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Descrigdo

“Hidroxilase de triterpeno”

Campo da invengdo

Esta inveng¢do diz respeito a uma célula transformada por
uma técnica de engenharia genética com um gene de enzima
que esta envolvido na biossintese do sapogenol B de soja
derivado de planta, € a um processo para produzir sapogenol

B de soja utilizando a célula.

Antecedentes da Invengdo

O sapogenol B de soja (l2-oleaneno-3,22,24-triol) ¢é um
triterpeno que possul um esqueleto de oleanano que foi
isclado a partir de uma semente de soja e a sua estrutura
foi determinada (Chem. Pharm. Bull., 24 p. 121-129, 1976
Chem. Pharm. Bull., 30, p. 2294-2297, 1982) (referéncias
que nao sao patentes 1 e 2) e o seu glicoésido saponina de
soja encontra-se largamente distribuido nas plantas
leguminosas.

No gue diz respeito ao sapogenocl B de soja foi até agora
reportada a sua actividade anti-complemento e acgdo
inibidora da aglutinacdo das plaquetas (JP-A-61-37749)
(referéncia 1 das patentes), actividade anti-tumoral (JP-A-
10-234396) (referéncia 2 das patentes) e actividade
hepatoprotectora (Bioorg. Med. Chem. Lett., 7, 85-88, 1997)
(referéncia 3 documento que ndo ¢é uma patente) e
semelhantes, e ¢é esperada a sua utilidade como uma
preparacac farmacéutica, ou um seu material. No que diz
respeito ao processo de produgdo do sapogenocl B de soja é

conhecido um processo em que cadeias de agucar de saponina



contidas em sementes de soja sao hidrolizadas, e depois o
sapogenocl B de soja € purificado, mas uma vez que a
proporcac de saponina contida nas sementes de soja é cerca
de 0,2% que é muito pequena (Yakugaku Zasshi (Journal of
Pharmaceutical Sciences), 104, 162-168, 1984) (referéncia 4
do documento que ndo € patente) é necessario um processo de
produgdo mais eficiente.

Considera-se que a [P-amirina como precursor da
biossintese do sapogenocl B de soja ¢ Dbiosintetizada,
através do fecho do anel de 2,3-oxidoesqualeno que ¢é
formado, através da via do mevalonato e o sapogenocl B de
soja é sintetizado a seguir, através de dois passos de
reac¢des de hidroxilacao.

Soforadiol (12-0leaneno-3, 22-diol) estruturalmente
préximo do sapogenol B de soja € uma substadncia que foi
reportada como sendo um componente da Kaika (Sofora
japdnica) (Yakugaku Zasshi, 78, 1090-1094, 1958)
(referéncia 5 que nao ¢é patente), e ¢é possivel produzir
sapogenol B de soja por hidroxilagao da posigac 24 do
soforadiol.

Actualmente um processo para produzir sapogenol B de
soja por hidroxilagdo da posicao 24 do soforadiol
utilizando uma hidroxilase derivada de uma célula cultivada
de Glycyrrhiza glabra fol revelado (WO 02/086142)
(referéncia 3 das patentes).

Referéncia 1 das patentes: JP-A-61-37749

Referéncia 2 das patentes: JP-A-10-234396

Referéncia 3 patentes: publicagdo internacional WO
02/086142

Referéncia 1 que nao é patente: Chem. Pharm. Bull., 24 p.
121-129, 1976

Referéncia 2 que nao ¢ patente: Chem. Pharm. Bull., 30 p.

2294-2297, 1982



Referéncia 3 que nao é patente: Bioorg. Med. Chem. Lett.,
7, 85-88, 1997

Referéncia 4 que nao € patente: Yakugaku Zasshi (Journal of
Pharmaceutical Science), 104, 162-168, 1984

Referéncia 5 que ndo é patente: Yakugaku Zasshi, 78, 1090-

1094, 1958

Detalhes da Invengdo

Problemas solucionados pela invengédo

A P-amirina ¢ um precursor biossintético do sapogenol
B de soja. E biosintetizada, através do fecho do anel de
2,3-oxidoesqualenoc gque € formado, através da via do
mevalonato e o sapogenol B de soja é sintetizado a seguir
através de dois passos da reaccgdo de hidroxilacgdo. Contudo,
0 gene da hidroxilase envolvido nesta reacgao nao foi
revelado. Por 1isso, foi impossivel aplicar uma técnica de
engenharia genética a hidroxilase.

Steele C. L. et al. (“Molecular Characterization of
the Aryl Migration Reaction of Iscflavoid Biosynthesis in
Soybean”; Archives of Biochemistry and Biophysics, Vol.
367, N° 1, 1999, paginas 146-150) revelam o gene do
citocromc P450 clonado num vector de baculovirus e a
expressdo de P450 em células de insectos e de plantas. O
nucledétido CYP93El e sequéncia da proteina foram submetidos
a base de dados EMBL/GenBank/DDBJ (N° de acesso a Genbank
AF135485).

A UsS2004/031072A1 revela construcgdes de ADN
recombinante compreendendo polinucledtidos (de acordo com
as sequéncias SEQ ID N°:1 a SEQ ID N°:142,842) uteis para a
melhoria das plantas. As sequéncias 100510 e 243352
reveladas na US2004/031072A1 correspondem respectivamente

ao gene e polipéptido do citocromo P450. O material



genético exdgeno pode ser transferido para uma célula de
planta, através da utilizacdo de um vector de ADN que pode
ser desenhado para se replicar em E. coli e A. lumefaciens.

A WO 02086142A1 revela a produgao do sapogenol B de
soja, através do tratamento do soforadiol com uma
hidroxilase origindria de uma planta para hidroxilar o
composto na sua posicdo 24.

Hayashi H. et al. (Glycyrrhetinic acid 24-hydroxylase
activity in microsomes o©f <cultured licorice <cells”;
Photochemistry wvol. 34, N°., 5, 1993, paginas 1303-1307)
divulgam a existéncia de uma monoxigenase dependente do
citocromo P-450 que catalisa a hidroxilag¢do do grupo metilo

C-24 do acido glicirretinico.

Processos para Resolver os Problemas

Com base no pressuposto de gue o0 gene de uma enzima do tipo
do citocromo P-450 envolvido na biossintese do sapogenol B
de soja da P-amirina estd contido num clone EST (Etiquetas
da sequéncia de expressaoc -Expression Sequence Tags) da
soja que produz saponina de soja a uma taxa elevada de
produgdo, ou num clone cuja fungdo ndo esta identificada,
0s presentes inventores efectuaram andlises de fungdes
destes clones de soja utilizando uma estirpe mutante de
levedura deficiente em lanosterol. Entre os c¢lones
analisados, a actividade de hidroxilag¢do da posigadoc 24 de
um triterpeno do tipo oleanano que ndo pode ser detectado
inicialmente, foi detectado numa estirpe de levedura em que
0 polinucledétido representado pela SEQ ID N°:8 foil
transcrito e traduzido. A sequéncia polinucledtidica da
actividade de hidroxilacdo da enzima detectada ¢ a SEQ ID
N°:8, e a sequéncia polipeptidica deduzida € a SEQ ID N°:9.
Como uma sequéncia gque ¢é semelhante a SEQ ID N° 8, ¢é

conhecido o gene CYP93El do citocromo P-450 (N° de acesso a



GenBank AF135485, SEQ ID N°:10, a seguéncia polipeptidica
deduzida é a SEQ ID N°:11). O polinucledtido representado
pela SEQ ID N°:8 e o polinucledtido representado pela SEQ
ID N°:10 sdo diferentes um do outro em termos de 3 posig¢des
a posigdo 121&, a posicdo 171 e a 1082 posigdo (daqui para
a frente a sequéncia representada pela SEQ ID N° 8 & também
designada nalguns casos gene CYP93El do citocromo P-450).
Além disso, o polipéptido representado pela SEQ ID N°:9 e o
polinucledtido representadec pela SEQ ID N°:11 580
diferentes um do outro em termos dos aminodcidos na posigdo
412 e 61®. Os presentes 1nventores revelaram que O
polinucledtido representado pela SEQ ID N° 8 codifica para
uma proteina de enzima que efectua a hidroxilacao da
posicao 24 de um triterpeno do tipo oleanano. Com base
neste facto, 0s inventores efectuaram esforcos intensos e
realizaram a invencgao.

Assim, a invencdo diz respeito a um processo para

produzir um triterpeno do tipo oleano em que a posicgao 24 ¢é
hidroxilada, compreendendo:
a cultura de um transformante compreendendo um vector de
expressdo que possui um polinucledtido que se hibridiza com
uma cadeia complementar do polinucledtido representado pela
SEQ ID N°:8 em condigbes severas e também codifica para um
polipéptido gque possul a actividade de hidroxilar a posigédo
24 de um triterpeno do tipo oleano de modo a produzir um
polipéptido da SEQ ID N°:9; e permitindo o transformante
actuar sobre um triterpeno do tipo oleano, em que o0
transformante é um microrganismo.

Além disso, a presente invencdo diz respeito a um
processo como descrito acima, em que o polinucledtido é o
polinucledtido representado pela SEQ ID N°:8.

Além disso, a presente invengdo diz respeito a um
processo como especificado acima, em que o transformante ¢

uma levedura.



Vantagens da Invengdo

Através da invencgdo, fol possivel revelar a sequéncia
nucledétidica do gene da hidroxilase da posicdo 24 de um
triterpeno do tipo oleanano e uma sua sequéncia de
amincdcidos. Também a utilizacdo do dito gene através de
técnicas de engenharia genética torna possivel a produgao
em grande escala da proteina da enzima como um produto
génico.

Além disso, tornou-se possivel efectuar a hidroxilacao
da posigdo 24 de um triterpeno, através da utilizagao da
proteina enzimdtica produzida, ou de um transformante
contendo a dita proteina enzimatica. Também se tornou
possivel produzir um triterpeno em gque a posicao 24 ¢é
hidroxilada por cultura directa utilizando um transformante
transformado com o dito gene e um gene da sintase da B-

amirina.

Melhor Modo de Efectuar a Invengao

Como o triterpeno do tipo oleanano da invencdo, P-amirina,
soforadiol, sapogenocis A e B de so0ja e semelhantes sao
conhecidos, mas o triterpenc do tipo oleanano da invencéo
nao se encontra limitado ao caso acima.

A P-amirina e o soforadiol podem ser tomados como
exemplos de um triterpenc do tipo oleanano em que a posicao
24 vai ser hidroxilada, mas 1sto ndo se encontra limitado
ao caso acima com a condicdo de que seja um composto em que
a posicdo 24 wvai ser hidroxilada, através do processo da
invencdo. Exemplos do triterpeno em que a posigcdo 24 se
encontra hidroxilada podem ser ©s sapogenois de soja A e B,

mas nado se encontram limitados aos sapogencis de soja A e



B, com a condigdo de que sao produtos de oxidagao através
da invencao.

De acordo com a invengcdo um triterpeno do tipo
oleanano em que a posigdc 24 val ser hidroxilada pode ser
produzido utilizando os produtos de transcrigdo e traducao
do polinucledtido do gene CYP93E1l do citocromo P-450, e
suas formas equivalentes. Neste contexto formas
equivalentes significam aquelas sequéncias que possuem a
mesma fun¢do e hibridizam-se sob condig¢bes severas com uma
cadeia complementar da sequéncia descrita no gene CYP93EL
do citocromo P-450.

No que diz respeito a *“hibridizarem sob condi¢des
severas” a hibridizagdo de um nucledtido pode ser
verificada, através da utilizacdo de um processo (por ex.
hibridizacao de coldnia, hibridizacao em placa,
hibridizag¢ao por transferéncia de Southern ou semelhante),
em que a hibridizacdo é efectuada utilizandc como sonda,
uma parte ou uma porgdo completa (ou uma sua cadeia
complementar) de um ADN que possul a sequéncia nucledtidica
representada pelo gene CYP3SEl do citocromo P-450. Pode ser
dado como exemplo de forma ilustrativa, um caso em que a
hibridizacdo ¢ efectuada a 55°C na presenca de 0,5 mol/l de
cloreto de sodio, e depols 2x uma solugdao SSC (composicgdo
de uma solugdo 1xSSC consiste em 150 mM de NaCl, 15 mM de
citrato de sdédio, pH 7,0).

A hibridizacdo pode ser efectuada de acordo com O
processo descrito em Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, editado por T. Maniatis et al., Cold Spring Harbor
Laboratory, 1989, ou semelhantes. Pode ser exemplificado de
forma ilustrativa um ADN que pode ser hibridizado, um ADN
que apresenta uma homologia de pelo menos 80% ou mais,
preferencialmente 90% ou mais, mais preferencialmente 95%
ou mais, com a sequéncia nucledtida representada pelo gene

CYP93E1l do citocromo P-450, quando calculado utilizando



BLAST (National Center for Biotechnology Information).
Neste contexto, a homolcocgia de acordo com a 1invengao
significa o wvalor numérico, quando os pardmetros de BLAST
sao colocados para o tamanho de palavras 3, Matriz: BLOSOM
62, Custos de lacunas: Existéncia:1l, Extensdo:l.

Para além disso, o “polinucledtido que se hibridiza
com uma cadeia complementar do polinucledtido do gene
CYP93E1l do citocromo P-450 sob condi¢bes severas e codifica
também para um polipéptido que possui a actividade de
hidroxilar a posigdo 24 de um triterpeno do tipo oleanano”
inclui de forma ilustrativa um polinucledtido em que um ou
dois ou mais nucledtidos na sequéncia polinucledtidica do
gene CYP93ElL do citocromo P-450 Sao suprimidas,
substituidas, inseridas, ou adicionadas, e que codifica
para um polipéptido que possui a actividade de hidroxilar a
posicao 24 de um triterpeno do tipo oleanano. O numero de
nucledtidos pode ser substituido na sequéncia
polinucledtidica do gene CYP93El do citocromo P-450 nao se
encontra particularmente limitado com a ccndigdo de que
seja um nUmero gue satisfaz a homologia anteriormente
mencionada e codifica para um polipéptido que possuil a
actividade de hidroxilar na posicdo 24 um triterpeno do
tipo oleanano.

Uma mutacdo no polinucledétido do gene CYP93E1l do
citocromo P450 inclui uma mutagdo artificial para além de
mutacdes que foram geradas no mundo natural. Um exemplo dos
meios para provocar uma mutacdo artificial é um processo
para obter um polinucledétido em que pelo menos uma
supressao, substituigdo, insercao e adicdo é efectuada num
em dols, ou em vdrios nucledtidos, através de uma técnica
de engenharias genética introduzindo uma mutag¢ao aleatdria,
ou uma mutagao dirigida para o local utilizando o
polinucledtido do gene CYP93El do gene CYPI93El do citocromo

P-450. Utilizando o polinucledtido mutante obtido desta



maneira torna-se possivel obter um polipéptido com uma
temperatura Optima diferente, estabilidade ao calor, pH
éptimo, estabilidade ao pH, especificidade para o
substracto e propriedades semelhantes da actividade desta
enzima.

Além disso, um polinucledtido que se hibridiza com uma
cadeia complementar do polinucledétido do gene CYP93E1l do
citocromo P-450 sob condigbes severas e codifica também
para um polipéptido que possui a actividade de hidroxilar a
posicdo 24 de um triterpeno do tipo oleanano pode também
ser obtido através de um processoc em que uma hibridizacao
(por exemplo hibridizag¢do de coldénia, hibridizagdo em
placa, hibridizag¢do de transferéncia de Southern ou
semelhantes) é aplicada a outros microrganismos, plantas,
ou animais capazes de produzir um triterpeno do tipo
cleanano em que a posicao 24 esté hidroxilada
(preferencialmente uma planta, mais preferencialmente uma
planta leguminosa, mais preferencialmente soja, que pode
produzir um triterpeno do tipo ocleanano), utilizando como
sonda, uma parte, ou uma porg¢do completa (ou uma sua cadeila
complementar) de um nucledtido gque possul a sequéncia
nucledétidica do gene CYP93El do citocromo P-450, ou através
de um método em que ¢é efectuada uma PCR utilizando como
sonda, uma parte, ou a porgdc completa (ou uma sua pPoOrgao
complementar) de um nucledtido gue possul a seguéncia
nucledtidica do gene CYP93El do citocromo P-450, ou
semelhantes.

Além disso, o polinucledtido anteriormente mencicnado
pode também ser obtido por sintese qguimica com base na
informacdo da sequéncia nucledtida. Este processo pode ser
efectuado de acordo com as descrigbes em Gene, vol. 60(1),
p. 115-127(1987).

Além disso a invengdo diz respeito a um transformante

preparado transformando um hospedeiro com um vector que se
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pode replicar de forma autdnoma (preferencialmente um
vector de expressdo) para albergar e/ou expressar o
polinucledtido do gene CYP93ELl do citocromo P-450 e seus
equivalentes. O dito vector pode ainda conter um gene da
sintase de P-amirina para além do gene CYP93El do citocromo
P-450 e dos seus equivalentes.

E utilizado um microrganismo como hospedeirc. Como
exemplo de microrganismo pode ser referida uma levedura,
Escherichia coli e semelhantes e é utilizada
preferencialmente uma levedura. E possivel disponibilizar
uma planta que possui um teor acrescido de um triterpeno do
tipo oleanano em gque a posigcdo 24 é  hidroxilada
transferindo o vector da invencao para a planta.

Como exemplo de uma levedura a ser transformada é a
levedura deficiente em lanosterol sintase GIL 77 (Kushiro
T. et al., Eur. J. Biochem., 256, 238-244, 1998). Torna-se
possivel produzir em cultura um triterpeno em gue a posigado
24 se encontra hidroxilada, integrando um ADNC

correspondente ao gene CYP93El do citocromo P-450

anteriormente mencionado e um gene da sintase da P-amirina
derivado da ervilha num vector de expressdao da levedura
PESC-ERA (fab. por Stratagene) e transformando com ele uma
levedura deficiente em lanosterol sintase GIL 77, e
efectuando a co-expressdo dos dols genes.

Como vector de expressdo, sao utilizados agqueles que
se podem replicar de forma autdénoma na célula hospedeira ou
que podem ser integrados no cromossoma, € possuem  um
promotor na posigcdo em que o polinucledtido da invengdo
pode ser transcrito.

Como exemplo de um vector de expressdo, quando a
célula hospedeira ¢é um microrganismo, ¢é por exemplo
pBluescript (fabr. por Stratagene), pUCl8 (fabr. por Takara
Bio), pUCLl18 (fabr. por Takara Bio), pUCl9 (fabr. por

Takara Bio), pUCLll9 (fabr. por Takara Bio) e semelhantes.
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No que diz respeito ao promotor pode ser qualquer
promotor que pode efectuar a expressdo em Escherichia coli,
um fungo e células hospedeiras semelhantes. Por exemplo,
podem ser citados um promotor trp (Peyp), um promotor lac
(P12-) e promotores semelhantes derivados de Escherichia
coli, um fago e semelhantes, e um promotor do gene da Taka-
amilase, um promotor do gene TEF1l e promotores semelhantes
derivados de uma estirpe de Aspergillus.

Além disso, um promotor concebido artificialmente e
modificado, ou semelhantes pode ser utilizado.

No que diz respeito ao processo de transferir um
vector recombinante, pode ser utilizado qualquer processo
para transferir um polinucledtido nas células hospedeiras

anteriormente mencionadas e pode por exemplo ser citado um
processo que utiliza um ido célcio [Proc. Natl. Acad. Sci.

USA, 69, 2110(1972)] e semelhantes.

Exemplos de vectores de expressdo, quando uma estirpe
de levedura é a célula hospedeira sao por exemplo, pAURIOL
(fabr. por Takara Bio), pAURLLl2 (fabr. por Takara Bio), pI-
REDI (fabr. por Toyobo)e semelhantes.

Como promotor pode ser qualgquer promotor dgue pode
efectuar a expressdac na estirpe de levedura. Por exemplo,
podem ser citados um promotor do gene da enzima do
metabolismo glicolitico, um promotor Gal e promotores
semelhantes.

No que diz respeito a um processo para transferir um
vector recombinante pode ser utilizado qualgquer processo
para transferir um polinucledtido para uma estirpe de
levedura, e por exemplo, pode ser citado a electroporacgdo
[Methods. Enzymol., 194, 182 (1990)], o método do
esferoplasto [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 1929 (1978)],

0 processo do acetato de 1itio [Journal of Bacteriology (J.

Bacteriol.), 153, 163(1983)] e semelhantes.
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No que diz respeito ao meic e condigbes de cultura das
células hospedeiras é possivel selecciond-los opcicnalmente
de acordo com processos convencionalmente conhecidos.
Quando um microrganismo é utilizado como célula hospedeira,
0 meio a ser utilizado para cultivar o transformante obtido
pode ser um meio natural, ou um meio sintético com a
condicdo de ser um meio que contém uma fonte de carbono,
uma fonte de azoto, sais inorgéniccs e semelhantes que
podem ser assimilados pelo dito microrganismo e que pode
efectuar a cultura do transformante de forma eficiente.

Como fonte de carbono pode ser utilizada, dextrose de
batata, glucose, sacarose, amido soluvel, glicerol,
dextrina, melacos, Aacidos organicos e andlogos. Como fonte
de azoto pode ser utilizado sulfato de aménio, carbonato de
aménio, fosfato de amdénio, acetato de amdnio e sais
orgdnicos semelhantes ou sals de amdénio de acidos
orgénicos, outros compostos de azoto, peptona, extracto de
levedura, 4&gua de maceracdo do milho, hidrolisados de
caseina e extracto de carne. Como sais inorginicos podem
ser utilizados fosfato de potdssio primario, fosfato de
potdssio secunddrio, fosfato de magnésio, sulfato de
magnésio, cloreto de sdédio, sulfato ferroso, sulfato de
manganés, sulfato de cobre, carbonato de calcio e
semelhantes.

Quando a célula hospedeira ¢ um bicho da seda pode ser
expresso o polipéptido da invencdo, por exemplo, através de

um processo conhecido convencionalmente que utiliza um
sistema de expressdo de baculovirus [Appl. Microbiol.

Biotechnol., 62, 1-20(2003)]. Também por exemplo, guando &
obtida wuma planta transformada com o polipéptido da
invengao utilizando uma célula de planta como hospedeiro é
eficaz uma transferéncia directa do gene que utiliza um
sistema de plasmideo Ti ou um plasmideo Dbindrio de

Agrobacterium tumefaciens, um plasmideo Ri de Agrobacterium
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rhizogenes ou polietileno glicol ou a electroporagao
[Methods in Molecular Biology, 267, Recombinant Gene

Expression, 329-50(2004)].

Além disso, quando um transformante transferido com um
vector de expressdo que possuli um promotor indutivel ¢é
cultivado pode ser adicionado um indutor ao meio conforme
necessario. Por exemplo, isopropil-B-D-tiogalactopirandsido
ou semelhante pode ser adicionado ao meio, quando ©
promotor lac ¢é wutilizado, ou 4acido indolacrilico ou
semelhante, quando ¢ promotor trp é utilizado.

Neste contexto, no que diz respeito a um processo para
expressar o polipéptido da invencdo que ndo a sua expressao
directa este pode ser efectuado de acordo com O Processo
descrito na segunda edicdo de Molecular Cloning ou
semelhantes.

Pode ser produzido um triterpeno do tipo oleananco em
que a posicac 24 se encontra hidroxilada wutilizando o
transformante descrito acima. O transformante ¢é cultivado
no meio adicionando um triterpeno do tipo oleanano como
substrato. O composto hidroxilado na posigcdo 24 obtido
deste modo ¢ extraido com acetato de etilo, éter, ou
solvente orgadnico semelhante e purificado utilizando silica
gel ocu ODS.

Além disso, um triterpeno do tipo oleanano em que a
posicdo 24 ¢ hidroxilada ©pode também ser produzido
preparando um extracto isento de células do meio de cultura
do transformante. Naquele caso, as células recolhidas séo
suspensas num liquido de suspensdo, as células resultantes
sdo destruidas utilizando um homogeneizador, um
desintegrador sénico ou uma prensa francesa, ou semelhantes
e depois centrifugadas para se obter um extracto isento de
células. De modo a evitar a inactivagao do polipéptido pode
ser adicionado ao liquido tampdo um anti-oxidante, um

estabilizador enzimatico, um agente adsorvente
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polifenélico, um ligando metdlico e semelhantes. E eficaz
purificar o polipéptido para um maior aumento da actividade
especifica, e centrifugagdao com uma centrifuga, adicac de
sal (“salting out”) com sulfato de aménio, ou semelhante,
filtragcdo em gel, cromatografia de permuta idnica,
cromatografia de afinidade, electroforese e técnicas
semelhantes podem ser utilizadas, 1soladamente, ou em
combinacao.

O triterpeno do tipo oleanano pode ser utilizado como
substracto e uma co-enzima pode ser adicionada @ ao
polipeptido obtido deste modo contendo tampdo e incubado a
uma temperatura de 15 a 40°C, preferencialmente de 20 a
37°C. Como coenzima pode sr utilizada NADH ou NADPH, e um
sistema de reconstrugao de NADPH que utiliza glucose 6-
fosfato e glucose 6-fosfato desidrogenase pode também ser
utilizado conjuntamente. Além disso, ¢é também possivel
efectuar a reaccdo de hidroxilacdo adicionando uma redutase
NADPE-P-450 diferente da NADPH-P-450 redutase produzida
pelas células de transformacgdo.

Quandoc sao utilizados os transformantes descritos no

pardgrafo [0012] que contém ainda um gene da sintase da fB-
amirina ¢é produzido um triterpenc do tipo oleanano
utilizando o 2,3-oxidoesqualeno produzido pelas proéprias
células transformantes de modo que o triterpeno do tipo
oleanano hidroxilado na posicdo 24 pode ser produzido sem
adicionar o triterpenc do tipo oleanano do residuo
exterior. O composto hidroxilado na posic¢do 24 assim obtido
¢ extraido com acetato de etilo, éter ou um solvente
orgdnico semelhante e depois purificado utilizando silica
gel ou ODS.

Resumos dos exemplos da invencdo sdo descritos a
seguir.

Foram seleccionadas sete espécies de EST derivada da

soja e clones do citocromo P-450, cujas fungdes nao estao
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identificadas, mas foram divulgadas as sequéncias
nucledétidas completas (N° de acesso a GenBank: AF135485,
Y10491, Y10982, Y10983, Y10493 e AF022459, e N° de acesso
TIGRA: TC 100921). Entre elas, CYP93El (N°® de acesso a
GenBank AF 135485) apresentou actividade e a sequéncia
polinucledtidica SEQ ID N°:8 que apresentou uma homologia
elevada em relagdo & ela ¢ descrita a seguir. Foi
amplificado um ADNc que corresponde a CYP93EL (SEQ 1ID
N°:8), através do método RT-PCR a partir do ARN preparado a
partir de rebentos de soja e integrados num vector de
expressdo da levedura pESC-ERA (fabr. por Stratagene), e
uma levedura deficiente em lanosterol sintase GIL 77
(Kushiro, T. et al., Eur. J. Biochem., 256, 238-244, 1998)
foi transformada com ele para efectuar andlise funcional.

Deixou-se reagir extractos isentos de células dos

transformantes de levedura com f-amirina e os produtos
foram acetilados e analisados por GC-MS (cromatografia
gasosa-espectrometria de massa). Foi detectado como
resultado 3,24-diacetdxi-12-oleaneno.

Da mesma maneira, extractos isentos de células dos
transformantes de levedura foram deixados reagir com
soforadiol, e os produtos foram acetilados e analisados por
GC-MS. Como resultado foi detectado triacetilsapogenol de
soja B.

Foi adicionada p-amirina ao meio de cultura de
transformantes de levedura e deixados reagir e depois as
células foram recolhidas. Fracg¢Bes de gordura soluvel foram
extraidas e acetiladas e depois analisadas por GC-MS. Foi
detectado como resultado 3,24-diacetdxi-12-oleaneno.

O ADNc anteriormente referido da SEQ ID N°:8 e o gene
da sintase da P-amirina derivado da ervilha foi integrado
num vector de expressdo da  levedura pESC-ERA (fabr. por
Stratagene), e a levedura deficiente em lanosterol sintase

GIL 77 foi com ele transformada, afectando deste modo a co-
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expressac dos dois genes. Esta levedura transformada
denominada GIL77/pESC.PSY.CYP93E1l foi depositada em 6 de
Fevereiro, 2004, <como FERM P-19675 (transferido para
FERMBP-10201 em Janeiro de 2006, 2005) no Depositario de
Organismcs das Patentes de Invengdo Internacionais,
National 1Institute of Advanced Industrial Science and
Technology (cdédigo postal 305-8566; Central 6, 1-1-1
Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japao).

A levedura transformada foi cultivada e as células
foram recolhidas. A fracg¢do soluvel em gordura foi extraida
e acetilada e depois analisada por GC-MS.

Foi detectado como resultado 3,24-diacetdxi-12-
oleaneno.

Da mesma maneira o ADNC anteriormente referido da SEQ
ID N°:8 e 0o gene da sintase de triterpenos misturados
derivado de Arabidopsis thaliana fol integrado num vector
de expressao da levedura pESC-ERA (fabr. por Stratagene), e
a levedura deficiente em lanosterol sintase GIL77 foi com
ele transformada, afectando deste modo a co-expressao dos
dois genes.

A levedura transformada fol cultivada e as células
foram recolhidas. A fracgdo soluvel em gordura foi extraida
e acetilada e depois analisada por GC-MS.

Foi detectado como resultado 3,24-diacetdxi-12-
oleaneno. Nao foram detectados outros diacetdxitriterpenos.

Com base nos resultados acima a actividade de

hidroxila¢cdo na posicdo 24 do soforadiol e da P-amirina que
ndo foi detectada inicialmente foi confirmada de modo que
foi capaz de revelar que a SEQ ID N:8 €& um gene dgue
codifica para uma enzima que faz a hidroxilagdo na posigdo
24 de um triterpeno do tipo oleanano. Por outro lado, esta
actividade nao foi detectada nos outros genes 6P-450

examinados da mesma maneira.
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Seguidamente descreve-se a 1nvengao mals em detalhe
com base em exemplos, mas a invengdo nao se encontra

limitada a estes exemplos.

Exemplo 1

(1) Preparacgdo de ADNc de rebentos de soja

O ARN total foli extraido, através do método de
fenol/cloroférmio de folhas jovens de soja (soja verde de
amadurecimento precoce, Atariya WNoen)) apés 14 dias de
impregnagdo em Agua. Utilizando isto como molde foi
preparado ADNC utilizando um Superscript II de
transcriptase reversa (fabr. por GIBCO BRL) e o iniciador

indicado na SEQ ID N°:1.

(2) Amplificacdo do polinucledétido da SEQ ID N:8

Utilizando o ADNc preparado em (1) anteriormente
referido como molde, e o0s oligo fragmentos de ADN que
correspondem ao terminal N e terminal C do polipéptido
apresentado na SEQ ID N°: 2 e 3 comc iniciadores, foi
efectuada uma PCR (30 ciclos, Ex Tag ADN polimerase fabr.
por Takara Shuzo) a uma temperatura de emparelhamento a
65°C para obter um clone de CYP93E]l de comprimento completo

(SEQ ID N°:8).

(3) Construcdo de pESC-CYPS3El e preparacdo de levedura

transformada

O clone de comprimento completo em (2) acima fol tratado
com Spel e Clal e integrado no local Spel-Clal de um vector
de expressao de pESC-URA (fabr. por Stratagene). Este foil
designado pESC-CYP93E. pESC-CYP93E foi transferido para uma
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estirpe de levedura INVSC 2 (fabr. por Invitrogen)
utilizando transformacdo II de levedura EZ congelada (fabr.

por Zymo Research).

(4) Teste da actividade da enzima in vitro

A levedura transformada foil inoculada em 20 ml de meio
SC-U (Methods 1in Yeast Genetics, A Laboratory Course
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1990) contendo
de 2% de rafinose em vez de glucose e cultivada a 30°C e a
220 rpm durante 18 horas. Adicionou-se Hemin (13 pg/ml na
concentracado final) e galactose (2% na concentracdo final)
para efectuar a cultura durante 20 horas nas mesmas
condigBes. As células foram recolhidas por centrifugacao,
transferidas para um frasco roscado de 2 ml e novamente
suspensas adicionando 100 pl de um tampdo de extracgdo
(preparado adicionando 10% de sacarose, 1 mM de EDTA e 14
mM de Z2-mercaptoetancl a 50 mM de tampac de fosfato de
potdssio de pH 7,5). Esferas de vidro possuindo um didmetro
de 0,4 a 0,6 mm (fabr. por luchi Seieido) foram lavadas com
dcido cloridrico diluido e adicionadas. Arrefecendo a 4°C
foi efectuada a quebra das c¢élulas utilizando MINI-
BEADBREAD-ER (fabr. por BIOSPEC). Isto fol ainda misturado
com 400 pl do tampdo de extracgac e bem agitado, e depois

centrifugado a 3500 g durante 5 minutos enquanto gue se
arrefece a 4°C para recuperar cerca de 400 uL do
sobrenadante como um liquido de enzima em bruto. A isto
adicionou-se 100 pl de um tampdao de reacg¢do concentrado
(preparado adicionando 10 mM de NADPH, 75 mM de glucose-6-
fosfato (C6P) e 2,5 U/ml de glucose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH) ao tampdo de extracgdo) e 5 pl de 10 mM de PB-
amirina em solugdo de metanol. Deixou-se reagir a 30°C

durante 6 horas. Apdés se ter adicionado 10 ul de &acido
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cloridrico 12 N, isto foi «concentrado efectuando a

extracgao de componentes soluveis em gordura duas vezes
utilizando 500 ul de acetato de etilo. A acetilag¢éo do

extracto fol efectuada adicionando 20 ul de piridina e de
anidrido acético e deixando a repousar de um dia para o
outro. A reacgdo foili parada adicionando 200 ul de solucao
aquosa de metanol a 50%, e isto foil concentrado efectuando
a extraccao duas vezes utilizando 200 pl de hexano (1)).
Como teste de contreclo, as amostras foram preparadas,
através do mesmo processo em 2) um caso em gue um liquido
de enzima em bruto derivou de um transformante preparado
utilizando pESC-URA, 3) um caso em que ndo fol adicionado
f-amirina como substrato, 4) um caso em que a reacgdo foi
efectuada utilizando um liquido de enzima em bruto tratada
por calor a 100°C durante 5 minutos, e 5) um caso em que a
mesma quantidade de glucose foi adicionada em vez de
galactose com o objectivo de inibir o promotor GAL 1 de

PESC-CYP93El. Cada um deles foli dissolvido em 20 pl de

hexano e uma sua porg¢do de 1 pl foi submetida a andlise por
GC-MS (um espectroémetro de massa de cromatografia gasosa
GCMS-QP 2010 fabr. pela empresa Shimadzu, coluna: Rtx-5MS
fabr, por RESTEK, diédmetro interno 0,25 mm, espessura da
membrana 0,25 um, comprimento 30 m, programa de rampa de
temperatura: 3 minutos para manter uma temperatura a 230°C,
subida de temperatura a 10°C/min, 8 minutos para manter a
temperatura a 330°C). Foi efectuada uma monitorizacao de
ides totails (TIM), e a presenca, ou auséncia de produto foi
analisada por um cromatograma de massa de m/z=218 (pico de
base de 3P, 24-diacetdxi-l2-oleaneno). A formacdo de 3,
24-diacetdxi-12-oleaneno nac fol encontrada por TIM (o0s
resultados ndo sdo descritos). Contudo, foi observado 3,
24-diacetdéxi-12-oleaneno no cromatograma de massas m/Z=218

nas condig¢bdes de 1) (Fig. 1). Com base neste resultado foi
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confirmado que o produto de traducao CYP93El possui a
actividade para efectuar a hidroxilacdo da posigdo 24 da PB-
amirina.

A seguir, para examinar a sua reactividade para o
soforadiol foi efectuada a reaccdo enzimatica da mesma
maneira utilizando o soforadiocl (5 pul, 10 mM) como
substrato, e a andlise por GC-MS foi efectuada da mesma
maneira que acima. O pico de triacetil sapogencl de soja B
foi detectado por andlise por cromatografia de massa
(m/z=216 pico de base do triacetil sapogenol de scja B) do
produto sob as condig¢des reaccionais do acima mencionado 1)
(Fig. 2). Com base neste resultado fol revelado gue o
produto de tradugcdao CYP93E1l possuli a actividade para
efectuar a hidroxilacdo da posicdo 24, ndo apenas da P-

amirina, mas também do soforadiol.

(5) Teste da actividade da enzima in vivo

A levedura transformada foi inoculada em 20 ml do meio
3C-U contendo 2% de rafinose em vez de glucose e cultivada
a 30°C e a 220 rpm durante 18 horas. Adicionou-se Hemin (13

pug/ml  na  concentracdo  final) e galactose (2% na

concentrag¢do final) e 10 pl de 10 mM de P-amirina em
soluc¢do de metanol foil ainda adicionada como substracto. De
modo a fornecer oxigénio, a parte de cima do tubo Falcon
foi selada com um tampdo de algoddo e isto foi depois
cultivado durante 24 horas asseticamente e aerobicamente.
As células foram recolhidas por centrifugacao e

transferidas para um frasco roscado de 2ml de capacidade.
Adicionou-se uma porgac de 250 pl de uma solugdo aquosa de

hidréxido de potdssio a 40% e 250 pl de metanol e a mistura
foi wvigorosamente agitada e tratada por calor a 100°C

durante 5 minutos. Isto foil concentrado efectuando duas
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vezes a extracgdo dos componentes soluvels em gordura
utilizando 500 pul de hexano. Fol efectuada a acetilagdo do
extracto adicionando 20 pl de piridina e anidrido acético
e deixando a repousar de um dia para o outro. A reacgao foi
parada adicionando 20 pl de uma solug¢do aquosa de metanol a
50% e concentrou-se efectuando duas vezes uma extracgao
utilizando 200 pl de hexano (1)). Como teste de controlo,
as amostras foram preparadas pelo mesmo processo de 2) em
casos em que foram utilizados transformantes preparados
utilizando pESC-URA, 3) casos em que a fp-amirina ndo foi
adicionada como substrato, e 4) em Casos em gue a mesma
quantidade de glucose foi adicionada em vez de galactose
com O objectivo de inibir o promotor GAL 1 de pESC-CYPO3EL.
Cada um deles foi dissolvido em 10 pl de hexano, e uma
porgdo de 1 pl foi submetida a uma analise por GC-MS na
mesma condicdo que em (4) (as condigbes sdao as mesmas gue O
teste de (4)). O pico de 3B,24-diacetdxi-12-cleaneno foi
observadec por TIM sob as condigbes de 1) (Fig. 3), e o
padrdo de fragmentacdo por MS (espectrometria de massa)
coincidia com a preparacgdo padrao (Fig. 4). Com base nos
resultados da determinacgdo, através da drea do pico de TIM,
pode-se considerar que varios pg de 3fB,24-dihidréxi-12-
oleaneno s&o obtidos, quando cultivados utilizando 1 litro
de meio nas mesmas condicgdes do caso acima (adicdo de cerca

de 2 mg de P-amirina).

(6) Construgao do plasmideo de expressaoc pESC-PSY

Utilizando um plasmideo integrado com um gene PSY da
f-amirina sintase derivado da ervilha (AB034802, Eur. J.
Biochem., 267, 3543-3460, 2000) como molde, e a utilizacao
de oligo fragmentos de ADN apresentados na SEQ ID N°s 4 e 5

que correspondem ao terminal N e terminal C do polipéptido
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como iniciadores, PCR (30 ciclos, Ex Taqg ADN polimerase
fabricado por Takara Shuzo) fol efectuada a uma temperatura
de emparelhamentoc de 58 °C para obter um fragmento PSY em
que os locais Sall e Nhel foram respectivamente
introduzidos no terminal N e terminal C. O pESC-PSY foi
preparadc introduzindo isto nos locals Sall e Nhel de pESC-
URA e a actividade da P-amirina sintase foi confirmada,
através de um processo convencional conhecido (Eur. J.

Biochem., 267, 3543-3460, 2000).

(7) Construcao do plasmideo de expressao pESC-PSY-CYP93EL e

prepara¢do da levedura transformada.

PESC-PSY e pESC-CYP93E1l foi digerida com Sal/I e Clal.
Ligando o fragmento assim obtido contendo PSY e o fragmento
contendo CYP93El, foi construido um plasmideoc pESC-PSY-
CYP93El que co-expressa PSY e CYP93ELl. Fci obtideo um
transformante transferindo 1isto para uma estirpe de
levedura  GIL 77 utilizando levedura  congelada EZ

Transformacgao II.

(8) Teste de co-expressdo de PSY e CYP93EL

A estirpe de levedura transformada foil inoculada num
meio preparado suplementando 20 ml do meio SC-U contendo 2%
de glucose como fonte de carbonc com hemin (13 ug/ml na
concentragdac final), ergosterol (20 ug/ml na concentragao
final) e Tween 80 (5 mg/ml na concentragdao final), e
cultivada a 30°C e 220 rpm durante 1,5 dias. O meio foi
substituido por um meio preparado adicionando hemin (13
pg/ml na concentragdo final), ergosterol (20 pg/ml na
concentracdo final) e Tween 80 (5 mg/ml na concentracao
final) a 20 ml do meio SC-U contendo 2% de galactose como

fonte de carbono, e depois a cultura foi continuada a 30°C
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e 220 rpm durante 1 dia. As células foram transferidas para
um tampdoc de fosfato de potassio 50 mM de pH 7,5, misturado
com hemin (13 pg/ml na concentracdo final) e glucose (3% na
concentracao final) e ainda incubada a 30°C e a 220 rpm
durante 1 dia. Uma amostra acetilada para andlise por GC-MS
foi preparada da mesma maneira gue o método de teste em
(4). Como processo de controlo, as amostras foram
preparadas pelo mesmo processo num transformante preparado
utilizando pESC-URA e um transformante preparado utilizando
pPESC-PSY e ©pESC-CYP93El. Cada uma destas amostras foil
dissolvida em 1000 pl de hexano, e uma porgdo de 1 ul foi
sujeita a andlise por GC-MS (as condig¢des sdo as mesmas que
no teste em (4)). Como indicado na Fig. 5, foi observado um
pico correspondendo ao 3P,24-diacetéxi-12-oleanano por TIM,
apenas quando foi utilizada a estirpe de levedura
transformada com pESC-PSY-CYP93El. Como resultado da
andlise determinativa pela proporg¢do da drea do pico pode-
se considerar que vdrias centenas de ug de 3B,24-diacetoxi-
12-oleaneno sao obtidas quando cultivadas utilizando 1

litro do meio sob esta condigao.

(9) Cultura de GIL 77/pESC-PSY-CYP93El em grande escala
(11)

A estirpe de levedura transformada foil inoculada num

frasco cénico de 500 ml de capacidade carregado com 250 ml
de um meio preparado adicionando hemin (13 pg/ml na

concentracao final), ergosterol (20 ug/ml na concentracao
final) e Tween 80 (5 mg/ml na concentrac¢do final) a 250 ml
de meio SC-U contendo 2% de rafinose como fonte de carbono.
Isto fol preparado em 4 frascos, e fol efectuada uma
cultura com um volume total de 1 litro. Apds cultura a 30°C

e a 220 rpm durante 20 horas suplementou-se com galactose
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(2% de concentracgao final) e continuou-se a cultura a 30°C
e a 220 rpm durante 20 horas. As células completas foram
transferidas para 100 ml de tampdo de fosfato de potédssio a
50 mM de pH 7,5 misturada com hemin (13 ug/ml na
concentrac¢do final) e glucose (3% na concentragao final) e

incubou-se a 30°C a 220 rpm durante 1 dia.

(10) TIsolamentoc do produto a partir de 1 litro de cultura

de GIL 77/pESC-PSY-CYP93El

As c¢élulas foram recolhidas a partir da mistura de
cultura obtida em (9), misturadas com 50 ml de solucgao
aquosa de hidréxido de potdssio a 40% e 50 ml de metanol e
aquecidas em refluxo durante 1 hora. Extracgcao da fraccao
soluvel em gordura foi efectuada wutilizando 50 ml de
hexano. A fraccdo do hexano foi exaustivamente lavada 3
vezes com 50 ml de solucao aquosa saturada de bicarbonato
de sédio. A extraccdo fol efectuada repetindo a operacgao 3
vezes para obter 23 mg da fraccao solGvel em gordura.

Esta fol purificada em dois passos em cromatografia em
coluna flash em silica gel. Em ©primeirc lugar, a
anteriormente mencionada fracgdo soluvel em gordura foi
dissclvida em benzeno e purificada utilizando silica gel
FC-40 (4 g, fabr. por Wako Pure Chemical Industries) e um
sistema de solvente hexano-acetato de etilo.
Posteriormente, a dita fraccao fol purificada, utilizando

silica gel FC-40 (2 g) e um sistema de solvente de benzeno

acetato de etilo para obter 0,55 mg de 3fB,24-dihidréxi-12-

oleaneno.

(11) Construgao de um plasmideo de expressdao pESC-YUP43

Um plasmideo integrado com um gene YUP43 de sintase de

triterpeno multifuncional derivado de Arabidopsis thaliana
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(Tetrahedron Lett., 41, 7705-7710, 2000) qgue disponibiliza
9 espécies de triterpeno incluindo P-amirina foi utilizado
como molde, e utilizando os fragmentos de ADN apresentados
nas SEQ ID N°s 6 e 7 que correspondem ao terminal N e
terminal C do polipéptido como iniciadores, PCR
(temperatura de emparelhamento 58°C, 30 ciclos, Ex Tag ADN
polimerase fabr. por Takara Shuzo) fol efectuada para obter
um fragmento YUP43 em que os locals Sall e Nhel foram
respectivamente introduzidos no terminal N e no terminal C.
O pESC-YUP43 foil preparado introduzindo-o nos locais Sall e
NheIl de pESC-URA, e a actividade da sintase de triterpenos
multifuncicnais foi confirmada, através de um processo
convencionalmente conhecido (Tetrahedron Lett., 41, 7705-

7710, 2000).

(12) Construgdo do plasmideo de expressdo pESC-YUP43-

CYPI93El e preparagao da levedura transformada

Os plasmideos  pESC-YUP43 e  pESC-CYPY93EL foram
digeridos com Sall e (lal. Ligando o© fragmento contendo
YUP43 e o fragmento contendo CYP93El foi construido um
plasmideo pESC-YUP43-CYP93El que co-expressa YUP43 e
CYP93E1l. Foil obtido um transformante transferindo isto para
uma estirpe de levedura GIL 77 utilizando Transformag¢dao IIT

de levedura EZ congelada.

(13) Teste de co-expressao de polipéptidos de produtos de
transcrigdo e de tradugdo de YUP43 e polinucledtido da SEQ

ID N°:8

Através do mesmo processo de (8), foram preparadas amostras
de transformantes obtidos respectivamente utilizando pESC-

URA, pESC-YUP43, pESC-CYPY93El e pESC-YUP43-CYPS3El. Cada um

deles foil dissolvido em 1000 pl de hexano, e uma sua poOrg¢ao



26

de 1 pl fol sujeita a uma analise por GC-MS (as condicgbes
sao as mesmas que no teste de (4)). Como indicado na Fig.
7, foi observado um pico de 3B,24-diacetdéxi-12-oleaneno por
TIM, quando foi utilizada apenas a estirpe de levedura
transformada com PpPESC-YUP43-CYP93El. Uma vez due a
quantidade produzida de P-amirina por YUP43 era mais baixo
do que PSY, a quantidade de 3[,24-diacetdxi-12-oleaneno
produzida era menor em comparac¢do com o transformante pESC-
PSY-CYP93El. Por outro lado, os picos considerados por
serem formas de hidroxilacdo de outros triterpencs (lupeol,
butirospermol, tirucaladienol, taraxasterol,
pseudotaraxasterol, baureelenol, g—amirina e
multiflorenol) foram iguais ou infericres ao limite de
deteccdo. Enguanto que a invencgdo fol descrita em detalhe e
fazendo referé&ncia as suas concretizacgdes especificas sera
aparente a um perito no estado da técnica que varias
alteragbes e modificagdes podem ai ser feitas sem se
afastarem do espirito e ambito da invencgédo.

O pedido de patente de invencdo encontra-se baseado
num pedido de patente de invencdo japonesa registado em 25
de Fevereiro de 2004 (pedido de patente de invengao N°

2004-049123),

Aplicabilidade Industrial

Através da invengdo torna-se possivel manipular através de
uma técnica de engenharia genética uma enzima gue efectua a
hidroxilagao na posigdo 24 de um triterpeno do tipo
oleanano. Neste contexto, a utilizacdc de uma célula, no
qual o dito gene de hidroxilase foi integrado torna
possivel a sua utilizacdo, por exemplo, na producdo da
hidroxilase, através de uma estirpe de levedura, aplicacdo
de uma reaccdo de hidroxilacao, produc¢do microbiana de um

triterpeno de uma planta e semelhantes. Além disso,
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integrando o© gene da hidroxilase numa planta torna-se
possivel aplicd-la no campo da agricultura, tal como ©
aumento da produgdo de sapogenol de soja ou triterpenos

semelhantes.

Breve Descrigao das Figuras

A Fig. 1 apresenta a actividade de hidroxilag¢do na posigéo
24 da P-amirina (in vitro) do produto de tradugdo da SEQ ID
N° 8. De forma mais ilustrativa mostra um cromatograma de
espectrometria de massa que monitoriza m/Z=218 que foi
analisadc por GC-MS apds acetilacdo do produto. A a F
apresenta o0s seguintes resultados. A: amostra padrao de
3B, 24-diacetdéxi-12-o0leaneno. B: um produto obtido deixando
um liquido de enzima bruta preparado a partir de uma
estirpe de levedura transformada com pESC-CYPI93El reagir
com P-amirina na coexisténcia de um sistema de regeneragdo
da NADPH. C: um produto da reacgcao B efectuada removendo a
f-amirina do sistema reaccional. D: um produto da reacgdo B
efectuado utilizando liquido de enzima em bruto desnaturado
pelo calor. E: estirpe de levedura transformada com pESC-
CYP93El foi <cultivada adicionando glucose, as outras
condig¢Bes sdo as mesmas que em B. F: um liquido de enzima
em bruto preparado a partir de uma estirpe de levedura
transformada com um plasmidec wvazio pESC-URA, as outras
condigBes sdo as mesmas que em B.

A Fig. 2 apresenta a actividade de hidroxilag¢do na posigao
24 do soforodiol (in vitro) do produto de traducdo da SEQ
ID N°8. De forma mais ilustrativa apresenta um cromatograma
de espectrometria de massa que monitoriza m/Z=216 que foi
analisado por GC-MS apds acetilacdo do produto. A a F
apresenta o0s resultados seguintes. A: amostra padrao de
triacetil sapogenol B de soja. B: um produtc obtido

deixando um liquido de enzima em bruto preparado a partir
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de uma estirpe de levedura transformada com pESC-CYP93EL
reagir com soforodicl na coexisténcia de um sistema de
regeneragao da NADPH. C: um produto da reaccdo B efectuada
removendc soforodiol do sistema reaccional. D: um produto
da reacgdo B efectuado utilizando liquido de enzima em
bruto desnaturado pelo calor. E: estirpe de levedura
transformada com pESC-CYP93El foi cultivado adicionando
glucose, outras condig¢gdes sdo as mesmas que em B, F: foi
utilizado liguido de enzima em bruto preparado a partir de
uma estirpe de levedura transformada com um plasmideoc vazio
PESC-URA, as outras condicbes sdo as mesmas que em B.

A Fig. 3 apresenta a actividade de hidroxilag¢dao da posicao
24 da P-amirina (in vivo) do produto de tradugdo da SEQ ID
N°8. De forma mais ilustrativa mostra um cromatograma de
GC-MS TIM apds acetilagao do produto. A a E apresenta os

resultados sequintes. A: amostra padrdo de 3f,24-diacetdxi-

12-oleanenco (20 pmol). B: um produto obtido adicionando B-
amirina a uma estirpe de levedura transformada com pESC-
CYP93E1l. C: um caso em que a P-amirina ndo foi adicionada,
as outras condigdes sac as mesmas que em B, D: a levedura
transformada foi cultivada adicionando glucose, outras
condi¢Bes sdo as mesmas que em B. E: a f-amirina foi
adicionada a uma estirpe de levedura transformada com um
plasmideo vazio pESC-URA, as outras condig¢des sdo as mesmas
que em B.

A Fig. 4 apresenta a actividade de hidroxilacdo da posigao
24 da P-amirina (in vivo) do produto de tradugdo da SEQ ID
N°8., A e B apresentam os resultados seguintes. A: 0
espectro de massa do pilico a um tempo de retencdo de 15,35
minutos detectado em B da Fig. 3. B: espectro de massa de A
da Fig.3 (amostra padrdoc 3p,24-diacetdxi-12-oleaneno).

A Fig. 5 apresenta a producdc de 3p,24-diacetdxi-12-

oleaneno por co-expressdo de CYP93ELl e sintase de P-amirina
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(PSY). De forma mais ilustrativa apresenta um cromatograma
por TIM, através de andlise por GC-MS apds acetilacdo da
fraccao soltvel em gordura obtida & partir da respectiva

levedura transformada (GIL 77). A a E apresentam o0s

resultados seguintes. A: amostra padrdo de 3p,24-diacetdxi-
12-oleaneno (20 pmol). B: um extracto de estirpe de
levedura transformada com pESC-PSY-CYP93El. C: um extracto
de estirpe de levedura transformada com PpESC-PSY. D: um
extracto de estirpe de levedura transformada com pESC-
CYP93El. E: um extracto de estirpe de levedura transformado
com pESC-URA.

A Fig. 6 apresenta um RMN H' do produto obtido a partir de
1 litro de meio de cultura de GIL 77/pESC-PSY-CYP93El.

A Fig. 7 apresenta a produgao de 3B,24-diacetdxi-12—
oleaneno por co-expressdo do produto de traducdo da SEQ ID
N°:8 e uma sintase de triterpeno multifuncional (YUP43).
Mais ilustrativamente apresenta um cromatograma por TIM,
através de andlise por GC-MS apds acetilacao da fracgao
soltvel em gordura obtida a partir da respectiva levedura
transformada (GIL 77). A a E apresenta os resultados
seguintes. A: amostra padrdo de 3f,24-diacetdxi-12-oleaneno
(20 pmol). B: um extracto de estirpe de levedura
transformado com pESC-YUP43-CYP93EL. C: um extracto de
estirpe de levedura transformado com pESC-YUP43. D: um
extracto de estirpe de levedura transformado com pESC-
CYP93El. E: um extracto de estirpe de levedura transformado
com pESC-Ura.

Lista de Sequéncias
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22 de Fevereiro de 2011.

Lisboa,



Reivindicagdes

1. Processo para produzir um triterpeno do tipo oleano em
que a posigdo 24 é hidroxilada compreendendo:

cultivar um transformante compreendendo um vector de
expressdo que possul um polinucledtido que hibridiza com
uma cadeia complementar do polinucledédtido representado pela
SEQ ID N°:8 em condicgbes severas e que também codifica para
um polipéptido que possui a actividade de hidroxilar a
posicdo 24 de um triterpeno do tipo oleano de modo a
produzir um polipéptido da SEQ ID N°9; e deixar o
transformante actuar num triterpeno do tipo oleano, em que

o transformante é um microrganismo.
2. Processo de acordo com a reivindicagao 1, em que o
polinucledétido é o polinucledétido representado pela SEQ ID

N°:8.

3. Processo de acordo com a reivindicagao 1, em cgue o

transformante é uma levedura.

Lisboa, 22 de Fevereiro de 2011.



Resumo

“Hidroxilase de triterpeno”

O sapogenol B de soja ¢ biosintetizado, através de dois

passos da reacgdo de hidroxilacdo do seu precursor a f-
amirina. Contudo, o gene da hidroxilase envolvido nesta
reacgcdo ndo tinha sido revelado. Por isso, era impossivel
aplicar uma técnica de engenharia genética a hidroxilase.
Os presentes 1inventores revelam gque uma sequéncia gque
corresponde ac gene CYPI93El do citocromo P-450 derivado da
soja codifica para uma proteina enzima que efectua a
hidroxila¢do na posigdo 24 de um triterpeno do tipo
oleanano, e fornece também um processo de aplicagadc do dito

gene utilizando uma técnica de engenharia genética.
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Intensidade relativa

Intensidade relativa

FIG. 4
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