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(57) Resumo: ANTIGENOS DE QUINASES
DEPENDENTES DE CICLINAS OU
PEPTIDEOS DERIVADOS PARA CONTROLE
DE DIFERENTES ESPECIES DE
CARRAPATOS Antigenos de quinases
dependentes de ciclinas ou peptideos derivados
para controle de diferentes espécies de
carrapatos, caracterizada pela producéo por
sintese quimica ou produzida em outros
organismos por meio de técnicas de DNA
recombinante de um antigeno do carrapato
Ixodes persulcatus. Este antigeno isolado € uma
guinase dependente de ciclinas (CDK-10),
enzima com atividade sobre o ciclo celular e/ou
controle da expressao génica, presente em
tecidos do carrapato. O uso dessa proteina, em
animais, como imunégeno, é capaz de gerar
resposta protetora contra carrapatos. Portanto, o
antigeno pode ser utilizado isoladamente ou em
conjunto com outros antigenos como vacina
para prevenir a infestacdo de carrapato.
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ANTiGEN;OS DE QUINASES DEPENDENTES DE CICLINAS OU PEPTIDEOS DERIVADOS
P;'-\RA CONTROLE DE DIFERENTES ESPECIES DE CARRAPATOS

001. Refere-se o presente invento a producdo e caracterizagdo de um
antigeno do Carrapato Ixodes persulcatus. O antigeno isolado, denominado de
quinase depejndente de ciclinas (CDK-10), &€ uma enzima com atividade sobre o
ciclo celular e/ou controle da expresséo génica, presente em varios tecidos do
carrapato. O uso deste antigeno como imunégeno em animais é capaz de
induzir uma fesposta imunolégica, de forma que o antigeno pode ser utilizado
como vacinaf para prevenir a infestagdo, isoladamente ou em conjunto com
outros antigejnos ja descritos ou a serem descritos.
002. O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini 1887; Acari:
Ixodidae) & um ectoparasita hematofago originario da Asia, cujo principal
hospedeiro éﬁy o bovino.  Encontra-se amplamente distribuido nos grandes
rebanhos bovinos da América, Africa, Asia e Oceania, entre os paralelos 32°N
e 32°S, sendo um dos principais parasitas que afetam a pecuaria destas areas.
Seu desenvolvimento € favorecido pelas condigdes climaticas, principalmente
temperatura e umidade elevadas.
003. O R. microplus acarreta diversos danos econdmicos, tornando-se o
principal alvo de programas de controle e erradicacdo nos rebanhos da
Ameérica do Sul. Um carrapato suga, em média, de 2 a 3 mL de sangue por dia
do seu hospedeiro e isto se reflete em grandes perdas na producéo de leite e
de carne, além de danos no couro causados por reacdes inflamatérias nos

locais de fixagdo do carrapato. Este carrapato também pode atuar como vetor
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de doengas, bomo a tristeza parasitaria bovina, causada por protozoarios do
género Babe#ia e pela ricketsia do género Anaplasma.
a. O uso de vacinas se mostra atrativo por ser seguro para o
ambiente, para os consumidores e para o hospedeiro. Ja foi comprovado
que animais sdo capazes de produzir uma resposta immune em resposta
a imunizagbes com extratos brutos de carrapatos, bem como com
proteirfas purificadas destes extratos.
b. gNeste sentido, duas vacinas foram lancadas no mercado,
utilizanjdo como alvo o aparelho digestivo do carrapato. No Brasil
tambérjn existem grupos que vém trabalhando no sentido de melhorar os
antigenos comercializados e outros que visam interferir com a
prolifeffagéo de novos individuos, com a interferéncia no processo de
ovogé;*)ese e/ou embriogénese.
004. Vériaé proteinas do carrapato ja foram testadas em ensaios de
imunizagao de animais, podendo ser citadas a glicoproteina BYC (Boophilus
Yolk pro—cathepsin), a THAP (Tick Heme-binding Aspartic proteinase), a GST
(Glutationa éS—transferase), a VTDCE nativa (Vitellin Degrading Cysteine
endopeptidaése), a BmCL1 (cathepsin L-lke endopeptidase), a CRT
(calreticulina) e inibidores de tripsina (BmTls). Essas proteinas induziram a
producao dé imunoglobluinas e conferiram uma imunoprotecéo parcial, por
interferirem na reproducgéo do carrapato.
005. Em értrépodes existem dois tipos principais de ovarios: 1) os ovarios

panoisticos, no qual o préprio ovécito é responsavel pela sintese de varios tipos
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de RNAs (rRNA, mRNA) e todos os constituintes necessarios para o
desenvolviménto, que sdo estocados para servir as necessidades futuras do
embrido; 2) oé ovarios meroisticos, que podem ser subdivididos em politroéficos
e telotréficos':. Neste caso, as macromoléculas sado sintetizadas em células
germinativasgespecializadas denominadas células nutrizes e posteriormente
séo transferidas para os ovécitos em crescimento. Este processo é muito bem
caracterizadé em ovarios politréficos de Drosophila melanogaster, onde cada
ovocito & abfastecido por um grupo especifico de células nutrizes. A fungéo
nutricional déssas células é facilitada pela presenga de canais citoplasmaticos
estaveis denominados “pontes intercelulares” responsaveis pela ligagdo dessas
celulas ao o\)écito. Desta forma, servem como rota de transporte para lipideos,
proteinas, carboidratos, mitocondrias, reticulo endoplasmatico, RNAm,
ribossomos éue sao produzidas por estas células e estocados no ovdcito em
crescimento.; Apbds este processo as células nutrizes entram em apoptose. Apds
a ovogénes;e os ovocitos sdo fecundados e corionados para dar inicio a
embriogéneée.

006. As pi’incipais modificagées morfologicas que acontecem durante a
embriogéneée do carrapato bovino R. microplus foram recentemente elucidas.
Por meio deg microscopia confocal de varredura a laser, observamos no primeiro
dia de desénvolvimento que inicialmente o embrido deste carrapato € um
organismo :unicelular. No quarto dia observa-se uma intensa proliferacédo
nuclear aca:rretando na formacdo de uma estrutura denominada blastoderma

sincicial, onde estes ntcleos estédo posicionados na regido cortical do embrigo.
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Neste momento o embrido € um organismo unicelular polinucleado. Entre o
quarto e o séxto dia inicia-se a proliferagcdo das células embrionarias, que
culmina na formagéo do blastoderma celular. No sétimo dia de desenvolvimento
o embrido jé se apresenta segmentado. Dai por diante inicia-se a
organogénese culminando no décimo dia com a observagao de estruturas mais
complexas como a carapaca e patas.

007. Uma célula se reproduz por uma sequéncia ordenada de eventos que
duplicam ser componentes e depois a divide em duas novas células-filhas.
Este ciclo de duplicagcdo e divisdo é conhecido como ciclo celular. Ele
representa 0 mecanismo essencial pelo qual todos os seres vivos se
reproduzem.f Este ciclo de duplicacdo e divisdo celular é dividido em quatro
estagios ou fases. Os dois eventos mais dramaticos acontecem quando o
nucleo se divide, processo denominado de mitose (M), e quando a célula
divide-se em duas, processo denominado citocinese. Estes dois processos
compdem a fase M do ciclo celular. O periodo entre uma fase M e a proxima &
denominado interfase, que divide as trés fases remanescentes do ciclo celular:
fase G1, fa:se S (sintese), e fase G2. Durante a fase G1 inicia-se o intervalo
entre o término da fase M e o inicio de S. Na fase S, ocorre a replicacdo do
DNA nuclear. Na fase G2 ocorre o término da fase S e o inicio de M.
Lembrandoj—se que as fases G1 e G2 compreendem um periodo adicional que
as células f)ossuem para crescer e duplicar suas organelas citoplasmaticas.
008. Durante o ciclo celular existem dois mecanismos de regulagéo, um para

produzir os novos componentes da célula em crescimento e outro para
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organizar essges componentes nas células-filhas que serdo formadas. Esses
mecanismos s_:éo conhecidos como sistema de controle do ciclo, que através de
freios molecéllares param o sistema em varios pontos de checagem,
assegurando fassim a progressdo correta. Os pontos de checagem sao
importantes pbrque permitem que o sistema possa ser regulado por meio de
sinais oriundds de outras células (fatores de crescimento, ou outras moléculas
sinalizadorasfextracelulares) e consequentemente podendo inibir ou promover a
proliferacao éelular. Um grupo especifico de enzimas da familia das proteino-
quinases ativadas ciclicamente desempenham papel central no controle do ciclo
celular. Elas frecebem essa denominagdo, pois sdo ativadas em determinados
momentos dé ciclo, e apods efetuar seu papel, sdo rapidamente desativadas.
009. O grubo protéico responsavel pela ativagdo ou desativagao das proteino-
quinases séb as ciclinas. As ciclinas recebem esse nome, devido a sua
concentragéo variar de maneira ciclica durante o ciclo celular. Elas possuem
atividade enzimatica, quando ligadas as quinases do ciclo celular, tornando
essas também enzimaticamente ativas. As proteinas quinases que sO
apresentam: atividade na presenca de ciclinas sdo denominadas quinases
dependente§ de ciclinas (Cyclin-dependent Kinases ~ CDKSs).

010. As Cst sdo subunidades cataliticas de complexos heterodiméricos que
sao ativadaé momentaneamente em estagios especificos do ciclo celular, e sua
ativacao oq inativagéo dispara os proximos eventos do ciclo celular. Cada
subunidade; catalitica da CDK pode associar-se a diferentes ciclinas, e estas

determinam quais seréo fosforiladas pelo complexo CDK-ciclina.
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011. Existem ao todo 13 tipos de CDKs codificadas no genoma humano, e
essas deserﬁpenham funcdes essencias no controle do ciclo celular, nos
processos néuronais e transcricionais, bem como na diferenciagao e morte
celular. Durafnte o ciclo de Divisdo Celular participam a CDK1 (fase G2 e na
transicao GZZM), a CDK2 (G1 e no inicio da fase S) e a CDK4 (no inicio de G1),
jao process@ de transcricdo é regulado pela Cdk7-ciclina H, Cdk8-ciclina C,
Cdk9-ciclina T e Cdk11-ciclina L. As Cdks 5 e 11 desempenham fung¢des no
sistema nervoso e também estdo associadas ao processo de apoptose,
enquanto a Cdk 1, 4 e 6 exercem funcédo essencial na morte de células
neuronais. As CDKs estao envolvidas no trafego através da membrana do
Complexo de Golgi, na exocitose de insulina pelas células B do pancreas e na
regulagéo daﬁ enzima fosfodiesterase retinal.

012. Os cobtroladores negativos do ciclo celular atuam inativando as fungdes
dos controlacf:lores positivos, 0 que leva a célula a parada no ciclo celular e a
apoptose (mbrte programada). Sao descritos como controladores negativos o0s
inibidores intfinsecos e extrinsecos.

013. Os iniibidores intrinsecos de CDKs sado proteinas que bloqueiam a
atividade dos complexos de CDK-ciclina. Elas ligam-se as CDKs, ou aos
dimeros CDKs-ciclina e nas duas condi¢cdes as quinases sao inativadas. Duas
familias de genes, a familia cip/kip (CDK interacting protein/kinase inhibitory
protein) e a ilNK4a/ARF (inhibitor of kinase/Alternative reading frame) impedem
a progresséb do ciclo celular. A familia cip/kip inclui os genes p21, p27 e p57.

Eles param o ciclo na fase G1 se ligando e inativando o complexo Ciclina-Cdk.



712

A familia INK4a/ARF inclui p16INK4a, que se liga a CDK4 e para o ciclo na fase
G1 e o p14arf, que previne a degradagao de p53.

014. Um inigbidor extrinseco de CDK é uma substancia quimica que inibe a
funcéo das dDKs. Os inibidores extrinsecos sao classificados em 3 categorias:
inibidores arhplos de CDKs, compostos visando amplo espectro de Cdks,
inibidores es:pecificos, que visam um tipo especifico de Cdk e inibidores com
varios alvos, sdo compostos que tem como alvo as CDKs, bem como outras
quinases, tais como a VEGFR ou PDGFR. De uma forma geral, esses
inibidores séo potentes agentes anti-proliferativos, interrompendo as células em
G1 ou sdo indutores de apoptose e nesses casos s&o conhecidos por ativar
vias intrinsecas, como a ativagdo de vias de caspase ou diminuicdo do RNAmM
de genes da familia Bcl-2 ou ainda por via mitocondrial.

015. Os modelos estruturais de CDKs podem providenciar informacgdes sobre
desenhos ;de inibidores seletivos para CDKs. Mais de 50 inibidores
farmacolégicos de CDKs foram descritos, alguns com atividade potencial
antiturnoral_ﬁ (cancer). Um dos inibidores mais utilizado como potente
antitumoral‘fe com alta especificidade para CDKs € a roscovitina. Ela é aplicada
ndo sob corﬁo agente quimioterapico, mas também ja foi descrita como sendo
um inibidorj do ciclo celular, quando em baixas concentragdes, podendo entdo
ser usada fnas técnicas de produgao in vifro de embriées a fim de garantir um
aumento nb ndmero de blastocistos.

016. A clbnagem da regido codificadora da quinase dependente de ciclinas

(CDK-10) ffoi realizada utilizando as técnicas de PCR. Para a clonagem,
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primers baseajdos em regides do gene da enzima foram utilizados na reacéo de
PCR para amfplificar a sequéncia da regido codificante do cDNA da CDK-10 de
ovario de Ixo&es persulcatus. O produto do PCR correspondeu a um fragmento
de 1071 bp, réferente a sequéncia do cDNA da CDK-10 e foi purificado a partir
da banda do gel de agarose. O fragmento foi clonado no vetor pGEM-T e
bactérias E. gcoli (linhagem Top 10) foram transformadas com o plasmideo
resultante. C) plasmideo recombinante foi extraido através de miniprep
(preparagao gde DNA plasmidial através de lise alcalina com SDS) e a
sequéncia dé acidos nucleicos foi determinada. A sequéncia de aminoacidos
da CDK-10 cie Ixodes persulcatus foi deduzida a partir da sequencia de acidos
nucléicos. |

017. A se;;uir foram projetados oligonucleotideos para que a regiao
codificadora;da CDK-10 fosse clonada no vetor de expressao pColdTM TF
DNA utilizanfdo como enzimas de restricdo Ndel e XHOI. A partir da construgéo
pGEM-T coﬁtendo a regido codificante da CDK-10 foi realizado um PCR com
Tagq polimerase que resultou na amplificagao do inserto de 1071 pb. O inserto
amplificado;foi purificado e hidrolisado, juntamente com o vetor e com as
enzimas de restricdo Ndel e Xhol. Para a ligagéo, o inserto e o vetor foram
incubados téom a enzima T4 DNA Ligase. A reacéo foi mantida a 16°C por 18
horas origir{ando a construcao pcold-CDK10 Ip.

018. Bactérias E. coli linhagem AD494 foram transformadas com o DNA do
plasmideo Epcold-CDK-10, pelo método de choque térmico e plaqueadas em

agar LB, contendo o antibiético ampicilina (100 pg/mi)e kanamicina (20 pg/ml).
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Uma colbnia f_é)i isolada e inoculada em 25 ml de meio LB contendo ampicilina e
kanamicina, e crescida sob agitacdo constante a 180 rpm, 37°C por 16 horas.
Apods, 5 mL db cultivo foram inoculados em 500 ml de meio LB em erlenmeyer
de dois litros e incubado sob agitagao constante a 180 rpm, 37°C até alcangar a
densidade 6tjca 0,6 no comprimento de onda de 600 nm. Apo6s atingida a
densidade 6tica, o erlenmeyer foi transferido para shaker a 15°C, 120 rpm e
apds 30 minutos foi aicionado, o isopropil- B-D tiogalactopiranosideo (IPTG) na
concentragéé final de 1 mM para a inducéo da expressao da proteina, e entao
incubado sob agitacéo constante a 120 rpm, 37°C, por 24 horas. As células
cultivadas foram centrifugadas a 10000 x g por 10 minutos a 4°C. Desprezado o
sobrenadanté, o sedimento foi ressuspenso em 20 ml tampéo de lise Bugbuster
com 2 uL de Benzonase Nuclease HC, 3uL de Lisozima e 400 pL de inibidor
de protease livre de EDTA. Esse material foi incubado no shaker a temperatura
ambiente por 20 minutos. Em seguida o material foi centrifugado 10000 x g a
4°C durante 20 minutos.

019. A purificacdo da CDK-10 recombinante (CDK-10) foi realizada por
cromatograf?a de afinidade por fons metalicos imobilizados, sendo utilizado o
ion metélico_: Ni** para este fim. As eluicoes foram feitas com tampao fosfato (20
mM Fosfato_; de Sodio, 0,5 M NaCl, pH 7,4) contendo concentragao crescente

de imidazol variando de 5 em 5 de 10 mM até 50 mM e por fim uma

concentragao de 150 mM.
020. Amostras foram analisadas por SDS-PAGE 12%. As fragbes protéicas

foram misturadas a 25% do volume de tampéao de amostra para SDS-PAGE,
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fervidas por 5 minutos e aplicadas no gel. O gel foi submetido a eletroforese em
tampao de c;orrida com corrente de 10 mA e posteriormente corado com
Coomassie B_iue G-250.

021. Para iestar a capacidade da CDK-10 de induzir uma resposta
imunolodgica fprotetora dois hamsters foram imunizados com a CDK-10. A
amostra de éDK-10 purificada foi misturada ao adjuvante oleoso e inoculado
nos hamstersj. Foram realizados trés inéculos, contendo aproximadamente 100
Mg de proteigna por dose, com intervalos de 15 dias entre cada uma. Como
grupo contrcf)le foram utilizados dois hamsters, inoculados somente com
adjuvante eEPBS. Para analisar a resposta imunologica desenvolvida pelos
animais, foi é:oletada amostras de sangue antes da primeira imunizagéo, antes
da segunda,;antes da terceira e 15 dias apds a terceira imunizagao.

022. Os hémsters foram infestados com 20 pares de carrapatos e a protegao
foi calculadé a partir da quantidade de fémeas contadas apés alimentacéo e a
eclosao dosgovos.

023. O na}nero de fémeas ingurgitadas que completaram o ciclo, e eclosdo
dos ovos erﬁ cada hamster est&o colocados nas tabelas | e Il.

Tabela I: Peso dos carrapatos alimentados em hamster vacinados e néo

vacinados.

Peso das fémeas ingurgitadas (mg)

Grupo Controle Vacinado
260,0 80,0
410,0 100,0
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220,0 150,0
305,0 90,0
330,0 40,0
200,0 70,0
205,0 60,0
240,0
330,0
Média 88,00
277,80
Desvio padrao 31,55
| 70,80
Reducao 55%

Tabela II: Peso das larvass oriundas dos carrapatos alimentados em hamster

vacinados e nao vacinados.

Peso dos ovos(mg)
Grupo Controle Vacinado
24 0
0 6,1
42,2 0
61,4 0
16,7 9,6
40,8 23,3
47,0 0
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34,4 5,5

16,8 0

30,4 0

0 54

| Meda 15,68 3,04
Désvio padrao 20.19 566
Reducgao 80%

024. Como resultado foi possivel verificar que nos hamsters imunizados, os
carrapatos épresentaram uma menor capacidade de completarem o ciclo
bioldgico, elﬁ relagdo aos carrapatos do animal controle. A protegéo obtido pela
imunizacgéo foi de 55% para redugéo no peso das fémeas ingurgitada e 80% na

eclosio dos ovos.
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Reivindicacoes

1. ANTiGENOSé DE QUINASES DEPENDENTES DE CICLINAS OU PEPTIDEOS DERIVADOS
PARA CONTROi_E DE DIFERENTES ESPECIES DE CARRAPATOS, caracterizados por
compreenderzf um ou mais antigenos da proteina quinase dependente de
ciclinas (CDK—10) recombinante selecionados dentre aqueles que apresentam
a sequéncia;E de aminoacidos SEQ ID N° 1, tendo pesos moleculares de
aproximadaﬁente 40 kDa e um adjuvante oleoso ou metalico, em um veiculo
fisiologicamefnte aceitavel

2. ANTIGENOé DE QUINASES DEPENDENTES DE CICLINAS OU PEPTIDEOS DERIVADOS
PARA CONTR(E)LE DE DIFERENTES ESPECIES DE CARRAPATOS de acordo com a
reivindicar;éc$ 1, caracterizados pelo fato das proteinas terem pelo menos,
80% de idenftidade para a sequéncia definida pela SEQ ID N° 1.

3. ANTiGENOES DE QUINASES DEPENDENTES DE CICLINAS OU PEPTIDEOS DERIVADOS
PARA CONTRbLE DE DIFERENTES ESPECIES DE CARRAPATOS de acordo com a
reivindicagéé 1, caracterizados pelo fato das proteinas estarem em uma
concentragéo de 0,01 a 6,0 mg/ml.

4. ANTIGENOS DE QUINASES DEPENDENTES DE CICLINAS OU PEPTIDEOS DERIVADOS
PARA CONTFSQOLE DE DIFERENTES ESPECIES DE CARRAPATOS de acordo com a
reivindicagégo 1, caracterizados por ser a proteina obtida por sintese quimica
ou produzijda em outros organismos por meio de técnicas de DNA
recombinar{te.

5. Uso DE UEMA PROTEINA CARACTERIZADA POR COMPREENDER DA PROTEINA QUINASE

DEPENDENTE DE CICLINAS (CDK-10) RECOMBINANTE, caracterizado por ser
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compreendido da sequéncia de aminoacidos SEQ ID N° 1 como definida nas

reivindicagdes 1- 4 para formulagéo de uma vacina.
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Resumo
ANTiGENps DE QUINASES DEPENDENTES DE CICLINAS OU PEPTIDEOS DERIVADOS
P.{;\RA CONTROLE DE DIFERENTES ESPECIES DE CARRAPATOS
Antigengf)s de quinases dependentes de ciclinas ou peptideos derivados
para controlé de diferentes espécies de carrapatos, caracterizada pela
producao por_f sintese quimica ou produzida em outros organismos por meio de
técnicas de:% DNA recombinante de um antigeno do carrapato /xodes
persulcatus. Este antigeno isolado é uma quinase dependente de ciclinas
(CDK-10), énzima com atividade sobre o ciclo celular e/ou controle da
expressao génica, presente em tecidos do carrapato. O uso dessa proteina, em
animais, cojmo imunégeno, é capaz de gerar resposta protetora contra
carrapatos. EPortanto, o antigeno pode ser utilizado isoladamente ou em
conjunto co;n outros antigenos como vacina para prevenir a infestacao de

carrapato.
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LISTAGENS DAS SEQUENCIAS
1) Informacgdes Gerais do Pedido de Patente
Dados do Requerente:
Nome: ﬁniversidade Federal do Rio Grande do Sul
Endereéo completo: Rua Sarmento Leite 500, Porto Alegre,
Brasil; CEP 90050~170

Titulo da invencdo: Antigenos de quinases dependentes de

ciclinas ou peptideos derivados para controle de diferentes

espécies de carrapatos

Numero de seqiiéncias constantes do pedido: 1 (uma)

2) Informagées Gerais da Seguéncias

NGmero identificador: Seq. ID n°: 01

a) taﬁanho: 356 aminoacidos

b) Tipo: Proteina

Caracteristicas da molécula sequenciada:

a) Tipo: Proteina

b) Noﬁe: quinase dependente de ciclinas (CDK-10)

Outras informacgdes relevantes

Fonté original da molécula: carrapato Ixodes persulcatus

Atividade enzimética: enzima com atividade sobre o ciclo

celular e/ou controle da expressio génica

001

014

027

040

053

066

Descfigéo da seqgliéncia SEQ ID NO: 1

Met élu Thr Gly Thr Asn Gln Thr Ala Pro Glu Lys Asn 013
Val Val Leu Ala Ser Leu Ser Thr Gly Lys Phe Phe Glu 026
Val ?ro Asp Lys Asp Ile Pro Gly Arg Cys Arg Leu Val 039
Thr ﬁlu Phe Glu Lys Leu Asn Arg Ile Gly Glu Glys Thr 052
Thr Gly Ile Val Tyr Arg Ala His Asp Leu Lys Ser Gly 065

Glu Ile Val Ala Met Lys Lys Val Arg Met Glu Gln Glu 078



079

092

105

118

131

144

157

170

183

196

209

222

235

248

261

274

287

300

313

326

339

352

Lys
Leu
Lys
Leu
Leu
Cys
His
Asn
Asp
Phe
Arg
Thr
Glu
Glu
Leu
Lys
Pro
Pro
Asp
Ser
Glu

Arg

Asp
Le}J
clu
Vail
Asp
Ilge
Lys
Léu
Plr{e
et
Ala
Aia
Leu

Ile

Ala
Pto
Sér
Lfeu

Ser

Gly
Leu
Val
Met
Asn
Met
Asn

Leu

Thr
Phe
Ile
Leu
His
Thr
Pro
Asn
Gly
Lys
Tyr
Met

Ala

Ile
Asn
Ala
Glu
Met
Met
Phe
Leu
Leu
Phe
Glu
Asp
Leu
Gln
Pro
Ala
Asn
Ile
Lys
Phe
Pro

Met

Pro
Ile
Val
Tyr
Gln
Gln
Ile
Thr
Ala
Arg
Leu
Ile
His
Leu
Asn
Leu
Leu
Arg
Arg
Ser
Ser

Ala

vVal
Gln
Gly
Cys
Ser
Leu
Val
Asp
Arg
Val
Leu
Trp
Cys
Glu
Asp
Glu
Lys
Leu
Ala
Glu
Phe

Asn

Ser
His
Lys
Glu
Pro
Phe
His
Lys
Lys
Val
Leu
Ala
Phe
Leu
Met
Asn
His
Leu
Thr
Pro

Pro

2/2

Gly
Val
Ser
Gln
Phe
Lys

Arg

Tyr
Thr
Gln
Ala
Leu
Glu
Ile
Phe
Phe
Asn
Ala
Pro

Gln

Leu
Asn
Leu
Asp
Ser
Gly
Asp

Cys

Leu

Ala

Leu
Leu
Trp
Thr
Phe
Phe
Glu
Leu

His

Arg
Ile
Asp
Leu
Glu
Leu
Leu
Leu
Leu
Trp
Lys
Cys
Pro
Ile
Pro
Leu
Pro
Leu
Glu
Pro

Arg

Glu
Val
Ser
Ala
Gln
Gln
Arg
Lys
Phe
Tyr
thr
val
Gly
Ile
Gly
Lys
Trp
Phe
Ser
Cys

Asn

Ile
Asn
Ile
Ser
Val
Tyr
Val
Ile
Val
Val
Gln
Leu
Arg
Asp
Tyr
Gln
Leu
Met
Leu
Glu

Leu

Asn
Leu
Phe
Leu
Lys
Leu
Ser
Ala
Lys
Tyr
Thr
Gly
Gly
Leu
Ser
Gln
Ser
Tyr
Gln
Ala

Lys

091

104

117

130

143

156

169

182

195

208

221

234

247

260

273

286

299

312

325

338

351
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