterase de cccaina

altamente eficientes, termoestaveis, e de longa duragdo que
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podem proteger contra os efeitos tdxicos da cocaina em
individuos.

Um aspecto da invengdo fornece polipeptideos de
esterase de cocaina mutante isolada (CocE) da sequéncia de
aminodcidos de CocE de tipo selvagem (por exemplo, Id. de
Seq. N°: 1) mas com pelo menos um residuo de aminoacido
substituido. Os polipeptideos de CocE mutante tém atividade
de esterase com termoestabilidade aumentada a 37°C guando
comparados a CocE de tipo selvagem.

Varias modalidades incluem polipeptideos de CocE
mutante com pelo menos duas, trés, dquatro, cinco ou mais
substituicdes da seqUéncia de aminodcidos de CocE de tipo
selvagem. Exemplos de polipeptideos de CocE mutante dentro
do escopo da invencdo incluem aqueles com uma sequéncia de
aminodcidos de Id. de Seq. N°: 3 (L163V); Id. de Seqg. N°: 7
(v2251); Id. de Seq. N°: 8 (I218L); Id. de Seq. N°: 9
(A310D); Id. de Seqg. N°: 10 (Al149S); Id. de Seqg. N°: 11
(S159A) ; Id. de Seqg. N°: 12 (S265A); Id. de Seq. N°: 13
(856G) ; Id. de Seq. N°: 14 (W220A); Id. de Seq. N°: 16
(s140A); Id. de Seqg. N°: 17 (F189L); Id. de Seqg. N°: 18
(A193D); Id. de Seq. N°: 19 (T254R); Id. de Seq. N°: 20
(N42V); Id. de Seq. N°: 21 (V2e2L); Id. de Seq. N°: 22
(L508G); Id. de Seq. N°: 23 (Y152H); Id. de Seq. N°: 24
(V160A); Id. de Seq. N°: 25 (T1l72R); Id. de Seg. N°: 26
(YS532F); Id. de Seqg. N°: 27 (T74S); Id. de Seg. N°: 28
(W285T); Id. de Seqg. N°: 29 (L1l46P); Id. de Seqg. N°: 30
(D5338); Id. de Seq. N°: 31 (Al94R); Id. de Seqg. N°: 32
(G173Q); Id. de Seqg. N°: 33 (C477T); Id. de Seq. N°: 34
(K531A); Id. de Seq. N°: 35 (R41I); Id. de Seg. N°: 36

(L119A); Id. de Seq. N°: 37 (K46A); Id. de Seg. N°: 38
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(F84Y), , T172R-G173Q (Id. de Seqg. N°: 39); L169K (Id. de
Seqg. N°: 40); F189A (Id. de Seqg. N°: 41), N197K (Id. de
Seg. N°: 42), R182K (Id. de Seg. N°: 43), F189K (SEQ ID

NO: 44), V190K (Id. de Seqg. N°: 45), Q191K (Id. de Seq. N°:
46), and Al194K (Id. de Seq. N°: 47), ou um fragmento
funcional desses. Polipeptideos de exemplo adicionais de
CocE mutante incluem, F189A/T172R, T172R/A193D,
T172R/G173Q-I175-G-CGA186, T172R/G173Q-T176-G-G-D185, e
outros. Devido &as convengdes de nomeagdo e seqiéncias de
polipeptideos agqui reveladas, uma pessoa habilitada na
técnica pode determinar as sequéncias de polipeptideos para
os polipeptideos de CocE mutante acima nomeados.

Um outro aspecto da invengdo fornece composigdes
farmacéuticas gue incluem entre outros componentes um
polipeptideo de CocE mutante dentro do escopo da invengao e
um veiculo ou excipiente farmaceuticamente aceitavel.

Um outro aspecto da invencdo fornece acidos nucleicos
isolados que codificam o polipeptideo de CocE mutante agui
descrito. Em varias modalidades, os 4&cidos nucleicos
incluem agueles com seqgiéncias que hibridizam ao acido
nucleico que codifica CocE de tipo selvagem (por exemplo,
Id. de Seqg. N°: 2), ou o complemento a ela, sob condigdes
altamente controladas. Tal &cido nucleico isolado codifica
um polipeptideo de CocE mutante gque tem atividade de
esterase com termoestabilidade aumentada a 37°C quando
comparado a CocE de tipo selvagem. Varias modalidades da
seqiiéncia de &acidos nucleicos isolados tém pelo menos cerca
de 85% de identidade de sequéncia com a sequéncia de acidos
nucleicos de CocE de tipo selvagem (por exemplo, Id. de

Seq. N°: 2). Por exemplo, a sequéncia de acidos nucleicos
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elo menos cerca de 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, e 99% de identidade
de sequiéncia de CocE de tipo selvagem (por exemplo, Id. de
Seqg. N°: 2).

Em varias modalidades, polipeptideos de CocE mutante
(ou polipeptideos codificados por acidos nucleicos dentro
do escopo da invengdo) tém temperaturas de fusdo aumentadas
quando comparados a CocE de tipo selvagem. Em varias
modalidades, polipeptideos de CocE mutante (ou
polipeptideos codificados por A&acidos nucleicos dentro do
escopo da invengdo) aumentam a termoestabilidade de
polipeptideo de CocE mutante sobre CocE de tipo selvagem em
pelo menos cerca de 2,0 kcal/mol. Por exemplo, a
termoestabilidade aumentada pode ser pelo menos cerca de
2,1 kcal/mol, pelo menos cerca de 2,2 kcal/mol, pelo menos
cerca de 2,3 kcal/mol, pelo menos cerca de 2,4 kcal/mol,
pelo menos cerca de 2,5 kcal/mol, pelo menos cerca de 2,6
kcal/mol, pelo menos cexrca de 2,7 kcal/mol, pelo menos
cerca de 2,8 kcal/mol, pelo menos cerca de 2,9 kcal/mol,
pelo menos cerca de 3,0 kcal/mol, pelo menos cerca de 3,1
kcal/mol, pelo menos cerca de 3,2 kcal/mol, pelo menos
cerca de 3,3 kcal/mol, pelo menos cerca de 3,4 kcal/mol,
pelo menos cerca de 3,5 kcal/mol, pelo menos cerca de 3,6
kcal/mol, pelo menos cerca de 3,7 kcal/mol, pelo menos
cerca de 3,8 kcal/mol, pelo menos cerca de 3,9 kcal/mol,
pelo menos cerca de 4,0 kcal/mol, pelo menos cerca de 4,1
kcal/mol, pelo menos cerca de 4,2 kcal/mol, pelo menos
cerca de 4,3 kcal/mol, pelo menos cerca de 4,4 kcal/mol, or
pelo menos cerca de 4,5 kcal/mol.

Em varias modalidades, os polipeptideos de CocE



L

10

15

20

25

30

9/106

mutante (ou polipeptideos codificados por &acidos nucleicos
dentro do escopo da invengdo) tém imunogenicidade reduzida
quando comparados a CocE de tipo selvagem.

Em algumas modalidades, os polipeptideos de CocE
mutante termoestaveis tém menos atividade de esterase dgue
CocE de tipo selvagem. Por exemplo, mutantes de CocE
termoestaveis podem ter cerca de 10%, cerca de 20%, cerca
de 30%, cerca de 40%, cerca de 50%, cerca de 60%, cerca de
65%, cerca de 70%, cerca de 75%, cerca de 80%, cerca de
85%, cerca de 90%, cerca de 95%, or cerca de 99% da
atividade de esterase de CocE de tipo selvagem. Em outras
modalidades, os polipeptideos de CocE mutante tém
aproximadamente a mesma eficiéncia catalitica ou maior de
Polipeptideos de CocE de tipo selvagem. Por exemplo,
mutantes de CocE termoestdveis podem ter cerca de 100%,
cerca de 110%, cerca de 120%, cerca de 130%, cerca de 140%,
cerca de 150%, ou mais da atividade de esterase de CocE de
tipo selvagem.

Em varias modalidades, os polipeptideos de CocE
mutante sao peguilados. Em varias modalidades, o
polipeptideo de CocE mutante é encapsulado em uma hemacea.
Por exemplo, um polipeptideo de CocE mutante(s) peguilado
(ou uma composigdo farmacéutica gque inclui um polipeptideo
de CocE mutante peguilado) pode ser encapsulado em uma
hemacea.

Em algumas modalidades, os polipeptideos de CocE
mutante sdo estabilizados por um substrato, produto, e/ou
inibidor.

Um outro aspecto da inveng¢do fornece métodos de

tratamento de condicdo induzida por cocaina. Em tais
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métodos, uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
polipeptideo de CocE mutante(s) (ou uma composigao
farmacé&utica que inclui um polipeptideo de CocE mutante(s))
dentro do escopo da invencdo é administrada a um individuo
que dela necessita. Em varias modalidades, a condigao
induzida por cocaina inclui overdose de cocaina, toxicidade
de cocaina, vicio de cocaina, dependéncia de cocaina, e/ou
alguma combinag¢do desses.

Ainda um outro aspecto da invengdo fornece um método
de rastreamento de alto rendimento para identificagdo de
polipeptideos de CocE mutante termoestdveis. Em tal método
de rastreamento, uma célula é estavelmente transformada com
um A&cido nucleico que codifica um polipeptideo de CocE
mutante candidato. O polipeptideo de CocE mutante &
expresso na célula. O polipeptideo de CocE mutante expresso
é isolado ou revelado. A atividade de esterase do
polipeptideo de CocE mutante isolado é medida em um ou mais
temperaturas para determinar a termoestabilidade dos
polipeptideos de CocE mutante isolados. Tails temperaturas
podem ser de cerca de 30°C a cerca de 50°C. Polipeptideo de
CocE mutante com atividade de esterase nas temperaturas
predeterminadas sdo selecionados.

Em algumas modalidades do método de rastreamento, a
medicdo da atividade de esterase dos polipeptideos mutantes
isolados pode ser realizada por contato do polipeptideo de
CocE mutante isolado com (i) cocaina e um indicador de pH
ou (ii) um tio-derivado de cocaina e um indicador de tiol.
Qualquer mudanc¢a no indicador de pH ou no indicador de tiol
& entdo detectada. Tal mudanga €é correlacionada com a

formacdo de Acido benzdico a partir da hidrdlise de cocaina
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ou derivado de cocaina pelo polipeptideo de CocE mutante.

Algumas modalidades do método de rastreamento também
incluem a condugdo de varios ciclos do procedimento de
rastreamento em temperaturas aumentadas para medir a
atividade de esterase. Por exemplo, o primeiro ciclo pode
empregar uma temperatura para medigdo da atividade de
esterase de cerca de 30°C enquanto um ciclo subseqguente
pode empregar uma temperatura para medigdo da atividade de
esterase de cerca de 45°C.

Em algumas modalidades do método de rastreamento, a
expressdo de polipeptideo de CocE mutante ocorre em uma
temperatura em que CocE de tipo selvagem substancialmente
retém a atividade catalitica. Em outras modalidades do
método de rastreamento, a expressdo de polipeptideo de CocE
mutante ocorre em uma temperatura em que o polipeptideo de
CocE de tipo selvagem substancialmente se divide em corpos
de inclusdo. Por exemplo, a temperatura de expressdao pode
ser pelo menos cerca de 35°C, pelo menos cerca de 36°C,
pelo menos cerca de 37°C, pelo menos cerca de 38°C, pelo
menos cerca de 39°C, ou pelo menos cerca de 40°C.

Outros assuntos e caracteristicas serdao em parte
aparentes e em parte apontadas a seguir.

Breve descrigdo dos desenhos

Aqueles habilitados na técnica compreenderdao dgue OS
desenhos, descritos abaixo, sd3o para pbjetivos ilustrativos
apenas. Os desenhos ndo devem limitar o escopo dos
presentes ensinamentos de modo algum.

Figura 1 é um diagrama que ilustra o metabolismo de
cocaina por varias reagdes enzimaticas.

Figura 2 & um diagrama em fita que ilustra a estrutura



10

15

20

25

30

12/106

de CocE. Dominio 1 (DOMl), dominio 2 (DOM2), e dominio 3
(DOM 3) s&o indicados, junto com o sitio ativo localizado
na intersegdo dos trés dominios. Uma molécula de a&acido
benzdico & mostrda no sitio ativo.

A Figura 3 & um grafico em linha que mostra o perfil
de eluigdo para CocE por FPLC (Q-Sepharose), em que a
absorvéncia de UV e concentragdo de cloreto de sédio é
mostrada sobre o tempo. Para informagdo adicional de
metodologia, veja o Exemplo 1.

A Figura 4 é um grafico em linha e de dispersdao que
mostra a degradagdo in vitro da cocaina na presenga de CocE
em plasma humano. Para informag¢do adicional de metodologia,
veja o Exemplo 2.

A Figura 5 é um grafico de cinética de enzima de
Michaelis-Menten para CocE de tipo selvagem, a CocE mutante
T172R (Id. de Seg. N°: 26), e a a CocE mutante S159A (Id.
de Seq. N°: 11) para reagdes realizadas a 30°C e 37°C. Para
informacdo adicional de metodologia, veja o Exemplo 4.

A Figura 6 é um conjunto de fotografias da coloragao
de proteina total apds separagdo por PAGE de CocE de tipo
selvagem e mutante T172R com o uso de condigdes de
desnaturacdo (SDS+(3Me) ou ndo desnaturagdo (Nativa) apds
incubacdo a 37°C por varios pontos de tempo. Para mais
informag¢do veja o Exemplo 4.

A Figura 7 €é um grafico em linha que mostra as
temperaturas de fus8o determinadas por dicroismo circular
de CocE de tipo selvagem e T172R. O espectro completo um &
mostrado em A, o espectro préximo do UV & mostrado em B, e
a temperatura de fusdo estimada para cada mutante &

mostrada em C. Para mails informagdo veja o Exemplo 4.
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A Figura 8 contém (A) wum desenho da hidrdélise do
derivado benzoiltioéster da cocaina (tio-1) e a des-
carbometoxi cocaina (tio-2) seguido por reagdo dos tidis
liberados (R-SH) com reagente de Ellman; e (B) um grafico
em linha que mostra a reagdo colorimétrica de células de
controle BL21 e células BL21 que contém CocE incubado com o
derivado de benzoiltioéster (tio-1) e reagentwe de Ellman.
Para mais informag¢do veja o Exemplo 15.

A Figura 9 €& um grafico em linha e de dispersdao dgue
mostra o efeito de 1,0 mg CocE (circulos fechados) ou PBS
(veiculo, circulos abertos) em letalidade induzida por
cocaina quando administrada um minuto apds doses crescentes
de cocaina (n = 6-7). Os dados apresentados sdo expressos
como percentual e seu erro padrao. Para informagdo
adicional de metodologia, veja o Exemplo 5.

A Figura 10 & um grafico em barras que mostra o efeito
de doses crescentes de CocE (CE) ou BChE humana (BChE), ou
PBS, sobre a letalidade induzida por cocaina quando
administrada um minuto antes de 180 wmg/kg cocaina (n = 6-
7). Os dados apresentados sdo expressos como percentual e
sua média de erro padrdo. Para informagdo adicional de
metodologia, veja o Exemplo 5.

A Figura 11 é um gradfico em barras que mostra o efeito
de mutantes de CocE S117A e Y44F, ou CocE tratada com PMSF
em convulsdes e letalidade induzidas por cocaina gquando
administrados 1 minuto antes de 180 mg/kg cocaina (n = 5-
6). Para informagdo adicional de metodologia, veja o©
Exemplo 5.

A Figura 12 é um grafico em barras que mostra o efeito

de 1,0 mg CocE ou PBS administrados um minuto apds 560
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mg/kg WIN-35065-2, a LD100 determinada do composto (n = 6-
8). Para informagdo adicional de metodologia, veja o
Exemplo 5.

A Figura 13 & um grafico em linha e de dispersdao que
mostra inativag3o dependente de tempo de CocE (125 ng/ml)
in vitro. A deterioragdo exponencial ti,; foi calculada como
13.2. Para informacdo adicional de metodologia, veja o
Exemplo 6.

A Figura 14 é um grafico em barras que mostra efeitos
protetores dependentes de tempo de 1 mg CocE guando
administrada em varios momentos antes e depois de 100 mg/kg
cocaina (n = 6-8) . Para informagao adicional de
metodologia, veja o Exemplo 6.

A Figura 15 é& um grafico em barras gque mostra as
concentra¢gdes de cocaina em plasma humano tratado com 0,8
UM de esterase de cocaina ou veiculo de esterase em zero e
um minuto apds a administragdo da esterase. Para informagdo
adicional de metodologia, veja o Exemplo 6.

A Figura 16 é uma série de graficos em linha e de
dispersdo que mostra o efeito de 0,32 mg de CocE (circulos
fechados), 0,32 mg de CocE mutante T172R (tridngulos
fechados), ou PBS (veiculo, circulos abertos) sobre a
letalidade induzida por cocaina gquando administrada um
minuto apds doses crescentes de cocaina (painel esquerdo) e
minutos até a morte apds administragdo de cocaina (painel
direito). Para informacdo adicional de metodologia, veja o
Exemplo 7.

Figura 17 €& um grafico em linha e de dispersdao que
mostra o efeito de 0,32 mg/kg de CocE (circulos fechados)

ou CocE mwmutante T172R (tridngulos fechados) sobre a
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letalidade induzida por cocaina quando administrada em 1,
10, 30, and 60 minutos antes da administrag3io de 320 mg/kg
cocaina (n=6). Para informacdo adicional de metodologia,
veja o Exemplo 7.

Figura 18 é uma série de graficos em 1linha e de
dispersdo que mostra o efeito de 1 mg de hBChE (tridngulo
fechado), 0,32 mg CocE (circulo fechado), ou 1 mg de CocE
(quadrado fechado) sobre a letalidade induzida por cocaina.
Figura 18A mostra a letalidade como uma fungdo da
concentracido de cocaina. Figura 18B mostra os minutos até a
morte apds a administragdo de cocaina como uma fungdo da
concentracdo de cocaina. Para informagdo adicional de
metodologia, veja o Exemplo 8.

A Figura 19 é um trago do espectro de massa MALDI-TOF
de CocE peguilada. A diferenga de massa entre os picos
corresponde a ~5.500 Da; equivalente ao peso molecular de
uma Unica cadeia de PEG. Para informagdo adicional de
metodologia, veja o Exemplo 11.

A Figura 20 & uma imagem de SEM de hemaceas fixadas
por gluteraldeido. A Figura 20A €& RBC normal sem
tratamento. A Figura 20B é hemdcea de ruptura osmdtica/re-
selagem carregada com L-ASNase. A Figura 20C €& RBC
carregado com LMWPASNase. Para informagdo adicional de
metodologia, veja o Exemplo 12.

A Figura 21 é um grafico de dispersdo que mostra a
atividade percentual de Asperaginase no sangue como uma
funcdo do tempo (dias) para RBC/LMP-ASNase ou hemacea
fantasma /ASNase. Para informag¢do adicional de metodologia,
veja o Exemplo 12.

Figura 22 €& wum grafico em 1linha gque mostra a
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sobrevivéncia de camundongos DBA/2 que portam células de
linfoma L5178Y. A enzima ou solugdo salina foram
administradas no dia 5, em cujo tempo os sintomas estavam
presentes. Para informagdo adicional de metodologia, veja o
Exemplo 12.

A Figura 23 é um grafico em linha e de dispersdo gue
demonstra os efeitos protetores de CocE e seus mutantes
contra a toxicidade induzida por cocaina. A Figura mostra a
percentagem de camundongos que exibe letalidade induzida
por cocaina como uma fungdo da concentragdo de cocaina
injetada em camundongos administrados com CocE de tipo
selvagem (0,3 mg), T172R (0,3 mg), T172R-G173Q (0,3 mg), ou
L169K (1 mg). CocE ou mutantes (mg) foi administrado por
via intravenosa 1 minuto antes da administracdo de cocaina
(mg/kg, i.p.). Diferentes simbolos representam curvas dose-
resposta de letalidade induzida por cocaina na auséncia ou
presenga de CocE ou mutantes. Cada ponto de dado representa
a percentagem de camundongos (n=8 para cada condigdo de
dosagem) que exibem letalidade induzida por cocaina.

A Figura 24 é uma série de graficos em 1linha e de
dispersdo que demonstram a duracdo de tempo dos efeitos
protetores de CocE contra a toxicidade de cocaina. CocE ou
mutantes (0,1, 0,3, e 1 mg, i.v.) foram administrados em
diferentes pontos de tempo antes da administragdao de
cocaina i.p. 180 mg/kg. Figura 24A mostra a percentagem de
camundongos gque exibem letalidade induzida por cocaina como
uma fungdo do tempo de administrag¢do de CocE de tipo
selvagem (0,1 mg), T172R (0,1 mg), L169K (0,1 mg), ou
T172R-G173Q (0,1 mg) antes da administrag¢do de cocaina 1i.p.

180 mg/kg. Figura 24B mostra a percentagem de camundongos
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que exibem letalidade induzida por cocaina como uma fungéo
do tempo de administragdo de CocE de tipo selvagem (0,3
mg), T172R (0,3 mg), L169K (0,3 mg), ou T172R-G173Q (0,1
mg) antes da administracdo de cocaina i.p. 180 mg/kg.
Figura 24C mostra a percentagem de camundongos que exibem
letalidade induzida por cocaina como uma func¢do do tempo de
administragdo de CocE de tipo selvagem (1 mg), T172R (1
mg) , L169K (1 mg), ou T172R-G173Q (1 mg) antes da
administragdo de cocaina i.p. 180 mg/kg. Cada ponto de dado
representa a percentagem de camundongos (n=8 para cada
condigdo de dosagem) que exibem letalidade induzida por
cocaina.

A Figura 25 é& um grafico em linha e de dispersdo gue
demonstra a durag¢ao estimada de @protecdo para 50%
letalidade: a Figura mostra a duragdo estimada (horas) de
protegdao (50% letalidade) de mutantes de CocE em
camundongos como uma fungdo da dosagem (mg, i.v.) de T1l72R-
G173Q, L169K, T172R, e CocE de tipo selvagem. O tempo
necessario para atingir 50% letalidade foi determinado a
partir da Figura 24.

A Figura 26 é uma série de graficos em linha e de
dispersdo que demonstram efeitos protetores de CocE, T172R-
Gl73Q, e suas formas peguiladas contra toxicidade induzida
por cocalna. Cada enzima (0,3 mg) foi administrada por via
intravenosa 1 min antes da administrag¢do de cocaina (mg/kg,
i.p.). Diferentes simbolos representam curvas dose-resposta
de letalidade induzida por cocaina na auséncia ou presenga
da enzima. Cada ponto de dado representa a percentagem de
camundongos (n=8 para cada condigdo de dosagem) que exibem

letalidade induzida por cocaina. A Figura 26A mostra a
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percentagem de ocorréncia de letalidade como uma fungdo da
dosagem de cocaina (mg/kg, i.p.) para Veiculo/PBS, CocE de
tipo selvagem (0,3 mg), e PEG-CocE de tipo selvagem (0,3
mg) . A Figura 26B mostra a percentagem de ocorréncia de
letalidade como uma fungdo da dosagem de cocaina (mg/kg,
i.p.) para Veiculo/PBS, T172R-G173Q (0,3 mg), e PEG-T172R-
G173Q (0,3 mg).

A Figura 27 é uma série de graficos em linha e de
dispersdo que mostra a estabilidade térmica de esterase de
cocaina e de mutantes: (A) CocE de tipo selvagem, (B)
T172R, (C) T272R/G173Q e L169K. Para informagdo adicional
de metodologia, veja o Exemplo 17.

A Figura 28 E UM série de cromatogramas que mostra
enzimas pré-incubadas a 37°C por O minuto ou 60 minutos e
resolvidas por cromatografia de exclusdo por tamanho (A)
CocE de tipo selvagem, (B) T172R, (C) T172R/G173Q. Os
padrdes de peso molecular, BSA (66Kda) e AD (150Kda) sao
incluido em A. Para informagd3o adicional de metodologia,
veja o Exemplo 18.

Figura 29 é uma série de espectros de CD smoothed de
CocE de tipo selvagem e de quatro mutantes gque mostra fusao
dependente de temperatura observada entre 200 e 250 nm.
Para informag¢do adicional de metodologia, veja o Exemplo
19.

A Figura 30 € uma série de espectros para CocE de tipo
selvagem e quatro mutantes desconvolutos para 3 curvas por
meio do algoritmo CCA que sugere que a fusdo de CocE é pelo
menos um processo de duas etapas gque se move da curva
original (curva 1) para uma etapa de desdobra intermediaria

(curva 2) a uma proteina totalmente desnaturada (curva 3) .
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Para informagdo adicional de metodologia, veja o Exemplo
19.

Figura 31 €& uma série de graficos em 1linha e de
dispersdo que mostra a contribuig¢do percentual de cada uma
das temperaturas na descrigao das 3 curvas cca
desconvolutas mostradas na Figura 30. Para informagdo
adicional de metodologia, veja o Exemplo 189.

A Figura 32 é um grafico em linha e de dispersdo que

mostra as temperaturas de fusdo e formagdo para (1) as

fusdes de espectro inicial, (2) a formagdo e fusdo do
estado intermediario, e (3) o acumulo da proteina
totalmente fundida. Para informagdao adicional de

metodologia, veja o Exemplo 19.

A Figura 33 é um retrato de um gel que mostra que a
Cocaina (faixa de mM) evitou a formagdo induzida a 37°C de
agregados de CocE de alto peso molecular (0,1lmg/ml de
concentragdes de enzima). Para informag¢do adicional de
metodologia, veja o Exemplo 20.

A Figura 34 & um grafico em linha e de dispersdao gue
mostra que a Cocalina (quantidades em uM) estabilizou a
perda de atividade induzida a 37°C. Para informagao
adicional de metodologia, veja o Exemplo 20.

Figura 35 & um retrato de um gel que mostra que Acido
benzdico (faixa de mM) evitou a formag¢do induzida a 37°C de
agregados de CocE de alto peso molecular (0,lmg/ml de
concentragdes de enzima). Para informagdo adicional de
metodologia, veja o Exemplo 20.

A Figura 36 é um grafico em linha e de dispersdo gque
mostra que a Cocaina (quantidades em uM) estabilizou a

perda de atividade induzida a 37°C. Para informagao
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adicional de metodologia, veja o Exemplo 20.
Descrigdo detalhada da invengédo

Sdo reveladas modalidades da invengdo em gque sao
fornecidas composi¢des e métodos para uma abordagem de
degradag¢do catalitica para terapéutica anticocaina. A
tecnologia aqui descrita é baseada em parte na descoberta
de mutantes de esterase de cocaina altamente eficientes,
termoestaveis, e de longa duragdo que podem proteger contra
os efeitos téxicos e de reforgo da cocaina em individuos.
Tais mutantes fornecem op¢des de tratamento para condigdes
induzidas por cocaina como overdose de cocaina e
dependéncia de cocaina.
Polipeptideos de CocE mutante

A despeito da poténcia de CocE de tipo selvagem (veja,
por exemplo, Id. de Seg. N°: 1, N° de acesso AF173165) na
metabolizag¢do de cocaina (veja, por exemplo, Exemplo 2;
Exemplo 4; Exemplo 5), a aplicag¢do de CocE de tipo selvagem
como um agente terapéutico no tratamento de overdose de
cocaina pode ser limitada por causa sua baixa estabilidade
térmica na temperatura fisioldgica (se por exemplo, Exemplo
4; Exemplo 6). A Termo-instabilidade contribui para a meia-
vida plasmatica curta de CocE de tipo selvagem. Uma
deterioracdo significativa (>50%) da atividade de CocE foi
observada apds incubagdo da enzima em plasma a 37°C, ou
apds sua administrag¢do intravenosa em um camundongo. O ti,»
de CocE a 37°C é& de aproximadamente 15 minutos enquanto a
4°C o ti,», € maior que 6 meses. Estudos preliminares em
ratos demonstraram um duracdo relativamente curta do efeito
anticocaina de um pouco mais que 30 minutos para CocE.

Um aspecto da invengao fornece, portanto,
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polipeptideos de CocE mutante purificados gque exibem
estabilidade térmica e meia-vida plasmatica aumentadas
quando comparados a CocE de tipo selvagem. Os polipeptideos
de CocE mutante da invencdo tém valor clinico significativo
por causa de sua capacidade de hidrolisar de modo eficaz a
cocaina, embora também exiba termoestabilidade e/ou meia-
vida plasmatica aumentada.

A invenc¢do fornece polipeptideos de CocE mutante em
que pelo menos um residuo de aminodcido da CocE de tipo
selvagem €& substituido, em gque a CocE mutante tem
termoestabilidade aumentada embora retenha eficiéncia
catalitica relativamente alta. Em algumas modalidades,
polipeptideos de CocE mutante mantém substancialmente a
atividade de esterase funcional de polipeptideo de CocE de
tipo selvagem (ou seja, hidrélise de cocaina) .
Polipeptideos de CocE mutante tém wuma seqiéncia de
peptideos que difere de um polipeptideo de CocE nativo em
um ou mais aminodcidos. A sequéncia de peptideos de tais
mutantes pode apresentar uma substituigdo, delegdo, ou
adicdo de um ou mais aminodcidos de um polipeptideo de CocE
nativo. Inser¢des de aminodcido sdo preferivelmente de
cerca de 1, 2, 3, e 4 a 5 aminodcidos contiguos, e delecgdes
sdo preferivelmente de cerca de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, e 9
a 10 aminocdcidos contiguos. Em varias modalidades, o©
polipeptideo de CocE mutante pode conter pelo menos uma,
duas, trés, quatro, ou mais substituigdes de aminoacido,
delegdes, ou adigdes, em que o polipeptideo de CocE mutante
resultante tem termoestabilidade aumentada.

O termo aminoadcido, como aqui usado, deve incluir

aminoacidos de ocorréncia natural bem como aminodcidos de
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ocorréncia ndo natural, incluindo andlogos e derivados de
aminodcidos. O 1Gltimo inclui moléculas gque contém uma
porgcdo de aminodcido. Uma pessoa habilitada na técnica
reconhecera que referéncia nessa a um aminodcido inclui,
por exemplo, L-aminodcidos proteogénicos de ocorréncia
natural; D-aminoacidos; aminoacidos quimicamente
modificados como andlogos e derivados de aminoacido;
aminodcidos mndo proteogénicos de ocorréncia natural, e
compostos quimicamente sintetizados que tém propriedades
conhecidas mna técnica como sendo caracteristicas de
aminodcidos. Para todos as sequéncias de aminoacidos aqui
reveladas, entende-se que nucleotideos e aminoacidos
equivalentes podem ser substituidos nas sequéncias sem
afetar a fungdo das sequéncias. Tal substituig¢do esta
dentro da capacidade de uma pessoca de habilidade comum na
técnica.

A invengdo também fornece polipeptideos de CocE
mutante purificados com as seguintes substituigdes: L163V
(Id. de Seqg. N°: 3); V121D (Id. de Seqg. N°: 4); Sle7A (Id.
de Seq. N°: 5); Q123E (Id. de Seqg. N°: 6); V225I (Id. de
Seq. N°: 7); I218L (Id. de Seqg. N°: 8); A310D (Id. de Sedq.
N°: 9); Al1l49S (Id. de Seg. N°: 10); S159A (Id. de Seqg. N°:
11); S265A (Id. de Seq. N°: 12); S56G (Id. de Seq. N°: 13);
W220A (Id. de Seqg. N°: 14); Ti122A (Id. de Seq. N°: 15);
S140A (Id. de Seqg. N°: 16); F189L (Id. de Seq. N°: 17);
A193D (Id. de Seg. N°: 18); T254R (Id. de Seqg. N°: 19);
N42V (Id. de Seqg. N°: 20); V262L (SEQ ID. NO: 21); L508G
(Id. de Seqg. N°: 22); Y152H (Id. de Seqg. N°: 23); V160A
(Id. de Seqg. N°: 24); T172R (Id. de Seg. N°: 25); Y532F

(Id. de Seqg. N°: 26); T74S (Id. de Seqg. N°: 27); W285T(Id.
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de Seq. N°: 28); L146P (Id. de Seq. N°: 29); D533S (Id. de
Seq. N°: 30); Al94R (Id. de Seqg. N°: 31); G173Q (Id. de
Seq. N°: 32); C477T (Id. de Seqg. N°: 33); K531A (Id. de
Seqg. N°: 34); R41I (Id. de Seqg. N°: 35); L119A (Id. de Seq.
N°: 36); K46A (Id. de Seqg. N°: 37); F84Y(Id. de Seqg. N°:
38), T172R-G173Q (Id. de Seq. N°: 39 ); L169K (Id. de Seq.
N°: 40); F189A (Id. de Seqg. N°: 41), N197K (Id. de Seg. N°:
42), R182K (Id. de Seq. N°: 43), F189K (Id. de Seqg. N°:
44), V190K (Id. de Seqg. N°: 45), Q191K (Id. de Seg. N°:
46), and Al194K (Id. de Seg. N°: 47). Por exemplo, o
polipeptideo de CocE mutante T172R (Id. de Seq. N°: 25) tem
termoestabilidade aumentada, Vmax e Km aumentadas a 37°C,
temperatura de fusdo aumentada (Tm), meia-vida plasmatica
aumentada, maior reducdc na letalidade devido a toxicidade
de cocaina, e efeitos anticocaina de maior durag¢do, dguando
comparados a CocE de tipo selvagem (veja, por exemplo,
Exemplo 4, Exemplo 7).

O aumento resultante na termoestabilidade do
polipeptideo de CocE mutante é&é pelo menos cerca de 2
kcal/mol. A termoestabilidade de um dado polipeptideo pode
ser avaliada por vAarios métodos conhecidos na pratica,
incluindo, por exemplo, dicroismo circular (CD)
espectroscopia ou calorimetria de rastreamento diferencial.
Por exemplo, o aumento resultante na termoestabilidade pode
ser pelo menos de cerca de 2,1, pelo menos cerca de 2,2,
pelo menos cerca de 2,3, pelo menos cerca de 2,4, pelo
menos cerca de 2,5, pelo menos cerca de 2,6, pelo menos
cerca de 2,7, pelo menos cerca de 2,8, pelo menos cerca de
2,9, pelo menos cerca de 3,0, pelo menos cerca de 3,1, pelo

menos cerca de 3,2, pelo menos cerca de 3,3, pelo menos
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cerca de 3,4, pelo menos cerca de 3,5, pelo menos cerca de
3,6, pelo menos cerca de 3,7, pelo menos cerca de 3,8, pelo
menos cerca de 3,9, pelo menos cerca de 4,0, pelo menos
cerca de 4,1, peloc menos cerca de 4,2, pelo menos cerca de
4,3, pelo menos cerca de 4,4, ou pelo menos cerca de 4,5
kcal/mol. Aumentos ainda maiores na termoestabilidade s&ao
contemplados. Acredita-se que diminuindo a energia em cerca
de 2,1 a cerca de 4,5 kcal/mol pode-se estender o tempo de
meia-vida da proteina em cerca de 30 a cerca de 1.000 vezes
mais em temperatura ambiente.

Geralmente, os polipeptideos de CocE mutante tém
atividade de esterase com termoestabilidade aumentada
quando comparados a CocE de tipo selvagem. Em algumas
modalidades, is polipeptideos de CocE mutante termoestéaveis
podem ter menos atividade de esterase que CocE de tipo
selvagem. Por exemplo, mutantes de CocE termoestaveis podem
ter cerca de 10%, cerca de 20%, cerca de 30%, cerca de 40%,
cerca de 50%, cerca de 60%, cerca de 65%, cerca de 70%,
cerca de 75%, cerca de 80%, cerca de 85%, cerca de 90%,
cerca de 95%, ou cerca de 99% da atividade de esterase de
CocE de tipo selvagem. Em outras modalidades, os
polipeptideos de CocE mutante tém aproximadamente a mesma,
eficiéncia catalitica ou maior de polipeptideos de CocE de
tipo selvagem. Por exemplo, mutantes de CocE termoestaveis
podem ter cerca de 100%, cerca de 110%, cerca de 120%,
cerca de 130%, cerca de 140%, cerca de 150%, ou mais da
atividade de esterase de CocE de tipo selvagem.

Variantes dos polipeptideos de CocE mutante como
fragmentos, analogos, e derivados também fazem parte da

invencgao. fragmentos de polipeptideo de CocE que
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correspondem a um ou mais motivos e/ou dominios
particulares ou a tamanhos arbitrdrios, por exemplo, pelo
menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 50, 75, 100, 125, 150, 200,
250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1.000, 1.100, 1.150
e 1.200 aminodcidos de comprimento estdo dentro do escopo
da invengdo aqui revelada. Por¢gdes peptidil isoladas de
polipeptideos de CocE podem ser obtidas por rastreamento de
peptideos recombinantemente produzidos a partir do
fragmento correspondente do 4&acido nucleico gque codifica
tais peptideos. Em adigdo, os fragmentos podem ser
gquimicamente sintetizados com o uso de técnicas conhecidas
na pratica como quimica convencional de £-Moc ou t-Boc de
fase sélida de Merrifield. Por exemplo, um polipeptideo de
CocE como aqul descrito pode ser arbitrariamente dividido
em fragmentos de comprimento desejado sem sobreposigdo dos
fragmentos, ou preferivelmente divididos em ed fragmentos
sobrepostos de um comprimento desejado.

Um outro aspecto da invencdo aqui revelada refere-se a
formas recombinantes do polipeptideo de CocE. Em algumas
modalidades, moléculas de dcido nucleico isolado da
invengdo incluem aqueles polinucleotideos que codificam os
polipeptideos de CocE acima descritos. Em outras
modalidades, os polipeptideos recombinantes da invengdo
aqui revelados sdo codificados por um &acido nucleico que
tem pelo menos 85% de identidade de seqiiéncia (por exemplo,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, e 99%) com a sequéncia de acidos nucleicos de Id.

de Seq. N°: 2, em gque o polipeptideo de CocE recombinante
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expresso retém substancialmente a mesma eficiéncia
catalitica ou maior de polipeptideo de CocE de tipo
selvagem e tem termoestabilidade aumentada quando comparado
a CocE de tipo selvagem.

Acidos nucleicos que hibridizam sob condigdes de alto
rigor a Aacidos nucleicos de Id. de 8Seq. N°: 2 ou os
complementos de Id. de Seq. N°: 2 também podem ser usados
na invengao. Por exemplo, tais 4&cidos nucleicos que
hibridizam a Id. de Seq. N°: 2 ou o complemento de Id. de
Seqg. N°: 2 sob condigdes de baixo rigor, condig¢des de rigor
moderado, ou condi¢des altamente controladas e também
codificam um polipeptideo de CocE mutante que tém atividade
de esterase com termoestabilidade aumentada quando
comparados a CocE de tipo selvagem, estdo dentro da
invencdo. Acidos nucleicos preferidos s&o aqueles que tém
uma sequéncia de nucleotideos que & o complemento de toda
ou de uma porg¢do de Id. de Seqg. N°: 2. Outras variantes do
gene de CocE nativo dentro da invengdo sd3o polinucleotideos
gue partilham pelo menos 65% (por exemplo, 65%, 66%, 67%,

68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%,
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8%, 89%, 90%, 91%,

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, e 99%) de identidade de
sequiéncia a Id. de Seqg. N°: 2 ou ao complemento de Id. de
Seq. N°: 2. Acidos nucleicos que hibridizam sob condi¢des
rigorosas ou partilham pelo menos 65% de identidade de
seqiiéncia com Id. de Seqg. N°: 2 ou o complemento de Id. de
Seqg. N°: 2 podem ser obtidos por técnicas conhecidas na
pratica como por muta¢des no gene de CocE nativa, ou por
isolacdo de um organismo que expressa tal acido nucleico

(por exemplo, uma variante alélica).
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Moléculas de acido nucleico que codificam proteinas de
fusdo de CocE mutante também estdo dentro da invengdo. Tais
dcidos nucleicos podem ser feitos por preparagdo de uma
construgao (por exemplo, um vetor de expressao) que
expressa proteinas de fus3o de CocE mutante quando
introduzidos em um hospedeiro adequado. Por exemplo, tal
construgdo pode ser feita por 1ligagdo de um primeiro
polinucleotideo que <codifica proteina de CocE mutante
fundida em estrutura com um segundo polinucleotideo que
codifica uma outra proteina de modo que a expressdao da
construgdo em um sistema de expressao adequado gera uma
proteina de fusdo.

As moléculas de &acido nucleico da invengdo podem ser
modificadas em uma porgdo de base, porgdo de aglcar, ou na
estrutura de fosfato, por exemplo, para melhorar a
estabilidade da molécula, hibridizagdo e outros. Moléculas
de &cido nucleico utilizadas nas modalidades da invengao
aqui reveladas podem estar na forma de RNA ou na forma de
DNA (por exemplo, cDNA, DNA gendmico, e DNA sintético). O
DNA pode ser de filamento duplo ou de filamento Gnico e se
de filamento Gnico pode ser o filamento de codificagao
(senso) ou o filamento de ndo codificagdo (anti-senso). A
sequéncia codificadora que codifica um polipeptideo de CocE
mutante pode ser idéntica a sequéncia de nucleotideos
reivindicada, ou ela pode também ser uma sequéncia
codificadora diferente que, como um resultado da
redundidncia ou degenerag¢do do cbédigo genético, codifica o
mesmo polipeptideo como os polinucleotideos de Id de Seq.

N°®: 3-37.
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Desenho de CocE mutante

As mutag¢gdes de teermoestabilizagdo de CocE podem ser
desenhadas para aumentar a estabilidade termodindmica de um
polipeptideo através da diminuigdo de AG (desdobrado—
dobrado) ou taxa diminuida de desdobra através do aumento
da energia livre de ativag¢do do processo de desdobra. O AG
(desdobrado— dobrado) & a diferenga de energia livre entre
o estado desdobrado e dobrado. Para um polipeptideo
termodinamicamente estavel, AG (desdobrado— dobradco) deve
ser um valor negativo. Geralmente, quanto menor o valor de
AG (desdobrado— dobrado), mais estavel o estado dobrado. A
energia livre de ativagdo do processo de desdobra €& a
diferenca de energia livre entre o estado desdobrado e o©
estado de transig¢do de desdobra (Steipe, 1999).

Polipeptideos de CocE mutante com termoestabilidade
aumentada podem ser desenahdos e gerados por Vvarios métodos
conhecidos na técnica que incluem, por exemplo, desenho
racional, evolucdo direcionada (por exemplo, mutagénese
aleatdéria, mutagénese do organismo hospedeiro de CocE), ou
uma combinacdo desses. A evolugdo direta pode ser realizada
através de mutac¢do e recombinacdo seguida por rastreamento
pelo tragco desejado ou por aplicagdo de uma pressao
seletiva para obter o tra¢o de interesse (veja, por
exemplo, Lehmann and Wyss, 2001). Mutagénese podem ser
realizada no gene especifico de interesse ou através de
mutagénese e selegdo de um organismo hospedeiro de modo que
a propriedade construida seja conferida a proteina de
interesse. Preferivelmente, as termoestabilidades de CocE
mutante s3o construidas através de uma abordagem de trés

pontas de (i) desenho racional através de mutagénese
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direcionada a sitio guiada por computagdo (veja, por
exemplo, Exemplo 3; Exemplo 4), (ii) mutagénese aleatdria
do gene de CocE e rastreamento de alto rendimento (veja,
por exemplo, Exemplo 4; Exemplo 15); e (iii) mutagénese do
organismo hospedeiro de CocE seguida por selegdo genética
(veja, por exemplo, Exemplo 14) .

Varios conceitos de desenho racional s&do conhecidos
por aqueles habilitados na técnica para realizar a
diminuicdo de AG (desdobrado— dobrado) e/ou aumento da
energia livre de ativagdo do processo de desdobra (veja,
por exemplo, Lehmann, 2001). Por exemplo, uma pessoa pode:
diminuir a entropia do estado desdobrado por introdugdo de
pontes adicionais de dissulfeto pi por mutagdes X—>Pro;
aumento da tendéncia de a-hélice por substituig¢des Gly—Ala
ou por estabilizag¢do de macrodipolos de oa-hélice; melhorar
interac®es eletrostidticas entre residuos de superficie
carregados por introducdo de pontes de sal adicionais ou
mesmo redes de ponte de sal, ou por mutagdes de
termoestabilizacdo com base nos calculos de potenciais
eletrostaticos.

A modelagem molecular, com base em simulagdes de
dindmica molecular adequada (MD), pode guiar racionalmente
a mutagénese direcionada a sitio de modo a desenhar
polipeptideos de CocE mutante gue possuam termoestabilidade
aumentada. A simulacdo classica de MD permite o estudo de
evolucdo de tempo de um grande sistema tomando varias
pequenas etapas de tempo sucessivas sob forgas atdmicas
determinadas por um conjunto de fungdes de interagdo
parametrizadas (campo de forga), incluindo interag¢des em

ponte (liga¢des, &ngulos, e dngulos diedros), interagdes de
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van der Waals ndo ligadas, e cargas com base em interag¢des
eletrostaticas ou atdmicas net. Devido & forma simples do
campo de forga, a simulagdo de MD pode ser realizada por um
tempo de simula¢do suficientemente longo para gerar
propriedades medianas em conjunto significativas, mesmo
para um sistema muito grande que envolve outras centenas de
milhares de A&atomos. Portanto, para CocE e cada mutante
proposto, a simulagdo de MD pode levar a uma estrutura 3D
razoavel, dinamicamente mediana do polipeptideoc simulado em
agua.

Uma abordagem usada de forma bem sucedida nessa
concentra-se no desenho racional de mutagdes de
termoestabilizag¢do que diminuem o valor de AG (desdobrado—
dobrado) do polipeptideo (veja, por exemplo, Exemplo 3).
Tal abordagem requer apenas o cdlculo de AG (desdobrado—
dobrado), sem realizag¢do de uma computagdo gue demanda
tempo na estrutura e energética do estado de transigido da
desdobra. Portanto, para aumentar a termoestabilidade de um
polipeptideo antes da peguilagdo, uma pessoa pode usar um
método implementado em um programa de desenho racional (por
exemplo, RosettaDesign) que usa uma fun¢do de energia para
avaliagdo da adequagdo de uma sequUéncia particular para uma
dada dobra e um algoritmo de pesquisa de Monte Carlo para
amostragem de espago de seguUéncia. Tal abordagem &
conhecida para produzir termoestabilidade aumentada de
outras enzimas sem redugdo na eficiéncia catalitica (veja,
por exemplo, Korkegian, 2005). Por exemplo, a dobra usada
na computagdo pode <corresponder Aaquela da estrutura
disponivel em cristal de raios X de CocE.

O programa de desenho racional permite a previsdao de
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um conjunto de sequéncias de aminodcidos modificadas que
tém potencialmente energias menores (por exemplo, os
valores de AG (desdobrado— dobrado)) e, portanto, maior
termoestabilidade. Assim, uma pessoa pode usar o desenho
computacional aqui descrito para prever muta¢des no nacleo
do polipeptideo de CocE que possam levar a
termoestabilizag¢do do polipeptideo sem perda da eficiéncia
catalitica. Essa abordagem minimiza o tempo de teste
experimental e aumenta muito o sucesso dos resultados
experimentais. As mutag¢des de termoestabilizagdo previstas
podem ser testadas individualmente por mutagénese
direcionada a sitio e entdo em combinagao, em um processo
iterativo (veja, por exemplo, Exemplo 15).

Evolugdo direcionada também pode ser usada para gerar
mutantes de CocE termoestaveis. Evolugdo direcionada
engloba uma série de técnicas experimentais gque produzem
diversidade acelerada e adaptagdo através de mutagdo e
recombinac¢do seguida por rastreamento pelo trago desejado
ou por aplicagdo de uma pressdo seletiva para obter o trago
de interesse (Lehmann & Wyss (2001) Current Opinion in
Biotechnology 12, 371-375). Portanto, evolugdo direcionada
envolve tanto um processo para gerar diversidade quanto um
rastreamento eficiente ou método de selecgdo para a detecgdo
ou enriquecimento do trago desejado. Evolugdo direcionada
foi previamente aplicada de forma bem-sucedida a produgdo
de proteinas termoestaveis, e a geragdo de diversidade foi
atingida através, por exemplo, de PCR propensa a erro,
mutagénese de saturagdo, embaralhamento de DNA, mutagénese
gquimica, e combinagdes desses. PCR propensa a erro

amplifica o gene de 1interesse com polimerases nao
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proofreading e condig¢des de estresse desenhadas para gerar
aleatoriamente mutag¢des unicas de par de base. Depois de
cada ciclo os melhores mutantes sdo selecionados e usados
como sequéncias parentes no préximo ciclo de mutagénese.
Essa técnica tem sido usada para gerar inGmeras variantes
de proteina termoestavel, incluindo propil endopeptidase
(Uchiyama ma., e cols. 2000), betaglicuronidase (Flores, H.
and A. D. Ellington (2002) Journal of Molecular Biology
315, 325-337) e xilanases de familia 10 (Andrews e cols.
(2004) J Biol Chem 279, 54369-79). Mutagénese por saturagdo
também amplifica o gene de interesse mas incorpora bases
universais durante a amplificag¢do para gerar um namero
muito maior de mutac¢des. Essa técnica tem sido usada para
gerar termoestabilidade em uma enzima psicrofilica
(Miyazaki e cols. (2000) Journal of Molecular Biology 297,
1015-1026) . Embaralhamento de DNA envolve um ou mais ciclos
de recombinagdo entre um conjunto de seqUéncias homdlogas
para obter melhores variantes de wuma dada enzima. Essa
técnica também pode ser usada in tandem com PCR propensa a
erro, em gue os melhores mutantes obtidos por PCR propensa
a erro sao combinados por embaralhamento de DNA para gerar
um novo subconjunto de mutantes. Embaralhamento de DNA tem
sido implementado para gerar variantes termoestdveis de
beta-glicuronidase (Flores, H. and A.D. Elllington (2002)
Journal of Molecular Biology 315, 325- 337). Mutagénese
quimica envolve o tratamento de DNA de plasmideo com
agentes gquimicos que introduzem mutag¢des em ponto na
sequiéncia como hidroxilamina, nitrosaminas ou dimetil
sulfato. O tratamento de plasmideo com hidroxilamina tem

sido wusado para gerar mutantes termoestaveis de beta-
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glicosidase A de Bacillus polymyxa (Lopez-Camacho e cols.
(1996) Biochemistry Journal 314, 833- 838) e luciferase de
vagalume (White e cols. (1996) Biochemistry Journal 319 (Pt
2), 343-350).

Mutagénese do organismo hospedeiro de CocE também pode
ser usada para gerar mutantes de CocE termoestaveis. Um
método simples e rapido para a produgdo de variantes de
CocE termoestaveis podem ser atingidas por utilizag¢do da
capacidade da enzima de conferir metabolismo de cocaina
como a unica fonte de carbono e seu organismo hospedeiro. O
gene de CocE foi originalmente seqlenciado a partir de
Rhodococcus MB1l por subclonagem de fragmentos do gene em
Rhodococcus erythropolis CW25, uma bactéria incapaz de
metabolizar cocaina mas capaz de crescer nos subprodutos de

esterase de cocaina, éster metilico de ecgonina e benzoato

(Bresler e cols. (2000) Applied & Environmental
Microbiology 66, 904-908). Um outro organismo gque mostrou
previamente metabolizar subprodutos da cocaina é

Pseudomonas fluorescens (MBER), que foi capaz de crescer em
uma relagdo simbidética com uma outra bactéria capaz de
metabolizar cocaina por meio da esterase Comamonas
acidovorans (MBLF) .

Embora de dificil transformagdo com plasmideos em
altas eficiéncias, essas cepas Dbacterianas podem ser
transformadas de forma relativamente facil com o gene de
CocE nativo clonado em vetores adequados e entdo mutagénese
bacteriana tradicional podem ser realizada (veja, por
exemplo, Exemplo 14). Pelo fato de essa bactéria crescer
normalmente apenas a 25-30°C em produtos da hidrdlise de

cocaina, a seleg¢do por mutantes capazes de metabolizar a
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de CocE mutante pode ser isolado de células hospedeiras com
© uso de técnicas conhecidas na pratica para purificagdo de

proteinas que incluem cromatografia de troca iénica,

cromatografia de filtragado de gel, ultrafiltragdo,
eletroforese, e purificagao por imunocafinidade com
anticorpos especificos para tal proteina (veja, por

exemplo, Exemplo 1).

Por exemplo, depois de um polipeptideo de CocE mutante
ter sido expresso em uma célula, ele pode ser isolado com ©
uso de qualquer cromatografia por imunocafinidade. Mais
especificamente, um anticorpo anti-CocE pode ser
imobilizado em uma matriz de cromatografia em coluna, e a
matriz pode ser usada para cromatografia por imunocafinidade
para purificar o polipeptideo de CocE mutante de lisados de
células por métodos padrdo (veja, por exemplo, Sambrook and
Russel (2006) Condensed Protocols from Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
ISBN 0879697717;) . Depois de cromatografia por
imunoafinidade, o polipeptideo de CocE mutante pode ser
também purificado por outras técnicas padrdo, por exemplo,
cromatografia liquida de alta performance. Em uma outra
modalidade, um polipeptideo de CocE mutante & expresso como
uma proteina de fusdo que contém um rdétulo de afinidade
(por exemplo, Hisx6) gque facilita saua purificagdo (veja,
por exemplo, Exemplo 1).

Peguilagdo de polipeptideos de CocE mutante

A CocE mutante pode ser peguilada de modo a aumentar a
duracdo de agdo e estabilidade ao calor, e diminuir a
imunogenicidade. A peguilagdo também pode melhorar a

termoestabilidade da CocE mutante da invengdo e aumentar a
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meia-vida sérica por diminuig¢do do clearance renal,
protedlise, absorgdo de macrdéfago, e resposta imunoldgica.

A peguilagdo € o processo de anexagdo de unidades
repeticdo de etileno glicol (ou seja, polietileno glicol,
ou PEG) a um polipeptideo para reduzir a imunogenicidade do
polipeptideo e sua taxa de clearance renal (veja,
geralmente (Veronese, FM and Harris, JM (2002b) Advanced
Drug Delivery Reviews 54, 457-606, Veronese, FM and Harris,
JM (2002¢) Advanced Drug Delivery Reviews 55, 1259-1345,
reviewing PEGylation technology). Cada unidade de etileno
glicol pode se ligar a duas ou trés moléculas d agua, dque
aumenta de modo eficaz o tamanho do peptideo, e pode
proteger o peptideo de respostas imunes, degradagao
enzimdtica, e/ou rapido clearance renal. O polietileno
glicol também  pode estabilizar contra mudangas na
temperatura e pH. O resultado & gque o polipeptideo
terapéutico pode ser mantido por mais tempo no sangue, €
induz uma menor resposta imune (Harris, JM and Chess, RB
(2003) Nature Reviews. Drug Discovery 2, 214-221). PEG
possui um conjunto UGnico de propriedades, incluindo
auséncia de toxicidade, antigenicidade, e imunogenicidade,
uma diminuicdo dependente de massa do clearance renal, e
uma alta flexibilidade e solubilidade em agua. Ele
transmite essas caracteristicas as proteinas as quais ele &
ligado (Veronese, FM and Harris, JM (2002b) Advanced Drug
Delivery Reviews 54, 457-606).

Um polimero de PEG pode ser primeiramente ativado com
um grupo funcional que encoraja ligagdo covalente a um
aminodcido da proteina. o grupo hidroxil terminal do PEG

pode ser modificado por um carbonato ativo, éster ativo,
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aldeido ou derivado de tresilato. O PEG pode ser anexado a
lisinas ou a residuos de cisteina introduzidos da CocE
mutante. Unidades de repetigdo de 6xido de etileno podem
ser construidas em varias configurag¢des que tém diferentes
comprimentos, com ou sem ramificagdo, e com varios pesos
moleculares. Meios de incorporagido podem incluir mutagénese
direcionada a sitio ou uso de derivados de maleimida de
transglutaminase.

PEG é aprovado pelo FDA para uso como um veiculo ou
base em farmacos, incluindo formulagdes injetaveis,
toépicas, retais e nasais (Harris and Chess, 2003). E drogas
peguiladas foram aprovadas pata uso clinico (veja, por
exemplo, PEG-interferon alfa-2a (Hamidi, M and Tajerzadeh,
H (2003) Drug Delivery 10, 9-20; PEG-interferon alfa-2b
(Reddy e cols. (2002) Advanced Drug Delivery Reviews 54,
571-586) .

Devido & mobilidade dindmica espacial ndo paralela de
PEG, a modificacdo da superficie de uma CocE mutante pelo
polimero de PEG pode defender a enzima revestida de agdes
pelas enzimas proteoliticas e reconhecimento pelo sistema
imune; assim reduzindo a imunogenicidade e prolongando a
meia-vida circulante da CocE mutante peguilada. O sucesso
das estratégias de peguilagdo inclui lipossomos modificados
por PEG, ou seja, lipossomos de reserva, assim denominados
devido a sua capacidade de desviar da detecgdo imune e
clearance renal para gerar um tempo de circulagdo
significativamente estendido (Lasic, DD (1997) Journal of
Controlled Release 48, 203-222), bem como asparaginase
peguilada cuja meia-vida in vivo foi drasticamente

melhorada de 26 horas observadas para asparaginase livre
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. para 15 dias (Avramis e cols. (2002) Blood 99, 1986-1994) .
Além disso, é reconhecido na técnica que a peguilagdo pode
melhorar significativamente a estabilidade térmica de uma

enzima (Kazan, D. and Erarslan, A. (1997) Applied

—
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hemédceas oferecem vantagens fGnicas para funcionar como um
veiculo de drogas. Primeiramente, os eritrdécitos sao
completamente biocompativeis e biodegradaveis,
particularmente quando as células autdlogas sdo usadas para
carga de droga. Em adigdo, o formato de disco bicbédncavo dos
eritrbcitos fornece a maior superficie para a proporgdo de
volume (1,9 x 10* cm/g) (Guyton, AG & Hall, JE (1996)
Textbook o©f Medical Physiology, 425-433) usavel para
encapsulagdo de drogas. A encapsulagdo em hemaceas também
evita a inativag¢do da droga carregada por fatores enddgenos
bem como protege os organismos dos efeitos tdxicos da droga
encapsulada (Wang e cols. (2002) Advanced Drug Delivery
Reviews 54, 547-570). Além disso, a encapsulagdo em
hemdceas evita as respostas imunes indesejaveis (ou seja,
antigenicidade e imunogenicidade) gque possam ser ativadas
por corpos estranhos (Wang e cols. (2002) Advanced Drug
Delivery Reviews 54, 547-570). E, os eritrdcitos possuem
meia-vida de circula¢dao mais longa em comparagdao a outros
veiculos sintéticos. Por exemplo, a expectativa de vida
normal de um eritrdcito na circulagdo sistémica & relatada
como sendo cerca de 120 dias (Guyton, AG & Hall, JE (1996)
Textbook of Medical Physiology, 425-433).

A encapsulagdo de CocE mutante em eritrdcitos pode ser
de acordo com vVAarias técnicas conhecidas na pratica,
incluindo eletroporac¢do, endocitose induzida por drogas
(por exemplo, primaquina), e osmose (veja, por exemplo,
Green, R. and Widder, KJ (1987) Methods In Enzymology, Vol.
149) . Esses métodos podem incluir inchagdo e rompimento da
membrana celular, liberando o contelGdo interior incluindo

primariamente hemoglobina e também citoesqueleto,
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aprisionando a droga, e entdo re-selagem da membrane para
gerar a hemdcea de forma em taga esférica, de cor rosa ou
branca (geralmente denominada "hemadcea-fantasma") .
Alternativamente, peptideos gque penetram a membrana
podem ser empregados para encapsular CocE mutante em
eritrécitos (veja, por exemplo, Exemplo 12). Os peptideos
que penetram a membrana, ou peptideos de dominio de
transdugdo de proteina (PTD) sdo uma familia de pequenos
peptideocs (normalmente consiste em 10-15 residuos de
aminoacidos) incluindo TAT, LMWP, e outros peptideos
catidbnicos ricos em arginina (veja, Dietz, GPH and Bahr, M
(2004) Molecular Cell Neurosciences 27, 85-131) . E
conhecido na técnica que, por ligagdo covalente de PTD a
quase qualquer tipo de espécies moleculares incluindo
proteinas (peso molecular >150 kDa; mais de 60 diferentes
proteinas ja foram testadas (Dietz, GPH and Bahr, M (2004)
Molecular Cell Neurosciences 27, 85-131) e nano-veiculos
(por exemplo lipossomos), PTD pode transportar as espécies

anexadas através da membrana celular de todos os tipos de

6rgdos incluindo o cérebro (Schwarze e cols. (1999) Science
285, 1569-1572). PTD ndo é tbéxico nem imunogénico (Schwarze
e cols. (1999) Science 285, 1569-1572), e a internalizagao

celular mediada por PTD ndo induz a perturbagdo ou
altera¢do da membrana celular dos eritrécitos (Suzuki e
cols. (2002) Journal of Biological Chemistry 25, 2437-
2443) . PTD tem sido usado de modo bem-sucedido em hemaceas
de carga de proteina, e resulta em eritrdcitos com
atributos fisicos e quimicos inalterados (veja, por
exemplo, Li e cols. (2003) American Pharmaceutical Review

6, 22-26). Portanto, a conjugagao do peptideo PTD a CocE
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mutante pode facilitar a encapsulagdo em heméceas. A
encapsulagdo em hemaceas também pode ser realizada pelo uso
de CocE mutante peguilada.
Estabilizagdo de CocE mutante

Um outro aspecto da invengdo & direcionado a
estabilizagdo de polipeptideos de CocE mutante com o uso de
substratos, produtos, e/ou inibidores de cocaina.
Substratos e produtos Gteis nas modalidades aqui reveladas
incluem, por exemplo, mas ndo sdo limitados a, cocaina;
derivados de cocaina, como, por exemplo, (-)-cocaina, (+)-
cocaina, tropococaina, e outros; derivados de tio-cocaina,
como, por exemplo, Tiol-1, Tiol-2, e outros; derivados de
amida-cocaina; derivados de provitamina-cocaina, como PABA
cocaina, Niacina cocaina, e outros; A&cido benzdico; 4-
nitrofenil acetato (4NPA); 4-nitrofenol (4NP); e outros.
Inibidores de exemplo incluem, sem limitag¢do, andlogos de
substrato, como, fosfo-fluorcocaina, O-Fosfo-cocaina, O-
metilfosfococaina, S-Metilfosfococaina, e outros; analogos
de produto, como, Ecgonina e derivados de Ecgonina, como,
andlogo de éster metilico de &cido ecogonina bordnico;

dcido fenilborbénico; derivados de &acido benzdico, como,

dcido 4-terc-Butil benzdico, dcido 1-Naftédéico, éster
metilico de &cido 2,3,4-trimetil- benzdico, e outros.
Agentes quimicos adicionais incluem, por exemplo, sem

limitag¢do, SDS, glicerol, PEG, e outros.

Preferivelmente, os substratos, produtos, e/ou
inibidores estabilizam a desnaturacao térmica dos
polipeptideos aqui revelados. Em algumas modalidades, os
substratos, produtos e/ou inibidores também evitam a

agregacdo termicamente induzida em eletroforese de gel.
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Geralmente, o uso de um substrato, produto, e/ou inibidor
resulta em pelo menos cerca de a 10% de aumento na
estabilidade e/ou inibig¢do, respectivamente. Por exemplo O
aumento pode ser de cerca de 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 095%,
100%, 120%, 150%, 200%, 300%, ou mesmo 500% ou maior.
Portanto, substratos, produtos, e/ou inibidores sdo bem
adequados para estabilizar os polipeptideos de CocE mutante
aqui revelados (veja, por exemplo, Exemplo 20).

Em uma modalidade, pequenas moléculas sdo usadas para
termoestabilizar os polipeptideos de CocE mutante aqui
revelados. Em uma modalidade preferida, tais moléculas ndao
ocupam o sitio ativo do polipeptideo.

Em algumas modalidades, os polipeptideos agqui
revelados podem ser co-infundidos com uma molécula de
estabilizacado. Em outras modalidades, as moléculas de
estabilizagdo podem ser usadas para estabilizar o
polipeptideo durante a manufatura. Ainda em outras
modalidades, as moléculas de estabilizagdo podem ser usadas
para estabilizar os polipeptideos de CocE mutante até
estarem prontos para uso.

Métodos de tratamento

Um outro aspecto da invengdo é direcionado a abordagem
de degradagdo catalitica para terapéuticos anticocaina. S&ao
fornecidos tratamentos, profilaticos e terapéuticos, de
condi¢des induzidas por cocaina através da administragdo de
polipeptideos de CocE mutante termoestaveis, ativos em
esterase a um individuo que necessita. As variantes de
esterase de cocaina da invenc¢do tém um valor clinico

significativo por causa de sua termoestabilidade aumentada
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e maior meia-vida plasmatica que a CocE conhecida de
ocorréncia natural. E esse aumento na termoestabilidade e
meia-vida plasmatica que permite uma resposta muito mais
rapida aos sintomas que ameagam a vida da toxicidade por
cocaina que coloca as variantes de CocE da invengao
separadas de outras op¢des de tratamento.

Uma determinac¢do da necessidade por tratamento sera
tipicamente avaliada por uma histdria e exame fisico
consistentes com a condig¢do induzida por cocaina. Condigdes
induzidas por cocaina incluem, sem limitagdo, overdose de
cocaina, toxicidade por cocaina, e dependéncia a cocaina
e/ou vicio. Por exemplo, o diagndstico de toxicidade por

cocaina pode incluir convulsdes, convulsdes tipo grande

mal, ataque cardiaco, infarto do miocardio, arritmias
cardiacas, pressdo arterial aumentada, AVC, psicose
induzida por drogas, aneurisma dissecante, e demanda

miocdrdica aumentada de oxigénio. Como um outro exemplo, no
caso de dependéncia a cocaina e/ou vicio, os sintomas de
retirada incluem sensa¢des subjetivas de disforia leve a
severa, depressdo, ansiedade, ou irritabilidade. Individuos
com uma necessidade identificada de terapia incluem aqueles
com uma condi¢do induzida por cocaina diagnostica, uma
indicagéao de uma condigao induzida por <cocaina, e
individuos que foram tratados, estdo sendo tratados, ou
serdo tratados para uma condi¢do induzida por cocaina. O
individuo é preferivelmente um animal, incluindo, sem
limitacdo, mamiferos, répteis, e aves, mals preferivelmente
cavalos, vacas, cdes, gatos, carneiros, porcos, e galinhas,
e mais preferivelmente humanos.

Uma quantidade eficaz dos polipeptideos de CocE
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mutante aqui descritos é geralmente aquele que pode reduzir
a toxicidade por cocaina ou a severidade de uma condigdo
induzida por cocaina. A redugdo na severidade inclui, por
exemplo, uma interrupg¢do ou uma diminuig¢do nos sintomas,
indicadores fisioldégicos, marcadores biogquimicos, ou
indicadores metabdlicos. Quando wusada nos métodos de a
invengdo, a quantidade terapeuticamente eficaz de
polipeptideo de CocE mutante aqui descrito pode ser
empregada em forma pura ou, quando tais formas existirem,
em forma de sal farmaceuticamente aceitavel e com ou sem um
excipiente farmaceuticamente aceitavel. Por exemplo, Os
polipeptideos de CocE mutante da invengdo podem ser
administrados em uma proporgdo risco/beneficio razoavel
aplicavel a qualquer tratamento médico, em uma quantidade
suficiente para reduzir substancialmente a concentragdo de
cocaina no sangue e/ou tecidos do individuo.

A toxicidade e eficdcia terapéutica dos polipeptideos
de CocE mutante podem ser determinadas por procedimentos
farmacéuticos padrdo em culturas de células e/ou animais
experimentais para a determinagdo da LD50 (a dose letal
para 50% da populagdo) e a ED50, (a dose terapeuticamente
eficaz em 50% da populagdo). A proporgdo de dose entre
efeitos téxicos e terapéuticos & o indice terapé&utico que
pode ser exXpresso Ccomo a proporgao LD50/ED50, em qgue
grandes indices terapéuticos sdo preferidos.

A quantidade de polipeptideo de CocE mutado que pode
ser combinada com um veiculo farmaceuticamente aceitavel
para produzir uma forma de dosagem UGnica ira variar
dependendo do hospedeiro tratado e do modo particular de

administracdo. Deve ser percebido por aqueles habilitados
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na técnica que o conteGdo unitdrio de agente contido em uma
dose individual de cada forma de dosagem ndo precisa em si
constituir uma quantidade terapeuticamente eficaz, uma vez
que a quantidade terapeuticamente eficaz necessaria pode
ser atingida pela administragao de intmeras doses
individuais. A administragdo do agente pode ocorrer como um
evento UGnico ou pela duragdao do tempo de tratamento. Por
exemplo, um agente pode ser administrado diariamente,
semanalmente, a cada duas semanas, ou mensalmente. Para
algumas condi¢des, o tratamento pode ser estendido de
varias semanas a vaArios meses ou mesmo um ano ou mais.

O nivel de dose especifica terapeuticamente eficaz
para qualquer individuo em particular serd depende de uma
variedade de fatores incluindo a condigdo induzida por
cocaina sendo tratada e da severidade da condigdo induzida
por cocaina; atividade do polipeptidec de CocE mutante
empregado; a composi¢do especifica empregada; da idade,
peso corporal, saude geral, sexo e dieta do paciente; do
tempo de administracdo; da via de administragdo; da meia-
vida plasmatica do polipeptideo de CocE mutante; da taxa de
excrecdo do polipeptideo de CocE mutante empregado; da
duracdo do tratamento; drogas usadas em combinagdo ou
coincidéncia com o polipeptideo de CocE mutante empregado;
e fatores semelhantes bem conhecidos em medicina (veja, por
exemplo, Koda-Kimble e cols. (2004) Applied Therapeutics:
The Clinical Uso de Drugs, Lippincott Williams & Wilkins,
ISBN 0781748453 ; Winter (2003) Basic Clinical
Pharmacokinetics, 4th ed., Lippincott Williams & Wilkins,
ISBN 0781741475; Shame! (2004) Applied Biopharmaceutics &

Pharmacokinetics, McGraw-Hill/Appleton & Lange, ISBN
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0071375503) . Serd entendido por um profissional que o uso
didrio total do polipeptideo de CocE mutante para uso nas
modalidades da invenc3o aqui reveladas serd decidido pelo
profissionalm médico dentro do escopo de julgamento médico
seguro.

Os polipeptideos de CocE mutante agqui descritos também
podem ser usados em combinagdo com outras modalidades
terapéuticas. Portanto, em adi¢do as terapias aqui
descritas, pode-se fornecer outras terapias ao individuo
conhecidas como sendo eficazes para condig¢des induzidas por
cocaina particulares.

Os polipeptideos de CocE mutante aqui descritos podem
ser formulados por qualquer maneira convencional com © uso
de um ou mais veiculos e/ou excipientes farmaceuticamente
aceitaveis (veja, por exemplo, Gennaro (2005) Remington the
Science and Practice of Pharmacy 21lst ed. Lippincott
Williams & Wilkins, ISBN 0781746736). Tais formulag¢des
terdo uma quantidade terapeuticamente eficaz do
polipeptideo de CocE mutante, preferivelmente em forma
purificada, JUNTO COM Uma gquantidade adequada de veiculo de
modo a fornecer a forma para administragdo adequada ao
individuo. A formulacdo deve ser conveniente ao modo de
administracdo. Polipeptideos de CocE mutante de uso com a
atual invencdo podem ser formulados por métodos conhecidos
para administragdo a um individuo que usa varias vias que
incluem, sem limitagdo, parenteral, pulmonar, oral, tdpica,
intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa,
subcuténea, intranasal, epidural, oftdlmica, bucal, e
retal. O polipeptideo de CocE mutante também pode ser

administrado em combinagdo com um ou mais agentes
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adicionais aqui revelados e/ou junto com outros agentes
biologicamente ativos ou biologicamente inertes. Tais
agentes biologicamente ativos ou inertes podem estar em
comunicagdo de fluido ou mecdnica com o agente ou anexado
ao agente(s) por forg¢a idnica, covalente, Van der Weals,
hidrofdébica, hidrofilica ou outras forgas fisicas.
Polipeptideos de CocE mutante aqui descritos podem ser
administrados por via parenteral, incluindo injegdes
intravenosa, intramuscular, subcutdnea, e intraperitoneal.

Excipientes, comumente usados na liberagdo parenteral de

pegquenas moléculas de medicamento, incluindo
intensificadores de solubilidade, agentes osmbéticos,
tampdes, e conservantes, também podem ser incluidos em

formulacdes de biomolécula. A inclusdo de agentes anti-
agregacd3o e anti-adsorgdo, como tensoativos e albumina,
quando da formulagdo e liberagdo de biomoléculas pode
adicionar estabilidade aumentada r diminuir o risco de
interacdo da biomolécula ativa com uma interface, que pode
levar a desdobra, agregagao, e/ou precipitagao. O
polipeptideo de CocE mutante pode ser 1liofilizado para
melhor estabilidade durante a estocagem, e re-processado
antes da administragdo parenteral.

Preferivelmente, o polipeptideo de CocE mutante &
peguilado, assim fornecendo estabilidade aumentada e
imunogenicidade diminuida (veja acima).

A liberagdo pulmonar de maéromoléculas, como
polipeptideos de CocE mutante, fornece uma administragdo
relativamente facil, ndo invasiva ao sistema circulatdrio
para distribuigdo sistémica (veja, por exemplo, Cryan

(2004) AAPS J. 7(1) artigo 4, E20-41, que fornece uma
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revisdo de tecnologia de liberag¢do pulmonar). As vantagens
da liberac¢do pulmonar incluem ndo invasividade, grande area
de superficie para absorgdo (~75 m2), epitélio alveolar
fino (~0,1 a 0,5 pum) gque permite rapida absorg¢do, auséncia
de metabolismo de primeira passagem, atividade proteolitica
diminuida, rapido surgimento de agao, e alta
biodisponibilidade. VArios dispositivos de liberagdo por
inalag¢do, como inaladores de dose medida, nebulizadores, e
inaladores de pd seco, que podem ser usados para liberar as
biomoléculas aqui descritas sdo conhecidos na técnica (por
exemplo, ARTrX (Aradigm, CA) ; Respimat (Boehringer,
Germany) ; AeroDose (Aerogen Inc., CA)). Dispositivos de
inalacdo de pd seco sdo particularmente preferidos para
liberag¢do pulmonar de agentes com base em proteina (por
exemplo, Spinhaler (Fisons Pharmaceuticals, NY); Rotohaler
(GSK, NC) ; Diskhaler (GSK, NC) ; Spiros (Dura
Pharmaceuticals, CA); Nektar (Nektar Pharmaceuticals, CA)).

Prepara¢des de 1liberagdo controlada (ou de liberagao
sustentada) podem ser formuladas para estender a atividade
do polipeptideo de CocE mutante e reduzir a frequéncia de
dosagem. Prepara¢des de liberagdo controlada também podem
ser usadas para efetuar o momento do surgimento da agdo ou
outras caracteristicas, como niveis sanglineos do agente, e
conseqientemente afetar a ocorréncia de efeitos colaterais.
Preparacdes de liberagdo controlada podem ser desenhadas
para liberar inicialmente uma quantidade of polipeptideo de
CocE mutante que produz o efeito terapéutico desejado, e
gradualmente e continuamente libera outras quantidades para
manter o nivel de efeito terapéutico por um periodo de

tempo estendido. Para manter um nivel quase constante de
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permitir o depdsito 1localizado com outros agentes ou
excipientes; melhorar a estabilidade do agente in vivo;
prolongar o tempo de residéncia do agente em seu local de
agdo por reducdo do clearance; diminuir a 1liberagao nao
especifica do agente a tecidos ndo visados; diminuir a
irritagdo causada pelo agente; diminuir a toxicidade devido
a doses iniciais altas do agente; alterar a imunogenicidade
do agente; diminuir a freqiéncia da dosagem, melhorar o
sabor do produto; e/ou melhorar a vida-Gtil do produto.
Exemplos de sistemas de 1liberagdo de veiculo para
polipeptideos de CocE mutante aqui descritos incluem
microesferas (veja, por exemplo, Varde & Pack (2004) Expert
Opin. Biol. 4(1) 35-51), hidrogéis (veja, de modo geral,
Sakiyama e cols. (2001) FASEB J. 15, 1300-1302), implantes
poliméricos (veja, de modo geral, Teng et al (2002) Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99, 3024-3029), veiculos
poliméricos smart (veja, de modo geral, Stayton e cols.

(2005) Orthod Craniofacial Res 8, 219-225; Wu e cols.

(2005) Nature Biotech (2005) 23(9), 1137-1146) , e
lipossomos (veja, por exemplo, Galovic e cols. (2002) Eur.
J. Pharm. Sci. 15, 441-448; Wagner e cols. (2002) J.
Liposome Res. 12, 259-270). Preferivelmente, o polipeptideo

P

de CocE mutante é& encapsulado em hemdceas (veja acima;
Exemplo 12).
Métodos de rastreamento

Um outro aspecto da invengdo €& direcionado a métodos
de rastreamento para a geragao, identificacgao, e
purificagdo de polipeptideos de CocE mutante termoestaveis.
Geralmente, polipeptideos de CocE mutante podem ser

inicialmente desenhados de acordo com as abordagens acima
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descritas. Tais polipeptideos desenhados podem ser entdo
rastreados para caracteristicas preferidas, como retengdo
de eficiéncia hidrolitica, termoestabilidade aumentada,
meia-vida plasmatica aumentada, e/ou antigenicidade
reduzida. Também, polipeptideos de CocE mutante aleatdrios
podem ser rastreados para as caracteristicas desejadas.
Métodos de detecgdo para rastrear mutantes
termoestaveis englobam uma ampla variedade de técnicas. A
seguir estd um resumo de exemplo de um protocolo genérico.
Acido nucleico que codifica os polipeptideos de CocE
mutante (gerados, por exemplo, através de desenho racional,
mutagénese aleatdria, ou mutagénese de hospedeiro) é
transformado em um hospedeiro de expressdo adequado (por
exemplo, células de E. coli como E. coli BL21 Gold
(Stratagene)), e a expressdo do polipeptideo mutante &
induzida de acordo com protocolos padrdo (por exemplo, por
IPTG). A expressdo €é realizada em temperaturas para
produzir expressdo o6tima da proteina (por exemplo, 16°C
para CocE, veja, por exemplo, Exemplo 1) por um periodo de
tempo predeterminado (por exemplo, de 30 minutos a 24 horas
ou mais). Alternativamente, a expressdo é realizada em uma
temperatura elevada (por exemplo, a temperatura elevada
pode ser pelo menos cerca de 35°C, pelo menos cerca de
36°C, pelo menos cerca de 37°C, pelo menos cerca de 38°C,
pelo menos cerca de 39°C, pelo menos cerca de 40°C, ou
ainda maior) . Preferivelmente, a temperatura elevada em que
polipeptideo de CocE mutado €& expresso & 37°C. Por volta
dessa temperatura, o polipeptideo de CocE de tipo selvagem
divide-se quase exclusivamente em corpos de 1inclusdo.

Células que contém os polipeptideos mutantes expressos sao
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rastreadas para a presenca de variantes termoestaveis de
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mutagénese adicionais, rastreamento pode ser realizado com
temperaturas crescentes (por exemplo, 34°C, 37°C, 40°C,
42,5°C, 45°C etc.), até que um mutante de termoestabilidade
adequada seja atingido. Os aumentos da temperatura sao
determinados empiricamente durante o procedimento, e s&o
afetados pelo nGmero de acertos em temperaturas
particulares e a Tm determinada dos mutantes gerados.
Embora sob nenhuma obrigag¢do de assim o fazer, e nao
desejando estar atado por teoria, aqui se segue o dJgue
acredita-se ser uma explica¢do mecanicista da fusdo de
varias modalidades de polipeptideos de CocE mutante aqui
descritos. Os dados de espectro CD ilustram que a fusdo CD
de esterase de cocaina e mutantes é irreversivel, uma vez
que o resfriamento a 0 grau ndo restaura o espectro
original (veja, por exemplo, Exemplo 19). Embora pardmetros
termodindmicos ndo possam ser verificados, o espectro de CD
pode ser usado para determinar comparativamente se oOs
mutantes sd3o mais ou menos estavels, se eles tém diferentes
estruturas secunddarias ou ©propriedades de agregagao.
Acredita-se que os polipeptideos de CocE aqui descritos se
fundam por meio de uma etapa intermediaria, ou seja, OsS
polipeptideos passam por um processo de fusdo de 2 etapas.
A detecgdo da atividade de esterase pode ser realizada
com o uso de uma variedade de métodos, em gue substratos
sdo ligados a um sistema de detecgdo especifico. Substratos
adequados para uso na determinagdo da atividade de esterase
podem incluir cocaina, cocaina tritiada (’H), derivados de
substrato de cocaina como um derivado de tio cocaina (veja,
por exemplo, Figura 6), e/ou substratos que tém atividade

de esterase geral como 4-nitrofenil acetato. O sistema de
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detecgdo pode ser diretamente 1ligado ao substrato, por
exemplo: a clivagem cocaina ndo modificada pode ser
detectada por monitoracdo de mudangas na absorvéncia da
cocaina a 240 nm (veja, por exemplo, Exemplo 4), ou por
monitoramento de mudangas do pH que resultem do actmulo do
produto &cido de &cido benzdico (veja, por exemplo, Exemplo
15), ou através do uso de aptdmeros de cocaina (veja, por
exemplo, Stojanovic, M. N., de Prada, P. & Landry, D. W.
(2001) J Am Chem Soc 123, 4928-4931; Stojanovic, M. N. &
Landry, D. W. (2002) J Am Chem Soc 124, 9678-9679) por
monitoramento de mudancas na fluorescéncia apds degradagao
de cocaina (veja o exemplo 15); clivagem de cocaina
tritiada (°H) pode ser detectada por acidificagao e
deteccdo de produto de &acido benzdico tritiado através de
separacido por cromatografia (veja os exemplos 1 e 15);
clivagem de derivados de cocaina como tio-cocaina pode ser
monitorada pela detec¢do de grupos sulfidril reativos,
através da adicdo de reagente de Ellman e determinagdo de
mudancas de absorvéncia a 412 nm (veja, por exemplo,
Exemplo 15), ou pela adig¢do e visualizagdo de sulfidril em
precipitacdo que reage com metais pesados; clivagem de 4-
nitrofenil acetato pode ser detectada por monitoramento de
mudangas na absorvéncia a 420 nm (veja, por exemplo,
Halgasova, N. e cols. (1994) Biochem J 298 Pt 3, 751-755;
O'Conner, C.J. & Manuel, R.D. (1993) J Dairy Sci. 76, 3674-
3682) .

Polipeptideos de CocE mutante identificados através
dos procedimentos acima, ou um ensaio similar de alto
rendimento, podem ser também avaliados com o uso de

procedimentos in vitro aqui descritos (por exemplo, valores




10

15

20

25

30

55/106

de Kcat e Km, estabilidade a 37°C, temperatura de fusao
(Tm) , niveis de endotoxina, capacidade de degradar cocaina
em plasma). Polipeptideos de CocE mutante com atividade de
esterase termoestdvel e/ou imunogenicidade reduzida, podem
ser também avaliados com o uso de procedimentos in Vvivo
aqui descritos (por exemplo, poténcia, duragdo de agao,
efeitos com dosagem repetida, e/ou avaliag¢do imunolégica) .
Preferivelmente, a diminuigdo na magnitude dos
polipeptideos de CocE mutante de toxicidade por cocaina &
examinada primeiramente (veja, por exemplo, Exemplos 5, 7,
e 8), e aqueles mutantes que reduzem a toxicidade em pelo
menos cerca de 5-10 vezes podem ser também avaliados para
duracgao da agdo (veja, por exemplo, Exemplo 6) .
Polipeptideos de CocE mutante candidatos podem ser também
estabilizados, por exemplo, por peguilagao e/ou
encapsulagdo em heméceas e re-avaliados nos procedimentos
acima descritos.

Tendo descrito a invencdo em detalhes, estara aparente
que modificag¢des, variagdes, e modalidades equivalentes sao
possiveis sem fugir do escopo da invengdo definida das
reivindicagdes em apéndice. Além disso, deve-se perceber
que todos os exemplos na presente revelagdo sdo fornecidos
como exemplos ndo limitantes.

EXEMPLOS

Os exemplos ndo limitantes a seguir sdo fornecidos
para também ilustrar varias modalidades da invengdo aqui
reveladas. Deve ser percebido por aqueles habilitados na
técnica que as técnicas reveladas nos exemplos que se
seguem representam abordagens que os inventores acreditam

funcionar bem na pratica da invengdo, e assim podem ser
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consideradas como exemplos de modos para sua pratica. No
entanto, aqueles habilitados na técnica devem, em vista da
presente revelagdo, perceber que varias mudangas podem ser
feitas nas modalidades especificas que s3o reveladas e
ainda obter um resultado parecido ou similar sem fugir do
espirito e escopo da invengdo.

Exemplo 1: Expressdo de CocE

Um método para expressdo e purificagdo de CocE foi
estabelecido, em que CocE é expressa em E. Coli como uma
proteina de fusdo com um terminal carboxil Hisxé-tag. O
gene de esterase de cocaina foi subclonado no vetor de
expressdo de E. coli pET-22b(+) e altos niveis de enzima
esterase de cocaina contendo um rdétulo de histidina C-
terminal foram induzidos apds a adigao de IPTG a 23°C. A
proteina recombinante acumulou a aproximadamente 10-15% da
proteina total. CocE foi enriquecida em uma coluna de
cobalto-quelato (Talon™ Clontech) ou uma coluna de agarose
niquel-quelato (Pierce) em virtude do rdétulo Hisx6. A
proteina eluida era aproximadamente 95% pura por SDS-PAGE e
coloracdo de azul Coomassie, e foi subseqglentemente
resolvida por cromatografia de troca idnica em coluna FPLC
(Q-Sepharose) usando um gradiente de NaCl. A proteina eluiu
como um TuUnico pico e era aproximadamente 99% pura, como
indexado por SDS-PAGE e colorag¢do de azul Coomassie (veja,
por exemplo, Figura 3).

A atividade da enzima foi determinada através de dois
ensaios: um ensaio de atividade de radioligante em que
cocaina tritiada foi hidrolisada e entdo apds acidificagdo,
o produto de &acido benzbdico foi tritiado a partir de

cloridrato de cocaina tritiada por cromatografia; e um
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ensaio espectrofotométrico sob condigdes similares como
descrito por Turner e cols. (2002) Biochemistry 41, 12297-
12307. O espectro Gnico de absorg¢do de cocaina (coeficiente
de exting¢do 6,7 L/mmol/cm, a 240 nm) permite a observagao
de cocaina remanescente apds a clivagem enzimadtica. As
taxas lineares iniciais de deterioragdo da cocaina, que
representam velocidde, foram determinadas em um leitor de
placa SpectraMax 190 (Molecular Devices) usando SOFTmax Pro
software (v1.13). A reagdo foi iniciada pela adigdao de 150
pL de uma solucgdo 2x enzima aos 150 pL de uma solugdo 2X
cocaina. As concentragdes finais de CocE variaram de 100
ng/mL a 20 ng/mL. As concentragdes finais de cocaina eram
como se segue: 250, 126, 62,5, 31,25, 15,63, 7,81, 3,91,
and 1,95 uM. Para a cinética de todas as enzimas, o tampdo
foi solugdo salina tamponada por fosfato, pH 7,4. As taxas
iniciais foram ajustadas a equagdo de Michaelis-Menten, com
kcat e Km como pardmetros ajustaveis (GraphPad; PRISM, v4) .

Como determinado como o uso do ensaio
espectrofotométrico de cocaina, o polipeptideo de CocE de
tipo selvagem purificado hidrolisa cocaina com uma Kcat de
aprox. 500 min' e uma Km de aprox. 2 uM, eu €& consistente
com valores relatados previamente (veja, por exemplo,
Turner e cols. 2000).

Tais procedimentos de expressdo podem ser utilizados
para os polipeptideos de CocE mutante aqui descritos.
Exemplo 2: Atividade plasmatica ex vivo de CocE

A determinag¢do ex vivo dos niveis de cocaina apds
esterase de cocaina foi examinada em plasma humano (banco
de sangue do hospital da Universidade de Michigan). Cocaina

foi obtida do “The National Institute of Drug Abuse”
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(Bethesda, MD, USA). Cocaina foi dissolvida em agua
estéril. Aliquotas (3 ml) de plasma humano foram mantidas a
37°C em um banho de &gua por 10 minutos antes do inicio e
pela duragdo do experimento. Apds equilibrar o plasma em
banho de &agua, a cocaina foi adicionada a uma concentragao
final de 300 pM e rotacionada por 30 segundos. As amostras
de plasma foram removidas e colocadas em um tubo de
microcentrifuga contendo o padrdo interno e uma solugdo de
fluoreto de sbédio saturada para evitar metabolismo
adicional da cocaina. Imediatamente apds tomar a primeira
amostra do plasma (cocaina isoladamente), 0,05 mg/ml de
CocE ou veiculo de CocE foi adicionado e rotacionado. As
amostras de plasma foram coletadas a 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15,
30, 45, 60, e 120 minutos apds a adigdo de CocE. Niveis de
cocaina foram medidos com o uso de espectrometria de massa
tandem de cromatografia liquida de alta performance.

Cromatografia liquida foi realizada com a utilizagao
de um sistema Surveyor HPLC (ThermoElectron Corp.,
Franklin, MA) com uma bomba quaterndria e autosampler
configurado com uma alga de injegdo de 10 pul. A separagdo
foi realizada com o uso de uma coluna Phenomex C18 3 um 30
X 4,6 mm com coluna guardid correspondente (Waters Corp.,
Milford, MA) em uma taxa de fluxo de 600 pL/min. Solvente A
consistiu em uma solucdo de &acido férmico a 0,1%, e
solvente B era &acido férmico a 0,1% em acetonitrila (alto
grau de pureza; Burdick and Jackson, Muskegon, MI). Um
gradiente balistico de 3 minuto foi usado com cocaina e a
co-eluig¢do interna padrdo a 2,3 min.

Para a detecgdo e quantificagdo por espectrometria de

massa, um espectrbmetro de massa de quatro pdlos triplo
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Finnigan TSQ Quantum Ultra AM equipado com uma fonte de
ionizagdo de eletrospray IonMax (ThermoElectron Corp.,
Franklin, MA) foi wusado em ion ©positivo, modo  de
monitoramento de reagdo selecionada. Nitrogénio serviu como
o gas nebulizante e argénio como o gas de colisdo. As taxas
de fluxo de gas, voltagens de spray, e energias de colisao
foram otimizadas. Curvas de calibragem foram determinadas
para cocaina com 50 nM cocaina deuterada (cocaina D;) como
o padrdo interno em amostras de plasma nao tratadas.
Amostras desconhecidas foram também receberam cocaina Ds;.
todas as amostras foram avaliadas em triplicata. As curvas
padrao e desconhecidas foram analisadas por programa Quan
Browser em programa Xcalibur versdo 1.4 (ThermoElectron
Corp., Franklin, MA) . As curvas calibragem foram
construidas com o uso de regressdo linear da proporgdo da
drea de pico da cocalina/drea de padrdo interno como uma
funcdo da concentracdo padrdo com um fator de peso de 1/x.
Os valores adequados de curva padrdo foram aceitos em um
valor que €é maior que 0,99, e os valores de RSD para
amostras em réplica estdo entre 0-10%.

Os resultados demonstram que CocE & capaz de degradar
cocaina muito rapidamente quando as duas sdo misturadas
brevemente em plasma humano (veja, por exemplo, Figura 4).
O primeiro ponto de tempo indica a concentragdo de cocaina
antes da adicd3o de esterase de cocaina ou velculo de
esterase. Antes do tratamento com esterase, o0s niveis de
cocaina foram similares, mas em 1 minuto de administragdo
de esterase de cocaina, os niveis de cocaina foram
diminuidos em pelo menos 100 vezes a aproximadamente 2 pM

quando comparados com a amostra de plasma tratada com
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veiculo. Os mniveis de cocaina continuaram a diminuir nas
amostras de plasma tratada com esterase, caindo abaixo de 1
microM por volta do 2° minuto.

A eficiéncia terapéutica da enzima foi demonstrada
pela dose crescente de cocaina necessaria para produzir
efeitos tdéxicos apds uma Unica injegdo intravenosa de CocE.
A enzima de tipo selvagem demonstrou rapida cinética para a
degradagdo de cocaina ex vivo em soro de rato e humano.
Dois mutantes inativos de CocE falharam em proteger os
ratos dos efeitos tdxicos da cocaina, confirmando que os
efeitos protetores sdo devidos a atividade hidrolitica.
Além disso, CocE ndo mudou a letalidade de WIN-35065-2, um
andlogo da cocaina que é desprovido da porgdo de éster de
benzoila direcionado por CocE. A caracterizagdo in vivo e
ex vivo de CocE sustenta o papel da enzima como um antidoto
adequado para toxicidade em humanos.

Exemplo 3: CocE mutante termoestavel prevista

Desenho racional de CocE mutante aqui descrita foi
baseado em simulac¢des de dindmica molecular (MD). Um modelo
computacional de CocE foi construido com o uso da estrutura
de CocE de tipo selvagem em cristal publicada (veja, por
exemplo, Figura 2). Tais modelos podem ser usados para
identificar certas modifica¢des de aminocacido que aumentam
a temperatura de fusdo tedrica da proteina sem romper a
estrutura no sitio ativo. Simulagdo classica de MD permite
o estudo de evolucdo de tempo de sistema grande tomando
vdrias pequenas etapas de tempo sucessivas sob forcgas
atdmicas determinadas por um conjunto de fungdes de
interagdo parametrizadas (campo de forga) , incluindo

interacdes ligadas (ligag¢des, &angulos, e &angulos diedros) ,
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interag¢des de van der Waals ndo ligadas, e cargas com base
em interagdes eletrostidticas ou atbmicas net. Devido a
forma simples do campo de forga, a simulagdo de MD pode ser
realizada por um tempo de simulagdao suficientemente longo
para gerar propriedades medianas em conjunto
significativas, mesmo para um sistema muito grande que
envolve outras centenas de milhares de &tomos. Portanto,
para CocE e cada mutante proposto, a simulagdo de MD pode
levar a uma estrutura 3D razodvel, dinamicamente mediana do
polipeptideo simulado em agua.

Com base na estrutura em cristal de raios X (PDB

cbdigo 1JU3) da esterase de cocaina bacteriana (CocE)
(Larson e cols. (2002) Nature 9, 17), um modelo em 3D
completo de ligac¢ao de CocE com (-)-cocaina adequado para

modelagem computacional de sua estabilidade termodinémica
foi construido. Para aumentar a termoestabilidade de CocE,
um método computacional foi implementado em programa
RosettaDesign (Kuhlman and Baker (2000) PNAS 97, 10383)
capaz de prever muta¢des de termoestabilizagdo em uma dada
dobra enguanto minimiza gqualquer torg¢a na estrutura gue
pode romper estruturalmente a estrutura do sitio ativo ou
extinguir sua flexibilidade. O método implementado no
programa RosettaDesign wusa um fungdo de energia para
avaliagdo da adequagdo de uma seqiéncia em particular para
uma dada dobra e um algoritmo de pesquisa Monte Carlo apara
amostragem do espaco da seqUéncia. Um método similar foi
usado de forma bem sucedida por outros pesquisadores para
aumentar a termoestabilidade de uma enzima sem redugdo na
eficiéncia catalitica (Korkegian e cols. (2005) Science

308, 857). As cargas atdémicas parciais para os atomos de
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residuo ndo padrdo foram calculadas pelo uso do protocolo
padrdo RESP implementado mo mdédulo de Antecmara do pacote
de programa Amber7 (ou 8) (Case, 2002). A modelagem
computacional que usa o programa RosettaDesign permitiu a
previsdo de um conjunto de mutagdes de CocE calculadas como
tendo wuma menor energia e, portanto, termoestabilidade
aumentada (veja, por exemplo, Tabela 2). Para esse exemplo,
a computagdo considerou apenas as mutagdes possiveis nos
residuos de aminodcidos que tém uma distdncia entre 6-25 A
da molécula de substrato de cocaina.

Polipeptideos de CocE de mutagdo Unica identificados
calculados para estabilizar CocE em cerca de 2,1 a cerca de
4,5 kcal/mol incluiam: L163V (Id. de Seqg. N°: 3); V121D
(Id. de Seq. N°: 4); S167A (Id. de Seqg. N°: 5); Ql23E (Id.
de Seqg. N°: 6); V225I (Id. de Seqg. N°: 7); I218L (Id. de
Seq. N°: 8); A310D (Id. de Seq. N°: 9); Al49S (Id. de Seq.
N°: 10); S159A (Id. de Seq. N°: 11); S265A (Id. de Seqg. N°:
12); S56G (Id. de Seq. N°: 13); W220A (Id. de Seq. N°: 14);
T122A (Id. de Seqg. N°: 15); S140A (Id. de Seqg. N°: 16);
F189L (Id. de Seqg. N°: 17); Al193D (Id. de Seq. N°: 18);
T254R (Id. de Seqg. N°: 19); N42V (Id. de Seqg. N°: 20);
v262L (Id. de Seqg. N°: 21); L508G (Id. de Seqg. N°: 22) ;
Y152H (Id. de Seqg. N°: 23); V160A (Id. de Seg. N°: 24) ;
T172R (Id. de Seqg. N°: 25); Y532F (Id. de Seq. N°: 26);
T74S8 (Id. de Seqg. N°: 27); W285T(Id. de Seqg. N°: 28); L146P
(Id. de Seqg. N°: 29); D533S (Id. de Seqg. N°: 30); Al94R
(Id. de Seqg. N°: 31); G173Q (Id. de Seqg. N°: 32); C477T
(Id. de Seq. N°: 33); K531A (Id. de Seq. N°: 34); R411I (Id.
de Seqg. N°: 35); L119A (Id. de Seqg. N°: 36); K46A (Id. de

Seq. N°: 37); e F84Y(Id. de Seqg. N°: 38).
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Tabela 2: Sumdrio de modelagem computacional co o uso do

programa RosettaDesign com abordagem de consenso

Mutagdao de| Mudanca de
Rl |R2 | R3 | R4 | RS | R6 | R7 | R8 | R9 |R10 | consenso energia
(kcal/mol)
163 (163|163 163|163 163|163 163|163 163 L1633V -4,5
121 §121 (1211121 )11214{121(121{121(121(121 V121D -3,9
167|167 |167 167|167 167|167 1671167 ]| 167 S167A -3,9
123 1231123 (123{123 (1231231123 1123]123 Q123E -3,8
22513101310 |225([225]225(12251310|22541218 v2251 -3,6
218 12251218218 1218(218]218|225|218| 225 I218L -3,5
3101|1218 (225(310{310(310(310|218(1310]| 152 A310D -3,4
14911491152 )149]11491142]1149(11491149|310 Al149S -3,3
15911591140 |159(159}159(1591159(|159( 149 S159A -3,3
18912651149 |265|265]1265]|265|265|1891 265 S265A -3,3
2651140 | 265} 56 56 56 56 | 220265159 S56G -3,2
56 [220}1159]220(220]220]220)122} 56 |220 W220A -3,2
2201122 (220122 |122122}1122]140|220]| 56 T122A -3,1
122 118911221140 114011401140 |189]|122| 122 S140A -3,1
140]11931189211891189]1189(1891193|140( 140 F189L -3,1
254 | 42 (1931193 11931193 [193 | 42 254|189 Al193D -3,1
2621262 | 42 |254 | 254 | 254|254 {254 | 42 {193 T254R -3,1
508 | 508|262 42 | 42 42 42 1262|262 | 262 N42V -3,0
15211521508 1262 262|262 |262|508|508| 508 V262L -3,0
160160198 (508|508 (508}508|152|152|198 L508G -2,9
74 {198 ]|160|152 1521152152 (160|160 | 254 Y152H -2,9
172 | 74 74 (160 |160|160]160(1981198 | 74 V160A -2,8
19311721172 |198 1198 | 74 |198| 74 |172]| 160 T172R -2,8
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406 | 45 | 254 | 45 | 291|406 45 (413 |176| 45

50 54 45 1413|176 | 50 | 54 54 |413| 54

406 | 54 | 54 54 406 |305| 54 | 406
50 | 413 | 50 (406 50 |406}1406] 50
406406 | 50 50 50

50

Exemplo 4: pardmetros cinéticos de CocE mutante T172R e
S159A

CocE de tipo selvagem e os polipeptideos de CocE
mutante T172R e S159A foram testados para eficiéncia
catalitica.

Mutagénese direcionada a sitio (QuickChange™,
Invitrogen) de CocE foi realizada para gerar o polipeptideo
de CocE mutante S159A (Id. de Seq. N°: 11). Técnicas de
clonagem e expressdao usadas para produzir S159A foram as
mesmas que no Exemplo 1, exceto quando indicado em
contrdrio. O gene de CocE foi amplificado através de Reagao
em cadeia de Polimerase (PCR) na presenga de iniciadores
que contém a mutagdo especifica necessiria (Integrated DNA
Technologies, Inc.). A mutagdo especifica foi subclonada de
volta no plasmideo de expressdo e a sequéncia de
nucleotideos desses plasmideos determinada para verificar a
presenga da mutagdo.

Mutante T172R foi gerado por sobreposi¢do de PCR com o
uso dos iniciadores 5' e 3' contendo a mutagdao T172R
especifica, bem como um sitio de enzima de restrigao
adicional Sac II para facilitar a detecg¢do do gene mutado.
Pares de iniciadores CocE 20-5'F-Nde I (5"
GATATACATATGGTGGACGGGAATTAC 3') e T172R3'R (5"

CAGACCTCGACGTGATGAGCCCGCGGCCTATGAGAGCTGACCAGC 3') bem como
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CocE-1800-3'R (5' GTGGTGCTCGAGTCGCTTGATAATCG 3') e T172R-
5'F (5' GCTGGTCAGCTCTCATAGGCCGCGGGCTCATCACGTCGAGGTCTG 3')
foram amplificados por PCR com o uso da enzima de alta
fidelidade Pfu (Stratagene) com uma temperatura de
anelamento de 55°C. Os produtos resultantes de PCR foram
combinados e re-amplificados, gerando um gene de CocE de
comprimento total que codifica a mutag¢do T1l72R. O gene foi
digerido com Nde I e Xho 1I; subclonado no vetor de
expressdo, e sequUenciado em sua totalidade para verificar a
presenga da mutagdo e a auséncia de mutagdes de erro
adicionais de cbépia de PCR.

Plasmideos que contém as mutag¢des foram transformados
em células de E. coli BL21 e enzima induzida por IPTG foi
purificada em Ni-Agarose. As proteinas expressas foram
entdo testadas para atividade enzimatica e para
termoestabilidade a 37°C. A atividade da enzima foi medida
com o uso do ensalo espectrofotométrico como descrito no
Exemplo 1. A termoestabilidade foi também testada por meio
do ensaio espectrofotométrico por pré-incubagdo de tipo
selvagem e mutante a 37°C por varias vezes. Adicionalmente,
a natureza da termo-instabilidade de T172R de tipo selvagem
e mutante foi analisada por eletroforese de gel de
poliacrilamida gel sob condi¢des de desnaturagdo e nao
desnaturag¢dao. Resumidamente, enzima mutante e de tipo
selvagem 0,1 mg/ml foram incubadas a 37°C por varios pontos
de tempo, resfriadas a 4°c¢C, misturadas com corante
SDSLIocading contendo 8-mercaptoetanol e passadas em gel de
SDS-PAGE 10% (condicdes de desnaturagdo) ou passadas em
géis de poliacrilamida nativa 10% (condi¢des de nao

desnaturagdo) a 4°C. Os géis foram fixados com 10% metanol,
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7% &acido acético por 30 minutos, e entdo corados com
corante em gel de proteina Sypro-Ruby (Molecular Probes,
Invitrogen) por 3 horas. A coloragdo da proteina foi
visualizada sob luz UV com o uso de Alphalmager™ 3400
(Alpha Innotech). Finalmente, a temperatura de fusao exata
de T172R de tipo selvagem e mutante foi determinada por
dicroismo circular com o uso de um espectropolarimetro
JASCO-810 dirigido por wum programa de anadlise JASCO
V500/FP-750 para Windows. Os espetros de CD foram medidos
em miligraus e normalizados contra tampdo PBS.

Os resultados do ensaio espectrofotométrico mostraram
gque T172R tinha uma Vmax e Km aumentadas em temperatura
ambiente e uma Vmax e Km muito aumentadas a 37°C quando
comparadas a CocE de tipo selvagem (veja, por exemplo,
Tabela 3; Figura 5). De fato, a Vmax e Km de T172R a 37°C
foi comparavel a Vmax e Km de CocE de tipo selvagem em
temperatura ambiente. A CocE mutante S15%9A mostrou uma Vmax
e Km levemente aumentadas a 37°C, mas uma Vmax € Km
diminuidas em temperatura ambiente, quando comparadas a
CocE de tipo selvagem. Eletroforese sob condig¢gdes de
desnaturacgao (Figura 6a) indicou yma banda Unica de
proteina para T172R e de tipo selvagem de aproximadamente
6.5000 Da, sem levar em consideragao a temperatura da
incubacdo, indicando que a degradagdo proteolitica ndo does
descreve adequadamente o mecanismo para a
termoinstabilidade. Os géis ndo desnaturados (Figura 6Db)
mostraram uma banda Gnica de proteina para a enzima de tipo
selvagem antes da a 37°C, no entanto apds incubag¢do a 37°C
espécies de maior peso molecular s&do observadas a medida

gue a banda original desaparece. Esses agregados de
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proteina supostos também podem ser observados para o
mutante T172R, no entanto o tempo para agregagdo sob
incubagdo a 37°C & maior, e nesse procedimento o mutante
T1l72R foli aproximado para ter uma meia-vida 8 vezes maior a
37°C que o tipo selvagem. A andlise da temperatura de fusdo
da proteina por dicroismo circular (Figura 7) indicou gque
as mudan¢as sensiveis a temperatura na estrutura terciaria
da proteina ocorreram na faixa préxima de UV do espectro
(entre 260 nm e 320 nm). O ajuste da curva de mudangas
sensiveis a temperatura nessa regido do espectro indicou
gque a CocE de tipo selvagem tem uma temperatura de fusdo de
36,15°C, com desnaturac¢ao detectavel iniciando em
aproximadamente 30°C. O mutante T172R foi determinado para
ter uma temperatura de fusdo de 41,43°C, com desnaturagao
detectdvel iniciando em aproximadamente 28°C. Portanto a
mudan¢a de aminocdcido tGnico de Tirosina para Arginina no
Aminocacido 172, com um aumento estimado de 2,8 kCa/mol na
termoestabilidade, foi determinada como tendo uma
temperatura de fusdo aumentada em 5 graus comparada a CocE
de tipo selvagem.

Tabela 3: pardmetros cinéticos para T172R, S159A, e CocE de

tipo selvagem.

S159A S159A T172R |T172R (40{ CocE de CocE de
(40 min @ min @ tipo tipo
37°C) 37°C) selv. selv. (40

min@ 37°C)

Vmax 876,6 130,7 1466 1267 1264 94,06

Km 43,65 15,69 88,20 78,80 71,81 12,30

Exemplo 5: preveng8o por CocE de tipo selvagem in vivo de

letalidade por cocaina em ratos
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Para determinar a atividade esterdtica de CocE in
vivo, um modelo de toxicidade aguda por cocaina em roedor
foi implementado. Quando tratado com altas doses de
cocaina, os ratos primeiramente exibiram convulsdes
seguidas por cessacdo da respiragdo e movimento. A menor
dose toéxica de cocaina, quando administrada por via
intraperitoneal, produzirada fatalidade em 15 minutos de
tratamento.

A protegdo contra letalidade induzida por cocaina por
CocE de tipo selvagem foi determinada e comparada aos
efeitos protetores de BchE humana. A atividade esteratica
de CocE foi estabelecida por avaliagdo da atividade de duas
enzimas mutantes, cada uma desprovida de trés aminoacidos
no sitio ativo. Adicionalmente, a atividade de uma enzima
de tipo selvagem modificada por uma modificagdo covalente
de Serl7 no sitio ativo, por fenilmetil sulfonato fluoreto
(PMSF) foi determinada. A degradagdo estérica de cocaina
foi mostrada como sendo o mecanismo de efeitos protetores
da CocE por verificagdo de se a enzima protegeu contra
toxicidade induzida por WIN 35065-2 (Madras e cols. (1989)
J Pharmacol Exp Ther 251, 13 -141), um andlogo de cocaina
que é desprovido da ponte de éster no sitio proposto de
hidrdélise enzimética.

Machos de ratos Sprague-Dawley (300 gramas) (Harlan
Sprague Dawley, Indianapolis, IN) foram abrigados em grupos
de trés por gaiola. Apds implante cirGrgico de um cateter
na jugular, todos os ratos foram abrigados individualmente
até o término do experimento. Os ratos foram mantidos em um
ciclo de 12-h de 1luz/escuriddo, com as 1luzes ligadas as

7:30 a.m. e alimento e &gua eram disponiveis ad libitum.
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Depois dos ratos serem anestesiados com cloridrato de
quetamina (100 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.), os
cateteres intravenosos (tubo Micro-renetano, 15 cm, MRE-
040, Braintree Scientific Inc., Braintree, MA) foram
implantados na veia jugular direita. Aproximadamente 3 cm
do cateter foram inseridos na veia; o tubo restante foi
passado por via subcutdnea ao dorso, em que ele saia de uma
incisdo entre os ombros. O tubo exposto foi coberto com um
pedago de 1 cm de ag¢o inoxidavel (0,28 de didmetro, Small
Parts Inc., Miami, FL). Os cateteres foram aspergidos
diariamente com 0,5 ml de solug¢do salina heparinizada (50
U/ml) para manter a paténcia do cateter. Apds a cirurgia,
os ratos foram deixados por uma semana em recuperagao. Cada
rato foi usado para um Gnico experimento, e todos o0s grupos
experimentais consistiram em 6-8 ratos.

Para determinar a menor dose eficaz de CocE que
bloqueou as convulsdes induzidas por cocaina e morte, 0,1,
0,32, ou 1,0 mg de CocE ou veiculo (solugdo salina
tamponada por fosfato, PBS) foi administrada por via
intravenosa um minuto apds 180 mg/kg de cocaina (i.p.).
Para determinar os limites cataliticos de CocE, doses
crescentes de cocaina foram administradas (100, 560, 1000
mg/kg, i.p.) um minuto antes de 1,0 mg de CocE (i.v.). CocE

mutantes e bloqueadas por PMSF foram administradas (1 mg,

i.v.) um minuto antes de 180 mg/kg de cocaina (i.p.). CocE
(1,0 mg, i.v.) foi também administrada um minuto apds a
menor dose de WIN-35065-2 (560 mg/kg, i.p.). CocE (1,0 mg,
i.v.) foi dada antes e depois da cocaina (100 mg/kg, i.p.)

para determinar a meia-vida in vivo da esterase. Todas as

injecBes intravenosas foram seguidas or um fluxo de
J P
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solugdo salina heparinizada (0,5 ml). Apds o tratamento, os
ratos foram observados para convulsdo e morte. O numero de
episddios de convulsdo, duracgdo de cada episodio, e tipo de
convulsdo foram registrados. A morte foi definida como a
cessagdo de movimento observado e respiragdo. O percentual
de animais em cada grupo experimental que exibe convulsdes
e letalidade foram calculados. A média de erro padrao
percentual foi entdo calculada para cad aponto de dado.

Os resultados mostraram gque, no modelo de roedor de
toxicidade aguda, a dose dependente de cocaina induziu
convulsdes e morte em ratos; a morte foi observada em menos
gque 15 minutos apds a administragdo em 100% dos animais que
receberam 100 mg/kg cocalina (veja, por exemplo, Figura 9) .
CocE (1,0 mg) infundida apdés a administragdo de cocaina
produziu uma mudanga de dez vezes na curva de efeito de
dose sobre a toxicidade da cocaina (veja, por exemplo,
Figura 9), de modo que 1.000 mg/kg de cocaina foram
necessarios para superar as propriedades protetoras,
cataliticas de CocE. Esse regime de tratamento é muiti
similar a situa¢des de toxicidade humana, quando o antidoto
para overdose é dado apenas apds a cocaina ter sido
ingerida, inalada, ou injetada.

CocE de tipo selvagem mostrou eficiéncia catalitica
superior sobre BchE humana. Dada um minuto antes de 180
mg/kg de cocaina, 1 mg de CocE ofereceu 100% de protegao
contra a letalidade induzida por cocaina (veja, por
exemplo, Figura 10), enquanto uma dose equivalente molar de
10 vezes de BChE humana (13 mg) ndo ofereceu protegao,
similar a uma dose dez vezes menor de CocE (0,1 mg) (veja,

por exemplo, Figura 10).
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Ambas mutag¢des de CocE (Serll72la ou Tyr44Phe) séao
desprovidas de atividade in vivo e, portanto, nao tiveram
efeitos protetores (Figura 11 b). Além disso, enzima
tratada com PMSF também eliminou o efeito protetor de CocE
contra cocaina (Figura 11 b). Adicionalmente, o efeito
letal do andlogo ndo hidrolisavel de cocaina g, WIN 35065-
2, ndo foi superado pelo tratamento com CocE (Figura 12).
Com base em estudos de protegdo in vivo realizados com
preparag¢des cataliticamente inativadas da enzima (mutantes
tratados com PMSF e inativos de CocE), é& claro dque oS
efeitos protetores da enzima sdo devidos a sua capacidade
de hidrolisar cocaina. Juntos, esses dados estdo de acordo
com as avaliag¢des in vitro da atividade esteratica de CocE
e confirmam o mecanismo de protegao da enzima contra a
letalidade induzida por cocaina in vivo.

Exemplo 6: efeitos dependentes de tempo da CocE de tipo
selvagem

Os efeitos da administrac¢do de CocE de tipo selvagem
antes da dosagem de cocaina foi examinado. O modelo de
toxicidade de rato foi como descrito no Exemplo 5. CocE de
tipo selvagem foi adminstrada 100, 30, 10, 3, e 1 minuto
antes e 1 e 6 minutos apdés a administragdo de cocaina.
Extragdes de composto de amostras de plasma humano foram
realizadas em 100% acetronitrila (3x volume), incubadas por
aproximadamente 15 minutos, centrifugadas a 13.000 rpm por
4,5 min, e o sobrenadante resultante foi coletado. Os
extratos foram concentrados em um Savant Speed Vac
(ThermoElectron Corp., Franklin, MA) para remover a
acetonitrila. As amostras extraidas foram reconstituidas em

dgua e também diluidas 10-1000 vezes.
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Amostras de plasma humano receberam 300 UM cocaina e
foram mantidas a 37°C. Uma aliquota de plasma foi retirada
antes da adi¢do de esterase de cocaina ou veiculo de
esterase, e uma outra aliquota foi coletada 1 minuto apds a
administragdo da esterase. Aliquotas de plasma foram
misturadas imediatamente com o padrdo interno (cocaina-D3)
e uma solugdo saturada de fluoreto de sbédio para prevenir
metabolismo adicional de cocaina. As extragdes de tecido
foram realizadas e os niveis de cocaina e padrdo interno
foram quantificadas por HPLC com espectrometria de massa
tandem.

Para inativag¢ado dependente de tempo de CocE in vitro,
enzima CocE purificada (a 250 ng/ml) foi incubada em tampao
de ensaio na auséncia de cocaina a 37°C por varios tempos.
Apds incubagdo a 37°C as amostras foram colocadas em gelo.
Para avaliar o efeito da temperatura sobre a atividade de
CocE, amostras foram incubadas com (-) cocaina em varias
concentra¢des como indicado em uma concentragao final da
enzima de 125 ng/ml. A taxa de deterioragao da (-)-cocalina
a A240 foi medida em um leitor de multiplaca. Os dados
foram ajustados a uma deterioragdo exponencial UGnica com O
uso de Kaleidagraph™ (Synergy software) gerando um t;n de
13, 2.

Constatou-se que CocE de tipo selvagem tem efeitos
protetores dependentes de tempo; 100% dos ratos foram
salvos quando tratados com CocE (1 mg) 1 minuto antes da
cocaina, enquanto apenas 66% e 32% dos ratos sobreviveram
quando tratados com CocE 30 e 1 minuto antes da cocaina,
respectivamente (veja, por exemplo, Figura 14). Os efeitos

protetores da CocE foram eliminados gquando os ratos foram
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tratados 100 minutos antes da cocaina. Esse efeito
dependentes de tempo é mais provavelmente devido a
desativagdo térmica da enzima in vivo. Em plasma de rato,
CocE tem uma meia-vida marcadamente curta (cerca de 10
minutos, Figura 13), mais provavelmente devido a
sensibilidade a mudangas no PH e temperatura.
Adicionalmente, dados preliminares in vitro com a enzima
purificada sugerem que CocE sofre uma inativacdo dependente
de temperatura com um t;,, de aproximadamente 15 minutos a
37°C.

Com esses dados, pode-se afirmar que uma dose de 1 mg
de CocE administrada 30 minutos antes da cocaina,
deteriorard aproximadamente 3 meias-vidas, deixando 0,25 mg
da enzima de tipo selvagem na circulag¢do geral gquando a
cocaina for administrada.

Estudos prévios sugeriram que as concentragodoes
sanglineas letais de cocaina no rato variam entre 50-128 UM
(Mets B and Virag L (1995) Anesth Analg 81, 1033-1038; Mets
e cols. (1999) Life Sci 65, 13171328), e niveis plasmaticos
d épico de cocaina ocorrem cerca de 13 minutos apos uma
injec¢do intraperitoneal (Sun e cols. (2002) J Pharmacol EXp
Ther 302, 710-716). Com base na cinética relatada de
administrag¢do intraperitoneal de cocaina (Sun e cols.
(2002) J Pharmacol Exp Ther 302, 710-716), estima-se que
100 e 320 mg/kg de cocaina geraram concentragdo sanguinea
de pico de cocaina de 35 uM e 113 uM, respectivamente. As
concentracdes letais da cocaina sdo de uma magnitude
similar em humanos (20-200 puM) (Finkle BS and McCloskey KL
(1978) J Forensic Sci 23, 173-189; Wetli and Wright (1979)

J Am Med Assoc 241, 2519-2522). Uma vez que 1 mg de CocE de
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tipo selvagem salvou ratos tratados com essas doses de
cocaina (Figura 9), pode ser justificavel prever dque a
enzima pode proteger contra toxicidade por cocaina em
humanos. Além disso, niveis de cocaina medidos com o uso de
espectrometria de massa andem de cromatografia liquida de
alta performance em plasma humano com 300 uM cocaina, uma
concentragdo que excede os niveis tdxicos relatados da
cocaina, e entdo tratados com CocE (um equivalente molar de
nossa dose in vivo de 1,0 mg), reduziu a concentracdo de
cocaina a aproximadamente 2 UM em menos gque um minuto
(Figura 10).

Protecdo contra uma dose LD50 de cocalna em ratos
requer um tratamento de 10 mg/kg de BChE (Lynch e cols.
(1997) Toxicol Appl Pharmacol 145, 363-371), assumindo que
a enzima seja distribuida de modo similar em humanos, uma
pessoa de 70 kg deve requerer uma dose de 700 mg de BChE
exdbgena para proteger contra uma overdose. Além disso, nao
ha evidéncia de que BChE possa agir para reverter a
toxicidade por cocaina quando administrada apds a cocaina,
uma caracteristica necesséaria de um antidoto para
toxicidade por cocaina.

E assim demonstrado que uma dose de 1 mg CocE de tipo
selvagem em um rato de 300 gramas é suficiente para
proteger contra uma dose de cocaina que exceda a LD10O
(Figura 9). Adicionalmente, a enzima dada antes, e mais
importante, até 6 minutos apds a dose LD100 de cocaina,
forneceu protegdo da toxicidade (Figura 14) . CocE
metabolizou as concentra¢des de cocaina no soro em 150
vezes em menos que um minuto (Figura 15).

Apresentados esses dados, prevé-se que 250 mg de CocE
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administrados a uma pessoa de 70 kg apds ingestdo tdéxica de
cocaina deve salvar o individuo da morte certa. O acima
demonstra gque CocE de tipo selvagem €& uma molécula
anticocaina eficiente mas que o tempo de atividade curto da
enzima sob condigdes fisiolbgicas limita seu valor
terapéutico. Tais resultados apontam para a importancia da
extensdo da termoestabilidade de CocE de tipo selvagem.
Exemplo 7: prevengdo in vivo de CocE mutante T172R da
letalidade por cocaina em ratos

A atividade hidrolitica de CocE de tipo selvagem e
CocE mutante T172R foi caracterizada e confirmada in vivo
por avaliacd3o de sua capacidade de prevenir letalidade
induzida por cocaina em ratos.

O tratamento de animais foi como descrito no Exemplo
5. Doses crescentes de cocaina foram administradas (i.p.) a
ratos, e um minuto apds, CocE de tipo selvagem (0,32 mg),
CocE mutante T172R (0,32 mg) , ou veiculo foram
administrados por via intravenosa. Todas as 1injegdes
intravenosas foram seguidas por uma dose de heparina (0,5
ml). Apds o tratamento, os ratos foram observados para
morte. O tempo até a morte foi registrado pela dosagem de
1g/kg de cocaina. CocE de tipo selvagem e T172R (0,32 mg)
foi administrada em varios momentos precedendo (1, 10, 30,
e 60 minutos) a administrag¢do de 320 mg/kp i.p. de cocaina,
com os ratos entdao monitorados para morte.

Os resultados demonstram a capacidade de CocE
intravenosa e, especialmente, CocE mutante de reverter ou
prevenir os efeitos letais produzidos por cocaina. CocE de
tipo selvagem administrada um minuto apbés a administracgédo

de cocaina evitou a letalidade e dosagens de cocaina que
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mataram os ratos de controle e 100% de letalidade nao
ocorreu até as dosagens de cocaina de 1g/kg (veja, por
exemplo, Figura 16). Os ratos tratados com CocE mutante
T172R foram capazes de tolerar doses ainda maiores, com
1lg/kg de cocaina resultando em apenas cerca de 70% de
letalidade. E os efeitos profilaticos de CocE mutante T172R
foi de maior duracgdo que a CocE de tipo selvagem (veja, por
exemplo, Figura 17).

Exemplo 8: dose de CocE repetida in vivo em camundongos

Estudos adicionais foram feitos sobre o efeito de CocE
sobre a toxicidade no camundongo, particularmente com
relacao a doses repetidas.

O modelo de toxicidade em animal foi similar aquele
descrito previamente, exceto como descrito. Machos de
camundongos NH Swiss foram usados. Para injegdo intravenosa
na cauda, os camundongos sdo colocados em uma cdmara
pequena restrita que expde sua cauda. Uma lampada de calor
com um bulbo de 250w de infravermelho & colocada cerca de
10 cm da cauda, e deixada por alguns minutos. A cauda €
entdo limpa com lengo de alcool e uma agulha de precisdo de
30G 1/2 (Fisher Scientific), é& inserida em uma das veias
laterais para infusdo. Para verificar se a agulha esta na
veia uma pequena quantidade de droga é infundida, se na
localizacdo correta a solucdo deve infundir facilmente sem
qualguer indicagdo de um localizagdo subcuténea incorreta,
o que aparece branco no local da injegdo. Para
cateterizacdo intravenosa, machos de camundongos NIH Swiss
sdo anestesiados com quetamina 100 mg/kg e xilazina 10
mg/kg co-administradas i.p. quando os camundongos nao s&o

mais responsivos & pressdo na pata, o pescogo € raspado e
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preparado por alternagdo de Betadina e lengos de alcool.
Sob condigdes 1limpas, uma incisdo no pescogo transversa
direita €& feita e a veila jugular externa é isolada. Um
cateter & inserido na veia com a ajuda de um microscoOpio de
dissecgdo ao nivel do &trio direito, e & preso a veia com
suturas de nylon, 4-0 e adesivo de tecido, 3M Vetbond (3M
Animal Care Products, St. Paul, MN). Os cateteres sao um
comprimento curto de tubos Tygon com um didmetro interno de
0,025 cm e um didmetro externo de 0,076 cm. (Small Parts,
Inc., Miami Lakes, FL). Uma incisdo pequena é feita no meio
do dorso do animal, e um trocar inserido por via subcuténea
para sair no local de incisdo ventral. O cateter €& entao
puxado através do trocar e trazido para fora do dorso do
animal onde ele é& mantido no lugar com material de sutura
de nylon e o adesivo de tecido. Um pequeno pedago de fio de
aco com um didmetro de 0,028 cm (Small Parts, Inc., Miami
lLakes, FL) é inserido no final do cateter. A incisdo
ventral & fechadas com um material de sutura 4-0 de Vicryl
e o camundongo colocado sob uma lampada de calor para
recuperagdo. Aproximadamente uma hora depoils, o camundongo
é devolvido a sua gaiola.

Camundongos que sobreviveram a uma primeira
administracdo da combinagdo de 0,32 mg CocE e 320 mg/kg de
cocaina receberam essa combina¢do novamente, 14 dias apds a
administrag¢do inicial. Todos os camundongos sobreviveram a
essa segunda administragdo. Todos os camundongos também
sobreviveram a uma terceira administrag¢do 21 dias apds a
primeira combinag¢do de dose. A eficdcia da administragao
repetida sugere que uma forte resposta imune n&o esta sendo

montada a CocE nessa preparagdo, talvez por causa de seu
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rapido clearance.

Os resultados mostraram gque um deslocamento dramatico
para a direita na poténcia da cocaina na produgdo de morte
foi gerada por 0,32 e 1,0 mg/kg cocaina (veja, por exemplo,
Figura 18). A 1laténcia até a morte foi marcadamente
estendida por CocE: apds 180 mg/kg i.p. de cocaina, oOs
camundongos tipicamente morreram em cerca de 3 minutos.
Depois de uma dose de 1,0 gm/kg de cocaina mais 1,0 mg de
CocE, a morte ocorreu em 28 minutos em média. Os dados
também foram examinados para a capacidade de hBChE de
bloquear a toxicidade de cocaina. Em uma dose de 1 mg,
hBChE produziu um 1leve aumento na dose de cocaina
necessaria para matar os camundongos (veja, por exemplo,
Figura 18). Essa enzima €& marcadamente menos eficaz que
CocE. Embora doses maiores de cocaina tenham sido
necessarias para matar os camundongos apds administragdo de
hBChE, o tempo até a morte ndo foi modificado por essa
enzima.

Exemplo 9: meia-vida in vivo e testes de biodistribuigdo

A meia-vida in vivo e biodistribuigdo dos
polipeptideos de CocE mutante sdo examinados em camundongos
BALB/c. Resumidamente, °I & rotulado aos residuos de
tirosina de CocE mutante pelo uso do método de iodinagédo
bem estabelecido cloramina-T (Hunter, WM and Greenwood, FC
(1962) Nature 194, 495-496). Os camundongos BALB/c sd&o
injetados por meio das veias da cauda com 0,1 mL de CocE

mutante rotulado com 0,5 uCi *°I ou os conjugados CocE

mutante-PEG. Cada grupo experimental consiste em 24
camundongos . Trés camundongos sdo sacrificados por
deslocamento cervical nos intervalos de tempo de 15-, 30-,
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90-minutos, 3-, 12-, 24-, 48-, e 72-horas apds a injegdo da
droga. Amostras de sangue bem como amostras de tecido de
figado, pulmdo, coragdo, rim, e bacg¢o sdo coletadas, pesadas
e medidas para radioatividade usando um contador gama. As
amostras de sangue sao também centrifugadas, e os
sobrenadantes serdo coletados e contados para estimativa de
radiolabels associados ao plasma. A proporgao do pico para
aquela do padrd3o interno é usada como o parametro do
ensaio. Pardmetros PK sdo calculada pelo uso do programa de
computador de quadrados minimos nao linear KINFT
(Kaltenbach, ML and Vistelle, R (1994) Anticancer Research
14, 2375-2377) por ajuste dos dados de radioatividade do
plasma a uma equagao biexponencial (Gibaldi, M. and

Perrier, D. (1982) Pharmacokinetics):
A(t) = Ayt + Aze™)

Em que A(t) = %ID/mL plasma e ID = dose injetda. k2
serda usado para calcular o tempo de eliminag¢do de primeira
ordem ti,,. A &rea sob a curva (AUC) a curva concentragao
plasmatica-tempo, o volume de estado estéavel de
distribuicdo (Vss), clearance plasmatico total (CI), e the
o tempo de residéncia médio (MRT) sdo calculados de A;, Aj,
ki, k., e o peso corporal (kg) do camundongo como descrito
por Gibaldi e Perrier, 1982). O produto da area de

P

permeabilidade- superficie do érgdo (PS) é calculado como:

PS = [Va.Vo]CPgominy AUC 0 -60min)

Em que CP(gmin) € a concentragdo plasmitica terminal
(dpm/pL) a 60 minutos apds injegdo, Vg €& o volume de

distribuicdo de tecido determinado a partir da proporgao de
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desintegragdes por minuto por grama de tecido para
CP(¢omin)r © Vo & 0o volume plasmatico do 6rgdo. A liberagdo

pelo 6rgdao das amostras & determinada como:

VD'DIQ = PS x AUQWM)

Em que %ID/g &€ a dose percentual injetada tomada por
grama de 6rgado.
Exemplo 10: imunologia

CocE pode ser usada em adjuvante incompleto de Freund
(IFA) para imunizar camundongos (veja Tabela 4). Um ELISA
direto especifico para anticorpos de CocE foi estabelecido
por um protocolo padrdo. CocE foi usada (1 ug/ml) para
cobrir uma placa de microtitulo de 96 cavidades com O usoO
de solucdo salina tamponada por borato (1,5 M NaCl, 0,5 M
H3BO;, 1,0 M NaOH) para ressuspender a esterase de cocaina
(50 uL/cavidade). As placas cobertas foram deixadas de um
dia para o outro a 4°C. O tampdo de cobertura foi removido
e manhd seguinte e as placas blogqueadas com 2% soro de
cabra normal em PBS por 1 hora a 37°C e lavadas trés vezes.
Soro dos vVvAarios grupos de camundongos fol serialmente
diluido em 50 puL de PBS nas cavidades em uma faixa de 10° a
10' e passado em duplicata. As placas foram cobertas e
incubadas por 30 minutos a 37°C. Subsequentemente, as
placas foram lavadas 3 vezes e 50 uL/cavidade de anticorpo
rotulado com peroxidase de IgG anti-camundongo de cabra
diluido a 1:400. As placas foram entdo lavadas 3 vezes e
100 ML de solugdo de substrato de peroxidase (OPD
dissolvida em tampdo de citratelfosfato) foram adicionados
a cada cavidade. Depois de uma incubag¢do de 5-10 minutos

(baseada no desenvolvimento de cor nos controles positivos)
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a reagdo foi interrompida com o uso de 3M H,S0, (50
pL/cavidade) . As placas foram lidas a 490 nm e os titulos
determinados pela maior diluig¢do que mostrou aumentos sobre
a absorvéncia de base. Controles positivos foram derivados
por imunizagdo de camundongos Balb/c com 100 pg em 100 uL
de Esterase de cocaina emulsificada em adjuvante incompleto
de Freund (IPA) por injec¢do intraperitoneal (IP). No grupo
positivo 1 o soro foi isolado de camundongos imunizados de
2 semanas. No grupo positivo 2 os camundongos imunizados
receberam reforgo com o uso de 100 pg em 100 pL por injegdo
IP 2 semanas apds a imuniza¢do primdria e o soro coletado
apdés mais uma semana (3 semanas apds primaria).

Altos titulos foram derivados dos dois grupos de
controle positivo imunizados com CocCE, 10° e 10°,
respectivamente. Os titulos de anticorpo de animais que
receberam CocE i.v. durante as administrag¢des de cocailna
demonstraram titulos detectaveis mas relativamente baixos
comparados aos animais de controle positivo imunizados por
CocE mais IFA. Soro coletado de animais imunizados uma vez
com CocE/IFA demonstraram maior titulo de 10°, enguanto
soro de animais que receberam uma dose de reforgo adicional
tiveram um titulo maior de 10° (3 camundongos/grupo). O
soro coletado desses animais servirad como controles
positivos para todos os experimentos subsequUentes de
titulacao.

Tabela 4: titulos de CocE de camundongos imunizados

Grupo Protocolo Titulo(logloO

diluig¢ao +1- SE

Positivo 1 (n=3) 2 | Imunizado (IFA/IP) 5

semanas
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Positivo 2 (n=3) 3 Imunizado / 6
semanas reforco (IFA/IP)
Administrado e CocE dada com 3,33 + 0,333
tratado (3x) cocaina
Administrado e CocE dada com 3,5 0,5
tratado (4x%) cocaina

Exemplo 11l: peguilagdo de CocE

A conjugagdo de um a dois polimeros de PEG por
molécula de enzima & geralmente suficiente para gerar os
efeitos protetores desejados (Avramis e cols. (2002) Blood
99, 1986-1994). Pelo fato de que cada molécula de CocE de

tipo selvagem ser relatada como contendo 8 residuos de

lisina, com nenhum no sitio ativo ms apenas 2 sendo
préximos ao sitio ativo (Turner e cols. (2002) Biochemistry
41, 12297-12307), é improvavel gque o direcionamento de

lisina para peguilacd@o inative a enzima. A CocE mutante &
misturada com varios polimeros de monometoxi-PEG (m-PEG)
(peso molecular variando de 3-12 KbDa); todos contém um
grupo hidroxisucciniil éster funcional de N-extremidade
ativada (mPEG-NHS; de Shear Water Inc., Birmingham, AL).
PEG com um peso molecular de 5,5 KDa serda a primeir
tentativa, porque os resultados dos inventores e aqueles de
outros investigadores (veja, por exemplo, Veronese, FM and
Harris, JM (2002) Advanced Drug Delivery Reviews 54, 453-
456; Avramis e cols. (2002) Blood 99, 1986-1994)
demonstraram gque esse peso molecular gera a protegao
benéfica. Diferentes propor¢des molares de [NH]:[mPEG] (a
primeira é calculada com base nos moles totais de residuos

de 1lisina de CocE mutante) variando de 1:2 a 1:10 sao

testados para obter condig¢des Stimas. A conjugagao
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prossegue por cerca de 40 minutos a 4°C com leve agitagdo.
Os produtos da reagdao sao entao purificados por
ultrafiltragdo (MWCO 10.000) at 4°C. As atividades dos
produtos de CocE mutantes peguilados sdo determinadas por
medicdo das taxas iniciais de hidrdélise de cocaina com ©
uso do procedimento previamente estabelecido (Turner e
cols. (2002) Biochemistry 41, 12297-12307). Em adigao,
espectrofotometria de massa MALDi-TOF é realizada nesses
produtos para analisar o grau de peguilagdo e seu peso
molecular. Os produtos peguilados sdo estocados a -40°C e
descongelados imediatamente antes de seus usos.

A caracterizacdo padrdo, incluindo determinag¢do do pH,

temperatura, forga idnica Otimos, bem como parametros
cinéticos (por exemplo Km, Vm), dos conjugados de CocE
mutante-PEG sao conduzidas em PBS. Além disso, a

estabilidade térmica dos produtos peguilados e sua
estabilidade contra degradagdo proteolitica sdo examinadas
na presenga de plasma ou sangue humano. Testes funcionais
in vivo dos produtos de CocE mutante-PEG sdo conduzidos
como acima descrito. A meia-vida in vivo e biodistribuigdo
dos conjugados de CocE mutante-PEG, quando comparados a
CocE 1livre s3o conduzidas como acima descrito (veja o
Exemplo 9).

Anadlise estatistica & realizada nos resultados obtidos
dos experimentos de peguilagdo. ANOVA de duas vias de
bloqueio aleatdério com pds-teste de Dennett &€ realizada em
conjuntos de dados com duas varidveis com o uso de GraphPad
(San Diego, CA) Prism para Windows e Software GraphPad.

Teste t pareado é realizado para experimentos com duas

condig¢des.



T e

10

15

20

25

30

85/106

A conjugag¢do de CocE mutante a PEG ramificado de alto
peso molecular (por exemplo, até 60 KDa) pode ser também
realizado (veja, por exemplo, Reddy e cols. (2002) Advanced
Drug Delivery Reviews 54, 571-586).

Adicionalmente, peguilagdo especifica a sitio pode ser
uma alternativa viavel para reduzir heterogeneidde
funcional e estrutural. A remogdo de residuos de cisteina
préximos ao sitio ativo ou incorporacdo dos residuos de
cisteina na superficie da proteina pode servir como melhor
substrato de peguila¢do (através de ligag¢do de maleimida) .
De modo similar, a liga¢do a amina de PEG a CocE pode ser
empregada através, por exemplo, da substituigdo
conservadora de residuos de arginina por qualquer um dos de
CocE mutante (nove 1lisinas no total em CocE de tipo
selvagem, sete das quais sdo lisinas de superficie).

Achados preliminares mostraram que CocE de tipo
selvagem (WT) foi ligada de forma Dbem-sucedida com
polimeros de monometoxi-PEG (m-PEG) (peso molecular: 5,5
KDa) contendo um grupo funcional an succinimidil ativado em
uma extremidade, com o uso dos procedimentos acima
descritos. Um alto rendimento da atividade inicial de CocE
(>70%) foi recuperado depois da reagdo de peguilagdo.
Espectros de massa MALDI-TOF revelaram quatro picos
primarios para os produtos PEG-CocE, indicando a presenga
de uma mistura heterogénea dos conjugados gque contém
diferentes nimeros das cadeias de PEG (variando de 1 a 4,
respectivamente) (veja, por exemplo, Figura 19). Foil
sugerido na 1literatura que a conjugagdo de apenas 1-2
cadeias de PEG por molécula de proteina seria capaz de

gerar efeitos protetores induzidos por PEG (Veronese, FM
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and Harris, JM (2002b) Advanced Drug Delivery Reviews 54,
457-606; Avramis e cols. (2002) Blood 99, 1986-1994). Nesse
aspecto, e} método de peguilagdo aqui empregado
aparentemente satisfaz tal requisito.
Exemplo 12: encapsulag¢dao em hemaceas

A encapsulagdo em hemaceas de CocE pode ser realizada
por meio de um peptideo PTD ligado. LMWP & seleciondo como
o peptideo PTD para transportar CocE mutante ns hemaceas,
por causa de sua poténcia nas proteinas de translocagdo por
toda a membrane celular (Park e cols. (2005) FASEB Journal,
in press) e de sua auséncia de toxicidade (Chang e cols.
(2001) AAPS Journal 3, Artigo #17, #18 e #19). Para
assegurar que a CocE mutante encapsulada seja
permanentemente incorporadas na hemdcea, a ligagdao entre
CocE e LMWP pode degradar automaticamente e rapidamente uma
vez que os conjugados de CocE mutante-LMWP entran na
hemdcea. Um ligante como uma ligagdo de dissulfeto (S-S)
que serad degradada rapidamente dentro da hemdcea devido a
presenca de atividade citosdlica elevada de glutationa e
redutase (Trouet e cols. (1982) Proceeding of the National
Academy of Science 79, 626-629), assegura gque a CocE
permanecerad na hemacea.

Para produzir conjugados de CocE mutante-LMWP ligados
com liga¢des S-S, o grupo amina na N-extremidade de LMWP
(esse é o UGnico grupo -NH, em LMWP) é primeiramente ativado
com SPDP, e a LMWP ativada entdo é misturada com CocE
mutante na presenga de ditiotretol (DTT) para permitir a
formacdo da ligagdo S-S com um dos residuos de cisteina
livres (quatro em de tipo selvagem) em CocE mutante (Turner

e cols. (2002) Biochemistry 41, 12297-12307); de acordo com
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um procedimento modificado previamente desenvolvido (Liang
e cols. (2000) AAPS Pharmaceutical Science 2, Artigo 7).
CocE é estavel quando sendo estocada em DTT (Turner e cols.
(2002) Biochemistry 41, 12297-12307), sugerindo gue O uso
desses grupos de cisteina livre para conjugagdo nao deve
prejudicar a atividade catalitica dessa enzima (mutagdo ja
realizada de cada cisteina em CocE de tipo selvagem para
uma serina resultou em diminuigdao da atividade). Os
produtos finais LWMP-CocE sd8o entdo purificados wvia uma
coluna de heparina, e sdo estocados por liofilizacgao.

A encapsulagdo é realizada por incubagdo de hemaceas
com CocE mutante-LMWP por 30-60 minutos. Pelo fato de a
entrada na célula mediada por PTD ser independente de
temperatura (Schwarze e cols. (1999) Science 285, 1569-
1572), a encapsulagdo é conduzida a 4°C para preservar a
funcionalidade de hemdceas. O processo e extensdao do
aprisionamento de CocE mutante em hemdceas € monitorado por
microscopia confocal e ana“lise de citometria de fluxo com
o uso de CocE mutante rotulada por FITC. A morfologia de
CocE mutante aprisionada em hemdceas & também examinada por
SEM.

A caracterizagdao Dbasica, incluindo avaliacao da
funcionalidade de hemdceas (por exemplo atividade de
transferéncia de oxigénio) e de CocE mutante (por exemplo
atividade de hidrdlise de cocaina, propriedades cinéticas
como Km, Vm etc.), escapamento de CocE mutante de hemaceas
(ou seja, por incubagdo de hemdceas carregadas com CocE
mutante em tampdo entdo medigdo da atividade da enzima no
sobrenadante), e estabilidade d CocE mutante aprisionada

contra degradacdo proteolitica, €& conduzida em tampdo ou em
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plasma. S resultados obtidos para a CocE mutante
encapsulada em hemiceas sdo comparados com aqueles obtidos
para a enzima 1livre. Testes funcionais iIn vivo da CocE
mutante-encapsulada em hemaceas s3o conduzidos como acima
descrito.

Hemdceas humanas (da Cruz Vermelha Americana, Detroit,
MI) sdo usadas para estudos in vitro. Para estudos animais
in vivo incluindo os testes funcionais e estudos de
farmacocinética, no entanto, hemdceas autdlogas da mesma
espécie animal sdo usadas para evitar incompatibilidade
celular e possivelis efeitos tdxicos.

A meia-vida de circulagao (ti;,;) de CocE mutante-

aprisionada em hemdceas é determinada por injegdo de CocE

mutante rotulada com *°I (ou seja, antes de sua carga nas
hemaceas) em camundongos, de acordo com os mesmos
procedimentos acima descritos. Cada conjunto de

experimentos consiste em 24 camundongos. Os camundongos (3)
sdo sacrificados em intervalos de tempo de 3-, 6-, 12-, 24-
horas e 3-, 6-, 10-, e 15 dias. Amostras de sangue e
amostras de tecido sdo coletadas, pesadas e medidas para
radiocatividade. Os par@metros de PK incluindo a t;,, de
eliminacdo, em como distribuicéo de tecido sao calculadas
pelo uso do programa KINFT como acima descrito. os
resultados de farmacocinética obtidos para a CocE mutante
encapsulada em heméceas sdo comparados com aqueles obtidos
para CocE mutante livre.

Andlise estatistica é realizada nos resultados obtidos
dos experimentos de encapsulagdo em hemdceas. ANOVA de duas
vias de bloqueio aleatdrio com pés-teste de Dennett &

realizada em conjuntos de dados com duas variaveis com o©
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observado, embora as hemadceas carregadas com ASNase do
método de ruptura osmbética/re-selagem (ou seja hemacea
fantasma) exibissem mudanga significativa no formato e
morfologia, as hemaceas carregadas com LMWP-ASNase
mostraram formato e morfologia praticamente indistinguiveis
(ou seja disco bicbdbnecavo) daquele de hemdceas normais.
Esses achados estdo de acordo com aqueles relatados por
varios outros investigadores de que a encapsulagdo celular
mediada por PTD nao causa qualquer perturbagdo
significativa ou alterac¢do da membrana celular (Dietz, GPH
and Bahr, M (2004) Molecular Cell Neurosciences 27, 85-131;

Schwarze e cols. (1999) Science 285, 1569-1572; Suzuki e

cols. (2002) Journal of Biological Chemistry 25, 2437-
2443) .

Para também avaliar esses dois sistemas de
encapsulagao em hemaceas, fora realizados estudos

preliminares de clearance. A meia-vida da atividade de
ASNase em plasma foi avaliada apds injegdo intravenosa de:
(1) hemAcea fantasma carregada com ASNase, and (2) hemacea
carregada com LMWP-ASNase. Cada grupo de animais consistiu
em 4 camundongos DBA-2, e cada camundongo recebeu 8
unidades de atividade de ASNase carregada. As amostras de
sangue foram retiradas em diferentes intervalos de tempo da
vaia da cauda, e a gquantidade de atividade de ASNase no
sangue total foi medida por Nesslerization direta de amdnia
produzida (Ho e cols. (1970) Journal of Biological
Chemistry 245, 3708-15). Os resultados demonstraram gque
havia gquase um aumento de duas vezes na meia-vida de
circulagdo para as hemaceas encapsuladas com LMWP-ASNase

(t1/2: 9,2 dias) comparada aquela (t,,;: 5,9 dias) para a
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fantasma, e tratado com hemdcea LMWP-ASNase foram 10,0,
12,6, e 14,4 dias, respectivamente (veja, por exemplo,
Figura 22). Deve ser observado gque embora o tempo de
sobrevivéncia entre os trés grupos tenha diferido em apenas
cerca de 2 dias, os efeitos do tratamento pala ASNase
encapsulada em hemdceas foi ainda bastante dramaticos;
considerando o fato de que apenas 0,1 mL da suspensdo de
hemaceas, que foi equivalente a apenas 5% do volume total
de sangue do camundongo, foi dada a cada camundongo para O
tratamento antitumor. No geral, esses achados com o modelo
de enzima ASNase demonstram gque a enzima encapsulada em
hemaceas era ainda terapeuticamente ativa. Deve-se notar
que a cocaina €& mais permedvel através da membrana da
hemadcea que o substrato de asparaginase.

Portanto, a utilizagdo de CocE encapsulada em
hemdceas no tratamento de condi¢des relacionadas a cocaina
é uma abordagem eficaz porque a cocaina cruza facilmente a
membrana da hemdcea (e realmente se concentra na hemacea)
(Javaid e cols. (1978) Journal of Cromatografia 15, 105-
113), a encapsulagdo mediada por PTD ndo altera as
propriedades fisicas e/ou quimicas das hemdceas, e a enzima
encapsulada em hemidceas funciona como se fosse livre.
EXEMPLO 13: REMOCKO DE ENDOTOXINA

A descontaminacdo por endotoxina de mutantes de CocE
pode ser realizada de varias formas. Idealmente, a
descontaminacdo de endotoxina diminui a concentragao a
niveis de menos de 10 EU/mg proteina. Métodos de
descontaminagao incluem condigdes alternativas de
cromatografia em coluna de troca idnica, de exclusdo de

tamanho polietilenoimina (PEI) e cromatografia em coluna
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hidrofébica, ultrafiltragido e extracido de detergente. Um
sistema de detecg¢do de endotoxina (PYROGENT 5000, Cambrex)
é usado para determinar o teor de endotoxina de
preparacdes. O ensaio & baseado no fator anti-LPS de lisado
de Limulus amebocyte (LAL). A sensibilidade do ensaio &
entre 0,01 e 100 EU/ml, dentro dos niveis de necessarios. O
ensaio espectrofotométrico é projetado em um formato de
placa de microtitulagdo de 96 pogos. O fracionamento da
endotoxina e da CocE e/ou mutante de CockE pelos
procedimentos seguintes pode ser testado tanto gquanto ao
nivel de endotoxina quanto & atividade de esterase de
cocaina. A atividade de esterase de cocaina é medida
utilizando-se um ensaio espectrofotométrico que se
beneficia da absorg¢do intrinseca de cocaina a 240 nm.
Mediante hidrélise, os espectros de absorgdo revelam uma
redugdo dramdtica no pico a 240 nm (Turner e cols. (2002)
Biochemistry 41, 12.297-12.307).

Cromatografia de troca anidnica: as condi¢des atuais
envolvem o uso de cromatografia liquida performance rapida
(FPLC) em uma coluna Q-Sefarose em PH 8,0 para
descontaminacdo de endotoxina. As condig¢des de tamponamento
(pH) podem ser otimizadas para maximizar tanto a adsorgao
de CocE e/ou de mutante de CocE quanto a separagao de
endotoxina. Fluted fracdes si3o testadas por medida da
atividade de CocE ou atividade de mutante de CocE (ensaio
espectroscodpico da hidrdlise de cocaina, absorgao a 240
nm) . Os niveis de endotoxina sdo avaliados usando PYROGENT
5000 (acima) .

Cromatografia por exclusdo de tamanho e

ultrafiltracdo: a endotoxina pode existir como formas
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monoméricas (PM ~1-2 x 10%) ou em forma micelar (PM ~4 X
10°> a 1 x 10°), dependendo das condi¢des de tamponamento. A
presenga de detergentes como colato favorece a forma
monomérica, engquanto cations divalentes (por exemplo, ca®")
favorece a forma micelar (Hirayama, C. e Sakata, M. (2002)
Journal of Chromatography B Analytical Technology
Biomedical Life Science 781, 419-432). Essa propriedade da
endotoxina é usada para separar a forma micelar (ou seja,
na presenca de cations divalentes como Mg®’; ou ca?*) da
CocE e/ou mutante de CocE por cromatografia de filtragdo de
gel usando uma resina de coluna Sefadex 75 ou Sefadex 200
(Pharmacia) . A endotoxina micelar ndo deve ser retida na
coluna e deve passar através do espago vazio, engquanto CocE
e/ou mutante de CocE deve eluir como uma proteina
monodispersa que corresponde a uma proteina de 65 kDa.
Similarmente, a capacidade de unidades de wultrafiltragdo
para separar as formas micelares de endotoxina de CocE e/ou
mutante de CocE serd avaliada. Unidades de ultrafiltragao
sdo agora disponiveis com valores de corte de pesoO
molecular de 3 x 10° a 1 x 10°, dentro da faixa necessaria
para reter a endotoxina micelar, mas ndo a prdépria CocE.
Cromatografia em polietilenoimina: Mitzner e cols.
(1993) e Morimoto e cols. (1985) utilizaram PEI imobilizado
em gldbulos de celulose ou em fibra de celulose,
respectivamente, para remove endotoxina de preparag¢des de
BSA. A cromatografia coluna PEI & uma permutadora de anions
muito fraca que pode, na verdade, se beneficiar de algumas
propriedades hidrofébicas da endotoxina e, dessa forma,
absorvé-1la preferencialmente. Varias preparagdes de

glébulos de PEI-silica sdo disponiveis  por Sigma,
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dependendo do tamanho do gldébulo. Embora glébulos de silica
estejam mais classicamente associados as aplicagdes de
HPLC, nos compactaremos as colunas para um funcionamento em
uma pressdo menor e selecionaremos tamanhos de trama de 200
pm.

Extragdo com Triton X-114: a separagdo de fase com
Triton X-114 tem sido usada com sucessO para separar
endotoxina de albumina e catalase (Aida, Y. e Pabst, M.J.
(1990) J. Immunological Methods 132, 191-195). Adia e Pabst
relatam uma diminui¢do de 1.000 vezes na concentragdo de
endotoxina apds uma Unica etapa de extragdo Triton X-114.
Amostras de CocE e de mutante de CocE sdo incubadas com
volumes iguais de Triton 114 e, sdo incubadas primeiramente
no gelo, e depois a 37°C por 15 minutos. A fase Triton X-
114 que contém a endotoxina é removida por centrifugagdo.
Como observado anteriormente, foi demonstrado que CocE &
consideravelmente termoldbil, mas pode ser um pouco
protegida pela presenga do substrato, cocaina. Caso a
incuba¢do de CocE com Triton X-114 a 37°C resulte em uma
inativacgdao significativa de CocE, a enzima sera
estabilizada por inclusdo de substrato em excesso durante a
extragdo.

EXEMPLO 14: MUTAGENESE DO ORGANISMO HOSPEDEIRO DE CocE

H& vAarias cepas bacterianas gque exibem crescimento
sensivel & temperatura em subprodutos de esterase de
cocaina, 1incluindo varias cepas de Pseudomonas, € esses
organismos podem ser adaptados para crescimento sensivel a
temperatura em cocaina por adigdo do gene de CocE
codificado dentro de vetores de plasmideo adequados. PoOTr

exemplo, o gene CocE foi originalmente sequenciado a partir
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de Rhodococcus MBl por subclonagem de fragmentos génicos em
Rhodococcus erythropolis CW25, uma bactéria incapaz de
metabolizar cocaina, mas capaz de crescer nos subprodutos
de esterase de cocaina éster metilico e benzoato de
ecgonina (Bresler e cols. (2000) Applied & Environmental
Microbiology 66, 904-908). O gene CocE foi subclonado em
vetores shuttle pJdARK-14 e pMMB67EH (veja, por exemplo, o
Exemplo 1). Esses plasmideos sdo capazes de expressao em
qualgquer bactéria gram-negativa, incluindo Pseudomonas, e
adicionalmente o plasmideo pMMB67EH permite altos niveis de
expressdo e facilidade de transformagdo por conjugagdo
bacteriana com o uso do plasmideo auxiliar pRK2013. A
transformagdao do plasmideo em bactérias que exibem
crescimento sensivel & temperatura em subprodutos de
esterase de cocaina (por exemplo, cepas de Pseudomonas),
permite o crescimento sensivel & temperatura em placas que
contém cocaina como a Unica fonte de carbono. A mutagénese
tanto do Rhodococcus MB1l original gquanto das cepas de
Pseudomonas que contém CocE plasmideo é realizada usando
radiacdo com luz UV a 260 nm. A exposigdo é administrada de
tal forma que 90-95% das células sejam mortas. As células
restantes sdo recuperadas em meios nutrientes por 1 hora a
26°C, coletadas e enriquecidas na presenga de cocaina, como
descrito previamente (Britt, e cols. (1992) Journal of
Bacteriology 174, 2.087-2.094) . 0 enriquecimento é
realizado a 37°C para a selegdo de variantes termoestaveis
da CocE. Finalmente, as células sdo plagueadas em placas de
Agar com meio minimo contendo cocaina 10 mM, e incubadas a
37°C. Colbénias Unicas se desenvolvem e sdo testadas quanto

a atividade de CocE a 37°C. A amplificag¢do por PCR do gene
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CocE é realizada nos mutantes encontrados para produzir
CocE ativa e solivel a 37°C, e os produtos de amplificagao
sdo subclonados no plasmideo pET-22B(+) para caracterizagao
adicional. Como um prelidio da mutagénese de CocE, pode ser
necessario efetuar a mutagénese das cepas nativas de
Pseudomonas a fim de pré-selecionar nenhuma sensibilidade a
temperatura a 37°C quando desenvolvidas em produtos da
hidrdélise de cocaina, e que depois demonstrem sensibilidade
a temperatura em cocaina a 37°C apds clonagem em CocE.
EXEMPLO 15: METODO DE RASTREAMENTO DE ALTO RENDIMENTO PARA
IDENTIFICACKO DE MUTANTES DE CocE TERMOESTAVEIS

Varios métodos de rastreamento de alto rendimento para
identificag¢do de variantes de CocE termoestaveis foram
implementados. Como a enzima de tipo selvagem é conhecida
por ter instabilidade térmica em temperaturas acima de
30°C, apds transformagdo em células de E. coli BL21, as
coldénias sdo subcultivadas e a expressao de proteina
induzida a 16°C. As proteilinas expressas sao entdo testadas
quanto a atividade de esterase em temperaturas 30°C e
acima. Apds varias rodadas de mutagénese e testes em
temperaturas crescentes, sao obtidos mutantes
termoestaveis. Cada mutante de CocE individual é entdao
preparado, purificado e testado quanto a atividade e
termoestabilidade a 37°C, como descrito acima (veja os
Exemplos 1 e 4).

Coldnias bacterianas contendo polipeptideos mutantes
sdo rastreadas diretamente das placas de agar por impressao
em filtro de nitrocelulose de réplicas de placas, seguida
por lise das Dbactérias e fixacgdo de proteina. A

determinagdo da enzimdtica atividade em varias temperaturas
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é obtida por monitoramento do actGmulo de acido benzdico, ©
subproduto 4&acido de (-)cocaina. Uma impressdao umida de
nitrocelulose & colocada sobre um papel de filtro seco
previamente saturado com uma mistura de cocaina em pH 7,4,
sem tampdo, e um indicador de pH que apresenta uma
transigcdo de incolor a cor mediante acidificag¢ao, por
exemplo, vermelho metil. A enzima ativa é identificada por
mudanca de cor, e as colbnias sdo adequadamente coletadas.
O método detecg¢do baseado na acidificagdo por meio da
formagdo de &cido benzdico é empregado para a detecgdo da
expressdo celular de anticorpos cataliticos que hidrolisam
cocaina no grupo éster de benzoila, o mesmo local clivado
por CocE. Alternativamente, a detecgdo por impressdo de
nitrocelulose é obtida por exposigdo a um derivado tiol de
cocaina e subsequente detecgdo de grupos sulfidrila por
meio de sistema indicador por precipitag¢do de metal pesado
(por exemplo, baseado em mercirio) .

Coldbénias bacterianas que contém polipeptideos mutantes
também sdo rastreadas por subcultivo em meio liquido e
testes diretos quanto a atividade de esterase de cocaina
usando um derivado tiol de cocaina e detecgédo com
utilizag¢do do indicador colorimétrico de tiol, o reagente
de Ellman (veja, por exemplo, a Figura 6). O reagente de
Ellman forma rapidamente uma ligagdo dissulfeto com grupos
tiol livres e libera um ion tioclato colorido que absorve a
412 nm. Culturas incubadas de um dia para o outro a 16°C na
presenca de IPTG para induzir expressdo de proteina (20 pl)
sio misturadas com derivado de benzoiltioéster 1 mM de
cocaina, e reagente de Ellman 500 pyM em fosfato de sdédio

100 mM pH 7,4, até um volume final de 200 pl. Os resultados
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(veja, por exemplo, a Figura 6) indicam que as células dque
contém a enzima CocE de tipo selvagem sdo capazes de clivar
o benzoiltioéster em niveis bem maiores do que as células
isoladamente.

Finalmente, colbnias bacterianas contendo
polipeptideos mutantes sdo rastreadas por subcultivo em
meio liquido, seguido por lise e isolagdo de polipeptideos
mutantes usando um meio de afinidade. Por exemplo, as
células lisadas sdo lavadas através de placas de filtro de
niquel-agarose que permitem a coleta e subseqgquente eluigdo
de proteinas marcadas com 6xHIS (por exemplo, o kit “Ni-NTA
Superflow 96-Bio-robot” (Qiagen). Alternativamente, as
células sdo lisadas dentro de placas de microtitulagao
revestidas com niquel que permitem a ligagdo de proteinas
de fusdo 6xHIS e subseqgliente remogdo de contaminantes (por
exemplo, placas imobilizadoras de quelato de niquel (Nunc)

ou placas flash de quelato de niquel NEN (Perkin Elmer)) .

Similarmente, as células lisadas sdo incubadas com
microgldbulos revestidos com niquel (como gldébulos
magnéticos de agarose Ni-NTA (Qiagen)), seguido por remogao

subsequente de proteinas contaminantes. A atividade isolada
de proteina esterase é entdo testada com s utilizagdo de
qualquer um dos ensaios mencionados previamente (como o
ensaio espectrofotométrico de atividade (Exemplos 1 e 4), O
ensaio de atividade de cocaina tritiada (Exemplo 1), o
ensaio de atividade por indicagdo do pH de &acido benzdico,
os sistemas de detec¢do do derivado tiol de cocaina, o uso
de aptédmeros de cocaina (Stojanovic, M.N., de Prada, P. e
Landry, D.W. (2001) J. Am. Chem. Soc. 123, 4.928-31;

Stojanovic, M.N. e Landry, D.W. (2002) J. Am. Chem. Soc.
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124, 9.678-9) por monitoramento de mudangas na
fluorescéncia mediante degradagdo de cocaina, ou pelo uso
de um substrato genérico de esterase como, por exemplo,
acetato de 4-nitrofenil e monitoramento das mudangas
colorimétricas a 420 nm, como descrito previamente
(Halgasova, N. e cols. (1994) Biochem. J. 298 Pt 3, 751-5;
O'Conner, C.J. e Manuel, R.D. (1993) J. Dairy Sci. 76:
3.674-3.682).
EXEMPLO 16: ANALISE PRELIMINAR DO POLIPEPTIDEO MUTANTE
N197K

A analise preliminar do polipeptideo mutante N197K
(Id. de Seqg. N°: 42) mostrou boa estabilidade apds 1 hora a
37°C no dia 0. Os valores de Vmax e Km sdo mostrados na
Tabela 5. Uma re-verificagdo no 3° dia mostrou estabilidade
similar. Os valores de Vmax e Km sdo mostrados na Tabela 6.
Valores de Km maiores no 3° dia foram em conseqiéncia do
reuso de cocaina velha. A filtragdo em gel de amostras
incubadas a 37°C mostrou a formagdo de agregados.

Tabela 5: Teste inicial de N197K (dia O0)

N197K (0) N197K (60)
Equagao 1
Valores Best-fit
VMAX 2.928 2.187
KM 34,77 24,24

Tabela 6: teste de repetigdo de N197K (dia 3)

N197K (0) N197K (60)

Equagao 1

Valores Best-fit

VMAX 3.357 3.085
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KM 102,2 113,5

Exemplo 17: identificagdo de polipeptideos mutantes de CocE
termicamente estaveis

Polipeptideos mutantes de CocE termicamente estéveis
foram identificados por determinagdao de T1/2 dos
polipeptideos mutantes de CocE. Resumidamente, as enzimas
foram pré-incubadas a 37°C por tempos varidveis. As medidas
da atividade foram determinadas em temperatura ambiente
(25°C) . As enzimas mutantes com T;,;, maior do que 12 minutos
(0 T1/2 da CocE do tipo selvagem) foram consideradas
termicamente estdvelis (veja, por exemplo, a Figura 27 e a
Tabela 7). Como demonstrado pela combinagdo de polipeptideo
de mutante de CocE T172R/G1l73Q, em varias modalidades, a
combinacdo de duas mutacdes Unicas com estabilidade menor

ou ausente pode resultar em um a combinagdo termicamente

estéavel.
Tabela 7: Polipeptideos mutantes de CocE termicamente
estaveis
Mutante Estabilidade @ 37°C (ti/2)
T122A Nao
Q123E Nao
S159A Nao
S140A Nao
S167A/W52L Nao
T172R ~46 min
V121D Nao
L163V Nao
F189A Nao
F189A/T172R ~40 min (Similar a T172R)
C107S N3o
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W220A Nao
F189L Nao
Al93D Nao
TI72R/A193D ~40 min (Similar a T172R)
G173Q ~25 min
T254R Nao
N42V Nao
T172R/G173Q ~326 min
G171Q/T172R/G173Q Nao
G1l71A Nao
G1l73A Nao
wt-T175-G-D185 Nao
wt-T176-G-G-D185 Nao

T172R/G173Q-T175-G-D185

T172R/G173Q-T175-G-G-A186 ~75 min
T172R/G173Q-T176-G-G-D185 ~75 min
S177Q Nao
D45R Nao
F47R Nao
L169K ~274 min
L174R Nao
Al181K Nao
S179R Nao
F189K 25 min
V190K Nao
Al194K Nao
R182K Nao

Exemplo 18: protegdo de agregagdo de mutantes esterase

cocaina termoestaveis
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A Protegdo de agregagdo de mutantes de CocE
termoestaveis foi avaliada com o uso de cromatografia por
exclusdo de tamanho. Resumidamente, as enzimas foram pré-
incubadas a 37°C por 0 minuto ou 60 minutos, e resolvidas
por cromatografia por exclusdo de tamanho. Os resultados
para CocE de tipo selvagem, T172R e T172R/G173Q sao
mostrados na Figura 28.

EXEMPLO 19: ESPECTROS INFERIORES DO UV

Os dados dos espectros inferiores do UV foram obtidos
usando um Aviv Spectropolarimeter Mode 400, com o auxilio
de Norma Greenfield, UMDNJ, usando um suporte de 5 células
e concentrag¢des de proteina de 0,2 mg/ml. Os valores brutos
dos dados obtidos foram purificados em PBS de controle,
regulados, e desconvolutos usando o algoritmo CCA como
descrito por A. Perczel, K. Park e G.D. Fasman, [“Analysis
of the circular dichroism spectrum of proteins using the
convex constraint algorithm: a practical guide”. Analytical
Biochemistry 203, 83-93 (1992)]. Esse algoritmo encontra o
namero minimo de curvas necessario para a reconstrugdo de
um conjunto de dados, e expressa a percentagem gque cada
curva contribui para o conjunto de dados como uma fungdo da
temperatura.

Abaixo esta apresentada uma andlise de desconvolugao
de CCA de UV inferior de CocE do tipo selvagem e 4
mutantes, obtidos em uma fusdo de espectros de CD Unicos
usando um suporte de 5 células. O experimento foi realizado
o longo do period de 8 horas, de 0-80°C.

A fusdo dependente da temperatura foi observada entre
os comprimentos de onda testados (200-250 nm), e oOs

espectros regulados para cada mutante sdo mostrados na
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Figura 29. Desconvolu¢do via o algoritmo CCA indicou que
cada espectro foi mais bem descrito por um conjunto de trés
curvas, como mostrado na Figura 30. Isso sugere que a fusdo
de CocE & um processo de pelo menos duas etapas, movendo de
uma curva original (curva 1) para uma etapa desbobrada
intermediaria (curva 2), e finalmente a proteina totalmente
desnaturada (curva 3). A contribuigdo % que cada
temperatura desempenhou na descrigdo dessas trés curvas &
mostrada na Figura 31. A andlise de reposta foi usada para
aproximar uma temperatura em gue o espectro inicial se
funde (1), a formagdo e fusdo do estado intermediario (2),
e o actmulo da proteina totalmente fundida (3). Esses
numerosos foram coletados e tabulados na Figura 32 e
mostrados na Tabela 8.

Tabela 8: Pontos de fusdo de cada etapa

Formagao Fusdo Formagao
Fusdo #1
#2 #2 #3
—— WT 37,04 34,57 50,98 59,86
~®— T172R 39,22 38,11 54,56 56,85
T172R-A193D 38,11 46,47 47,68 58,72
—»— T172R-F189K 38,8 46,81 48,42 57,23
—— T172R-G1730 40,62 45,61 46,17 56,61
O mutante mais termoestavel T172R-G173Q (como

determinado em outros ensaios) mostrou a maior temperatura
de fusdo da curva original 1 (40°C vs 37°C para o tipo
selvagem) , e a menor temperatura tanto para o
desaparecimento do intermediario da curva 2 (46°C vs 50°C
para o tipo selvagem) quanto para o aparecimento da curva
totalmente fundida 3 (56°C vs 59°C para o tipo selvagem) .

Em resumo, parece que todos os mutantes passaram por
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um processo de fusdo em 2 etapas.
EXEMPLO 20: ESTABILIZAQKO USANDO PRODUTOS E INIBIDORES

A Esterase de cocaina (CocE) cliva a cocaina para
produzir acido benzdéico e éster metilico de ecgonina.
Resumidamente, substratos e inibidores alternativos de
cocaina, além de compostos capazes de estabilizar
termicamente a enzima, foram investigados geralmente por
substituigdo de andlogos de amida e tiol na ligagdo reativa
Ester, ou por remogdo da ligagdo (para inibidores), por
substituigdo de andlogos de benzoila no 1lugar do grupo
abandonador de &acido benzdico, e/ou remogdo ou alteragdo do
grupo metil-éster na porgdo ecgonina da molécula. Como
discutido abaixo, foi determinado que alguns substratos,
produtos e inibidores estabilizavam a desnaturagdo térmica
de CocE do tipo selvagem, bem como evitavam a agregagao
induzida termicamente em eletroforese em gel.

A cocaina é o substrato natural da esterase de cocaina
(CocE). A clivagem de cocaina foi monitorada por uma queda
da absorbincia a 240 nm. A cocaina (na faixa de mM) evitou
a formagdo induzida a 37°C de agregados de CocE de alto
peso molecular (concentracdes enzimaticas de 0,1 mg/ml)
(veja, por exemplo, a Figura 33). Cocaina (em quantidades
de uM) estabilizou a perda de atividade induzida a 37°C
(veja, por exemplo, Figura 34), embora o mecanismo dessa
estabilizacdo seja complicado em fungdo da inibigdo de
substrato em concentrag¢des maiores.

O &acido benzbico é o produto natural de CocE e um
inibidor fraco da clivagem de CocE de acetato de 4-
nitrofenil (Ki 310 uM). O acido benzdico evitou a formagadao

induzida a 37°C de agregados de CocE de alto peso molecular
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(concentra¢des enzimdticas de 0,1 mg/ml) (veja, por
exemplo, a Figura 35). O &cido benzdico (quantidades de pM)
estabilizou a perda de atividade induzida a 37°C (veja, por
exemplo, Figura 36), embora o mecanismo dessa estabilizac¢ado
seja complicado em fungdoc da inibicdo de substrato em
concentragdes maiores.

CocE catalisa a clivagem de acetato de 4-nitrofenil
(4NPA) em 4-nitrofenol (4NP) e acetato. A reagdo de
clivagem fol monitorada por observa¢do de formagdo de
produto a 400 nm. Tanto 4NP quanto 4NPA (na faixa de mM)
evitaram a formag¢do induzida a 37°C de agregados de CocE de
alto peso molecular (concentragdes enzimdticas de 0,1
mg/ml) .

O &acido fenilbordnico & um inibidor potente de CocE
(Ki 250 nM). O acido fenilbordnico estabilizou a agregagdo
induzida a 37°C de CocE com uma ECs, de 0,2 UM por andlise
de densitometria.

Usando o gque foli apresentado acima, € desenvolvido um
ensaio de rastreamento para rastrear peguenas moléculas gque
possam, da mesma forma, estabilizar a enzima, mas nao
ocupem necessariamente o sitio ativo. As moléculas
identificadas como moléculas estabilizantes sao usadas para
estabilizar as proteinas aqui reveladas até estarem prontas

para uso.
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cgatcacccc
gttggcaaca
gcgcactttc
tcacagcaac
gattcaagaa
cgatgcactc
tgacgaaacg
cggggctgceg
atctgctgac
gctgttccac
cgtgttgtgt
cgcccggcetg
cgtatttccce
cgagacgttg
catgcttgca
tagcaacttc
gctcgaagag
cattgtgctg
agctcaaacc

cgtaggtcgt

tcgaacgtga
gatgctgatg
ttcgcgtggt
gtcattcaag
gacgaagctg
aatgtgggca
ggcgttggtg
ccgtggtacg
ataggtactg
gtccaactcg
gagcaaccgc
gacaacgatg
ccggceccttga
gttgcggtca
ctcactggtc
gccaccacga
gcaggcgtcc
gactggccac
aatacctcca
acctacctgt
aacggagaca
tacagcactg
ttcgtgtcgt
gacggtcgcg
gtcaatccaa
acctcgaatg
ccgaaatacg
atgtgcaccg
ccgattatca

caatggctcg

cagcggccga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860
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ctgaaggccg
agcggtcatg
gtcacgtagt
ccccectcecceccaa
accgatctga
caggttcaga
ggcggtttcece
ggcgcactaa
cgcatcgggg
tcgagcacct
aggagaagct
gagggtcggt
gacggcggct
ggctcgtcga
<210> 3

<211> 574
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 3
Met Val Asp

1

Arg Asp Gly

val
35

Gly Pro

Val Phe

50

Ala

Asp
65

Gly Tyr

Glu Gly Glu

Polipeptideo

gattgcatcc
taattcccca
tccecaccect
ggtccacctg
cgatgaccga
tctcaccggce
ggactcggcect
cgggtcggta
gcgaccgcgg
cggttccgca
gcaggtcgga
gatcgcggceg
cggcttcgac

accgacctcg

Artificial

Gly Asn

Val
20

Arg

Pro Val

Trp Ser

Ala Val

70

Phe Val

Mutante

5/119

cgacccggcg
ggttgagcgg
gggcgtgtcg
gggaaggggce
tctgatggag
gtttgggatc
gacatttgcg
aaatctggcg
tgcagatcgce
cacaccgaca
cagtaggaac
aagcggtccc
gtgatcgacg

atgagcgaca

CocE

accctaggtc
ttcgteggtce
gtcggggtgce
ccgacggtgg
ttcttcecggce
gaccgcaaaa
caagtagaag
agtggcggceg
cgtcaagcag
gcgagcttge
tcgacctcga
gctggttgat
acgaggtgtt

ccggccggga

aggcgaattg
acgtaattcc
gggtgctgct
caaggagaac
actggcatgc
cctgacttgce
gceccecgeggy
tacattcgca
ggacgtcgcg
tgcgctactg
cctcggeggt
cgaggcgatc
catctaactg

atcgccgaga

tccgaatgtc
tcaccctgcecc
gcaggttcgc
gtggacgatg
cgggcgtteg
acaagttgac
ttcgggattt
aggtcaggac
acaaggtgcg
caggccgecg
agcggggatc
gagaccggat
gtgatcggca

tc

Tyr

Leu

Leu

Thr

vVal

Pro

Ser

Ala

Leu

Gln

55

Ile

His

val

val

vVal

40

Ser

Gln

vVal

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

Asp

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

Asn

TyY

Pro

Trp

Arg

75

Glu

vVal

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu

Met

Asp

Asp

Arg

Ser

80

Asp

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2692
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Thr

Met

Ser

Asp

145

Glu

Ser

Ala

Ala

vVal

225

Phe

Trp

Lys

Asn

Tyr

305

His

Leu

Phe

Gly

130

Leu

Ala

Arg

Ala

Glu

210

val

Glu

Tyx

Asp

Leu

290

Pro

Leu

Ser

Gly

115

vVal

Tyr

val

Ser

Ile

195

Gln

Asp

Arg

Asp

Asn

275

Thr

Ile

Arg

Trp

100

val

Gly

Arg

Leu

Asp

180

Leu

Pro

His

Leu

Gly

260

Ala

Gly

Gln

Gly

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Gly

165

Ala

Asn

Leu

Pro

Gly

245

Phe

Asp

Arg

Glu

Glu
325

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Leu

Asp

230

Gly

Val

Ala

Asn

Ala

310

Thr

Glu

Leu

Lys

135

Trp

Ser

Pro

val

Gly

215

Asn

Leu

Gly

Arg

Ala

295

Thr

Asp

Gln

Gly

120

Ala

Tyxr

Ala

Glu

Ala

200

Arg

Asp

Ala

Glu

Leu

280

Asp

Thr

Ala

6/119

Ala

105

Val

Ile

Gly

Leu

Asp

185

Gly

Leu

Glu

Thr

Ser

265

Val

Arg

Met

Leu

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Ala

Ile

Ser

Pro

250

Leu

val

Lys

His

Ala
330

Cys

Gln

Pro

Gly

155

Gly

Ala

Ala

Pro

Trp

235

Ala

Arg

Gly

Phe

Lys

315

Gly

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

Asp

Ser

Trp

220

Gln

Leu

Thr

Pro

Gly

300

Ala

Val

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

val

205

vVal

Ser

Ile

Phe

Trp

285

Ile

Phe

Pro

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

val

190

Thr

Ile

Ile

Thr

Val

270

Ser

Ala

Phe

Lys

95

val

Ala

Ser

Ser

Ile

175

Gln

Pro

Asp

Ser

Ala

255

Ala

His

Ala

AsSp

val
335

Gly

val

Ala

val

160

Thr

Leu

Leu

Gln

Leu

240

Gly

val

Ser

Thr

Arg

320

Arg
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Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser

Asp

Glu

Leu

vVal

465

val

Ala

vVal

Phe

Glu

545

Pro

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

val

Phe

450

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Glu

val

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu

435

Val

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

His

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Ser

Pro

Tyr

485

Tyr

Gly

Asp

Glu

Ser
565

Ile

Tyr

Gly

Thr

390

Leu

His

Pro

Ser

Asp

470

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

Asp

Thr

Gly

375

Tyr

Leu

Asp

Val

Ala

455

Gly

Glu

Val

Arg

Asn

535

Cys

Ile

Glu

Pro

360

Gly

Leu

Phe

Arg

Glu

440

Val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

val

7/119

Trp

345

Phe

Thr

Tyxr

His

Asp

425

vVal

Asp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

Arg

Tyx

Leu

Asp

Asn

410

Asp

Thr

Thr

Ile

val

490

Asp

Val

Thr

val

Pro
570

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

val

Gly

Asp

Ala

475

Asn

Met

Gln

Gly

Asn

555

Ile

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

val

Gly

540

Arg

Ile

Thr

Gly

365

Ser

Asp

Asn

Cys

Val

445

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

525

vVal

Ile

Lys

Asp

350

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyr

430

Ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

Trp

Gly

Ser

val

Pro

415

Ser

Ala

Lys

Gly

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Ala

Thr

Arg

Leu

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Gly
560
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<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

4
574
PRT

Artificial

Polipeptideo

4

Met Val Asp

1

Arg

Gly

val

Asp

65

Glu

Thr

Met

Ser

Asp

145

Glu

Ser

Ala

Asp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Gly

130

Leu

Ala

Arg

Ala

Gly

val

35

Ala

TYyY

Glu

Ser

Gly

115

val

Tyr

Leu

Ser

Ile
195

Gly

Val

20

Pro

Trp

Ala

Phe

Trp

100

Val

Gly

Arg

Leu

Asp

180

Leu

Asn

Arg

Val

Ser

Val

Val

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Gly

165

Ala

Asn

Mutante

Tyxr

Leu

Leu

Thr

Vval

70

Pro

Leu

Tyx

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Ser

Ala

Leu

Gln

55

Ile

His

Glu

Leu

Lys

135

Trp

Ser

Pro

val

8/119

CocE

Val

val

val

40

Ser

Gln

Val

Gln

Gly

120

Ala

Tyr

Ala

Glu

Ala
200

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

Asp

Ala

105

Asp

Ile

Gly

Leu

Asp

185

Gly

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Ala

Asn

Tyr

Pro

Trp

Arg

75

Glu

Cys

Gln

Pro

Gly

155

Gly

Ala

Ala

Val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

Asp

Ser

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

val
205

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

Val

190

Thr

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu

95

Val

Ala

Ser

Ser

Ile

175

Gln

Pro

Met

Asp

Asp

Arg

Ser

80

Asp

Gly

val

Ala

val

160

Thr

Leu

Leu
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Ala

val

225

Phe

Trp

Lys

Asn

Tyr

305

His

Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser

Asp

Glu

Glu

210

Val

Glu

Tyr

Asp

Leu

290

Pro

Leu

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

Val

Gln

Asp

Arg

Asp

Asn

275

Thr

Ile

Arg

Val

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu
435

Pro

His

Leu

Gly

260

Ala

Gly

Gln

Gly

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Leu

Pro

Gly

245

Phe

Asp

Arg

Glu

Glu

325

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Leu

Asp

230

Gly

Val

Ala

Asn

Ala

310

Thr

Ile

Tyr

Gly

Thr

390

Leu

His

Pro

Gly

215

Asn

Leu

Gly

Arg

Ala

295

Thr

Asp

Asp

Thr

Gly

375

Tyr

Leu

Asp

val

Arg

Asp

Ala

Glu

Leu

280

Asp

Thr

Ala

Glu

Pro

360

Gly

Leu

Phe

Arg

Glu
440

9/119

Leu

Glu

Thr

Ser

265

Val

Arg

Met

Leu

Trp

345

Phe

Thr

Tyr

His

Asp

425

val

Ile

Ser

Pro

250

Leu

val

Lys

His

Ala

330

Arg

Tyr

Leu

Asp

Asn

410

Asp

Thr

Pro

Trp

235

Ala

Arg

Gly

Phe

Lys

315

Gly

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

Val

Gly

Trp

220

Gln

Leu

Thr

Pro

Gly

300

Ala

val

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

Thr

val

Ser

Ile

Phe

Trp

285

Ile

Phe

Pro

Thr

Gly

365

Ser

Asp

Asn

Cys

Val
445

Ile

Ile

Thr

val

270

Ser

Ala

Phe

Lys

Asp

350

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyr

430

Ser

Asp

Ser

Ala

255

Ala

His

Ala

Asp

Val

335

Trp

Gly

Ser

val

Pro

415

Ser

Ala

Gln

Leu

240

Gly

vVal

Ser

Thr

Arg

320

Arg

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Ala

Thr

Arg
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Leu

vVal

465

vVal

Ala

Val

Phe

Glu

545

Pro

Phe

450

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Glu

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

5
5

Val

vVal

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

His

74

PRT

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

Ser

Pro

Tyxr

485

Tyr

Gly

Asp

Glu

Ser
565

Artificial

Polipeptideo

5

Met Val Asp

1

Arg

Gly

val

Asp
65

Asp

Pro

Phe
50

Gly

Gly

Val

35

Ala

Tyr

Gly

val

20

Pro

Trp

Ala

Asn

Arg

Val

Ser

Val

Ser

Asp

470

Arg

Glu

His

Axrg

Met

550

His

Ala

455

Gly

Glu

vVal

Arg

Asn

535

Cys

Ile

Mutante

Tyr

Leu

Leu

Thr

val
70

Ser

Ala

Leu

Gln

55

Ile

Val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

Val

10/119

Asp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

CocE

val

val

val

40

Ser

Gln

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

Thr

Ile

Val

490

Asp

vVal

Thr

Val

Pro
570

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

Ala

475

Asn

Met

Gln

Gly

Asn

555

Ile

Asn

Tyr

Pro

Trp

Arg
75

Phe

460

Leu

Pro

Leu

Val

Gly

540

Arg

Ile

vVal

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

525

Val

Ile

Lys

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Lys

Gly

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Leu

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Gly
560

Met

Asp

Asp

Arg

Ser
80
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Glu

Thr

Met

Ser

Asp

145

Glu

Ser

Ala

Ala

Val

225

Phe

Trp

Lys

Asn

Tyr
305

Gly

Leu

Phe

Gly

130

Leu

Ala

Arg

Ala

Glu

210

val

Glu

Tyxr

Asp

Leu

290

Pro

Glu

Ser

Gly

115

vVal

Tyr

Leu

Sexr

Ile

195

Gln

Asp

Arg

Asp

Asn

275

Thr

Ile

Phe

Trp

100

Val

Gly

Arg

Leu

Asp

180

Leu

Pro

His

Leu

Gly

260

Ala

Gly

Gln

val

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Gly

165

Ala

Asn

Leu

Pro

Gly

245

Phe

Asp

Arg

Glu

Pro

Leu

TyTr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Leu

Asp

230

Gly

Val

Ala

Asn

Ala
310

His

Glu

Leu

Lys

135

Trp

Ala

Pro

val

Gly

215

Asn

Leu

Gly

Arg

Ala

295

Thr

Val

Gln

Gly

120

Ala

Tyr

Ala

Glu

Ala

200

Arg

Asp

Ala

Glu

Leu

280

Asp

Thr

11/119

Asp

Ala

105

Val

Ile

Gly

Leu

AsSp

185

Gly

Leu

Glu

Thr

Ser

265

val

Arg

Met

Asp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Ala

Ile

Ser

Pro

250

Leu

val

Lys

His

Glu

Cys

Gln

Pro

Gly

155

Gly

Ala

Ala

Pro

Trp

235

Ala

Arg

Gly

Phe

Lys
315

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

Asp

Ser

Trp

220

Gln

Leu

Thr

Pro

Gly

300

Ala

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

vVal

205

Val

Ser

Ile

Phe

Trp

285

Ile

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

Val

190

Thr

Ile

Ile

Thr

Val

270

Ser

Ala

Phe

Glu

95

val

Ala

Ser

Ser

Ile

175

Gln

Pro

Asp

Ser

Ala

255

Ala

His

Ala

Asp

Asp

Gly

val

Ala

val

160

Thr

Leu

Leu

Gln

Leu

240

Gly

Vval

Ser

Thr

Arg
320
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His

Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser

Asp

Glu

Leu

Val

465

Val

Ala

Val

Phe

Glu
545

Leu

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

vVal

Phe

450

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Arg

Val

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu

435

val

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

Gly

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Glu

325

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Ser

Pro

Tyx

485

Tyx

Gly

Asp

Glu

Thr

Ile

Tyr

Gly

Thr

390

Leu

His

Pro

Ser

Asp

470

Arg

Glu

His

Arg

Met
550

Asp

Asp

Thr

Gly

375

TyTr

Leu

Asp

val

Ala

455

Gly

Glu

Val

Arg

Asn

535

Cys

Ala

Glu

Pro

360

Gly

Leu

Phe

Arg

Glu

440

Val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

12/119

Leu

Trp

345

Phe

Thr

TYyT

His

Asp

425

vVal

Asp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Ala

330

Arg

Tyr

Leu

AsSp

Asn

410

Asp

Thr

Thr

Ile

val

490

Asp

val

Thr

val

Gly

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

vVal

Gly

Asp

Ala

475

Asn

Met

Gln

Gly

Asn
555

Val

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

val

Gly

540

Arg

Pro

Thr

Gly

365

Ser

Asp

Asn

Cys

val

445

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

525

val

Ile

Lys

Asp

350

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyr

430

Ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

val

335

Trp

Gly

Ser

val

Pro

415

Ser

Ala

Lys

Gly

Ile

495

Sex

Ser

Ala

Arg

Arg

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Ala

Thr

Arg

Leu

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Gly
560
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13/119

Pro Glu His Pro Ser His Ile Val Leu Pro Ile Ile Lys Arg

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

<220>
<223>

<400>

6
5

74

PRT
Artificial

565

Polipeptideo

6

Met Val Asp

1

Arg Asp

Gly Pro

Val Phe
50

Asp Gly
65

Glu Gly

Thr Leu

Met Phe

Ser Gly

130

Asp Leu
145

Glu Ala

Ser Arg

Gly

Val

35

Ala

Tyr

Glu

Ser

Gly

115

Val

TyY

Leu

Ser

Gly

Val

20

Pro

Trp

Ala

Phe

Trp

100

val

Gly

Arg

Leu

Asp
180

Asn

Arg

val

Ser

vVal

val

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Gly

165

Ala

Mutante

Tyr

Leu

Leu

Thr

val

70

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Ser

Ala

Leu

Gln

55

Ile

His

Glu

Leu

Lys

135

Trp

Ser

Pro

CocE

Val

val

val

40

Ser

Gln

val

Gln

Gly

120

Ala

Tyr

Ala

Glu

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

Asp

Ala

105

val

Ile

Gly

Leu

AsSp
185

570

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Asn

Tyr

Pro

Trp

Arg

75

Glu

Cys

Glu

Pro

Gly

155

Gly

Ala

vVal

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

Asp

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

val
190

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu

95

vVal

Ala

Ser

Ser

Ile

175

Gln

Met

AsSp

Asp

Arg

Ser

80

Asp

Gly

val

Ala

val

160

Thr

Leu
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Ala

Ala

Val

225

Phe

Trp

Lys

Asn

Tyr

305

His

Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser

Asp

Ala

Glu

210

val

Glu

Tyr

Asp

Leu

290

Pro

Leu

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

Ile

185

Gln

Asp

Arg

Asp

Asn

275

Thr

Ile

Arg

val

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu

Pro

His

Leu

Gly

260

Ala

Gly

Gln

Gly

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro
420

Asn

Leu

Pro

Gly

245

Phe

Asp

Arg

Glu

Glu

325

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Leu

Asp

230

Gly

Val

Ala

Asn

Ala

310

Thr

Ile

Tyr

Gly

Thr

390

Leu

His

Val

Gly

215

Asn

Leu

Gly

Arg

Ala

295

Thr

Asp

Asp

Thr

Gly

375

Tyr

Leu

Asp

Ala

200

Arg

Asp

Ala

Glu

Leu

280

Asp

Thr

Ala

Glu

Pro

360

Gly

Leu

Phe

Arg

14/119

Gly

Leu

Glu

Thr

Ser

265

vVal

Arg

Met

Leu

Trp

345

Phe

Thr

TyY

His

Asp
425

Ala

Ile

Ser

Pro

250

Leu

val

Lys

His

Ala

330

Arg

Tyr

Leu

Asp

Asn

410

Asp

Ala

Pro

Trp

235

Ala

Arg

Gly

Phe

Lys

315

Gly

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

val

Ser

Trp

220

Gln

Leu

Thr

Pro

Gly

300

Ala

val

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

val

205

val

Ser

Ile

Phe

Trp

285

Ile

Phe

Pro

Thr

Gly

365

Ser

Asp

Asn

Cys

Thr

Ile

Ile

Thr

val

270

Ser

Ala

Phe

Lys

Asp

350

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyr
430

Pro

Asp

Ser

Ala

255

Ala

His

Ala

Asp

vVal

335

Trp

Gly

Ser

val

Pro

415

Ser

Leu

Gln

Leu

240

Gly

vVal

Ser

Thr

Arg

320

Arg

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Ala

Thr
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Glu vVal Leu
435

Leu Phe Val
450

Val Asp Val
465

Val Arg Met

Ala Gly Glu

Vval Phe Leu
515

Phe Pro Lys
530

Glu Gln Leu
545

Pro Glu His

<210> 7

<211> 574
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 7
Met Val Asp

1

Arg Asp Gly

Gly Pro Val
35

Val Phe Ala
50

Thr

Ser

Phe

Axg

Ile

500

Pro

Tyxr

Glu

Pro

Gly

val

20

Pro

Trp

Asp

Ser

Pro

Tyr

485

Tyr

Gly

Asp

Glu

Ser
565

Artificial

Polipeptideo

Asn

Arg

val

Ser

Pro

Ser

Asp

470

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

Val

Ala

455

Gly

Glu

Val

Arg

Asn

535

Cys

Ile

Mutante

Tyr

Leu

Leu

Thr

Ser

Ala

Leu

Gln
55

15/119

Glu val Thr
440

vVal Asp Thr

Arg Ala Ile

Thr Leu Val
490

Ala Ile Asp
505

Ile Met Val
520

Ser Asn Thr

Thr Ala Val

Val Leu Pro
570

CocE

val Ala Ser
10

Val Asp Leu
25

Val Arg Asn
40

Ser Thr Asn

Gly

Asp

Ala

475

Asn

Met

Gln

Gly

Asn

555

Ile

Asn

Tyr

Pro

Trp

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

val

Gly

540

Arg

Ile

val

Arg

TYyYr

Leu
60

val

445

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

525

val

Ile

Lys

Met

Pro

Asp

45

Glu

Ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

val

Asp

30

Lys

Phe

Ala

Lys

Gly

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

Arg

Leu

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Gly
560

Pro Met

15

Ala Asp

Phe Asp

val

Arg
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Asp

65

Glu

Thr

Met

Ser

Asp

145

Glu

Ser

Ala

Ala

Ile

225

Phe

Trp

Lys

Asn

Gly

Gly

Leu

Phe

Gly

130

Leu

Ala

Arg

Ala

Glu

210

Val

Glu

Tyr

Asp

Leu
290

Tyr

Glu

Ser

Gly

115

val

Tyr

Leu

Ser

Ile

195

Gln

Asp

Arg

Asp

Asn

275

Thr

Ala

Phe

Trp

100

Val

Gly

Arg

Leu

Asp

180

Leu

Pro

His

Leu

Gly

260

Ala

Gly

Val

vVal

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Gly

165

Ala

Asn

Leu

Pro

Gly

245

Phe

Asp

Arg

val

70

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Leu

Asp

230

Gly

vVal

Ala

Asn

Ile

His

Glu

Leu

Lys

135

Trp

Ser

Pro

Val

Gly

215

Asn

Leu

Gly

Arg

Ala
295

Gln

vVal

Gln

Gly

120

Ala

Tyx

Ala

Glu

Ala

200

Arg

Asp

Ala

Glu

Leu

280

Asp

16/119

Asp

Asp

Ala

105

val

Ile

Gly

Leu

Asp

185

Gly

Leu

Glu

Thr

sSer

265

val

Arg

Thr

Asp

S0

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Ala

Ile

Ser

Pro

250

Leu

val

Lys

Arg

75

Glu

Cys

Gln

Pro

Gly

155

Gly

Ala

Ala

Pro

Trp

235

Ala

Arg

Gly

Phe

Gly

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

Asp

Ser

Trp

220

Gln

Leu

Thr

Pro

Gly
300

Leu

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

vVal

205

val

Ser

Ile

Phe

Trp

285

Ile

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

val

190

Thr

Ile

Ile

Thr

val

270

Ser

Ala

Ala

Glu

95

Val

Ala

Ser

Ser

Ile

175

Gln

Pro

Asp

Ser

Ala

255

Ala

His

Ala

Ser

80

Asp

Gly

Val

Ala

Val

160

Thr

Leu

Leu

Gln

Leu

240

Gly

Vval

Ser

Thr
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Tyxr

305

His

Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser

Asp

Glu

Leu

val

465

val

Ala

Val

Phe

Glu

Pro

Leu

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

val

Phe

450

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Ile

Arg

val

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu

435

Val

vVal

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

Gln

Gly

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Glu

Glu

325

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Serxr

Pro

Tyr

485

Tyr

Gly

Asp

Glu

Ala

310

Thr

Ile

Tyr

Gly

Thr

390

Leu

His

Pro

Ser

Asp

470

Arg

Glu

His

Arg

Met

Thr

Asp

Asp

Thr

Gly

375

Tyr

Leu

Asp

val

Ala

455

Gly

Glu

val

Arg

Asn

535

Cys

Thr

Ala

Glu

Pro

360

Gly

Leu

Phe

Arg

Glu

440

val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

17/119

Met

Leu

Trp

345

Phe

Thr

Tyxr

His

Asp

425

val

Asp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

His

Ala

330

Arg

Tyr

Leu

Asp

Asn

410

Asp

Thr

Thr

Ile

Val

490

AsSp

val

Thr

vVal

Lys

315

Gly

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

Val

Gly

Asp

Ala

475

Asn

Met

Gln

Gly

Asn

Ala

val

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

Val

Gly

540

Arg

Phe

Pro

Thr

Gly

365

Ser

Asp

Asn

Cys

vVal

445

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

525

val

Ile

Phe

Lys

Asp

350

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyr

430

Ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Asp

val

335

Trp

Gly

Ser

val

Pro

415

Ser

Ala

Lys

Gly

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

Arg

320

Arg

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Ala

Thr

Arg

Leu

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Gly
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545

550

18/119

555

Pro Glu His Pro Ser His Ile Val Leu Pro Ile Ile Lys Arg

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

<220>
<223>

<400>
Met Val

1

Arg Asp

Gly Pro

Val Phe
50

Asp Gly
65

Glu Gly

Thr Leu

Met Phe

Ser Gly
130

Asp Leu
145

Glu Ala

565
8
574
PRT
Artificial

Polipeptideo Mutante

8

Asp

Gly

Val

35

Ala

Tyr

Glu

Ser

Gly

115

val

Tyr

Leu

Gly

vVal

20

Pro

Trp

Ala

Phe

Trp

100

val

Gly

Arg

Leu

Asn Tyr

Arg Leu

Val Leu

Ser Thr

val Vval

70

val Pro
85

Ile Leu

Ser Tyr

Gly Leu

Ala Pro

150

Gly Trp
165

Ser

Ala

Leu

Gln

55

Ile

His

Glu

Leu

Lys

135

Trp

Ser

CocE

Val

val

Val

40

Ser

Gln

Val

Gln

Gly

120

Ala

TyTY

Ala

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

Asp

Ala

105

val

Ile

Gly

Leu

570

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile
170

Asn

Tyxr

Pro

Trp

Axrg

75

Glu

Cys

Gln

Pro

Gly

155

Gly

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

Pro

15

Ala

Phe

vVal

Ala

Glu

95

val

Ala

Ser

Ser

Ile
175

560

Met

Asp

Asp

Arg

Ser

80

Asp

Gly

val

Ala

val

160

Thr
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Ser

Ala

Ala

Val

225

Phe

Trp

Lys

Asn

Tyr

305

His

Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser

Asp

Arg

Ala

Glu

210

vVal

Glu

Tyxr

Asp

Leu

290

Pro

Leu

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

Ser

Ile

195

Gln

Asp

Arg

Asp

Asn

275

Thr

Ile

Arg

val

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

Asp

180

Leu

Pro

His

Leu

Gly

260

Ala

Gly

Gln

Gly

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro

Ala

Asn

Leu

Pro

Gly

245

Phe

Asp

Arg

Glu

Glu

325

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Arg

Asp

Leu

Asp

230

Gly

val

Ala

Asn

Ala

310

Thr

Ile

Tyr

Gly

Thr

390

Leu

His

Pro

Val

Gly

215

Asn

Leu

Gly

Arg

Ala

295

Thr

Asp

Asp

Thr

Gly

375

Tyr

Leu

Asp

Glu

Ala

200

Arg

Asp

Ala

Glu

Leu

280

Asp

Thr

Ala

Glu

Pro

360

Gly

Leu

Phe

Arg

19/119

Asp

185

Gly

Leu

Glu

Thr

Ser

265

val

Arg

Met

Leu

Trp

345

Phe

Thr

Tyr

His

Asp

Ala

Ala

Leu

Ser

Pro

250

Leu

val

Lys

His

Ala

330

Arg

Tyr

Leu

Asp

Asn

410

Asp

Ala

Ala

Pro

Trp

235

Ala

Arg

Gly

Phe

Lys

315

Gly

Asp

Leu

Serxr

Pro

395

Gly

val

Asp

Ser

Trp

220

Gln

Leu

Thr

Pro

Gly

300

Ala

Val

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

Phe

Val

205

val

Ser

Ile

Phe

Trp

285

Ile

Phe

Pro

Thr

Gly

365

Ser

Asp

Asn

cys

val

190

Thr

Ile

Ile

Thr

vVal

270

Ser

Ala

Phe

Lys

Asp

350

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyr

Gln

Pro

Asp

Ser

Ala

255

Ala

His

Ala

Asp

val

335

Trp

Gly

Ser

val

Pro

415

Ser

Leu

Leu

Gln

Leu

240

Gly

val

Ser

Thr

Arg

320

Arg

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Ala

Thr







21/119

- Val Phe Ala Trp Ser Thr Gln Ser Thr Asn Trp Leu Glu Phe Val Arg
) 50 55 60

5 Asp Gly Tyr Ala Val val Ile Gln Asp Thr Arg Gly Leu Phe Ala Ser
65 70 75 80

Glu Gly Glu Phe Val Pro His Val Asp Asp Glu Ala Asp Ala Glu Asp

Thr Leu Ser Trp Ile Leu Glu Gln Ala Trp Cys Asp Gly Asn Val Gly
100 105 110

Met Phe Gly Val Ser Tyr Leu Gly Val Thr Gln Trp Gln Ala Ala Val
115 120 125

Ser Gly Val Gly Gly Leu Lys Ala Ile Ala Pro Ser Met Ala Ser Ala
130 135 140

25 Asp Leu Tyr Arg Ala Pro Trp Tyr Gly Pro Gly Gly Ala Leu Ser Val
145 150 155 160

Glu Ala Leu Leu Gly Trp Ser Ala Leu Ile Gly Thr Gly Leu Ile Thr
30 165 170 175

Ser Arg Ser Asp Ala Arg Pro Glu Asp Ala Ala Asp Phe Val Gln Leu

180 185 190
35
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Tyr

305

His

Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser

Asp

Glu

Leu

Val

465

val

Ala

vVal

Phe

290

Pro

Leu

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

val

Phe

450

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro
530

Ile

Arg

vVal

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu

435

Val

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Gln

Gly

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Glu

325

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Ser

Pro

Tyr

485

Tyr

Gly

Asp

Asp

310

Thr

Ile

TyTY

Gly

Thr

390

Leu

His

Pro

Ser

Asp

470

Arg

Glu

His

Arg

295

Thr

Asp

Asp

Thr

Gly

375

Tyr

Leu

Asp

Val

Ala

455

Gly

Glu

vVal

Arg

Asn
535

Thr

Ala

Glu

Pro

360

Gly

Leu

Phe

Arg

Glu

440

Val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

Ser

22/119

Met

Leu

Trp

345

Phe

Thr

Tyr

His

Asp

425

val

Asp

Ala

Leu

Tle

505

Met

Asn

His

Ala

330

Arg

Tyr

Leu

Asp

Asn

410

Asp

Thr

Thr

Ile

val

490

Asp

vVal

Thr

Lys

315

Gly

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

val

Gly

Asp

Ala

475

Asn

Met

Gln

Gly

300

Ala

Val

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

vVal

Gly
540

Phe

Pro

Thr

Gly

365

Ser

Asp

Asn

Cys

val
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Thr

Met

Ser

Asp

145

Glu

Asp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Gly

130

Leu

Ala

Gly

VvVal

35

Ala

Tyr

Glu

Ser

Gly

115

val

Tyr

Leu

Gly

val

20

Pro

Trp

Ala

Phe

Trp

100

val

Gly

Arg

Leu

Asn

Arg

val

Ser

Val

val

85

Tle

Ser

Gly

Ser

Gly

Mutante

Tyr

Leu
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Thr

Asp

Asp

Ala

105

vVal

Ile

Gly

Leu

570

Ser Asn
10

Leu Tyr

Asn Pro

Asn Trp
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Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu

95

val

Ala

Ser

Ser

Tle

560

Met

Asp

Asp

Arg

Ser

80

Asp

Gly

vVal

Ala

val

160

Thr



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

Ser

Ala

Ala

val

225

Phe

Trp

Lys

Asn

Tyr

305

His

Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser

Arg

Ala

Glu

210

vVal

Glu

Tyr

Asp

Leu

290

Pro
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Thr
405

Arg

Asp

Leu

Asp

230

Gly

Val

Ala

Asn

Ala

310

Thr

Ile

TyTr

Gly

Thr

390

Leu

Pro

Val

Gly

215

Asn

Leu

Gly

Arg

Ala

295

Thr

Asp

Asp

Thr

Gly

375

Tyr

Leu

Glu

Ala

200

Arg

Asp

Ala

Glu
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Trp

Lys

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Gly

130

Leu

Ala

Arg

Ala

Glu

210

Val

Glu

Tyr

Asp

35

Ala

Tyr

Glu

Ser

Gly

115

val

Tyx

Leu

Ser

Ile

195

Gln

Asp

Arg

AsSp

Asn
275

Trp

Ala

Phe

Trp

100

Val

Gly

Arg

Leu

Asp

180

Leu

Pro

His

Leu

Gly

260

Ala

Ser

Val

Val

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Gly

165

Ala

Asn

Leu

Pro

Gly

245

Phe

Asp

Thr

val

70

Pro

Leu

TyY

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Leu

Asp

230

Gly

Val

Ala

Gln

55

Ile

His

Glu

Leu

Lys

135

Trp

Ser

Pro

val

Gly

215

Asn

Leu

Gly

Arg

40

Serx

Gln

val

Gln

Gly

120

Ala

Tyr

Ala

Glu

Ala

200

Arg

Asp

Ala

Glu

Leu
280

26/119

Thr
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Met

Ser

Asp
145

Asp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Gly

130

Leu

Gly

Val

35

Ala

Tyr

Glu

Ser

Gly

115

Val

Tyr

Gly

Val

20

Pro

Trp

Ala

Phe

Trp

100

val

Gly

Arg

Asn

Arg

val

Ser

val

vVal

85

Ile

Ser

Gly

Ala

28/119

Arg Asn Ser Asn Thr
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Trp
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Asp

Ser

Ala

255

Ala

His

Ala

Asp

vVal

335

Trp

Gly

Ala

val

160

Thr

Leu

Leu

Gln

Leu

240

Gly

Val

Ser

Thr

Arg

320

Arg

Pro

Ala
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Ala

Thr

385

Ser

Asp

Glu

Leu

val

465

val

Ala

val

Phe

Glu

545

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

Val

Phe

450

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Glu

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu

435

Val

Val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

His

19
574
PRT

Ser

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Ser

Pro

Tyr

485

Tyr

Gly

Asp

Glu

Ser
565

Artificial

Gly

Thr

390

Leu

His

Pro

Ser

Asp

470

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

Gly

375

Tyx

Leu

Asp

Val

Ala

455

Gly

Glu

val

Axg

Asn

535

Cys

Ile

Gly

Leu

Phe

Arg

Glu

440

Val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

val

45/119

Thr

Tyr

His

Asp

425

val

Asp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

Polipeptideo Mutante CocE

Leu

Asp

Asn

410

Asp

Thr

Thr

Ile

vVal

490

Asp

val

Thr

vVal

Pro
570

Ser

Pro

395

Gly

vVal

Gly

Asp

Ala

475

Asn

Met

Gln

Gly

Asn

555

Ile

Thr

380

Ala

Asp

Leu

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

Val

Gly

540

Arg

Ile

Ser

Asp

Asn

Cys

val

445

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

525

Val

Ile

Lys

Ile

Pro

Gly

Tyr

430

Ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

Ser

val

Pro

415

Ser

Ala

Lys

Gly

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

Gly

Pro

400

Ala

Thr

Arg

Leu

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Gly
560
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<400>
Met Val
1

Arg Asp

Gly Pro

Val Phe
50

Asp Gly
65

Glu Gly

Thr Leu

Met Phe

Ser Gly
130

Asp Leu
145

Glu Ala

Ser Arg

Ala Ala

Ala Glu

210

val val
225

19

Asp

Gly

val

35

Ala

Tyxr

Glu

Ser

Gly

115

val

Tyr

Leu

Ser

Ile

195

Gln

Asp

Gly

Val

20

Pro

Trp

Ala

Phe

Trp

100

vVal

Gly

Arg

Leu

Asp

180

Leu

Pro

His

Asn

Arg

Val

Ser

Val

vVal

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Gly

165

Ala

Asn

Leu

Pro

Tyr

Leu

Leu

Thr

val

70

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Leu

Asp
230

Ser

Ala

Leu

Gln

55

Ile

His

Glu

Leu

Lys

135

Trp

Ser

Pro

vVal

Gly

215

Asn

vVal

val

val

40

Ser

Gln

vVal

Gln

Gly

120

Ala

Tyr

Ala

Glu

Ala

200

Arg

Asp

46/119

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

Asp

Ala

105

vVal

Ile

Gly

Leu

Asp

185

Gly

Leu

Glu

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Ala

Ile

Ser

Asn

Tyr

Pro

Trp

Arg

75

Glu

Cys

Gln

Pro

Gly

155

Gly

Ala

Ala

Pro

Trp
235

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

Asp

Ser

Trp

220

Gln

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

Val

205

vVal

Ser

Val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

val

190

Thr

Ile

Ile

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu

95

Val

Ala

Ser

Ser

Ile

175

Gln

Pro

Asp

Ser

Met

Asp

Asp

Arg

Ser

80

Asp

Gly

Val

Ala

val

160

Thr

Leu

Leu

Gln

Leu
240
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Phe

Trp

Lys

Asn

Tyr

305

His

Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser

Asp

Glu

Leu

val
465

Glu

Tyr

Asp

Leu

290

Pro

Leu

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

Val

Phe

450

Asp

Arg

Asp

Asn

275

Thr

Ile

Arg

Val

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu

435

Val

val

Leu

Gly

260

Ala

Gly

Gln

Gly

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Ser

Phe

Gly

245

Phe

Asp

Arg

Glu

Glu

325

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Ser

Pro

Gly

vVal

Ala

Asn

Ala

310

Thr

Ile

Tyr

Gly

Thr

390

Leu

His

Pro

Ser

Asp
470

Leu

Gly

Arg

Ala

295

Thr

Asp

Asp

Thr

Gly

375

Tyr

Leu

Asp

Val

Ala

455

Gly

Ala

Glu

Leu

280

Asp

Thr

Ala

Glu

Pro

360

Gly

Leu

Phe

Arg

Glu

440

val

Arg

47/119

Thr

Ser

265

val

Arg

Met

Leu

Trp

345

Phe

Thr

Tyr

His

Asp

425

vVal

Asp

Ala

Pro

250

Leu

val

Lys

His

Ala

330

Arg

Tyr

Leu

Asp

Asn

410

Asp

Thr

Thr

Ile

Ala

Arg

Gly

Phe

Lys

315

Gly

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

Val

Gly

Asp

Ala
475

Leu

Thr

Pro

Gly

300

Ala

val

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

Thr

Phe

460

Leu

Ile

Phe

Trp

285

Ile

Phe

Pro

Thr

Gly

365

Ser

Asp

Asn

Cys

Val

445

Thr

Cys

Axrg

val

270

Ser

Ala

Phe

Lys

Asp

350

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyr

430

Ser

Ala

Asp

Ala

255

Ala

His

Ala

Asp

Val

335

Trp

Gly

Ser

Val

Pro

415

Ser

Ala

Lys

Gly

Gly

val

Ser

Thx

Arg

320

Arg

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Ala

Thr

Arg

Leu

Ile
480
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Val Arg Met

Ala Gly Glu

Val Phe

Phe Pro
530

Leu
515

Lys

Glu Gln Leu

545

Pro Glu

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

<220>
<223>

<400>
Met Val

1

Arg Asp

Gly Pro

Val Phe
50

Asp Gly
65

Glu Gly

Thr Leu

His

20
574
PRT

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

Tyr

485

Tyr

Gly

Asp

Glu

Ser
565

Artificial

Polipeptideo

20

Asp

Gly

val

35

Ala

Tyxr

Glu

Ser

Gly

val

20

Pro

Trp

Ala

Phe

Trp
100

Asn

Arg

val

Ser

Val

vVal

85

Ile

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

Glu

val

Arg

Asn

535

Cys

Ile

Mutante

TYyY

Leu

Leu

Thr

Val

70

Pro

Leu

Ser

Ala

Leu

Gln

55

Ile

His

Glu

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

val

48/119

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

CocE

val

Val

val

40

Ser

Gln

val

Gln

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

Asp

Ala
105

Val

490

Asp

val

Thr

Val

Pro
570

Ser

10

Leu

Val

Asn

Thr

Asp

90

Trp

Asn

Met

Gln

Gly

Asn

555

Ile

Asn

Tyr

Pro

Trp

Arg

75

Glu

Cys

Pro

Leu

vVal

Gly

540

Arg

Ile

Val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Thr

Ala

Ser

525

vVal

Ile

Lys

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

Val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn
110

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu

95

val

Glu

Asn

Asn

Arg

Gly
560

Met

Asp

Asp

Arg

Ser

80

Asp

Gly
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Met

Ser

Asp

145

Glu

Ser

Ala

Ala

val

225

Phe

Trp

Lys

Asn

Tyx

305

His

Leu

Phe

Gly

130

Leu

Ala

Arg

Ala

Glu

210

val

Glu

Tyr

Asp

Leu

290

Pro

Leu

Phe

Gly

115

val

Tyr

Leu

Ser

Ile

195

Gln

Asp

Arg

Asp

Asn

275

Thr

Ile

Arg

val

vVal

Gly

Arg

Leu

Asp

180

Leu

Pro

His

Leu

Gly

260

Ala

Gly

Gln

Gly

Met
340

Ser

Gly

Ala

Gly

165

Ala

Asn

Leu

Pro

Gly

245

Phe

Asp

Arg

Glu

Glu

325

Gly

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

AsSp

Leu

Asp

230

Gly

Vval

Ala

Asn

Ala

310

Thr

Ile

Leu

Lys

135

Trp

Ser

Pro

Val

Gly

215

Asn

Leu

Gly

Arg

Ala

295

Thr

Asp

Asp

Gly

120

Ala

Tyr

Ala

Glu

Ala

200

Arg

Asp

Ala

Glu

Leu

280

Asp

Thr

Ala

Glu

49/119

val

Ile

Gly

Leu

Asp

185

Gly

Leu

Glu

Thr

Ser

265

vVal

Arg

Met

Leu

Trp
345

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Ala

Ile

Ser

Pro

250

Leu

val

Lys

His

Ala

330

Arg

Gln

Pro

Gly

155

Gly

Ala

Ala

Pro

Trp

235

Ala

Arg

Gly

Phe

Lys

315

Gly

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

Asp

Ser

Trp

220

Gln

Leu

Thr

Pro

Gly

300

Ala

val

Glu

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

Val

205

val

Ser

Ile

Phe

Trp

285

Ile

Phe

Pro

Thr

Ala

Ala

Leu

Leu

Val

190

Thr

Ile

Ile

Thr

val

270

Ser

Ala

Phe

Lys

Asp
350

Ala

Ser

Ser

Ile

175

Gln

Pro

Asp

Ser

Ala

255

Ala

His

Ala

Asp

val

335

Trp

val

Ala

val

160

Thr

Leu

Leu

Gln

Leu

240

Gly

val

Ser

Thr

Arg

320

Arg

Pro
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Leu

Ala

Thr

385

Ser

Asp

Glu

Leu

val

465

Val

Ala

Val

Phe

Glu

545

Pro

<210>

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

vVal

Phe

450

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Glu

<211>
<212>

<213>

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu

435

val

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

His

21

574
PRT
Artificial

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Ser

Pro

Tyr

485

Tyr

Gly

Asp

Glu

Ser
565

Tyr

Gly

Thr

390

Leu

His

Pro

Ser

Asp

470

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

Thr

Gly

375

Tyr

Leu

Asp

val

Ala

455

Gly

Glu

val

Arg

Asn

535

Cys

Ile

Pro

360

Gly

Leu

Phe

Arg

Glu

440

Val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

Val

50/119

Phe

Thr

Tyr

His

Asp

425

Val

Asp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

Tyr

Leu

Asp

Asn

410

Asp

Thr

Thr

Ile

vVal

490

Asp

Val

Thr

val

Pro
570

Leu

Ser

Pro

395

Gly

vVal

Gly

Asp

Ala

475

Asn

Met

Gln

Gly

Asn

555

Ile

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

vVal

Gly

540

Arg

Ile

Gly

365

Sexr

Asp

Asn

Cys

val

445

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

525

val

Ile

Lys

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyr

430

Ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

Gly

Ser

vVal

Pro

415

Ser

Ala

Lys

Gly

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

Ala

Gly

Pro

400

Ala

Thx

Arg

Leu

TIle

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Gly
560
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<220>
<223> Polipeptideo
<400> 21

Met Val Asp Gly Asn
1 5

Arg Asp Gly Val Arg
20

Gly Pro Val Pro Val
35

Val Phe Ala Trp Ser
50

Asp Gly Tyr Ala Val
65

Glu Gly Glu Phe Val
85

Thr Leu Ser Trp Ile
100

Met Phe Gly Val Ser
115

Ser Gly Val Gly Gly
130

Asp Leu Tyr Arg Ala
145

Glu Ala Leu Leu Gly
165

Ser Arg Ser Asp Ala
180

Ala Ala Ile Leu Asn
195

Ala Glu Gln Pro Leu
210

Mutante

Tyr

Leu

Leu

Thr

Val

70

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Leu

Ser

Ala

Leu

Gln

55

Ile

His

Glu

Leu

Lys

135

Trp

Ser

Pro

Val

Gly
215

51/119

CocE

Val

Val

Val

40

Ser

Gln

vVal

Gln

Gly

120

Ala

Tyr

Ala

Glu

Ala

200

Arg

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

Asp

Ala

105

val

Ile

Gly

Leu

Asp

185

Gly

Leu

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

S0

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Ala

Ile

Asn

Tyr

Pro

Trp

Arg

75

Glu

Cys

Gln

Pro

Gly

155

Gly

Ala

Ala

Pro

vVal

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

Asp

Ser

Trp
220

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

Val

205

val

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

val

190

Thr

Ile

Pro

15

Ala

Phe

vVal

Ala

Glu

95

val

Ala

Ser

Ser

Ile

175

Gln

Pro

Asp

Met

Asp

Asp

Arg

Ser

80

Asp

Gly

val

Ala

vVal

160

Thr

Leu

Leu

Gln



52/119

. Val Val Asp His Pro Asp Asn Asp Glu Ser Trp Gln Ser Ile Ser Leu
225 230 235 240

Phe Glu Arg Leu Gly Gly Leu Ala Thr Pro Ala Leu Ile Thr Ala Gly
245 250 255

10 Trp Tyr Asp Gly Phe Leu Gly Glu Ser Leu Arg Thr Phe Val Ala Val
260 265 270

Lys Asp Asn Ala Asp Ala Arg Leu Val Vval Gly Pro Trp Ser His Ser
15 275 280 285

Asn Leu Thr Gly Arg Asn Ala Asp Arg Lys Phe Gly Ile Ala Ala Thr
290 295 300
20

Tyr Pro Ile Gln Glu Ala Thr Thr Met His Lys Ala Phe Phe Asp Arg
305 310 315 320

25

His Leu Arg Gly Glu Thr Asp Ala Leu Ala Gly Val Pro Lys Val Arg
— 325 330 - 335 1
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val

465

val

Ala

val

Phe

Glu

545

Pro

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Glu

<210>
<211l>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

vVal

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

His

22

574
PRT
Artificial

22

Met Val Asp

1

Arg

Gly

val

Asp

65

Glu

Asp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Gly

Val

35

Ala

Tyx

Glu

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

Gly

val

20

Pro

Trp

Ala

Phe

Pro

Tyr

485

Tyr

Gly

Asp

Glu

Ser
565

Polipeptideo

Asn

Arg

val

Ser

val

Val
85

Asp

470

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

Gly

Glu

Val

Arg

Asn

535

Cys

Ile

Mutante

Tyr

Leu

Leu

Thr

Val

70

Pro

Ser

Ala

Leu

Gln

55

Ile

His

Arg

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

val

53/119

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

CocE

Val

val

val

40

Ser

Gln

val

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

Asp

Ile

val

490

Asp

Val

Thr

Val

Pro
570

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp
90

Ala

475

Asn

Met

Gln

Gly

Asn

555

Ile

Asn

Tyr

Pro

Trp

Arg

75

Glu

Leu

Pro

Leu

val

Gly

540

Arg

Ile

Val

Arg

Tyxr

Leu

60

Gly

Ala

Cys

Thr

Ala

Ser

525

val

Ile

Lys

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Gly

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu
95

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Gly
560

Met

Asp

Asp

Axrg

Ser

80

Asp
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Thr

Met

Ser

Asp

145

Glu

Ser

Ala

Ala

val

225

Phe

Trp

Lys

Asn

Tyr

305

His

Leu

Phe

Gly

130

Leu

Ala

Arg

Ala

Glu

210

Val

Glu

Tyr

Asp

Leu

290

Pro

Leu

Ser

Gly

115

Val

Tyr

Leu

Ser

Ile

195

Gln

Asp

Arg

Asp

Asn

275

Thr

Ile

Arg

Trp

100

vVal

Gly

Arg

Leu

Asp

180

Leu

Pro

His

Leu

Gly

260

Ala

Gly

Gln

Gly

Ile

Ser

Gly

Ala

Gly

165

Ala

Asn

Leu

Pro

Gly

245

Phe

Asp

Arg

Glu

Glu
325

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Leu

Asp

230

Gly

Val

Ala

Asn

Ala

310

Thr

Glu

Leu

Lys

135

Trp

Ser

Pro

val

Gly

215

Asn

Leu

Gly

Arg

Ala

295

Thr

Asp

Gln

Gly

120

Ala

Tyx

Ala

Glu

Ala

200

Arg

Asp

Ala

Glu

Leu

280

Asp

Thr

Ala

54/119

Ala

105

Val

Ile

Gly

Leu

Asp

185

Gly

Leu

Glu

Thr

Ser

265

vVal

Arg

Met

Leu

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Ala

Ile

Ser

Pro

250

Leu

Val

Lys

His

Ala
330

Cys

Gln

Pro

Gly

155

Gly

Ala

Ala

Pro

Trp

235

Ala

Arg

Gly

Phe

Lys

315

Gly

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

Asp

Ser

Trp

220

Gln

Leu

Thr

Pro

Gly

300

Ala

val

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

val

205

val

Ser

Ile

Phe

Trp

285

Ile

Phe

Pro

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

val

190

Thr

Ile

Ile

Thr

Val

270

Ser

Ala

Phe

Lys

Val

Ala

Ser

Ser

Ile

175

Gln

Pro

Asp

Ser

Ala

255

Ala

His

Ala

Asp

Val
335

Gly

val

Ala

Val

160

Thr

Leu

Leu

Gln

Leu

240

Gly

vVal

Ser

Thr

Arg

320

Arg
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Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser

Asp

Glu

Leu

vVal

465

val

Ala

Val

Phe

Glu

545

Pro

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

Val

Phe

450

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Glu

<210>

Val

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu

435

val

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

His

23

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Tle

Asp

Ser

Pro

Tyr

485

Tyr

Gly

Asp

Glu

Ser
565

Ile

Tyr

Gly

Thr

390

Leu

His

Pro

Ser

Asp

470

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

Asp

Thr

Gly

375

Tyr

Leu

Asp

vVal

Ala

455

Gly

Glu

Val

Arg

Asn

535

Cys

Ile

Glu

Pro

360

Gly

Leu

Phe

Arg

Glu

440

Val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

Val

55/119

Trp

345

Phe

Thr

Tyr

His

Asp

425

Val

Asp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

Arg

Tyr

Leu

Asp

Asn

410

Asp

Thr

Thr

Ile

val

490

Asp

Val

Thr

vVal

Pro
570

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

vVal

Gly

Asp

Ala

475

Asn

Met

Gln

Gly

Asn

555

Ile

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Gly

val

Gly

540

Arg

Ile

Thr

Gly

365

Ser

Asp

Asn

Cys

Val

445

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

525

Val

Ile

Lys

Asp

350

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyr

430

Ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

Trp

Gly

Ser

val

Pro

415

Ser

Ala

Lys

Gly

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Ala

Thr

Arg

Leu

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Gly
560
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Met Val

1

Arg Asp

Gly Pro

Val Phe
50

Asp Gly
65

Glu Gly

Thr Leu

Met Phe

Ser Gly

130

Asp Leu

145

Glu Ala

Ser Arg

Ala Ala

574
PRT
Artificial

Polipeptideo
23

Asp Gly Asn

Gly Vval Arg
20

Val Pro val
35

Ala Trp Ser

Tyr Ala Val

Glu Phe Val
85

Ser Trp Ile
100

Gly Val Ser
115

val Gly Gly

Tyr Arg Ala

Leu Leu Gly
165

Ser Asp Ala
180

Ile Leu Asn
195

Mutante

Tyxr

Leu

Leu

Thr

vVal

70

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Ser

Ala

Leu

Gln

55

Ile

His

Glu

Leu

Lys

135

Trp

Ser

Pro

val

56/119

CocE

Val Ala Ser
10

Val Asp Leu
25

Val Arg Asn
40

Ser Thr Asn

Gln Asp Thr

Val Asp Asp
90

Gln Ala Trp
105

Gly val Thr
120

Ala Ile Ala

His Gly Pro

Ala Leu Ile
170

Glu Asp Ala
185

Ala Gly Ala
200

Asn

TYyY

Pro

Trp

Arg

75

Glu

Cys

Gln

Pro

Gly

155

Gly

Ala

Ala

Val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

Asp

Ser

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

val
205

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

Vval

190

Thr

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu

95

val

Ala

Ser

Ser

Ile

175

Gln

Pro

Met

Asp

Asp

Arg

Ser

80

Asp

Gly

val

Ala

val

160

Thr

Leu

Leu
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Ala

val

225

Phe

Trp

Lys

Asn

Tyr

305

His

Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser

Asp

Glu

Leu

Glu

210

val

Glu

Tyr

Asp

Leu

290

Pro

Leu

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

val

Phe

Gln

Asp

Arg

Asp

Asn

275

Thr

Ile

Arg

val

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu

435

val

Pro

His

Leu

Gly

260

Ala

Gly

Gln

Gly

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Sexr

Leu

Pro

Gly

245

Phe

Asp

Arg

Glu

Glu

325

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Ser

Leu

Asp

230

Gly

val

Ala

Asn

Ala

310

Thr

Ile

Tyr

Gly

Thr

390

Leu

His

Pro

Ser

Gly

215

Asn

Leu

Gly

Arg

Ala

295

Thr

Asp

Asp

Thr

Gly

375

Tyr

Leu

Asp

val

Ala

57/119

Arg Leu Ile

Asp Glu Ser

Ala Thr Pro
250

Glu Ser Leu
265

Leu Val Vval
280

Asp Arg Lys

Thr Met His

Ala Leu Ala
330

Glu Trp Arg
345

Pro Phe Tyr
360

Gly Thr Leu

Leu Tyr Asp

Phe His Asn
410

Arg Asp Asp
425

Glu Val Thr
440

val Asp Thr

Pro

Trp

235

Ala

Arg

Gly

Phe

Lys

315

Gly

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

vVal

Gly

Asp

Trp

220

Gln

Leu

Thr

Pro

Gly

300

Ala

val

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

Thr

Phe

vVal

Ser

Ile

Phe

Trp

285

Ile

Phe

Pro

Thr

Gly

365

Ser

Asp

Asn

Cys

val

445

Thr

Ile

Ile

Thr

val

270

Ser

Ala

Phe

Lys

Asp

350

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyr

430

Ser

Ala

AsSp

Ser

Ala

255

Ala

His

Ala

Asp

val

335

Trp

Gly

Ser

val

Pro

415

Ser

Ala

Lys

Gln

Leu

240

Gly

val

Ser

Thr

Axg

320

Arg

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Ala

Thr

Arg

Leu
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450

Val Asp Val Phe Pro
465

Val Arg Met Arg Tyr
485

Ala Gly Glu Ile Tyr
500

58/119

455

Asp Gly Arg Ala Ile
470

Arg Glu Thr Leu Val
490

Glu VvVal Ala Ile Asp
505

Val Sheten Bro Of redlic Nurada-Mat Up] Glo Yal Gar Sem.eer Bon

Ala
475
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Leu Cys Asp Gly Ile
480

Pro Thr Leu Ile Glu
495
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Glu

Thr

Met

Ser

Asp

145

Glu

Ser

Ala

Ala

vVal

225

Phe

Trp

Lys

Asn

Tyr

305

His

Gly

Leu

Phe

Gly

130

Leu

Ala

Arg

Ala

Glu

210

vVal

Glu

TyY

Asp

Leu

290

Pro

Leu

Glu

Ser

Gly

115

Val

Tyr

Leu

Ser

Ile

195

Gln

Asp

Arg

Asp

Asn

275

Thr

Ile

Axrg

Phe

Trp

100

val

Gly

Arg

Leu

Asp

180

Leu

Pro

His

Leu

Gly

260

Ala

Gly

Gln

Gly

vVal

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Gly

165

Ala

Asn

Leu

Pro

Gly

245

Phe

Asp

Arg

Glu

Glu

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Leu

Asp

230

Gly

val

Ala

Asn

Ala

310

Thr

His

Glu

Leu

Lys

135

Trp

Ser

Pro

Val

Gly

215

Asn

Leu

Gly

Arg

Ala

295

Thr

Asp

Val

Gln

Gly

120

Ala

Tyr

Ala

Glu

Ala

200

Arg

Asp

Ala

Glu

Leu

280

Asp

Thr

Ala

59/119

Asp

Ala

105

vVal

Ile

Gly

Leu

Asp

185

Gly

Leu

Glu

Thr

Ser

265

val

Arg

Met

Leu

Asp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Ala

Ile

Ser

Pro

250

Leu

val

Lys

His

Ala

Glu

Cys

Gln

Pro

Gly

155

Gly

Ala

Ala

Pro

Trp

235

Ala

Arg

Gly

Phe

Lys

315

Gly

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

Asp

Ser

Trp

220

Gln

Leu

Thr

Pro

Gly

300

Ala

Val

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

val

205

Val

Ser

Ile

Phe

Trp

285

Ile

Phe

Pro

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

val

190

Thr

Ile

Ile

Thr

Val

270

Ser

Ala

Phe

Lys

Glu

95

val

Ala

Ser

Ser

Ile

175

Gln

Pro

Asp

Ser

Ala

255

Ala

His

Ala

Asp

val

Asp

Gly

val

Ala

Ala

160

Thr

Leu

Leu

Gln

Leu

240

Gly

val

Ser

Thr

Arg

320

Arg
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Leu

Leu

Ala

Thx

385

Ser

Asp

Glu

Leu

val

465

Val

Ala

val

Phe

Glu

545

Pro

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

vVal

Phe

450

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Glu

val

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu

435

Vval

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

His

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

325

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Ser

Pro

Tyxr

485

Tyr

Gly

Asp

Glu

Ser
565

Ile

Tyr

Gly

Thr

390

Leu

His

Pro

Ser

Asp

470

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

Asp

Thr

Gly

375

Tyr

Leu

Asp

val

Ala

455

Gly

Glu

val

Axg

Asn

535

Cys

Ile

60/119

Glu Trp
345

Pro Phe
360

Gly Thr

Leu Tyr

Phe His

Arg Asp

425

Glu Vval
440

Val Asp

Arg Ala

Thr Leu

Ala Ile

505

Ile Met

520

Ser Asn

Thr Ala

vVal Leu

330

Axrg

Tyr

Leu

Asp

Asn

410

Asp

Thr

Thr

Ile

val

490

Asp

Val

Thr

val

Pro
570

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

val

Gly

Asp

Ala

475

Asn

Met

Gln

Gly

Asn

555

Ile

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

val

Gly

540

Arg

Ile

Thr

Gly

365

Ser

Asp

Asn

Cys

Val

445

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

525

val

Ile

Lys

Asp

350

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyr

430

Ser

Ala

AsSp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

335

Trp

Gly

Ser

val

Pro

415

Ser

Ala

Lys

Gly

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Ala

Thr

Arg

Leu

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Gly
560
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Met Val

1

Arg Asp

Gly Pro

Val Phe
50

Asp Gly
65

Glu Gly

Thr Leu

Met Phe

Ser Gly
130

Asp Leu

145

Glu Ala

Ser Arg

Ala Ala

25
574
PRT

Artificial

Polipeptideo

25

Asp

Gly

val

35

Ala

TYyY

Glu

Ser

Gly

115

vVal

Tyr

Leu

Ser

Ile

Gly

val

20

Pro

Trp

Ala

Phe

Trp

100

val

Gly

Arg

Leu

Asp

180

Leu

Asn

Arg

Val

Ser

val

val

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Gly

165

Ala

Asn

Mutante

Tyr

Leu

Leu

Thr

Val

70

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Ser

Ala

Leu

Gln

55

Ile

His

Glu

Leu

Lys

135

Trp

Ser

Pro

val

CocE

vVal

val

Val

40

Ser

Gln

val

Gln

Gly

120

Ala

Tyr

Ala

Glu

Ala

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

Asp

Ala

105

val

Ile

Gly

Leu

Asp

185

Gly

61/119

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Ala

Asn

Tyr

Pro

Trp

Arg

75

Glu

Cys

Gln

Pro

Gly

155

Gly

Ala

Ala

Val

Arg

TyTr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Arg

Asp

Ser

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

val

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

Val

190

Thr

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu

95

val

Ala

Ser

Ser

Ile

175

Gln

Pro

Met

Asp

Asp

Arg

Ser

80

Asp

Gly

val

Ala

Val

160

Thr

Leu

Leu
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Ala

val

225

Phe

Trp

Lys

Asn

Tyr

305

His

Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser

Asp

Glu

Glu

210

val

Glu

Tyx

Asp

Leu

290

Pro

Leu

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

vVal

195

Gln

Asp

Arg

Asp

Asn

275

Thr

Ile

Arg

val

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu
435

Pro

His

Leu

Gly

260

Ala

Gly

Gln

Gly

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Leu

Pro

Gly

245

Phe

Asp

Arg

Glu

Glu

325

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Leu

Asp

230

Gly

val

Ala

Asn

Ala

310

Thr

Ile

TYyY

Gly

Thr

390

Leu

His

Pro

Gly

215

Asn

Leu

Gly

Arg

Ala

295

Thr

Asp

Asp

Thr

Gly

375

Tyr

Leu

Asp

Val

200

Arg

Asp

Ala

Glu

Leu

280

Asp

Thr

Ala

Glu

Pro

360

Gly

Leu

Phe

Arg

Glu
440

62/119

Leu

Glu

Thr

Ser

265

Val

Arg

Met

Leu

Trp

345

Phe

Thr

Tyr

His

Asp

425

val

Ile

Ser

Pro

250

Leu

Val

Lys

His

Ala

330

Arg

Tyr

Leu

Asp

Asn

410

Asp

Thr

Pro

Trp

235

Ala

Arg

Gly

Phe

Lys

315

Gly

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

val

Gly

Trp

220

Gln

Leu

Thr

Pro

Gly

300

Ala

Val

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

Thr

205

val

Ser

Ile

Phe

Trp

285

Ile

Phe

Pro

Thr

Gly

365

Ser

Asp

Asn

Cys

Val
445

Ile

Ile

Thr

vVal

270

Ser

Ala

Phe

Lys

Asp

350

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyr

430

Ser

AsSp

Ser

Ala

255

Ala

His

Ala

Asp

val

335

Trp

Gly

Ser

val

Pro

415

Ser

Ala

Gln

Leu

240

Gly

val

Ser

Thr

Arg

320

Arg

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Ala

Thr

Arg
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Leu

val

465

val

Ala

val

Phe

Glu

545

Pro

Phe

450

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Glu

<210>
<211>
«<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

vVal

Val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

His

26
574
PRT

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

TYyTr

Glu

Pro

Ser

Pro

Tyr

485

Tyxr

Gly

Asp

Glu

Ser
565

Artificial

Polipeptideo

26

Met Val Asp

1

Arg

Gly

val

Asp

Asp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

val

35

Ala

Tyr

Gly

Val

20

Pro

Trp

Ala

Asn

Arg

vVal

Ser

Val

Ser

Asp

470

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

Ala

455

Gly

Glu

val

Arg

Asn

535

Cys

Ile

Mutante

Tyr

Leu

Leu

Thr

vVal

Ser

Ala

Leu

Gln

55

Ile

vVal

Arg

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

Val

63/119

Asp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

CocE

val

val

val

40

Ser

Gln

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

Thr

Ile

Val

490

Asp

Val

Thr

Val

Pro
570

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

Ala

475

Asn

Met

Gln

Gly

Asn

555

Ile

Asn

Tyr

Pro

Trp

Arg

Phe

460

Leu

Pro

Leu

Val

Gly

540

Arg

Ile

Val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

525

val

Ile

Lys

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

Val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Lys

Gly

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

Pro
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Ala

Phe
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Leu

Ile
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Glu

Asn

Asn

Arg

Gly
560

Met

Asp

Asp

Arg

Ser
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Glu

Thr

Met

Ser

Asp

145

Glu

Ser

Ala

Ala

val

225

Phe

Trp

Lys

Asn

Tyr
305

Gly

Leu

Phe

Gly

130

Leu

Ala

Arg

Ala

Glu

210

val

Glu

Tyr

Asp

Leu

290

Pro

Glu

Ser

Gly

115

val

Tyr

Leu

Ser

Ile

195

Gln

Asp

Axrg

Asp

Asn

275

Thr

Ile

Phe

Trp

100

val

Gly

Arg

Leu

Asp

180

Leu

Pro

His

Leu

Gly

260

Ala

Gly

Gln

val

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Gly

165

Ala

Asn

Leu

Pro

Gly

245

Phe

Asp

Arg

Glu

70

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

AsSp

Leu

Asp

230

Gly

val

Ala

Asn

Ala
310

His

Glu

Leu

Lys

135

Trp

Ser

Pro

val

Gly

215

Asn

Leu

Gly

Arg

Ala

295

Thr

Val

Gln

Gly

120

Ala

Tyr

Ala

Glu

Ala

200

Arg

Asp

Ala

Glu

Leu

280

Asp

Thr

64/119

Asp

Ala

105

vVal

Ile

Gly

Leu

Asp

185

Gly

Leu

Glu

Thr

Ser

265

val

Arg

Met

Asp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Ala

Ile

Ser

Pro

250

Leu

Val

Lys

His

75

Glu

Cys

Gln

Pro

Gly

155

Gly

Ala

Ala

Pro

Trp

235

Ala

Arg

Gly

Phe

Lys
315

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

Asp

Ser

Trp

220

Gln

Leu

Thr

Pro

Gly

300

Ala

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

vVal

205

val

Ser

Ile

Phe

Trp

285

Ile

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

Val

190

Thr

Ile

Ile

Thr

val

270

Ser

Ala

Phe

Glu

95

val

Ala

Ser

Sexr

Ile

175

Gln

Pro

Asp

Ser

Ala

255

Ala

His

Ala

Asp

80

Asp

Gly

Val

Ala

val

160

Thr

Leu

Leu

Gln

Leu

240

Gly

val

Ser

Thr

Arg
320
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His

Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser

Asp

Glu

Leu

val

465

Val

Ala

Val

Phe

Glu
545

Leu

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

vVal

Phe

450

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Arg

val

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu

435

Val

Val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

Gly

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Phe

Glu

Glu

325

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Ser

Pro

Tyr

485

Tyr

Gly

Asp

Glu

Thr

Ile

Tyr

Gly

Thr

390

Leu

His

Pro

Ser

Asp

470

Arg

Glu

His

Arg

Met
550

Asp

Asp

Thr

Gly

375

Tyr

Leu

Asp

Val

Ala

455

Gly

Glu

val

Arg

Asn

535

Cys

Ala

Glu

Pro

360

Gly

Leu

Phe

Arg

Glu

440

val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

65/119

Leu

Trp

345

Phe

Thr

Tyr

His

Asp

425

Vval

Asp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Ala

330

Arg

Tyr

Leu

Asp

Asn

410

Asp

Thr

Thr

Ile

val

490

Asp

Val

Thr

vVal

Gly

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

Val

Gly

Asp

Ala

475

Asn

Met

Gln

Gly

Asn
555

val

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

Val

Gly

540

Arg

Pro

Thr

Gly

365

Ser

Asp

Asn

Cys

Val

445

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

525

val

Ile

Lys

Asp

350

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyr

430

Ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

val

335

Trp

Gly

Ser

val

Pro

415

Ser

Ala

Lys

Gly

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

Arg

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Ala

Thr

Arg

Leu

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Gly
560
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66/119

Pro Glu His Pro Ser His Ile Val Leu Pro Ile Ile Lys Arg

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

<220>
<223>

<400>
Met Vval

1

Arg Asp

Gly Pro

Val Phe
50

Asp Gly
65

Glu Gly

Thr Leu

Met Phe

Ser Gly

130

Asp Leu
145

Glu Ala

Ser Arg

27
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PRT

565

Artificial

Polipeptideo

27

Asp

Gly

Val

35

Ala

Tyr

Glu

Ser

Gly

115

val

Tyr

Leu

Ser

Gly

val

20

Pro

Trp

Ala

Phe

Trp

100

val

Gly

Arg

Leu

Asp
180

Asn

Arg

vVal

Ser

val

val

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Gly

165

Ala

Mutante

TyT

Leu

Leu

Thr

vVal

70

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Ser

Ala

Leu

Gln

55

Ile

His

Glu

Leu

Lys

135

Trp

Ser

Pro

CocE

Val

vVal

val

40

Ser

Gln

Val

Gln

Gly

120

Ala

Tyr

Ala

Glu

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

Asp

Ala

105

val

Ile

Gly

Leu

Asp
185

570

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Ser

Asp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Asn

Tyr

Pro

Trp

Arg

75

Glu

Cys

Gln

Pro

Gly

155

Gly

Ala

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

Asp

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

Val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

Val
190

Pro

15

Ala

Phe

Val

Ala

Glu

95

val

Ala

Ser

Ser

Ile

175

Gln

Met

Asp

Asp

Arg

Ser

80

Asp

Gly

val

Ala

val

160

Thr

Leu
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Ala

Ala

val

225

Phe

Trp

Lys

Asn

Tyr

305

His

Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser

Asp

Ala

Glu

210

val

Glu

TyY

Asp

Leu

290

Pro

Leu

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

Ile

195

Gln

Asp

Arg

Asp

Asn

275

Thr

Ile

Arg

Val

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu

Pro

His

Leu

Gly

260

Ala

Gly

Gln

Gly

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro
420

Asn

Leu

Pro

Gly

245

Phe

Asp

Arg

Glu

Glu

325

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Leu

Asp

230

Gly

val

Ala

Asn

Ala

310

Thr

Ile

Tyr

Gly

Thr

390

Leu

His

Val

Gly

215

Asn

Leu

Gly

Arg

Ala

295

Thr

Asp

Asp

Thr

Gly

375

Tyr

Leu

Asp

Ala

200

Arg

Asp

Ala

Glu

Leu

280

Asp

Thr

Ala

Glu

Pro

360

Gly

Leu

Phe

Arg

67/119

Gly

Leu

Glu

Thr

Ser

265

val

Arg

Met

Leu

Trp

345

Phe

Thr

Tyr

His

Asp
425

Ala

Ile

Ser

Pro

250

Leu

val

Lys

His

Ala

330

Axrg

Tyr

Leu

Asp

Asn

410

Asp

Ala

Pro

Trp

235

Ala

Arg

Gly

Phe

Lys

315

Gly

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

val

Ser

Trp

220

Gln

Leu

Thr

Pro

Gly

300

Ala

Val

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

val

205

val

Ser

Ile

Phe

Trp

285

Ile

Phe

Pro

Thx

Gly

365

Ser

Asp

Asn

Cys

Thr

Ile

Ile

Thr

vVal

270

Ser

Ala

Phe

Lys

Asp

350

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyr
430

Pro

Asp

Ser

Ala

255

Ala

His

Ala

Asp

vVal

335

Trp

Gly

Ser

VvVal

Pro

415

Ser

Leu

Gln

Leu

240

Gly

val

Ser

Thr

Arg

320

Arg

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Ala

Thr
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Glu

Leu

val

465

Val

Ala

Val

Phe

Glu

545

Pro

Val Leu
435

Phe Val
450

Asp Val

Arg Met

Gly Glu

Phe Leu

515

Pro Lys
530

Gln Leu

Glu His

<210> 28
<211> 574
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 28

Met

1

Arg

Gly

Val

Val Asp

Asp Gly

Pro Val
35

Phe Ala
50

Thr

Ser

Phe

Arg

Tle

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

Gly

val

20

Pro

Trp

Asp

Ser

Pro

Tyr

485

Tyxr

Gly

Asp

Glu

Ser
565

Artificial

Polipeptideo
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Arg

Val

Ser

Pro

Ser

Asp

470

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

Val

Ala

455

Gly

Glu

val

Arg

Asn

535

Cys

Ile

Mutante

Tyr

Leu

Leu

Thr

Ser

Ala

Leu

Gln
55

Glu

440

Val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

Val

68/119

val

AsSp

Ala

Leu

Tle

505

Met

Asn

Ala

Leu

CocE

val

val

Val

40

Ser

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Thr

Thr

Ile

vVal

490

Asp

val

Thr

val

Pro
570

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Gly

Asp

Ala

475

Asn

Met

Gln

Gly

Asn

555

Ile

Asn

Tyr

Pro

Trp

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

Val

Gly

540

Arg

Ile

Val

Arg

Tyr

Leu
60

val

445

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

525

val

Ile

Lys

Met

Pro

Asp

45

Glu

Ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

val

Asp

30

Lys

Phe

Ala

Lys

Gly

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

Pro

15

Ala

Phe

Val

Arg

Leu

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Gly
560

Met

Asp

Asp

Arg
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Asp

65

Glu

Thr

Met

Ser

Asp

145

Glu

Ser

Ala

Ala

Val

225

Phe

Trp

Lys

Asn

Gly

Gly

Leu

Phe

Gly

130

Leu

Ala

Arg

Ala

Glu

210

Val

Glu

TYyxY

Asp

Leu
290

Tyr

Glu

Ser

Gly

115

Val

Tyx

Leu

Ser

Ile

195

Gln

Asp

Arg

Asp

Asn

275

Thr

Ala

Phe

Trp

100

Val

Gly

Axg

Leu

Asp

180

Leu

Pro

His

Leu

Gly

260

Ala

Gly

val

val

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Gly

165

Ala

Asn

Leu

Pro

Gly

245

Phe

Asp

Arg

val

70

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Leu

Asp

230

Gly

val

Ala

Asn

Ile

His

Glu

Leu

Lys

135

Trp

Ser

Pro

Val

Gly

215

Asn

Leu

Gly

Arg

Ala
295

Gln

Val

Gln

Gly

120

Ala

Tyr

Ala

Glu

Ala

200

Arg

Asp

Ala

Glu

Leu

280

Asp

69/119

Asp

Asp

Ala

105

Val

Ile

Gly

Leu

Asp

185

Gly

Leu

Glu

Thr

Ser

265

val

Arg

Thr

Asp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Ala

Ile

Ser

Pro

250

Leu

Val

Lys

Arg

75

Glu

Cys

Gln

Pro

Gly

155

Gly

Ala

Ala

Pro

Trp

235

Ala

Arg

Gly

Phe

Gly

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

Asp

Ser

Trp

220

Gln

Leu

Thr

Pro

Gly
300

Leu

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

Val

205

val

Sexr

Ile

Phe

Thr

285

Ile

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

Val

190

Thr

Ile

Tle

Thr

val

270

Ser

Ala

Ala

Glu

95

val

Ala

Ser

Ser

Ile

175

Gln

Pro

Asp

Ser

Ala

255

Ala
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Ala

Ser

80
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Gly

val

Ala

Val
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Thr

Leu

Leu

Gln

Leu

240

Gly

vVal

Ser

Thr
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Tyr

305

His

Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser

Asp

Glu

Leu

Val

465

val

Ala

Val

Phe

Pro

Leu

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

val

Phe

450

Asp

Axg

Gly

Phe

Pro
530

Ile

Arg

val

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu

435

val

Val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Gln

Gly

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Glu

325

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Ser

Pro

Tyr

485

Tyr

Gly

Asp

Ala

310

Thr

Ile

Tyxr

Gly
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Leu
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470

Arg

Glu
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Arg

Thr

Asp

Asp

Thr

Gly

375

TyTr

Leu

Asp

Val

Ala

455

Gly

Glu

Vval

Arg
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535

Thr

Ala

Glu

Pro

360

Gly

Leu

Phe

Arg

Glu

440

val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

Ser
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Met

Leu

Trp

345

Phe

Thr

Tyr

His

Asp

425

vVal

Asp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

His

Ala

330

Arg

Tyr

Leu

Asp

Asn

410

Asp

Thr

Thr

Ile

Val

490

Asp

val

Thr

Lys

315

Gly

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

val

Gly

Asp

Ala

475

Asn

Met

Gln

Gly

Ala

val

Glu

Gly

Thr

380

Ala
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Leu

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

val

Gly
540

Phe

Pro

Thr

Gly

365

Ser

Asp

Asn
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vVal
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Thr

Cys

Thr

Ala

Ser
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val

Phe

Lys
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350

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyxr

430

Ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

Asp

vVal
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Trp

Gly

Ser

Val

Pro

415

Ser

Ala

Lys

Gly

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

320

Arg
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Ala
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400
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Arg

Leu

Ile
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Glu

Asn

Asn

Arg
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71/119

Glu Gln Leu Glu Glu Met Cys Thr Ala Val Asn Arg Ile His Arg Gly

545

550

555

Pro Glu His Pro Ser His Ile Val Leu Pro Ile Ile Lys Arg

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

<220>
<223>

<400>
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PRT
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Artificial

Polipeptideo

29

Met Val Asp

1

Arg

Gly

val

Asp

65

Glu

Thr

Met

Ser

Asp

145

Glu

Asp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Gly

130

Pro

Ala

Gly

vVal

35

Ala

Tyxr

Glu

Ser

Gly

115

val

Tyr

Leu

Gly

val
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Pro

Txrp

Ala

Phe

Trp

100

Val

Gly

Arg

Leu

Asn

Arg

Val

Ser

val

Val

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Gly
165

Mutante

TyrY

Leu

Leu

Thr

vVal

70

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Ser

Ala

Leu

Gln

55

Ile

His

Glu

Leu

Lys

135

Trp

Ser

CocE

Val Ala

Val Asp
25

Val Arg
40

Ser Thr

Gln Asp

Val Asp

Gln Ala

105

Gly Vval

120

Ala Tle

Tyr Gly

Ala Leu

570

Ser
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Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile
170

Asn

Tyr

Pro

Trp

Arg

75

Glu

Cys

Gln

Pro

Gly

155

Gly

Val Met
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Ala
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Leu
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Leu
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Gly

Vval

Ser

Thr

Arg
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Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser
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Leu

val

465

Val

Ala
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Glu
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Leu

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

Val

Phe

450

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Arg

val

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu

435

Val

vVal

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

Gly

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Glu

325

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp
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Tyr

485

Tyr
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Glu
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Tyr

Gly
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390

Leu

His
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470
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Glu
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Asp
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Thr

Gly

375

Tyr

Leu
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Ala

455

Gly
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Val
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Asn

535

Cys

Ala
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Pro

360

Gly

Leu

Phe

Arg

Glu

440

Val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr
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Leu

Trp

345

Phe

Thr

Tyr
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425

Val

Asp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Ala

330

Arg

Tyr

Leu
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Asn

410

Asp

Thr

Thr

Ile

Val

490

Asp

Val

Thr

val

Gly

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

val

Gly

Asp

Ala

475

Asn

Met

Gln

Gly

Asn
555

val

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

vVal

Gly

540

Arg

Pro

Thr

Gly

365

Ser

Asp

Asn

Cys

Val

445

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

525

val

Ile

Lys

Asp

350

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyx

430

Ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Val

335

Trp

Gly

Ser

Val

Pro

415

Ser

Ala

Lys

Gly

Ile

495
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Ala
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Pro Glu His Pro Ser His Ile Val Leu Pro Ile Ile Lys Arg Lys Leu

565

570

Ala Ala Ala Leu Glu His His His His His His
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<213>

<220>
<223>

<400>
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582
PRT

580

Artificial

Polipeptideo
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Met Val Asp

1

Arg

Gly

vVal

Asp

65

Glu

Thr

Met

Ser

Asp

145

Glu

Asp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Gly

130

Leu

Ala

Gly

Val

35

Ala

Tyr

Glu

Ser

Gly

115

val

Tyr

Leu

Gly

val

20

Pro

Txp

Ala

Phe

Trp

100

val

Gly

Arg

Leu

Asn

Arg

vVal

Serxr

vVal

vVal

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Gly
165

Mutante

Tyr

Leu

Leu

Thr

Val

70

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Ser

Ala

Leu

Gln

55

Ile

His

Glu

Leu

Lys

135

Trp

Ser

585

CocE

val

val

Val

40

Ser

Gln

val

Gln

Gly

120

Ala

Tyr

Ala

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

Asp

Ala

105

val

Ile

Gly

Leu

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

S0

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile
170

Asn

Tyr

Pro

Trp

Arg

75

Glu

Cys

Gln

Pro

Gly

155

Gly

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

575

Pro

i5

Ala

Phe

Val

Ala

Glu

95

Val
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Ser

Ile
175

Met
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Ser

80
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val

Ala

val
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Ser

Ala

Ala
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225

Phe

Trp

Lys

Asn

Tyx

305
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Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser

Arg

Ala

Glu

210

vVal

Glu

Tyr

Asp

Leu

290

Pro

Leu

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Ser

Ile

195

Gln

Asp

Arg

Asp

Asn

275

Thr

Ile

Arg

Val

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Asp

180

Leu

Pro

His

Leu

Gly

260

Ala

Gly

Gln

Gly

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Ala

Lys

Leu

Pro

Gly

245

Phe

Asp

Arg

Glu

Glu

325

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr
405

Arg

Asp

Leu

Asp

230

Gly

val

Ala

Asn

Ala

310

Thr

Ile

Tyr

Gly

Thr

390

Leu

Pro

val

Gly

215

Asn

Leu

Gly

Arg

Ala

295

Thr

Asp

Asp

Thr

Gly

375

Tyr

Leu

Glu

Ala

200

Arg

Asp

Ala

Glu

Leu

280

Asp

Thr

Ala

Glu

Pro

360

Gly

Leu

Phe

105/119

Asp

185

Gly

Leu

Glu

Thr

Ser

265

Val

Arg

Met

Leu

Trp

345

Phe

Thr

Tyr

His

Ala

Ala

Ile

Ser

Pro

250

Leu

val

Lys

His

Ala

330

Arg

Tyr

Leu

Asp

Asn
410

Ala

Ala

Pro

Trp

235

Ala

Arg

Gly

Phe

Lys

315

Gly

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

Asp

Ser

Trp

220

Gln

Leu

Thr

Pro

Gly

300

Ala

Val

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Phe

Val

205

vVal

Ser

Ile

Phe

Trp

285

Ile

Phe

Pro

Thr

Gly

365

Ser

Asp

Asn

val

190

Thr

Ile

Ile

Thr

vVal

270

Ser

Ala

Phe

Lys

Asp

350

Ser

Ile

Pro

Gly

Gln

Pro

Asp

Serxr

Ala

255

Ala

His

Ala

Asp

Val

335

Trp

Gly

Ser

val

Pro
415

Leu

Leu

Gln

Leu

240

Gly

Val

Ser

Thr

Arg

320

Axrg

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Ala






-




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

Lys

Asn

Tyr

305

His

Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser

Asp

Glu

Leu

vVal

465

vVal

Ala

Asp

Leu

290

Pro

Leu

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

val

Phe

450

Asp

Arg

Gly

Asn

275

Thr

Ile

Arg

Val

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu

435

vVal

val

Met

Glu

Ala

Gly

Gln

Gly

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Ser

Phe

Arg

Ile
500

Asp

Arg

Glu

Glu

325

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Ser

Pro

Tyr

485

Tyr

Ala

Asn

Ala

310

Thr

Ile

Tyr

Gly

Thr

390

Leu

His

Pro

Ser

Asp

470

Arg

Glu

Arg

Ala

295

Thr

Asp

Asp

Thr

Gly

375

Tyr

Leu

Asp

Val

Ala

455

Gly

Glu

val

Leu

280

Asp

Thr

Ala

Glu

Pro

360

Gly

Leu

Phe

Arg

Glu

440

val

Arg

Thr

Ala

108/119

vVal

Arg

Met

Leu

Trp

345

Phe

Thr

Tyr

His

Asp

425

val

Asp

Ala

Leu

Ile
505

Val

Lys

His

Ala

330

Arg

Tyr

Leu

Asp

Asn

410

Asp

Thr

Thr

Ile

val

490

Asp

Gly

Phe

Lys

315

Gly

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

val

Gly

Asp

Ala

475

Asn

Met

Pro

Gly

300

Ala

val

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

Trp

285

Ile

Phe

Pro

Thr

Gly

365

Ser

Asp

Asn

Cys

Val

445

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

Ala

Phe

Lys

Asp

350

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyr

430

Ser

Ala

Asp

Leu

Thr
510

His

Ala

Asp

val

335

Trp

Gly

Ser

Val

Pro

415

Ser

Ala

Lys

Gly

Ile

495

Ser

Ser

Thr

Arg

320

Arg

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Ala

Thr

Arg

Leu

Ile

480

Glu

Asn
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Val Phe Leu Pro Gly

515

Phe Pro Lys Tyr Asp

530

Glu Gln Leu Glu Glu

545

Pro Glu His Pro Ser

His His

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

<220>
<223>

<400>
Met Val

1

Arg Asp

Gly Pro

Val Phe
50

Asp Gly

65

Glu Gly

Thr Leu

Met Phe

565

His His His
580

44

582

PRT
Artificial
Polipeptideo

44

Asp Gly Asn

Gly Val Arg
20

vVal Pro Val
35

Ala Trp Ser

Tyr Ala Val

Glu Phe Val
85

Ser Trp Ile
100

Gly Val Ser
115

His Arg

Arg Asn

535

Met Cys
550

His Ile

His

Mutante

Tyr Ser

Leu Ala

Leu Leu

Thr Gln

55

val Ile

70

Pro His

Leu Glu

Tyr Leu

109/119

Ile Met Val Gln Val Ser Ser Ser Asn
520 525

Ser Asn Thr Gly Gly Vval Ile Ala Arg
540

Thr Ala Val Asn Arg Ile His Arg Gly
555 560

Val Leu Pro Ile Ile Lys Arg Leu Glu
570 575

CocE

Val Ala Ser Asn Val Met Val Pro Met
10 15

Val Asp Leu Tyr Arg Pro Asp Ala Asp
25 30

Val Arg Asn Pro Tyr Asp Lys Phe Asp
40 45

Ser Thr Asn Trp Leu Glu Phe Val Arg
60 |

Gln Asp Thr Arg Gly Leu Phe Ala Ser
75 80

vVal Asp Asp Glu Ala Asp Ala Glu Asp
90 95

Gln Ala Trp Cys Asp Gly Asn Val Gly
105 110

Gly Val Thr Gln Trp Gln Ala Ala Val
120 125
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Ser

Asp

145

Glu

Ser

Ala

Ala

val

225

Phe

Trp

Lys

Asn

Tyr

305

His

Leu

Leu

Gly

130

Leu

Ala

Arg

Ala

Glu

210

Val

Glu

Tyr

Asp

Leu

290

Pro

Leu

Phe

Pro

val

Tyr

Leu

Ser

Ile

195

Gln

Asp

Arg

Asp

Asn

275

Thr

Ile

Arg

Val

Asp
355

Gly

Arg

Leu

Asp

180

Leu

Pro

His

Leu

Gly

260

Ala

Gly

Gln

Gly

Met

340

Thr

Gly

Ala

Gly

165

Ala

Asn

Leu

Pro

Gly

245

Phe

Asp

Arg

Glu

Glu

325

Gly

Ala

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Leu

Asp

230

Gly

Val

Ala

Asn

Ala

310

Thr

Ile

Tyr

Lys

135

Trp

Ser

Pro

val

Gly

215

Asn

Leu

Gly

Arg

Ala

295

Thr

Asp

Asp

Thr

Ala

Tyr

Ala

Glu

Ala

200

Arg

Asp

Ala

Glu

Leu

280

Asp

Thr

Ala

Glu

Pro
360

110/119

Ile

Gly

Leu

Asp

185

Gly

Leu

Glu

Thr

Ser

265

val

Arg

Met

Leu

Trp

345

Phe

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Ala

Ile

Ser

Pro

250

Leu

val

Lys
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Ala

330

Arg

Tyr

Pro

Gly

155

Gly

Ala

Ala

Pro

Trp

235

Ala

Arg

Gly

Phe

Lys

315

Gly

Asp

Leu

Ser

140

Gly

Thr

Asp

Ser

Trp

220

Gln

Leu

Thr

Pro

Gly

300

Ala

Val

Glu

Gly

Met

Ala

Gly

Lys

val

205

val

Ser

Ile

Phe

Trp

285

Ile

Phe

Pro

Thr

Gly
365

Ala

Leu

Leu

val

190

Thr

Ile

Ile

Thr

vVal

270

Ser

Ala

Phe

Lys

Asp

350

Ser

Ser

Ser

Ile

175

Gln

Pro

Asp

Ser

Ala

255

Ala

His

Ala

Asp

val

335

Trp

Gly

Ala

vVal

160

Thr

Leu

Leu

Gln

Leu

240

Gly

Val

Ser

Thr

Arg

320

Arg

Pro

Ala
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Ala

Thr

385

Ser

Asp

Glu

Leu

vVal

465

Val

Ala

val

Phe

Glu

545

Pro

His

Asn Thr

370

Glu

Leu

Gln

vVal

Phe

450

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Glu

His

<210>
<211>
<212>

<213>

Ser

Gly

Arg

Leu

435

vVal

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

His

His
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PRT

Ser

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

His
580

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Ser

Pro

Tyr

485

Tyr

Gly

Asp

Glu

Ser

565

His
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Gly

Thr

390

Leu

His

Pro

Ser

Asp

470

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

His

Gly

375

Tyr

Leu

Asp

Val

Ala

455

Gly

Glu

vVal

Arg

Asn

535

Cys

Ile

Gly

Leu

Phe

Arg

Glu

440

Val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

Val
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Thr

Tyx

His

Asp

425

val

Asp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

Leu

Asp

Asn

410

Asp

Thr

Thr

Ile

vVal

490

Asp

vVal

Thr

Vval

Pro
570

Ser

Pro

395

Gly

Val

Gly

Asp

Ala

475

Asn

Met

Gln

Gly

Asn

555

Ile

Thr

380

Ala

Asp

Leu

Thxr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

val

Gly

540

Arg

Ile

Ser

Asp

Asn

Cys

val

445

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

525

Val

Ile

Lys

Ile

Pro

Gly

Tyr

430

Ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

Ser

val

Pro

415

Ser

Ala

Lys

Gly

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

Leu
575

Gly

Pro

400

Ala

Thr

Arg

Leu

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Gly

560
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Gly

val

Asp

65

Glu

Thr

Met

Ser

Asp

145

Glu
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Ala
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Phe
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Gly

Gly

Leu

Phe

Gly
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Leu

Ala
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Gly

Val

35

Ala

Tyr
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Gly
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Tyr

Leu
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Gln
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Pro

Trp

Ala

Phe
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val

Gly

Arg

Leu
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Leu
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Ser
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val
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Ile

Ser

Gly

Ala

Gly
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Ala
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Leu

Leu

Leu

Thr

val
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Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Leu

Ala

Leu

Gln

55

Ile
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Glu

Leu

Lys
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Trp

Ser
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Val

Gly
215

val

Val
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Gln

Val
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Gly
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Ala

Tyr

Ala

Glu

Ala
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Arg

Asp
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Arg

Thr

Asp
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Ala
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val

Ile

Gly

Leu

Asp
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Gly

Leu
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Leu

Asn

Asn
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Asp
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Pro

Ile
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Arg
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Glu
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Leu
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Ser
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Gly
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Phe

Val

205

Val
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Lys
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Phe

Ala

Asn
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Leu

Leu

Lys
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Thr

Ile
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Ala

Phe
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Ala

Glu
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vVal
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Ile

175

Gln
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Arg

Ser

80
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val

Ala

Val

160

Thr

Leu

Leu

Gln
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Phe

Trp

Lys
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Leu
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Thr
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Leu
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Leu
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Leu
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Asn
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Glu

Leu
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val

Phe
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Asp

Asp

Arg

Asp

Asn
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Thr

Ile

Arg

val

Asp
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Ser
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Gly

Pro
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Gly

Arg

Ala

295

Thr

Asp
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Gly
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Leu
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Asp
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Glu

Pro
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Gly
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Arg

Glu
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Arg
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Thr

Ser
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val

Arg
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Trp
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Phe
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Asp
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val

Asp

Ala

Ser

Pro
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Leu
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Lys
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Ala

330

Arg

Tyr

Leu
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Thr
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Ile
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Ala

Arg

Gly

Phe

Lys

315

Gly

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

val

Gly

Asp

Ala

Gln

Leu

Thr

Pro

Gly

300

Ala

Val

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

Thr

Phe

460

Leu

Ser

Ile

Phe

Trp

285

Ile

Phe

Pro

Thr

Gly

365

Ser

Asp

Asn

Cys

vVal

445

Thr

Cys

Ile

Thr

val

270

Ser

Ala

Phe

Lys

Asp

350

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyr

430

Ser

Ala

Asp

Ser

Ala

255

Ala

His

Ala

Asp

vVal

335

Trp

Gly

Ser

val

Pro

415

Ser

Ala

Lys

Gly

Leu

240

Gly

val

Ser

Thr

Arg

320

Arg

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Ala

Thr

Arg

Leu

Ile
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465

Val

Ala

val

Phe

Glu

545

Pro

His

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Glu

His

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

His

His

46
582
PRT

Arg

Tle

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

His
580

Tyr

485

Tyr

Gly

Asp

Glu

Ser
565

His

Artificial

Polipeptideo

46

Met Val Asp

1

Arg

Gly

Val

Asp
65

Asp

Pro

Phe
50

Gly

Gly

val

35

Ala

Tyr

Gly

val

20

Pro

Trp

Ala

Asn

Arg

VvVal

Ser

Val

470

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

His

Glu

Val

Arg

Asn

535

Cys

Ile

Mutante

Tyr

Leu

Leu

Thr

val
70

Ser

Ala

Leu

Gln

55

Ile

114/119

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

Vval

CocE

val

val

val

40

Ser

Gln

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

val

490

Asp

val

Thr

Val

Pro
570

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

475

Asn

Met

Gln

Gly

Asn

555

Ile

Asn

Tyr

Pro

Trp

Arg
75

Pro

Leu

val

Gly

540

Arg

Ile

val

Arg

TyTr

Leu

60

Gly

Thr

Ala

Ser

525

val

Ile

Lys

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

vVal

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

Leu
575

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

480

Giu

Asn

Asn

Arg

Gly

560

Glu

Met

Asp

Asp

Arg

Ser
80



115/119

Glu Gly Glu Phe Val Pro His Val Asp Asp Glu Ala Asp Ala Glu Asp
85 90 95

5 Thr Leu Ser Trp Ile Leu Glu Gln Ala Trp Cys Asp Gly Asn Val Gly
100 105 110

Met Phe Gly Val Ser Tyr Leu Gly Val Thr Gln Trp Gln Ala Ala Val
10 115 120 125

Ser Gly Val Gly Gly Leu Lys Ala Ile Ala Pro Ser Met Ala Ser Ala

35
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Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser

Asp

Glu

Leu

val

465

Val

Ala

Val

Phe

Glu

545

Pro

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

val

Phe

450

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Glu

Val

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu

435

Val

Val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

His

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

325

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Ser

Pro

Tyr

485

Tyr

Gly

Asp

Glu

Ser
565

Ile

Tyr

Gly

Thr

390

Leu

His

Pro

Ser

Asp

470

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

Asp

Thr

Gly

375

Tyx

Leu

Asp

vVal

Ala

455

Gly

Glu

vVal

Arg

Asn

535

Cys

Ile

116/119

330

Glu Trp Arg
345

Pro Phe Tyr
360

Gly Thr Leu

Leu Tyr Asp

Phe His Asn
410

Arg Asp Asp
425

Glu val Thr
440

Val Asp Thr

Arg Ala Ile

Thr Leu Val
490

Ala Ile Asp
505

Ile Met Val
520

Ser Asn Thr

Thr Ala Val

val Leu Pro
570

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

val

Gly

Asp

Ala

475

Asn

Met

Gln

Gly

Asn

555

Ile

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

Val

Gly

540

Arg

Ile

Thr

Gly

365

Ser

ASp

Asn

Cys

val

445

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

525

vVal

Ile

Lys

Asp

350

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyr

430

Ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

335

Trp

Gly

Ser

Val

Pro

415

Ser

Ala

Lys

Gly

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

Leu
575

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Ala

Thr

Arg

Leu

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Gly

560

Glu
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His His His His His His

<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

47
582
PRT

580

Artificial

Polipeptideo

47

Met Val Asp

1

Arg

Gly

val

Asp

65

Glu

Thr

Met

Ser

Asp

145

Glu

Ser

Asp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Gly

130

Leu

Ala

Arg

Gly

val

35

Ala

Tyr

Glu

Ser

Gly

115

val

TyTr

Leu

Ser

Gly

Val

20

Pro

Trp

Ala

Phe

Trp

100

val

Gly

Arg

Leu

Asp

Asn

Arg

val

Ser

Val

val

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Gly

165

Ala

Mutante

Tyr

Leu

Leu

Thr

val

70

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Axg

Ser

Ala

Leu

Gln

55

Ile

His

Glu

Leu

Lys

135

Trp

Ser

Pro

117/119

CocE

vVal Ala

vVal Asp

25

Val Arg

40

Ser Thr

Gln Asp

Val Asp

Gln Ala

105

Gly val

120

Ala Ile

Tyr Gly

Ala Leu

Glu Asp

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Asn

Tyr

Pro

Trp

Arg

75

Glu

Cys

Gln

Pro

Gly

155

Gly

Ala

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

Asp

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

val

Pro

15

Ala

Phe

Val

Ala

Glu

95

val

Ala

Ser

Ser

Ile

175

Gln

Met

Asp

Asp

Arg

Ser

80

AsSp

Gly

val

Ala

val

160

Thr

Leu
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Ala

Ala

val

225

Phe

Trp

Lys

Asn

Tyr

305

His

Leu

Leu

Ala

Thr

385

Ser

Asp

Lys

Glu

210

vVal

Glu

Tyr

Asp

Leu

290

Pro

Leu

Phe

Pro

Asn

370

Glu

Leu

Gln

Ile

195

Gln

Asp

Arg

Asp

Asn

275

Thr

Ile

Arg

val

Asp

355

Thr

Ser

Gly

Arg

180

Leu

Pro

His

Leu

Gly

260

Ala

Gly

Gln

Gly

Met

340

Thr

Ser

Ala

Gly

Pro
420

Asn

Leu

Pro

Gly

245

Phe

Asp

Arg

Glu

Glu

325

Gly

Ala

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Leu

Asp

230

Gly

Val

Ala

Asn

Ala

310

Thr

Ile

TyTr

Gly

Thr

390

Leu

His

val

Gly

215

Asn

Leu

Gly

Arg

Ala

295

Thr

Asp

Asp

Thr

Gly

375

Tyr

Leu

Asp

118/119

185

Ala Gly Ala
200

Arg Leu Ile

Asp Glu Ser

Ala Thr Pro
250

Glu Ser Leu
265

Leu VvVal val
280

Asp Arg Lys

Thr Met His

Ala Leu Ala
330

Glu Trp Arg
345

Pro Phe Tyr
360

Gly Thr Leu

Leu Tyr Asp

Phe His Asn
410

Arg Asp Asp
425

Ala

Pro

Trp

235

Ala

Arg

Gly

Phe

Lys

315

Gly

Asp

Leu

Ser

Pro

395

Gly

val

Ser

Trp

220

Gln

Leu

Thr

Pro

Gly

300

Ala

Val

Glu

Gly

Thr

380

Ala

Asp

Leu

val

205

val

Ser

Ile

Phe

Trp

285

Ile

Phe

Pro

Thr

Gly

365

Ser

Asp

Asn

Cys

190

Thr

Ile

Ile

Thr

vVal

270

Ser

Ala

Phe

Lys

Asp

350

Ser

Ile

Pro

Gly

Tyxr
430

Pro

Asp

Ser

Ala

255

Ala

His

Ala

Asp

vVal

335

Trp

Gly

Ser

val

Pro

415

Ser

Leu

Gln

Leu

240

Gly

val

Ser

Thr

Arg

320

Arg

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Ala

Thr
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Glu

Leu

val

465

val

Ala

val

Phe

Glu

545

Pro

His

val

Phe

450

Asp

Axrg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Glu

His

Leu

435

Val

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

His

His

Thr

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

His
580

Asp

Ser

Pro

Tyx

485

Tyx

Gly

Asp

Glu

Ser

565

His

Pro

Ser

Asp

470

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

His

Val

Ala

455

Gly

Glu

val

Arg

Asn

535

Cys

Ile

Glu

440

val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

Val

119/119

Val

Asp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

Thr

Thr

Tle

vVal

490

Asp

Val

Thr

val

Pro
570

Gly

Asp

Ala

475

Asn

Met

Gln

Gly

Asn

555

Ile

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

vVal

Gly

540

Arg

Ile

Val

445

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

525

Val

Ile

Lys

Ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

Ala

Lys

Gly

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

Leu
575

Arg

Leu

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Axrg

Gly

560

Glu
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REIVINDICAGOES
1. Polipeptideo de esterase de cocaina mutante

isolado (CocE) caracterizado por compreender uma seqiéncia

de aminodcidos de Id. de Seqg. N°: 1, em que pelo menos um
residuo de aminodcido ¢é substituido de modo que O
polipeptidec de CocE mutante tem atividade de esterase com
termoestabilidade aumentada a 37°C quando comparado a CocE
de tipo selvagem.

2. Polipeptideo de CocE isolado, de acordo com a

reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que pelo menos

dois residuos de aminodcidos sdoc substituidos.
3. Polipeptideo de CocE isoclado, de acordo com a

reivindicag¢do 2, caracterizado pelo fato de que pelo menos

trés residuos de aminoacidos sdo substituidos.
4. Polipeptideo de CocE isolado, de acordo com a

reivindicag¢do 3, caracterizado pelo fato de gque pelo menos

guatro residuos de aminocacidos sdo substituidos.
5. Polipeptideo de CocE 1isolado, de acordo com a

reivindicag¢do 4, caracterizado pelo fato de gque pelo menos

cinco residuos de aminodcidos sdo substituidos.
6. Polipeptideo de esterase de cocaina mutante

isolado caracterizado por compreender uma sequéncia de

aminodcidos selecionada do grupo que consiste em Id. de
Seq. N°: 3 (L163V); Id. de Seq. N°: 7 (V225I); Id. de Seq.
N°: 8 (I218L); Id. de Seq. N°: 9 (A310D); Id. de Seqg. N°:
10 (A149S); Id. de Seq. N°: 11 (S159A); Id. de Seq. N°: 12
(s265A); Id. de Seqg. N°: 13 (856G); Id. de Seqg. N°: 14
(W220A) ; Id. de Seq. N°: 16 (S140A); Id. de Seq. N°: 17
(F189L); Id. de Seq. N°: 18 (A1l93D); Id. de Seq. N°: 19

(T254R); Id. de Seq. N°: 20 (N42V); Id. de Seq. N°: 21



10

15

20

25

30

2/7

(Vv262L); Id. de Seqg. N°: 22 (L508G); Id. de Seq. N°: 23
(Y152H) ; Id. de Seqg. N°: 24 (V160A); Id. de Seg. N°: 25
(T172R); Id. de Seq. N°: 26 (Y532F); Id. de Seqg. N°: 27
(T748); Id. de Seq. N°: 28 (wW285T); Id. de Seqg. N°: 29
(L146P); Id. de Seqg. N°: 30 (D5338); Id. de Seqg. N°: 31
(A194R); Id. de Seqg. N°: 32 (G173Q); Id. de Seqg. N°: 33
(C477T); Id. de Seqg. N°: 34 (K531Aa); Id. de Seqg. N°: 35
(R41I); Id. de Seq. N°: 36 (L119A); Id. de Seqg. N°: 37
(K46A); Id. de Seg. N°: 38 (F84Y), Id. de Seq. N°: 39
(T172R-G173Q); Id. de Seqg. N°: 40 (L169K); Id. de Seqg. N°:
41 (F189A), Id. de Seq. N°: 42 (N197K), Id. de Seg. N°: 43
(R182K), Id. de Seq. N°: 44 (F189K), Id. de Seq. N°: 45
(V190K), Id. de Seqg. N°: 46 (Q191K), e Id. de Seq. N°: 47
(A194K), ou um fragmento funcional dessas.

7. Acido nucleico isolado caracterizado por
codificar o polipeptideo de CocE mutante de gqualguer uma
das reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5 ou 6.

8. Acido nucleico isolado caracterizado por

compreender uma sequéncia de nucleotideos que hibridiza a

2 sob

Id. de Seq. N°: 2 ou o complemento de Id. de Seq. N°:

condig¢des altamente controladas, em que o &cido nucleico

isolado codifica um polipeptideo de CocE mutante que tem

atividade de esterase com termoestabilidade aumentada a

37°C quando comparado a CocE de tipo selvagem.

9. Acido nucleico isolado caracterizado por

codificar um polipeptideo de CocE mutante que compreende

uma sequéncia de aminodcidos gque tem pelo menos 85% de

identidade de seqliéncia com a sequéncia de acidos nucleicos
de Id. de Seq. N°: 2, em que o polipeptideo de CocE mutante

codificado tem atividade de esterase com termoestabilidade
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aumentada a 37°C quando comparado a CocE de tipo selvagem.
10. Acido nucleico isolado, de acordo com a

reivindicagdo 7, caracterizado pelo fato de que a

identidade de sequéncia é selecionada do grupo que consiste
em pelo menos 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, e 99%.

11. Polipeptideo ou &cido nucleico, de acordo com
qualgquer uma das reivindicag¢bes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9

ou 10, caracterizado pelo fato de que o aumento da

termoestabilidade do polipeptideco de CocE mutante sobre
CocE de tipo selvagem é pelo menos de cerca de 2,1
kcal/mol, pelo menos cerca de 2,2 kcal/mol, at leist cerca
de 2,3 kcal/mol, pelo menos cerca de 2,4 kcal/mol, pelo
menos cerca de 2,5 kcal/mol, pelo menos cerca de 2,6
kcal/mol, pelo menos cerca de 2,7 kcal/mol, pelo menos
cerca de 2,8 kcal/mol, pelo menos cerca de 2,9 kcal/mol,
pelo menos cerca de 3,0 kcal/mol, pelo menos cerca de 3,1
kcal/mol, pelo menos cerca de 3,2 kcal/mol, pelo menos
cerca de 3,3 kcal/mol, pelo menos cerca de 3,4 kcal/mol,
pelo menos cerca de 3,5 kcal/mol, pelo menos cerca de 3,6
kcal/mol, pelo menos cerca de 3,7 kcal/mol, pelo menos
cerca de 3,8 kcal/mol, pelo menos cerca de 3,9 kcal/mol,
pelo menos cerca de 4,0 kcal/mol, pelo menos cerca de 4,1
kcal/mol, pelo menos cerca de 4,2 kcal/mol, pelo menos
cerca de 4,3 kcal/mol, pelo menos cerca de 4,4 kcal/mol, ou
pelo menos cerca de 4,5 kcal/mol.

12. Polipeptideo ou o &acido nucleico, de acordo com
qualquer uma das reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10 ou 11, caracterizado pelo fato de que o polipeptideo de

CocE mutante tem imunogenicidade reduzida quando comparado
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a CocE de tipo selvagem.
13. Polipeptideo ou o &acido nucleico, de acordo com
qualquer uma das reivindicag¢bes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11 ou 12, caracterizado pelo fato de que o polipeptideo

de CocE mutante tem pelo menos cerca de 60%, pelo menos
cerca de 65%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de
75%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de 85%, pelo
menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 95%, pelo menos
cerca de 100%, pelo menos cerca de 105%, pelo menos cerca
de 110%, pelo menos cerca de 115%, pelo menos cerca de
120%, pelo menos cerca de 125%, pelo menos cerca de 130%,
pelo menos cerca de 135%, ou pelo menos cerca de 140% da
atividade de esterase de polipeptideo de CocE de tipo
selvagem.

14. Polipeptideo ou o &cido nucleico, de acordo com
qualgquer uma das reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11 ou 12, caracterizado pelo fato de gue o polipeptideo

de CocE mutante retém pelo menos substancialmente a mesma
eficiéncia catalitica ou maior de polipeptideo de CocE de
tipo selvagem.

15. Composigao farmacéutica caracterizada por

compreender o polipeptideo de CocE mutante ou o)
polipeptideo de CocE mutante codificado pelo acido nucleico
de qualquer uma das reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13 ou 14 e um veiculo ou excipiente
farmaceuticamente aceitével.

16. Polipeptideo, polipeptideo codificado pelo acido
nucleico, ou composigdo farmacéutica, de acordo com
qualquer uma das reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11, 12, 13, 14 ou 15, caracterizado pelo fato de que o
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polipeptideo de CocE mutante & peguilado.

17. Polipeptideo, polipeptideo codificado pelo acido
nucleico, ou composigdo farmacéutica, de acordo com
qualquer uma das reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11, 12, 13, 14, 15 ou 16, caracterizado pelo fato de o

-

polipeptideo de CocE mutante & encapsulado em uma hemacea.
18. Polipeptideo, polipeptideo codificado pelo acido

nucleico, ou composigédo farmacéutica, de acordo com

qualquer uma das reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 ou 17, caracterizado pelo fato

de que o polipeptideo de CocE mutante & estabilizado por um
substrato ou inibidor.

19. Polipeptideo, polipeptideo codificado pelo acido
nucleico, ou a composig¢do farmacéutica, de acordo com
qualgquer uma das reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10,

11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 ou 18, caracterizado pelo fato

de que o polipeptideo compreende uma pluralidade de
substitui¢des de residuo de aminocdcido selecionadas do
grupo que consiste em: T122A; 123E; S159A; S140A;
S167A/W52L; T172R; V121D; L163V; F189A; F189A/T172R; C107S;
W2204; F189L; Al93D; T172R/A193D; G173Q; T254R; N42V;
T172R/G173Q; G171Q/T172R/G173Q; Gl71A; G173A; wt-1175-G-
D185; wt-T176-G-G-D185; T172R/G173Q-1175-GD185;
T172R/G173Q-1175-G-G-Al186; T172R/G173Q-T176-G-G-D185;
8177Q; D45R; F47R; L169K; L174R; Al1l81K; S179R; F189K;
V190K; Al94K; e R182K.

20. Método de tratamento de uma condigdo induzida por

cocaina caracterizado por compreender a administrag¢do a um

individuo que necessita de uma quantidade eficaz do

polipeptideo de CocE mutante, o polipeptideo de CocE



10

15

20

25

30

6/7

mutante codificado pelo &cido nucleico, ou a composigado
farmacéutica de qualquer uma das reivindica¢des 1-19.
21. Método, de acordo <com a reivindicagdao 20,

caracterizado pelo fato de que a condigdo induzida por

cocaina € selecionada do grupo que consiste em overdose de
cocaina, toxicidade por cocaina, dependéncia de cocaina, e
vicio de cocaina.

22. Método de rastreamento de alto rendimento para a
identificaqgéao de polipeptideos de CocE mutante

termoestaveis caracterizado por compreender as etapas de:

transformacdo estavel de uma célula com um Aacido
nucleico que codifica um polipeptideo de CocE mutante;

expressdo do polipeptideo de CocE mutante na célula;

isolagdo do polipeptideo de CocE expresso;

medig¢do da atividade de esterase do polipeptideo de
CocE mutante isolado em uma ou mais temperaturas
predeterminadas de pelo menos cerca de 30°C até cerca de
50°C para determinar a termoestabilidade dos polipeptideos
de CocE mutante isolados;

selegcao de polipeptideo de CocE mutante isolado com
atividade de esterase na temperatura(s) predeterminada(s) .

23. Método de rastreamento de alto rendimento, de

acordo com a reivindicagdo 22, caracterizado pelo fato de

gque a medigdo da atividade de esterase dos polipeptideos
mutantes isolados compreende:

o contato do polipeptideo de CocE mutante isolado com
(i) cocaina e um indicador de pH ou (ii) um tio-derivado de
cocaina e um indicador de tiol;

detecgdo de uma mudanga no indicador de pH ou

indicador de tiol; em que uma mudanga no indicador de pH ou
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indicador de tiol estd correlacionada com a formagdo de
dcido benzdico a partir da hidrdlise de cocaina ou derivado
de cocaina pelo polipeptideo de CocE mutante.

24. Método de rastreamento de alto rendimento, de
acordo com dqualguer uma das reivindicagdes 22 ou 23,

caracterizado por também compreender a repetigdo de uma ou

mais etapas do método de rastreamento pelo menos uma vez em
uma temperatura aumentada para medigdo da atividade de
esterase.

25. Método de rastreamento de alto rendimento, de

acordo com a reivindicacdo 24, caracterizado pelo fato de

gque um primeiro ciclo de rastreamento tem uma primeira
temperatura para medigdo da atividade de esterase de cerca
de 30°C e um ciclo subsequUente de rastreamento tem uma
temperatura para medigdo da atividade de esterase de cerca
de 45°C.

26. Método de rastreamento de alto rendimento, de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 22, 23, 24 ou

25, caracterizado pelo fato de que a expressao de

polipeptideo de CocE mutante ocorre em uma temperatura em
gque CocE de tipo selvagem retém substancialmente a
atividade catalitica.

27. Método de rastreamento de alto rendimento, de
acordo com qualquer uma das reivindicag¢des 22, 23, 24 ou

25, caracterizado pelo fato de que a expressao de

polipeptideoc de CocE mutante ocorre em uma temperatura em
que o polipeptideo de CocE de tipo selvagem

substancialmente se divide em corpos de incluséao.
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Resumo
COMPOSIC5ES ANTICOCAINA E TRATAMENTO

Modalidades da invengdo aqui reveladas geralmente
relacionam-se a terapéuticos anticocaina. Especificamente,
algumas modalidades da inveng¢do relacionam-se a esterases
de cocaina (CocE) mutante altamente eficientes,
termoestaveis, e de longa duragdo que podem proteger contra
os efeitos téxicos e de reforgo da cocaina em individuos.
Sdo aqui fornecidos polipeptideos de CocE mutante que
apresentam atividade de esterase termoestavel. S&o também
fornecidos métodos de tratamento de condigdes induzidas por
cocaina em um individuo em necessidade por meio da
administragdo de CocE mutante bem como métodos para
rastreamento de alto rendimento de polipeptideos de

esterase candidatos.
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