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RESUMO

“SEQUENCIA CODIFICANTE DE MYCORACTERIUM TUBBRCULOSIS PARR
TXPRESSAC DE PROTEINAS HETEROLOGARS”

A  presente invencdo refere-se, de um modo geral, a
sequéncias de 4cidos nucleicos e de aminodcidos de um
polipéptido de fuséo compreendendo um polipéptido de
Mycobacterium tuberculosis e um polipéptido heterdlogo de
interesse, vectores de expressao e células hospedeiras
compreendendo esses 4cidos nucleicos e métodos para produzir
esses polipéptidos de fusdo. Em particular, a invencdo refere-se
a materiais e métodos de wutilizacdoc dessa sequéncia de M.
tuberculosis como um parceiroc de fusdo para facilitar a
expressdo  estével e rendimento elevado de polipéptidos
heterdélogos recombinantes tanto de origem eucaridtica como

procaridtica.



DESCRZE’E&}

CSEQUENCIA CODIFICANTE DE MYCOBACTERIDM TUBERCULOSIS PARA
EXPRESSAC DE PROTEINAS HETEROLOGAS”

CAMPO TEONTOO

A presente  invencldo  refers-se, de  um modos  geral, a

doidos  nucleicos e de  aminosdcidos  de oun
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polipéptido de fusio compreendando PiH polipéptide e

Mycobaotarium  tuberculcsis, ¢ um polipéptide heterdlooo  de

interessge,  wvectores de  expresszdo e

reendende esses acidos nucleicosz, o métodos para produzirv

ceses polipéptidos de fusdo. Em particuiar, a invencéo refere-se
a nmaterials & métodes de utilizacic dessza  seguéncia  de

facilitar a
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M, ftuberculcsis Como UM PARLCSLIC  de
elevada de  polipéptidoes

origem eucaridtica  como

ANTRCEDENTES DA INVENCACL

O ads da  tecnclogla do ADN  recombinante conduziu  a

clonagem molecular de um grands nomero  de

coedificantes ou de diverszos tipes de c¢élulaz., De modo a

estudar a funcldo destes genez o¢u para produzir os produtos

coedificades por estas seguéncias, estes genes sfo ilnzeridos en
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célula hospedeira eucariditica ou procaridtica results gsralmente

subsequentemente, purificado. A producdo em larga escala d

multos produtos génices 2 particularmente imgortante nos Casos

em gqua esses produtoes T
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de proteinasz recombinantes pode zer problematica,
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sequéncias  hidrofébicas  extensas.  Aldm as  proteinas

recomblinantes  podem  nac  conter o5 residucs de  aminocdcides
.

N-terminais ¢om s enviusamenitos de godfes zpropriados. Assim,

permanece uma neceszldade para materials e métodos melhorados
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NMum aspecto, & presente invengdo proporciona um wmétodo para

a2 expressdc estidvel e vendimento elevado de um polinucledtido

¢ método compreendandc a expreszio,

G polipéptido de
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ptertlogo, em que o polipéptido RalZ

2quéncia doe polinucledtido Ralz

gque a sequéncia do polinucladétide

cledtido

pollipéptide heterdlogo. Noutra forma
de acide nuclelco recombinante compreendem ainda uma gequénoia

polinuciectidica gus codifica  um  péptido

segquéncia de polinucledtido e a seqguéncia de polinuciedtido

heterdloga, am gue o© Ligando pode compreendsy um siTio

Ainda noutra forma ce reallzacidc, &s moléculaz de

cempreandends  um

vm WTl, uma mamraglcobina, ou um polipspticde heterdlogo

H9-224. Alnda routra forma de realizacie, zs moléculas de goido
nucleico recombkinante compraendsan uma sequancia de

compreendsndc, pelo wmencs, <cerxrca de 3

nucledtidoz, pelo menos, cerca de 60 nucledtidos cu, pelc menos,
cerca de 100 nuclecticdes. Adnda noutras forma de reslizagio, as

srablnante compreandem uma

ooms  apresentada na3

nucleico recombinante uma sequancia de
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Torma de realizacdo preferi

ralc mencs,

SEG ID : 13,

forma de  realizacde, o mdtodo compresnds  ainda
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de  Tusal

purificazr 3 sua expressio. Noutra
forma de realizagio, o método compreends  ainda  clivar  unm

antra ure polipdrptide Ral2 & um polipdpiido

£ outros tornar-se-—a0o

Ghvics em relagao
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> nucleico

nucledcticdos
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A Figura 5 d1lustra uma sequéncia  de nucleico
recombinants  compreendendo  uma  seguénciz  de nucledctidos
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e umra seguéncia de amincacides (SEQ ID NUII{)

de fusdo Rall-mamaglobina.

delide  nucleico

de nucledtidos

amincdcidos  (SEQ ID

N7:12) do polipéptide de Tusdc RalZ-HY9-0

o polipéptido Rall {(curto) (SEQ ID
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uma construcio de polinucledtido Ral?
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e gens Jda mamaglobina humana.



Como referido acima, a presents invencidc proporcicna, pela

primeira vez, vtilizax
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parcelro de

rendimento de polipéptides heterdicgos recombinanitss, tanto de

crigem eucaridtica come pProc

& uma protease

codificada por um gene

reveladas na Figura 1. Ver, também, Skeiky ef al.,
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naturalmente o zobrenadante das culturas baoterianas. A

graelha de leitura aberta da seguéncia codificante contém sinais

de  secrecio  hidvcicbica Neterminais.

MOTIONIC ] @S saudaveis

positivos (PEDY, para

proliferar um antigenio

candldato tra a

permanece come uma proteins solivel ao do procasso de

purificacio. Este fragmento C-tarminal de 14 KD de MTB3LZA & aqgui

323 de  MTR32A). Az sequéncias  de  &cidos  nucleices e de

e, §g., nasz Figuras

T 1S

~a, Como descrito em datal o terme “polipéptido RalZ




iedtide  RBalz2”  cono

E2l2 native {e. 9.,
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invencidc utiliza

polipéptidos RalZ2 & proporcicona molécul
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racomblnante, vectores de  eXpressic,
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compresndends  um

polipéptids hetercloge de  intarezse.

Qe

invencdo sdo particularments

pollpéptidos heterdlogos (2. 9.,

erzpress3c convencion

substang

Acidos nucleicoes de Fusio Recombinantes

Acicdos nucieicos recomhinantas,

polipepticdo sendendo  um

pollpéptido cters. de interesse, podem  ser rapldamente

.

de tecnicas

consty de  engsnharia genética

acidos muclelicos recombinantes zdo conatruidos
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localizada & 57 em

heterdloga selecocionada.

gualiguer polinuci=détide heterdlogo
ser selecclonade como um parcelrs de
de ®al? para produzir um polipéptido

ou  um “acide nucleico

teterdloge”, como agui utilirads, & um gue Tem ori nuana

estranha para a celula hespedeira particulisxr, ou, sa2 for ds



mesma fonte, & wmodificado da zua forma origina

nuclelico heterdicge numa célula hospedelira procaridtica inclus

um  acido nucle tatariloge gque ¢ anddgenc para a

particular gque fol modificada. A wodificacdo da
t

heterdloga pode ocorrer, . 9., atravées do tra

com uma enzima de restricdc, parva criar um fragmento de

promoton.,

Ur acido nucleico heterdloge tante de origem aucaridtica

come  procaridtica pods aer eccionads como um parcelro de

fusdce. Estes Acides nucleices inciuem, mas nao estdc limitados

gue  codificam  antigénios  patogdnicos,
bacterianes, antigénics virsls, antigénios de cancro,
Tuncralis e supressorses tumorais. Bremplos de acidos

hetardlog

ok
mamaglobina, HY-324 ¢ outroz acidos nuclieicos de
Mvcobacterium tubercu
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WOYB/5353070, amoos pubdlicados em 76 de
1993 para as seguéncias  de acide nucleizo  gue  codificanm

, . ] o . :
protelnas de M. tuberculosisy. Qualguer um dosz doides nuclelices

o am combinacao

selaccionado cono

almenta, qualguer polinucledtido de RalZ adeguado

(e, . nol cledtide RalZ nativo possuin
ho) £

variantes ou fragmentes

utilizads na Cconstrucido



nucledtidos consecutivos, pelo menos, ocerca de 30

nucledtidos, pelic menos,

de 60 nucledtidos, pslio menos,
carca de 100 nucladticdos, paloc mencs, ¢erca de Z00 rnucliedtidos,
cu pelo mencs, c<erca de 20

nuclectidos. Os polinucledtides

podem  ser  de

cu cadela dupla, e podem ser

moléculas de ADN {gendmicce, ALNC 2u zintético) ou de

Ty

SECG  IDh N":3. DNoutra forma de

80, & sequéncla de polinucledticde RalZ ¢odifica um

em SEQ ID NY:4. Em algumas
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formas de  realizagdc, a sequénela de  polinucliedtideo Rall

compreende uma porcio de SEQ ID NY::3 ou codifica uma porcic de

SEG ID N®:4., Por exemplo,
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polinuc Ralz 384 e,  J.,
mucledtidos 1-384 de SEZ ID N":3) pode COmD un

parcelro ds

inzerctes, da medo a que a actividade

30 codificade  né&o  zeja  diminuida

mpreendends  um

As wvariantes, <e um mode prefsrids,
cerca de T70% de identidade, de um modo malsz preferide, pelo

menos, cerca de 80% de identidade e de um modo muito preferido,



N4y ou uma porcac deste.

longe de uma regido gue é

50 amincacides ou nucliadétides de comprimento ou, op

()]

donalmente,

a0 longo de uma reglio gue tem 75-100 amincdcidez ou nucledtido

seqgquéncias de polinucledtido ou polipéptido dizem-se
a seguénceils de mucledtidos ou aminodolides nas

& a2 mezma quando alinhadas para o maxime de

come descrito abaixo. Az comparaghez entre as
duas  seguéncias sdc tiplcamente  realizadas  comparando as
segquéncias numa Janela de comparacdo parva identificar e cowmparar

regldes locals de semelhanga de  gsequéncias. Uma Mjanela de

comparacdo”, come agul utilizado, refere-se a um segnenito de,

pelc menos, normalmante 30 até

CRrca

50, no

2 sequancla pode

ia do mesmo nimero de

G0S1GE ntiguas apd: Juas sequanclias ssrem zlinhadas para

para Ccomparagdc pode ser
crograma Megalign no conjunte de zoftware
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pode ser utllizada uma matriz de classificacdo para calcular a

sumulativa. A

encontrads ar cada direccde

guando: © wvalor

cai feora pela quantidade ¥ do ssu

valor mazime alcancgado; © valor
abaixec, devide & acumulacdo de um ou mais alinhamentos de
]”"\:,_]

gualgue

optimamente

alinhadas ac longo de uma Jjanela mENes, 24U

posledes, em gus a porgin da 3equd na Janela

o
LA a

onpresnder  adicdes ou  del 2.,

intervalosy de 20 yporcento ou  mencs, normalmente Hoa 15

porcento, ou 10 a 1Z porcante, em comparacdc com &5 zaguéncias

de referdncia {(gus ndo compreendem adicdes ou dels

Az sequencias p

procduzliy ¢ numerc de posichas emparelhadas, dividindo o ndmero

Spareliad

Lalnente  h

P [aRNTa Ty H o] Y ; - - -
(e, ., SEQ ID N°:2), ou uma

cu complemento

ariantes de poliirucledtido 380 capazes de hibridar

da restringdncia Com uma de ADN




“lcando um polinucledtide Raliz native {(ou uma

rafera-se a ligacic, formacic de duplexcs, ou hikrid

molécula apenas com uma sa2quéncla de nucladtides

condictes de hibridacao de restringgncla guande 23s5a segubncia

estd prezente numa misturs complexza f{e. .,

Jde hibridagdc de restringénolz” refere-

quals uma sonda cridarsd com a sua

tipicamente numa wmistura complexa de acido
nucleico, mas nao com  outras sequénciasgs, As condiodes
restringentes s8¢ dependentes da sequénoia & serao diferventes en

diferentes circunstiéncias. Sequénciaz  mals longas  hibridam

espacliicane a temparaturas mais elevadas. Um guia axtenzivo
para a hibridagdc de acidos nucled
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2 pelc menons, cerca de 60 "C para sondas longas
3 iy i~ - BAY EWal A 4 o o g ) - P ]
(@, J., SURerioT a e nucledtides) . As condiches de

10 wezes o fundo da

hikridagdo. Condigdes de

podam ser como 3@ segue: 50% de formamida, Lx S8C, e 1% SDS,
A 3 b EATa TG O — -
incubande a hx S5C, 1% 503, in woubande a ©% 0, com

uma lavagen

Deve ser entendido pelos

listas na técnica gue, CoOno
resultade da degenerescéncoia do oddigo genéticgo, ezister muitas
sequéncias de nucledtldes gue codificam um polipéptido RalZz cono
aqul descritoe. Alguns destes polinucledtidos possuenm homologiz
minlma com a sequénceia de nucledtidos de qualguer gens nativo.
No entanto, ©s polinucle: gue variam devidc as diferengas

Sdde
SUDES

na utilizacao dos

(\

de polinuclectice

anite invencio. Os

J& uma ou

; 2 oy y 3 R . P o o . NPT S p
mutacdes, Tais como  delagdes, adicbes e/ou subkstituicles de

2 & proteina resultantes podem, mas ndo

uma estrutura ou fungdo zlterada. Os

Azsim, o3 termcs fals como  polinucledtldoe Rall

B d . A B 1
oolinucledtido”,

utilizados, ra2feren-se




a seguénciaz de po RalZ nativo {e. g., 3BEQ ID N®:3}.

=

agmantos daste, 1ogualsguer variantez deste. Funcicnalmente,
para produzir

LICGoUzZlT  Uma

proteln e fu = células hospedsiras pode sey aunmentada ou

ndc carregada, =2m ralacdc azo polinucledtido Ralz

1ida 2m mencs

SEG ID N°:3), cou pode ser di

modo preferido mencs de 20%, em ralagidc ao polinuciaedt
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Acidos uucleicoz gque codificam

=

invencédo podem &2y preparados por  gualguer guado

Q\
n)

conhecido na técnica. Matodons exemplares inclusm  clonagem &

restricdo de seguéncias apropriadas ou gintese guimica directa

w
oF
._;

raves de métodos tais come o méetodo de fosiotriéster de Marang
e 1 DG AT I Fnaf i Ao
68:90-9%; o método de fosfodiéster

o método da

Enzymol. 08:109-11

- T e e
. LETT .,

SGlide a Patente .S,

o métodn do

nuclaices de MIB32A

R34

com um ARNm de

otz

\L)
P
2

g., numa

& D5 aCcldos

o

de Southern ou de Northern. Assim gu

nucleicos alve de

iam ldentificados, podam

ser 1sclados de acorde oom métodos convencionalz conhecidos dos

15
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da

vhrno da

Research {1291y 3:81-

Lancdegren 2C N
RBiotechnology 8:291-2%4; Wo e Wallace ({1982) Gene 4:560; e
et al., (14% Gene 29:117. me adoz  de

clonagem de acidos nucleilcos amplificados in vitro zdo descritos
em Wallace ef al,, Fatente U.3, N L 426 039, Inicladores

o
3

cacdo dos &oildes

com bkass nas sequéncizs

Oz Acidoz nucleicos de MIBIZA ou Rall? também podem sev

clonados detectande ¢ seu produto

L, ou imunoidgicas da

2X2lpLo,  pods

3 e T 3 ~ s A N 1
clonado através da capacidade de um

A0T0S o anticorpos purificades produzidos contra 08

polipéptidos



raconhecse € se liga selsctivamente aos homdlogos ds ou

Ral2.

wodlificar os Acidos nuclelcos de MIB3ZA ou RalZ da invengio,
Seqguéncias de nucledtidos alterades que podem ser uitilizadasz de

acordo com a3 invengdo incluem deleg

produte  génic o umn  funcleonalimente
produts genice pode conter delegdes,

adictez ou  substituicie=z

assim um epltopo

sgquivalente. Esszsas substitulgdes de

com  hase na
carga, scolubilidade, hidrofobicidade,

natureza anfipdti dos  residuos

envolvidos. ser utilizados os acidos

racleicos de 2 Comprimente o gue IEQ

active,

1D N%:3 gue ocodificam o

Eszes eguivalentes funcicnals mais pequencs de polipaptlidos Rall

L
Bl

para aumentar & guantidade de recursos de

célula  hospedel ue estdc diszpeoniveis para a produgdc de

‘JJ
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rolipépticos hets

numa dada construcdc de Acido nucleilco.

bem conhecidos incluem mu
utilizando oligonuciedtides
contendo ¢ acido nucleico

e

Q
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conjuncdc com ligacdc e/ou

Giliman e

grandeszs}l e outraz tecnicas
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racombinantes gue  codifican

polipépticde da compreendends um polipéptido RalZ 2 um
pollipépticde heterdiogo szlaccionade poden ser  preparados

métodos conhecidos

utilizand

descrito ACLIME, ol &cidos nuclelicos

consts a que uma saguéncia de

seguéncia de polinucledtido

estaja

selecolionads. As sequéncias de Ral? e polinucledtido

tambem podam ser medificadas para a

fusdc e subseguente expressiac de polipéptidos de fusio. Por
exemplo, o godédo  de  terminacio a3 da  seguéncla  de
pollinuciedtido Rall pode ser substituido com uma sequéncia de
ligandoe am grelha, gue pode proporcionar sitics de rvestrigio

ey

a/cuy sitios de

azinca compresnder outras sequenclas de

sequéncias qus codif ietas de afinidade para facilitar o

protoccio de purificacic da proteina.
Vectores de Bxpreszic e Células Hospedeiras

Oz Acidos nuclelcos recombinantas,

O
o5}

58r de outraz seguénclas de nucledtidos,

-

utilizando técnices de
ezemplc, wn polinuclectido pode zer clonade em gqualguer um de
uma variedade de vectores de clonagem, incluindo plasmideos,

fagemidecs, derivados de fage lambda e cosmideos. Vectores de

particy




U Ctor  contera uma

o
S
o

e pele menocs, um organisme, sitics de

convenientes

@ 32ridc OLVICE Dara ©3 éspecialilstas

Az seguénclas  de ADN gue codificam  os mponentas
2 ligados num

A extremidade 27 da segquéncia de

ADN gue codifica um componenta polipeptidice & ligado, com cu
d 2

o segunde componente polipeptlidico de mode a gue as grelihas de
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leditura daz ssaguénoie tradugio

numa unica protelna de fusdo gue retém a actividade bioldgica de

ambos o3 componentas polipe

L

primeiros polipadptides. Do um

tarminacdo nacessari

AL
O
Q

saguéncia de ADN codificanco o segundc poll

Dependendn do sistema hospadeire/vector
um  de um nomerc de  elementos  adequados

traducéo, Iincluindo promotores constitutivos

2y utilizado no vactor de Por  exe quando  sé

clona em

ilizados promotores

indutivels, tais come ph de bacteridfage A, plac, ptrp, pt

‘JJ
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ipromotor  hibride prtryp-lac:  promotor  de

n

=y

welhantes; quando ze  clona am  alatemas

leveduras, podem sery uLilizac promotores tals come ADHI, PGH,
PHCS, ou ¢ promotor do factor o; gquandce se clona em sistemas de

células de insects

k)

podem zer utilizados promotores fals come ©

promctor de polledro de haculovirus: quande se clona em slztemas

TOTOras

utilizadcs p

térmice; ¢ promotor parva & subunidade peguena da

a proteina de ligacac a clorofila off) ou de virus

g., ¢ promeotor do ARN 358 de

gencma de

metalotioneina) ou de virus de wmamifercos {2. 9., 0 promotor

tardico de adenovirus; o promotor do virus vaccinia de 7,55

5 celulares qua cont

cépias miltiplas de

quando se

ser utllizados

uma 3¢ antigenlo codificante,

&t}

de  S5V40- BRPV- o ERBV- com um marcador de

spedeiro-

s dz

n
]

Al

protelina de fusdo Ral2. Estes inclusm, mas nic estdo limitados

bacteridfago recombinante, de ADN de plasmidec cou des ADN de

eosmides contendo uma  sequancia

Saccharomyces, Fichia) trzansfor

contends uma  sequéncia ¢oodificante:;

insecteca infectadaz com vectorez de

combinantas

20



(e, g., Vvirus co mosalcc da couve-flior, CaMV; virus do mosalco

pollipéptidos de fusido RalZ. Seguéncizs de controlo procaricticas

normalments utilizadasz, que &3¢ agui definidas para incluir

promotores para indciagdc de transcrigac, opcionalmente com um

operader,  duntamente com  seguéneias de sitio de ligacdo

jey

[

ribossoma, utilizados, tail

v e e esd
Qome 08 51L&

- [ MY SO W

da lacto: Ty 188 , O
SlsrTams O @t a1l Aiyrm oy
S1ETeha C€ ol al., NUuZLell
PR G b o TooN Do AT s e e e -~ +~ 3 Y 2
Acids Res. (1980} 8:40U57), < promotor rer et al., Froc,

Cd
O
o]
O
ol
AU

promotor disponivel

na  presente in

A eXprass

¢Tazrda G

Promotores  reguiados 2s5pecialmente  adaguades para



utilizecdo em F. coli incluem o promotor P do

fac {(Amann ef zi., Gene {1983}

utilizacde =zdc discutidos em Sambrook ef al., ({1989 Meliecular

Cloning: A Labora

Proca:

que

promotores podem sar cobtidos dog genes que foram clonados da

ezemplc, o  promotor  hibrido

adicicnalmente & E.

Ur =itic de ligacdc ac  rikcasoma {RB

conver

W
(S

nucladctides




codificante de lacd da mode a que ssis produzida uma proteina

’ o A v

polipéptido heterdlogo de ip

apds purificacgdc. Tsto pode aiquer um de
A T P L R Sy ey o Y e ISR IS Ny vzt oy e o
varics métodos cophecidos na técnica. Por exemplo, 035 veachores

BEEX s&o congebidos para dncluly sitios de clivagem da trombina

o protease de factor ¥z de nmodo a gue o poli

J q O
clonade de ser de GI3T. Ver,
: C mnd Nyl ¢ H Q11 r Tt abiira H S 7 o o P GTT
&. ¢., Sambrook et al., supra.; itakura et al., Science (1977}

proteinas de Tusdc no ponto de olivagem de

No contexto da presents invengd

m2ncs,

aqul desscrito
rpolipéptica
prel

ride,



aminc de um 00
a2 Terminal carboxile do po

rolipépticde heterdiogo num 3i

mbem posss ser apropriado.

Qualguer polipéptido heterxdlogo de  interesse, seia  de

crigem e

um parceirs de

teterdlogos  incluam, was &0 25LE0

da  cancro, antlgeniocs tumor

Teorals

Aptides heterdloges
P, WTLl, mamagliobina, HY-322, ou outras proteinas
de M. tuberculosisz. Qualguer um destes polipéptides pods zer

ante ou  em combinacidc como um poiipeptido

er selecoionadd Come um Darielrl de fusi:

Come referids acima, 13

& um polipéptide gue difere de
um pelipéptido RalZ native em uma ou wmals  substituicles,
delecdes, adigdes 2/ou  insercdss,  fals como & actividade

diminuida. Por

cutras palavras, a <apacidade de uma variante parva produ
polipéptido de fusac em célulaz hospedeiras pode zer aumentada

ol NA0 altara

diminuilda em

20%, em

polipéptido acima e avaliando o nivel de produgdc de polipéptido

como em E. coli. Variantes




exemplares incliusm aguelas en gue Uma peguena  porcac {e. .,

5-15% aminocdcidecsz)y ol

ramovida do terminal N e/cu C dos polipdptidos RalZ nativos.

L

Numa forma de

R T
do x)(“ Leptlict  Hald

aminoacldos, pelo

QD

sequéncia de polipéptido Railz

f. Neoutra forma de realizacaoc, 3

do polipéptido compn

- - : N

example, um  polipsptide  REalZ  compreendendo 30

amincacidos {e. g., amincAcidos 1-30 des SEQ ID N%:4y ou um

pollipéptide RalZ compres 128 aminocécidos {e. J..

L 3

amincacides 1-128 de SEQ IR N®:4) podem ser utilizados como um

Az variantes de poli ipéptids apresentam, d2  um  modo

preferide, pelc mencs, cerca de 70%, de um mode mais preferido,

MENT 3,

mods muito

stbstitulcdes

Q)
job ]
jurt
D
0
@]

4
s
™~
j

De um mode preferide, uma varia

conservativas. Uma Vsubstitulgdc consarvativa” & uma em que um

& substituide pory  outre  amincacido  gus  poasul

da mede a que um especialista ns



téonica de guimica de péptidoz esperaria  gue a  estrutura

natureza hidropatica  do  polipeptide fosse

150 aiterada. Az substituicdes de amincacido

2lhanca em

exemplc,

aspartico

poslilvane:

laucinea, ienleucina e

e glutaminay & serin

e tircgina. Quitros grupes de amincacides

gque podemn representar cargas oonservativas lucliuem: (1) ala,

SEO iy alu = 1T oy qar thr:s (Y o aor T thyoe
I}..\J 7 N \T Ay Sy QLU dbit, Pl iy ISRy L LYoy (e R R A Y Ly IS4 i
o] <roy 2T . P - oo P Ty w PN T vra NPT W e N g ~

i3y val, ile, leu, wmet, ala, phe: (4; lys, arg, hiz; e {5} phe,

Tambem, ou alternativamente,

Numa forma pra

diferem de uma seguénoiz

Gl menos. Asg

[Slake

influéncia manima

sacundaria e naturaza hidropatica

sequéncia de polipéptide RalZ”, come agul wutilizados, referem-

Otide Ralz nativeos {e. 9., SEQ ID

Funcionalmente, um

poESUl & capacidade para prodsy




polipéptido

diminuide em mencs de H1%, & de um modo preferidc mencs de 2
em relacdo ao polipephido RalZ native.

Como Lipéptidos de fuzdc podem ser

conjugados a ra seqguéncia para facllidade de

9]
Q
<2
Qe
O
Q
O
]
O
o]
(D ~
o]
ot
.
O,
O
Y
ioe
U
U

zlntese,

aumantar a

na preteina  de  fusac o técnicas  convencionals bem

corthecidas na técnica.

de ligando peptidico adeguadas
factoras: (1} &

;

estandida;

de




gquands ¢ primeirce e segundc pol

N-terminals gue podem ser

s funcicnais e prevenir

forma  de  realizacic

ligando pode

clivagem pode conter um  31vo para enzima protaclitica  que

inclui, por ex Factoer  Xa, tripsina,

bl
colagenase, trombina, hidrolase de ublguitina: ou para agentas

lo, brometo de

de clivagem

clancgénio on hidroxiamina.

Ur polipéptide de fusdo pode pcicnalmente uma

fusdo de

etigueta de afinidade gue estd ligads

{1828y pMolecul

IUNI S S I A H ke NE et ORI
SRIDCInLes ana /‘}C' ..... iicationz of Re MOLI DN 2

crobilclogy, Washington,

Oz vnolipéptidoz de fusdo wmodem 2er preparados utilizando

Oa
R

de ADN como descritc acima poder ssr rapidamente praparadcs a

partir das zeguéncilas de ADN utilizando qualguer um de uma

28



um vector de expreszidc contendo uma molécy
um polipeéptido ragombinante. Célul

incluam células de  procariotas,

coteina ou polipéptido
ragomblnante ne meio de cultura podem ser primeilrc concentrades

i1 . DA
disponivel. ApDg

purificacio
resina de permuta 1dnica. Finalmente, podem 581 npredues um ou
mals passes de HPLC de fasze reverss para purificar ainda mais um

polipéptido recombinante.,

100 geralmente mencs do gue cerca de 50

amincacidos, podan s2r criades  nox

utilizar idas dos especi

Por 2xampl polipeptidos podan 5er sintetizados

ucilize

de szintese de

Coerclain

fase sdHlida de =3¢ adlclconadeos
SRgUEnc a uma cadels o€ 2m C Ver

rrifield, J. Awm. Chem. Soc. 8 1863, ¢ sguipamento
prcialmente

 fnye Y 4
v/ Appliaed

operads de

29



Um polipéptido

A 3~
izolade

o polinucleotica

removide do  seu

Por exsmplo, uma proteina gue ocorre

da 55% puros 2 de um modo suito

¥ purecs. Un polinucledtidc é

-

for clona

<

considerads como 2stando izclado se, por

num vector que ndc & uma parte do amblente natural.

Adicionalimente a DYOPOTTLONAT

rendimento elevade de polipéptidos de

gdoides nuclelcos de fus&o recombinante e o035 pelipéptides de

fusdo da invencido podem zser utilizados em variocs outros métodos.

Por exemplc, & sequidncla codificante do polipéptide de fusio

da
invencéo podes  ser ntilizada para codificar um  produte  de
1_

: como  um antigénic para  detec

antlicorpos oo

. . p - - 34~
SOre ConTra al GiLca

gue o individuc

dizgndstico c¢onvenclconals, os

tubercuioszis S50 monitorizands a Ligacédo de
anticorpes do  sore contra proteinas de M tuberculosis. Os

polipéptidos de fusdc da invengdo sdo ntels come  fontes de

protel:

rroteinas de fusio.

Alternstivamente, o polipéptide de fusic pode sar utilizado

come  um o lmunogénic  para induzir  e/ovu

imunités

saguéncias codiilcantes

30



molécuia, tal como um antigenio

sequéncia codificante de

de M. tubsrculiosziz, uma cltocina ou um  adjuvante. Ezses

nodenm ser uwtilizacdos in vive come uma vacina de

ADN  {Patentes U.,S. NY &5 "h89 4p86; 5 679 647; e &

erpregue

andendo

pnuq ]Cﬂ N o Praparachey N r)x—r\t—aé vy -
Lol r*\,r*\/ o Sretaracaes dg pYoteina

Assim gque uma profeina rscombinante & expressa, pode 3er

de  ensaios  basezdos nas  propriedades

flzicas ou Funcionals

do produte, segulde por

radicimunosnsaic, ELISA, bhioensailons, stc,

a proteina pode ser

incluindo

all

v, Methods in

(e ](‘O‘“b

derio, em parte, de facteores tals como

carga iigquide, hidrofcbicidade, hidrefilicidade, eto., e serdo

31



evidentes para o3

na  téconica. A3 propriedades

funclonais podem zer avaliadas utilizande qualszguar ensaios

PEPC,

o rificadas,

Az proteinas purificadas podem zer ainda progessadas antes
da utilizacac. Por ezemplo, as proteinzs podem sery digeridas com

para separar

o polipéptide RaiZz do

Urn  especialista reconheceria gus podem  ser  realizadas

muclelcocs recombinantes e polipéptidos

3 sus actividade bhioidgica. Algumas

modificacdss podem ser ¥e

L
]
v
<
]
7]
£
D
=

i AT

iniciacde, ou amincicides adicionais (e. g.
em qualguer dosz terminais para
ddes de terminacdc cu seguénclas de purificagés

convenlentemente.

32



Oz se Exemplos sdo oferecidos & titule de ilustragdo

¢ nd3c como meio de limitacio.

gque as construcdes
o de randimento
guintes tambem

sar util

Lzadas ¢come um parceiro ds fusao.

EXEMPLO 1: A

Ca Ay rama T } oy v g o pafe R ey g X A S B
NY:4 oomo wm Parceiro de Fusas A, LOnSuruCao ae veCrtores dae

antigenios de M. tubercu

facilitar a sua fuséac ¢

de 37 da ssguénoisz

Tio HcoRI em grelha e a3 axtremidade

21 substituldc coom um =

N-terminal foi construida pare codificar seis residuoz de

etigueta Hiz lmediatam ¢ dniciador Mat para facilitar

um protoccio de purific simplies de um paszsce das proteinas

racomblnantes de RalZ por cromatografila de afinidade 30 longo da

raguoente C-terminal do

de metodos  de  POR

_h
O
e
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utilizendo oz iniciadores cligonucleotidicos 57 CAR TTA CAT ATG

CAT CAC CAT CaC CAT CAL ACG GUC &G TOC GAT AAC TTC (SEQ ID

3) e 3 sequéncia oligonucleotidica 37 & 57-CTA ATC GBA T0C

CEG GGG TOC CFC GEC CAR {BEQ ID MNY:14).

i

o1 digerido com Ndei & FcoRYI 2 cleonado no

(Movagen) = indugdc com

e centrifugacdo a 10X rpm, o RalZ recombinante fol encontrado na

(J("‘(“ AC

nlivel

e

coluna de Ni-NTA gue permanscen
A guantidade de proteina purificaeda obtida foi, de rotina, na

gama de &0 a 100 mg per litro.

ol oonstruida pars eXpressio come uma
CoOr Ral? concabandc iniclacores

amplificax

0 oligonucledtido 57 contendo wum s

=
)
[OR
=
3
53]
(a3

3  enterogin {DDDED as =2
TTC GAC GAC GAC GAC AAG GAT CCA CCT GAU CCG CAT

(SEG 1D N®:1%) e a segudnois

57CAA TTA GAA THC TCA GGG AGC GG O
produte amplificade por PCR resultante fol digeride com &

zukclonado neG sitic EooRl 3G vaotor

Stratagene), os clones contendo a insercidc de tamanhs COTrecto

oram submetidos & sequenclacdc de wmodo a identifica

gque estavam em grelha com a Raiz. Bubsegusntemente,

de interesze {(Fig. 3) fol transformado ro hospedeirce kacteriano

34



Tusdo fol expressza apés indugdo da

B, Expressdo e Pur:

A pro

inidade wutilizando a

rith, CA}

ureia. Resumidanente, 20 mli de ums cultura de um dia »ars o

ocutyo, saturada, de contendo  a  constragdo  pET fol
- SNy 3 P el 7 -] s S s PR TRTAL N Sy A A oyrpvn g oov ot oS oy
adicionada a 300 mlL de meio Zx¥7T contendo 58 ug/mi de ampicilina

DL ey Ny ot oy Eary ooy - i I A R s TR S o
& 24 ug/ml de cloranfenicol, cultivado a 37 “C com agitacido. As

culturas bacterianas foram induzidas com IPTG a2 2 mM até uma

Y R 3~ [T P - xT A 377 = o e
B3G50 de Uy 3 o cultivadsa durante mals

500 wi por centrifugagdc £ ressuspensa

de valvem durante 30 min a 4 “C apdés sonicacdo (4 x

a 17 k rpm durante 20 min e

ac aobrenadante para una

O sobrenadante fol ligado de modo descontinuc a resina de

Ni-NTA agarose {5 mi de vesinag por indugdes de 500 mi

em vaivém 2 temperatura ambilente durante 1

passada por uma coluna. O
1




cada de tam

10 mM, pH 6,3 também contende ureia a § M. A proteina ligada

¢ foram recclhidaz fracgbez de 5 mi, As fracgdes contendc o

Ni

P

eluldas LM

W

T8y, G ante purifiicada

bacteriana induzida

de purera, rapresentandc uma Landa Gnica. As

protelinas recomblinantes

ensaiadas para contaminacio de

o ensaioc de Limulus (RicWhittaker) e

endotox

1

demonstyraram conter < 10 B.U./mg (< 1 ng LPS/mgi.

A proteina de fusdo purificada (100 ugl fol misturada com

100 ug de dipéptide de muramilo, raconstituide zté 1 mi com 1 X

PRS e emulsificado com 1 mi

Life  Technologies)

Taldyg ey P AT e T e A T

Rakbitry, Stanwood, WAY. ¥Foram

AT AT . 177 : o 3 AT i A AT T = o o
raforees subseguantes (100 upg de antigenic em IPA} a § semanas
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e O
L SesG

de tr

policlcne do  meswmo
imunizagdo com a proteina ds

(diluida 1:500 em PBE/Tween 20 a 0,17

>
—
N
o
i~
—
i
e
>
e
i
~
-
o+
D
Lo
j8
T
~
(V8]
O
9
.
-
2.
&

avalilada como anteriormente utilizando

por avtorvadiograiia.

7 o
k., Resultados

n
13

de 2Xpressdo

o

a3 sub-clonagem

J2 nédo fusd

COMS  Const:

<

em 1) pET 17k (Nowvagen! e pQ30 (Qiagen,

vsdo utllizando pET.

icado muito  pouce, 02U

nanhum, LPPD.

Em contraste, guande a

inserida a 37 da
tranzficrmada em k. uma grande quantidades de
protelna de fnsdc

de nucledtideos {(3EQ ID

N7:5) e

w



DPPD fol mnantida

de origem 2ucaridtica ou

proca Flguras 4-03 foram  também sxpra

m
Lf)
(@]
o
=

suCessc pelas construgdas de fusdc de RalZ., Assim, & seguéncia

codifican

construg

2guénci

o de Ral? Curto {(SEQ ID N®:17) como um

Neste exemplo, um polipéptido Rall  compreendendc os
aminoacidos 1-30 de SEQ ID KY:4 foi utilizade como un parceliro

de fusdo pats ligacde ocom o gsns de comprimento total da

raglcobina humana. Bsta forma curtz de polipéptide Rzl? poszsu:

FD N°:17, o & agu:

curtoly & fundilda ¢om o

taglcbhina

convencionals

hmana foi

utilizando

iniciador
= JCJeagCLTATGAAGT TG

iniciador

57 Nb; os
sitics 5 Hind e 37 X¥hol foram adicionadoz para a

subclonagem num vector. A extremidade FE-terminal da construgdo

38



e . colil utilizando

Processos Zsmelhanties aos descritoes no Exemplo 1. radoc  com

uma construgdc sem uma sequénciz de Ralz {cuxto), 2 construcgdo

da Raliz curtol aumantou

w

{curtc) -

—

FAYCeIYO & B

um

Neste exemplo, um polipéptido Rall  compreendendc os

ID N°:4 foi utilizado como um parceiro

de fusdo para ligacdc oom o gene de comprimento total da

polipéptide Ra

enplo. Em

kal2 llongal,

a2 construcdc de fuséo com uma saguéncla de RalfZ {(longa) aumentou

substancialmeante 2 da da fusao Hal?

A presente invencédso ndo deve s2r limitada 1o

kel
o
813
o

Srmas ds reallizacdo exemnplliiic

%)
D
~

ilustractes de aspectcs da invencico,



descritas, tornar—se-ao

O

especialista na técnica a

partir da descrigéce anterior 2 dog  desenhos  acompanhantes,

6]

Tanbem deve ser entendidce gue Todes 03 ¢

Q

manhics emn parss  de

basez apresentados para nucledtidos =zdc  aproximados &  sdo

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Corixa Corporation

<120> Métodos de Utilizacdo de uma Sequéncia Codificante de
Mycobacterium Tuberculosis para facilitar a Expresséo
Estével e de Elevado rendimentc de Proteinas Heterdlogas

<130> AHB/FP6050272

<140> EP 00970619.3
<141> 2000-10-06

<150> PCT/US00/27652
<151> 2060-10-06

<150> US 60/158 585
<151> 1899-10-07

<1l60> 22

<170> Patentin Ver. 2.1

<210> 1
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<211> 1872
<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<220>
<223> protease de serina MTB32A de 32 KD

<220>

<221> CDS3

<222> (89)..(1156)
<223> MIB32A

<220>
<221> sig péptido
<222> (89)..(184)

<223> sequéncia de sinal de secrecdo hidrofébica N-terminal
<220>
<221> mat péptido

<222> (185)..(1153)

<400> 1
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gactacgttg gtgtagaaaa atcctgocgoc ccggaccctt aaggetggya caatttotga €0

tagctaccoc gacacaggag gttacggg atg agc aat tcg cge €gc ¢ge toa
Met Ser Asn Ser Arg Arg Arg Ser

ctc agg
Leu ArXg

ctg gcc
Leu Ala

egg ttg
Arg Phe

it

QCC Caa
ala dln
5

ARC @A
ABT AST

ghte gty
Val Wval

gog Lo
Ala Phe

tat gar
Tyr Aup
2%

tag
Trp

acq
Thr

gco
Ala

gtg 999
val Gly

goo
Ala

ctg
Leu

age
Ber
=

oo
Arg

tca
Ser

gcg
Ala

gac
Asp

gty
Val

ace
Thy
&

gtc
val

aec
Thx

tag
Trp
-20

cog
Pro

thc
Phe

co%
Pro

qac
Gly
45

&S
R

gge
Sly

cag
Gl

ttg ctyg
Leu Leu

gee cag
Ala Gln

cCC 9¢g
Fro Ala

cag gtg
ein val
30

oo g
Ala 4

AR Cas
dsn His

Lo ggo
gser Gly

gat glte
Asp Vel
55

age
Ser

geg
Ala
-1

ctyg
Leu

qte
Val

ang «

Thr

gty
Yal

cad
Gin
80

a8
Ala

qtg
val

gee
Ala

cgco
Pro

F-Tatnd
Thy

gtg
val

ctg
Leuy
-15

ceg

Pro

Lol o
Leu

> ate

ile

ate
Tie
&40

42

-30

get
Ala

ceg
Pro

gac
Asp

RAC
Asn
a5

gt
Val

ggc
Gly

Fac
Sy

cag
Gln

qee gL
Alz Val

gece ttg
Ala Leu
E

ccg tec
Pro Ser

£0

ACC 3ay
Thr Lys

atc gat
Ile Asp

goc ACe
hla Thr

ghe gat
Val Rgp
83

TRy cge
Leu Arg
100

999
Gly

tecg
Ser

gcg
Ala

oty
Leu

sl
Fro

gET
Kep
14

gty
Val

gat

Gty

ctg
Leu
-10Q

cag
Gin

atg
Met

qac
Gly

SRC
AEn
5%

Eidw

Iig

g
Val

ace
Rla

-45

agc
Gly

gag
Asp

gtc
val

Lag
TYE
40

gt
Gly

aat
ARn

299
Gly

ggt

Gly_

112

160

208

258

EYvE

352

A4n

448

498



Fge
Gy
105

gtao
val

gty
Val

Eeg
Ser

gee
Rla

e
Gly
igs

Lo

Ber

ate
e

agy
8w

age
Gly

kg
Leu

g
Yal

et
Pro

ckg

Ly

geg
&la

1?0

o1
Eln

ray
&ln

qog
Alg

cat
Bro

gea
Ala
250

ooy
Fro

tog
Say

atyg
[p23

© REY

Arg
1a0

* ggt

aeg
Ala

agc
Gly
128

ged

val

qoo

Ll
Pro

ggt

al Gily

cag
Gln
230

gen
Ala
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1832

1680



<210> 8

<211> 578

<212> Sequéncia Artificial

<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: polipéptido de fuséo

Ral2-WT1
<400> 8

Met Hiz His His Mis His His Thy Ald Rla Ser Asp Agn Fhe Gln Leu
7 g 16 18
fer Gln 3ly Gly Gls Gy Phe Ala Ily Pro Ilz Gly Gln Ala Mok Ala
in 28 ki
The Ala Gly Sln Tle Avg Ser Gly Gly Sly Ser Pro Thr ¥al His Ile
35 34 §3
§ly Pro thr Ala Fhe Leu 81y Leu Gly Val val &sp Bsn kst Gly Asxn
50 55 B
Biy ala Arg val Sln Arg VYal ¥al Gly Sex Ala Pru Als Ala Ser Leu
£5 T i3 80
Gly Ile Ser The S1lv Asp Val Ile Thr Ala Wal Rsp Oly Als Pre 1le
83 9% 25
Asn Ser Ala Thr Ala Met als Asp ala Len Bsn Gy His His Pro Gly
150 105 10
Asp Val Tle Ser Wal thr Trp Gln Thr Lys Ssr 8ly Gly Thr Arg Thy

8ly Rsw Val Thr Lew Als Glu Gly Pro Fre Ala 81w Phe Pre feu ¥al
i3g 138 148
Pro Arg 8y Ser Pro Met Oly Ser Asp ¥al hArg Asp lLeun Bsn Ala Leu
145 180 ASE 188
Leu Pro Ala ¥sl Bre Ser Leuw Gly Gly @ly Gly Gly Oys Ala Leu Prao
165 174 175
val Ser Gy Ala Ala Gla Trp Ala Pro Val Lew Asp Phe Mls Pro Pro
180 188 189
Bly Bla Ser Als Tyr Gly Ssr Leu Cly Gly Pro ala Pro Pro Pre Als
158 IBY 205
Fro Pro Pro PFrog Fro Pro Fro Pro Pro His Ser Phe Ils Lye Gla Glu

210 218 238
Pro Ser Trp Gly Gly ARla Glu Pre His Glu 8lu @in Oys few Ser Als
228 23¢ 235 246
Fhe Thr Val His phe Ssr &ly Gln Phe Thr Gly Thr dlz g§ly Ala Cys
245 258 255
Arg Tyr Gly Pro BPhe Gly Pre Pro Pro Pro Ser Oln Ala Ser Zer Gly
FB8 288 P
Gln 3la Apyg Met Phe Pro Asn Alg Pro Tyr Leu Fro Ser Ovs Leu Gly
295 288 3RS
ger Gln PFre Rlz Ile Arg Asp Oln 8ly Tyr Ssy Thr Val Thr She Rsp
50 255 380
Gly Thr Pre Ser Tvy Gly His Thr Fro Ser His Ris als Ala Gln Phe
05 31¢ 31k 320
Pro Asn His Ser Phe Lys Ris €lu Bsp Pro Mel Gly fdn 8la Gly Bex
335 334 33s
Lew 61y Glu Gin Gln Tyr Ser Val Fro Fro FEG Val fyr Gily Cys His
346 345 150
Thr Pro Thy Asp fer Cys Thr Gly Ser 81n Ala Leu Lew Leuw Arg Thy
358 L3 388

53



By
et

.3
Thyr

548
Val

Rl

<210> 9

Tyr
3TH
Thr
Gly
Tyxr
Rrg
Rar
& 53

TyT

Glu

: Arg
3 Fro

s Len

53g

. Arg

Rrg-

ey

<211> 672

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223>

Ber
Twp
Ty
Arg

wal
418

Gl ]

Asn
Glu
Il

430
Pra

508

* BAn

Asp

Sar
305
Ris

Pro

His

Descricdao

mamaglobina humana

<220>

<221> CDS
<222> (4)..(666)

Ser

Azn
SE5

da

Asn

Met
isg

Asp A

Thr

wal

Thr

Ty
389
Ret

Sequéncia

| #6333
375

hsn Lei

Pres Thr
349

 Mat Cys

5 Leu Gin

ksp Fhe

Arg His
s

r Oys Gln

- Thy His

Lys Lys

Gln Ry

Het Thr

Ala Thy
338

Tht Bro

410

Phe Avg

Leuw Val
Ria Tyr &

et His

475
Lys Rap
F84
¢ln Arg

Arg Lya
Thy Gly
Uhe Als

BLR

Aun Meb
878

Eer
iag
Lew

Phe

Gia
580

Reg &

Thr

Artificial:

Giln Lews

Lys Gly ¥

Leu Cys

F Ile Gln

38

Ber Aig X

fuséao

<223> polipéptido de fusdo RalZ2-mamaglobina humana

<400> 9

54

Hisg

g Arg

455
aiy

g Ber

Pha

Slw

Gln
L

Cys
Ser
200
&la

Yal

Phie

Val

Leu
SEQ
Lew

de

Ral2-



=1

cig

Togay §

aac
3351

che ¢
Leu £

B

ggt

asa

Thr

aga
Gly

ate
Iie
180

tho
Phe

atg

atg
Mel

-7
Anmn !

Qe
Asp

799
Gly

agg
N & g
145

a3t
hun

ata
Ils

it

& PFhe

s
Sla

et
His

£aq
Sin

Togeg
& Ala

ook &
Pre i

56

gea ©
Ala i

> &to

Iis

AL g

asn
130

qa¢ ©

coa
P

Jagc ¢
Asp A

(a1
Leu

Lta
Lot
16

£ac
Hig

gag ©
han 6

155

ata
Il

cat
His

393

- Gly

20

Cag
His

Ay
&l

cag ate

Ein )

 goen f

hia

3 gnc

¥al

&2

The

2o

a Thr

Thr

. ggn A
Sy &

qrsy
¥al

> &ak

188

TVE

ek
ger
165
grlade

Bla

ETe
Thy

gan
Asp

cke
Lew

sl en
1 Arg

£l

S Gat

atg
Met

acs

I gec

Als

nomen
; Pro

150
KA

Luvs

ack
Thy

gat
Rap

. LAt

His

Lo
Fhe

ey

| S8r

o
Sly

53
|ty
val

.8kg

Wal

ged
Ala

gy
Tep

gt

er Bey

218

acg
Thy

= Inde
Alas

Gly
45

Loy

Leur

QLa
Yal

ate
Ile

Qqag
Asp

eas
G3in
128

qga

s ttg

Liay

ol =15

fei ]

aak

© BER

act
The
250

ShE
Lew

55

gec
Ais

ath
Iis
IS

Gly

Gly

E gttt

Iy ¥al

acc
The

g0y
Ala

108

ALE &
Th

see
Pro

g3y

Sin

LAC
Ty

Gog
Alsa
ig%
oty

e

gt
Cys

cey
Pre &d

aat

Asn %

BRS
Lys
178

aba

Iils

/YT
Say

gat
Asp

kel

e

toa o
ey

gte
Wal

c ogey
Ala P

s

gto
Val

L AAL

Xsn

roy
Sex

Eta
Leu

Asp

Y
Gly

gRe

Gly

Q84

PRERLH

14¢

g atk

ile

ESR-E(
Sla

gLt
Val

Lt
fhe
230

geg
als

i
Gy

DAk
Rim

Sar

ote

trg
Lay

gag
Giun
205

f.aa

goa
Ala

get
Aia

eal
315
Lig

sy
Thr

> ate

ile

T asg

Liys

TRy
Gln

Sy
L}' B
180

Sly
Val

cay

e (lin

15

aty

1

His

gac
Bly

agt
Ser

ey
Pro

88
g i
Pra

ggt
hryg

#

Y - Pt

P73l

AR

Thy

[Fag
Glu
178
fFaa

Slw

ja
Pha

gasttc

pE T

182

40

288

34

480

5746



<210> 10

<211> 220

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: polipéptido de fuséo

Ral2-mamaglobina humana
<400> 10

Mebt His Bis is Ris His thr Ala Als Ser Asp Asn Fhe Qla Leu
i 5 1¢ 15
Far Gin Gl ; G1ly Pha Adla tle P Ile Gly Sin Ala et A&la
a8 25 30
Il 8la 1y $ln $ls Arg Ser Sly @ly 8ly Bes Pre Thr Val His Ile
A% 49 45
Gly Pro Thy Ala Phe Lew Gy Leg 81y Vel Val hep Asn Ran Sly Rsn
50 5% 50
2ly Ala Arg Val 8ln Arg Wal Val Gly Ser Ala Pro Ala Ala Ber Leu

m
Hoar
(]
for
5
v
F¥)
@

Gt

bl
3
a

b
£3
et
-+

31 T 75 80
2y Ile Rey Thy Gly Agp val s Thr Ala ¥al Asp gly Ala Pro fle
85 g4 85
Aszn Ser Ala Thy Ala st Ala Asp Als Leu Rsn Gly His His Pro Gly
106G 108 1ia
Jap Val Ile Ser Val Thr Trp Gla Thr Lys Ser Gly Sly Thr Arg The
118 126 135
Giv asn Val Thr Leuw Ale Glu Gly Pro Pre Ala Glu Phe Ile 8lu Gly

Rryg Gly Ser Gly Oys Pre Ley Lew Gl Asu val I{le Ser Lys Thr Ile
148 150 15% 180
Asn Pro Gla Wal Ser lys Thr Slw Tyr Lys 8lu Lew Leuw Gln Glu Phe
1&% 134 178
Ile Asp Asp Asn Als Thr Thy asn Ala Tle Asp Glu Leu Lys Glu Dys
184G 185 1539
Bhe Ley Rsn Gl Thr Asp O8lu Thr Lsu 8ey BAsn Val Val Phe Mal
138 200

Sin Lew Ilg Tyr Rap Soy Ser Lew Oys Asp Loy Fhe

215 2290

B G
£ s

W

4

<210> 11
<211> 2191
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

56



<223> Descric&o da Sequéncia Artificial: fusdo Ral2-H9-32A

(fus&o Ral2-MTB39-MTB32A (N-ter))

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(2190)

<223> polipéptido de fusdo Ral2-H9-32A (Ral2-MTH32A (N-ter))

<400> 11

sbg cabt £a¢ Cal cae cab oar SOy §oc gog BoC gat aac LR cag oty 48
Met His His His Nipx Hig Bis Thr Ala Als Sor Asp Aen Phe Oln Leu

Eon CRg 99t 999 oy gge tho goo &t ocg abe gag Cag g9og atg gog B8
Ser Oln Gly Oy gln 81y Phe Ala Tie Pro fle @y ©3n Ala Mabk Ala
g 25 30

abtc o8 gge cad ate cga tog gobt ooy oug tee oo ace gt ost atc 144
Tls Ala Gly Gin Ile Arg Ser Gly Oly Gly Ser Prg Thr val Hig Yle

15 440 4%

988 oot ac0 gee LR obe ¢an big ool bt gff gag aar as¢ goo asc 182
Biy Pro Thr Ala ¥he fep oly Lew Gy val ¥al Ssp Asn Ren 81y Asa

50 8k §4
HOC e R ol oRa ogo UG glo 9gn age gob ooy gog gos agt oto 249
Sly als Arg wal Gin arg vsl val Gly Ser BAlia Pro AIa Ala Ser Lex
&5 T 75 &

[ES BLC LOC AT gEC Gac gER 4bD aUU 40g gt gac gye goh ong atoe 388
§ly Ile Ser Thy Gly asp val Iie Thr Als wal Rsp Gly Ala Pre Ile
A5 B¢ 85

RAL LEQ GOO SO0 P9 atg GUU 98T GO obL a8g guy vat calt cog gut BIR
dsn few Ala Thr Ala Med Ala Aep Ale low Ase Gly His His Pro Gly
166 Lg% 11e

agg gt aon 384

g abe ate teg gty &oc YGY €A a0l 4’3y Loy gg9c b {
v Thy Arg Thre
5

st gty g9¢ 4
Agp Vel lle fSer ¥al Thr Trp 2in Thr Lys Sex Gy ¢
ii% T30 1

S99 aa gty aca LG goo gag gia oof o0y oo gaa the abg gty gat 338
|8

Gly Ben ¥al Thy Lew Ala ©la oly Pro Pro Al Glu Phe Met Val Asp
i3o 135 i

57



fdit
Pl
145

oy
Ala

g9t
Gly

grg
Ala

Ala
2ES

988

Gy

P

R

At o

Ala A

218

959
Gl

ety

Len

sat

3 Ty

St
B

sk
Ils

7%

g A

sey

ase
The A

B gy
£ 1
w2 1)

arg
Mabt
2E0

g8g
Bla

fad k]
Bra

e+

. Ber

1&5

i

e

2 e tas]
- Gly &

btz
Fre

b a]

Leu I

245

atr
Tle

gre &

¥al

ooy
By
15

ok kx4
Ty

tey
feyr

tac

- geC
. Als

234

> ey

&ia

RER
Ile
200

Ala

g Ala

Fag
ala
289

aRC
Aan

Coa0yg

ted 4

Ser
18%

gy
Hly

Loy
Trp

G
Thy
185

S
Sl

tan

ey

Val Arg Val
LoO Uy oog
Fao Feo Poo

RAL
Asn

Lag ¢

£ gek

dla

238

8 gy

Vil

gte
Leoas

Ty GQiF

58

&ty
et

. wag
x 3im

3 acg
e Ala

gkg
Val
224

atg
Tle

ttg

¢ ogay

Glu

aty

:; Met

i)
Trp

Ser ¥

S5t

Gly ¥

203

[
Thr

qoe
Bis

Y39
Bly

aty t

Mt
285

gey
Bla

e
ala

oan
Glu

038
Sin
27¢

Als

age
Bar
1%

gty

ARy

3 Mep

489
Gy

Eas g
Ty G

ARC

A&n A

288

aas

Aon 1

oo
Ala

pEicls)
By
1g@

gty

Vel

Trp

gtg
Val

Lan
PERRY

SRR

iR

480

S24

TEG

§64



gac
Asp

gcg
Ala
3485

ggg
Gly

g<cg
Ala

geo
Ala

tgg
Trp

atg
Met
385

asc
Asn

cag
Gln

ctg
Leu

aac
Asn

tgg
Trp
465
ctg

Ley

ggc
Gly

agt
Ser

gece
Ala
280

acd

Th

cte
Leu

gcg
Ala

cag.

Gln

aayg
Lysg
ATe

geo
ala

aec
Thr

qog
Ala

qgc
Gly

g
Leu
450

gee

Ala

aco
Thr

g9y
Gly

gat
Gly

gac
Ala

ttg

Leu

cre
Lew

aac
Asn

cce
Pro
355

acg
Thy

a4ac
Asn

ttg
Leu

gtg
val

age
Ser
435

ggt
Gly

gcg
Ala

agc
Ber

ctg
Leu

gty
val
515

geyg
Ala

ctg
Leu

gag
@lu

cag
Gln
340

acg
Thr

gte
Val

aac
Asn

age
Ser

cas
Gln
420

teg
Ser

£gg
Arg

geo
Bla

ctyg
f.eu

ceg
Pro
500

oty
Leu

atg
Mgt

ceg
Pro

cag
Gln
125

‘teg

Leu

cag
Gln

tcg
Ser

cac
His

oy
Ser
405

ace
Thr

oty
Ley

g<g
Alaz

aac
Asn

aco
thr
4B5

gtg
val

cgt
Arg

[ ool
Phe

tte
Phe
3lo

geoc
Ala

atg
Het

gg¢
Gly

cog
Pro

atg
Met
35¢

atg
Met

gcd
ala

g9t
Bly

gog
Ala

cag
Gln
470

agco

Sex

g99
Gly

gt
val

ggc
Gly
295

gag
Glu

Qoo
Ala

aac
Asn

acec
Thr

cat
Hig
378

tog
Sar

ttg
Lew

gcy
Rla

Lot
Ser

tecg
Ser
455
gea

Ala

goe
Ala

cag
Gin

ceg
¥ro

tac

Tyr

gayg
Glu

geg
Ala

aat
Asn

acy
Thr
180

cgg
Arg

atyg
Met

aag
Lys

Caa
Gln

tog
Sex
443

qte
val

gt
val

qcg
Ala

atg
Met

ceg
Fro
520

gee
Ala

g9eg
Ala

gte
Val

gtg
val
345

oot
Pro

tcy
Sex

age
Thx

gg¢
Gly

aac
Asn
425

ggt
Gly

ggt
Gly

aco
Thr

gaa
Glu

gge
Gly
505

cga
Arg

59

gcg
Ala

ccy
Pro

gag
3iu
330

coo
Pre

tet
Ser

cog
Pro

aac
Asn

Lttt
Phe
410

agg
Gly

oty
Leu

f oads
Sex

ceyg
Pro

aga
Arg
490

goc

Ala

coo
Pro

qcg
Ala

stayg
Glu
315

gag
Glu

cayg
Gln

tee
Serxr

atc
Ile

Loy
Ser
385

gct
Ala

qto
Val

gac
Gly

tog
Leu

qoy
Ala
475

999
Gly

agg
Arg

tat

Ty

acg
Thy
300

atg
Mel

goo
Ria

gcy
Ala

aag
Lys

age
Ser
380

gyt
Gly

ceg
Fro

cay
Ary

gat
Giy

tcg
Ser
480

gcq
Ala

fed el
Pro

goe
Ala

gLg
Val

geg
Ala

agce
Thr

tce
Ser

ety
Leu

ckyg
Leu
3185

aac
Asn

gtyg
val

gy
Ala

gcg
Ala

gy
Gly
445

gtg
val

gy
hrg

q99
Gly

ggt
Gly

atyg
Met
525

acy
Thy

age
Ser

gac
Asp

caa
Gin
isg

ggt
Gly

atg
Met

teg
Sex

gcg
Ala

atg
Met
430

gty
Val

cey

Pror

goy
Ala

cag
Gln

ggt
Gly
510

ccyg
Pro

ged
Ala

geg
pla

ace
Thr
338

cag
Gla

ggc
Gly

gty
Val

atg
Met

goeo
Ala
415

ago
Ser

goco
Ala

cag
Gln

ttyg
Leyg

atg
Met
495

o8
Gly

cat
His

acg
Thr

ggt
Gly

326

acc
Ala

ety
Leu

ety
Leu

tog
Ber

ace
Thr
400

gee
Ala

tcg
Ser

Jeo
Alx

goo
Ala

£cg
Pro
480

ety
Lew

asto
Leu

teot
Ser

81z

SeQ

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1392

1440

1488

1536

1584



ceg

gea

gee

ggc

Pro Ala Ala Gly

gee
Rla
545

gty
Val

gee
Ala

ety
Leu

age
Ser

cge
Axrg
825

ceg
Pro

gcg
Ala

gge
Gly

age
Thy

atc
Ile
705

gtyg
Val

530

gac
Asp

499
Gly

gty
val

&g
Thr

gte
Val
&L0

ace
Thr

teg
Ser

atg
Met

299
Arg

gg
Gly
§50

cag
Gln

gtc
Val

tLc
Phe

cea
Pro

ggc
Gly

aac
Asn
585

gge
Gly

cay
Glin

gcg
alsa

gge
Gly

gtg
Val
&7%

gee

Ala

coe
Pro

ggt
Gly

ace
Pro

cag
Gin

G§Co
Ala
58¢

2AC
Asn

too
Ser

gat
Asp

gcg
aAla

aac
Asn
860

o s

Val

gaa
Glua

ggt
Gly

atg
Met

gat
Asp

gcyg
Bla

gtg
Val

565

gge

gtc
val

atc
Tie
ad5

age
Ser

gy

Ala

a9
Glu

gat
ASD

aac
Asn
725

atg
Iile

ety
Leu
550

gtc
Val

ace
Thr

caa
Gin

geg
Ala
530

ggr
Gly

gyt
Gly

cte
Leay

aca
Thr

teg
Ser
Ti0

acg
Thr

goo
Ala
535

ece
Pro

aac
Asn

gge
Gly

ate
1le

ace
Thr
1%

gtg
Val

ggc
Gly

qug
Gly

ggc
Gly

trg
Leu
£85

gge
Gly

gee
Ala

ooy
Pro

cte
Leu

atc
Ile

atg
Ile

gcqg
Ala
&00

tac

Tyr

ctq
Leu

qgc
Gly

Cayg
Glin

caa
Gln
Ga0

aac
Asn

999
Gly

gcg
Ala

cog
Pro

gac
Asp

aac
Asn

gte
val
585
gge
Gly

gg¢
Gly

tag
Gln

gtc
Yal

ggc
Gly
655

acce
Thx

939
Gly

woe
Pro

L
Sex

60

gee
Rla

cog
Pro

ace
Thr
570

atc

Ile

goo
ala

gt
val

cbg
Lieu

gcg
Ala
8§50
ggoa
Gly

utg
val

ttg
Leu

gte
val

taq

730

ttg
Leu

tco
Ser
555

aaa
Lys

gat
Asp

acc
Thr

qgat
Asp

ege
Arg
&35

gt
Val

acyg
Thy

cag
Sin

ate
Ile

gte
val
718

g

tcg
Sex
540

gcg
Ala

ctg
Leuw

cee
Pro

gac
Asp

gtg
Val
620

499t
Gly

g3t
Gly

co
Pro

gog
Ala

cag
Gln
T80

230
AsSn

cay
Gln

atg
Meg

g9¢
Gly

aac
AEn

atc
Ile
805

gte
Val

geo
Ala

gag
Glua

cgt
Arg

teg
Seyr
&85

tta

Phe

ggc
Gly

gac
Asp

gte
Val

tac

Tyx

ggt
Gly
590

aat
Asn

999
Gly

ggr
Gly

LSOO
Pro

gcg
Ala
&70

gakt
B &P

gat
Asp

oty
Leu

cgg
Arg

gee
Ala

aac
Asgn
578

gtc
Val

aeg
Ala

tat
TYYr

gge
Gly

gtc
Val
635
gtg
Val

Teyg
Sar

geo
Ala

gga
Gly

tte
Phe

£aa
Gln
560

aac
Asn

gtg
Val

tte
vhe

gae
Asp

ety
Leau
g4

gt
Val

cch
Buo

cty
Leu

gcg
Ala

cag
Gln
720

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1820

1568

20186

2064

2112

2160

218



<210> 12

<211> 729

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: polipéptido de fuséo

Ral2-H9-32A (polipéptido de fusdo Ral2-MTB39-MTB32A (N-ter))

<400> 12

Met His His His His Hig His Thr Ala Ala Ser Asp Ran Phe Gln Leu

Ser @ln Gly Gly Gln Gly Phe Ala Ile Pro Ile Gly Gln Ala Met Ala
20 25 30
Ile ala Gly @ln lle Arg Ser Gly Gly Gly Ser Pro Thr Val His Ile
35 40 45
Gly Pro Thr Ala Phe Leu Gly Leu Gly Val val Asp Asn Asp Gly Asn
20 &3 3]
Gly Ala Arg Val Glon Arg Val Val 8ly Ser Ala Pro Ala Ala Ser Leu
&% TR 75 ag
Gly Ile Ser Thr Gly Asp val Tle Thr Ala Val Asp Gly Ala Pro Ile
g5 99 85
Asn Ser Ala Thr Ala Met Ala Asp Ala L=u Asn Gly His His Pro Gly
14¢ 1058 110
Asp Val Ile Ser Val Thrx Trp Glm Thr Lys Ser Gly Gly Thrx Arg Thr
115 120 125
Gly Asn Val Thr Leu Ala Glu Gly PFro Pro Ala Glu Phe Met Val Asp
130 135 140
Phe Gly Ala Leu Pro Pro Glu Ile Asn Ser Ala Axrg Met Tyr Ala Sly
145 150 155 160
Bro ly Ser Ala Ser Leu Val Ala Ala Ala Gln Met Trp Asp Ser Val
165 170 175
Ala 8Ssr Asp Leu Phe Ser Ala Ala Ser Ala Phe Gin Ser Val val Trp
180 185 is0
Gly Leu Thr Val Gly Ser Trp Ile Gly Sey Ser Ala Gly Leuw Met Val
1398 200 20%
Ala Ala Ala Ser Pro Tyr Val Ala Trp Met Ser Val Thr Ala Gly Gln
210 15 - 220
Ala Glu Leu Thr Ala Ala Gln Val Arg Val Ala Ala Ala Ala Tyx Glu
225 230 235 2440
Thr Ala Tyr Gly Leu Thr Val Pro Pro Pro Val Tle Ala Glu Asn Arg
245 250 255
Ala Glu Leu Met Ile Lewu Ile Ala Thr Asn Leu Leu Gly Gln Asm Thr
1Y) 265 279
Pro Ala Ile Ala ¥al Asn Giu Ala Glu Tyr Gly 8lu Met Trp Ala Gin
275 i8¢0 285
Asp Ala Ala Ala Met Phe Gly Tyxr Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr
290 285 300
Ala Thr Leu Leu Pro Phe Glu Glu Ala Pxo Gluw Met Thr Sex Ala Gly
345 310 315 329
Gly Leu Leu Glv Gln Ala Ala Ala Val Sku Glu Ala Ser Asp Thr Ala
325 330 335
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Ala
Ala
Txp
Met
i85
Asn
Gin
Lew
Asn
Trp

4ES
Leu

Gly
Ser
Pro
ala
54%
Val
Als
L
Ser
Arg
8325
Pro
Ala
Gly
Thy
Ile

T05
Val

Ala
Gln
Lys
370
Ala
Thx
Ala
Gly
Lien
454G
Ala

Thr

Gly
Cly
Ala
830
Asp
Gly
Val
Thr
Val
6§10
Thr
Ser
Met
Arg
Gly
§9¢
Gln

Val

Asn
Pro
355
Thr
Asn
Leu
Val
Ser
435
Gly
Ala

Ser

Lau
Val
515
Ala
Phe
Pro
Gly
Asn
595
Gly
Glin
hla
Gly
Val

67%
Ala

Gln
34Q
Thi
Val
Asn
Sex
Gin
24
Ser
Arg
Ala
Leg
Pro

500
Leu

Gly
Pro
Gin
Ala
580
Asn
Eer
Asp
Ala
Asn
&80
val
Glu

Gly

Met

ey
Gln
Eer
His
Sex
405
Thr
Leu
Ala
RAsn
Thr

485
Val

Arg
Asp
Ala
Val
565
Gly
Hig
Gly
Val
Ile
645
Ser
Ala
Glu

Asp

Asmn
725

Met
Gly
Pro
Mek
390
Met
Ala
Gly
Ala
Gin

470
Ser

ASD
Thr
His
375
Sexr
Leuw
Ala
Ser
Ser
455
Ala

Ala

Asn
Thr
Jad
Axg
Met
Lys
Gin
S5eyxr
440
val
Val

Ala

Gly Gln Met

Val
Ile
Leu
550
Val
Thyr
Val
Gin
Ala
530
Gly
Gly
Leu
Thy
S8er

710
Thr

Pro

Ala
53s

Pro-

Asn
Gly
Ile
Thyr
815
Val
Gly
Gly
Gly
Leu
€95
Oly

Ala

Fro
520
Pro
Leu
Ile
1le

Ala
&00

TYE
Leu
Gly
Gln
Glin
£80Q
Asn

aly

Rla

Val
345
Pro
Ser
Thr
Gly
RSN

425
Glv

-

Gly
Thr

Glu

Gly
505
Arg
Pro
Asp
Asn
Val
585
Gly
Gly
Gin
Val
Gly
685
Thy
Gly

Pro

Sex

62

Pro Gln Ala

Ser
Pro
Asn
vhe
410
Gly
Leu
Ser
Fro
Axrg
450
Ala
Pro
Ala

Pro

Thr
570
Iie
aAla
Val
Leay
Ala
650
Gly
Val
Leu

Val

Sexr Lys

Ile Sexr
k%:34

Ser Gly

395

Ala Pro

Val Arg
Gly Gly

Len Ser
460

ABla Ala

475

Gly Pro

Arg BRla Gly

Leu Gin

350

Leu Gly

365

Asn Mel

Val Sexr

Ala Ala

Ala Met

Gln
Gly
Val
Met

Ala

Leu

1.eun

Sexr

Thiy

400

315

430

Gly val

445

Val Pro
Arg Ala

Gly Gln

Tyr Val Met

525

Leu Ser Gln
540
Ser Ala Met

555

Lys Leu Gly

Asp Pre Asn

Thr Asp Ile

8058

Asp Val val
620
Arg Gly Ala

£35

Val Gly Gilu

Thr Pro Arg

Gln Ala Ser

685

Ile Gln Phe
0o
val Asn Gly

715

Ser

Ala

Gln

Leu

Met:

Ala

Ber

Ala

Ala

Pro

4BC

495

Leu

Gly Gly Leu

510
Pro

Asp
Val
Tyr
Gly
590
Asn
Gly
Gly
Pro
Ala
870
Asp
Asp

Leu

His
Ary
Ala
Asn
578
val
Ala
Tyrx
aly
Val

655
Val

Ala

Gly

Ser
Phe
Gln
860
Asn
val
Fhe
Asp
Leu
640
Val
Bro
Lau
Ala

Gln
7290



<210> 13
<211> 51
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricédo da Sequéncia Artificial: iniciador de
oligonucledtido para amplificagdo por PCR do fragmento do

terminal C de MTR32A

<400> 13

caattacata tgcatcacca tcaccatcac acggccgcgt ccgataactt ¢ 51

<210> 14
<211> 33
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricédo da Sequéncia  Artificial: iniciador de
oligonucleétido 3’ para amplificagdo por PCR do fragmento do

terminal C Ral2-C de MTR32A

<400> 14
ctaatcgaat tcggccgggg gtccctcecggce caa 33

<210> 15
<211> 48
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial
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<220>

<223> Descricgédo da Sequéncia  Artificial: iniciador de
oligonucledtido 5" <contendo o sitio de reconhecimento da
enterocinase para amplificacdo por PCR da forma segregada madura

de DPPD

<400> 15

caattagaat tcgacgacga cgacaaggat ccacctgacc cgcatcag 48

<210> 16
<211> 33
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: iniciador de
oligonucledtido 3’ contendo o sitio de reconhecimento da
enterocinase para amplificacdo por PCR da forma segregada madura

de DPPD

<400> 1o
caattagaat tctcagggag cgttgggectg ctc 33

<210> 17
<211> 30
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descrigdo da Sequéncia Artificial: polipéptido Ral2(curto)
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<400> 17

Thr Ala Ala Ser Asp Asn Phe Gln Leu Ser Glan Gly Gly Gln Gly Phe

1 5

10

Ala Ile Pro Ile Gly Gln Ala Met Ala Iie Ala Gly Gln Ile

20

<210> 18
<211> 128
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricédo da Sequéncia

<400> 18

Thr Ala Ala Ser Asp Asn Fhe Gln

1 &

Ala Ile Pro Ile Gly Glm Ala Met

20

Pro Thr Val His 1ls Gly Pro Thr

35

44

Asp Asn Asn Gly Asn Gly Rla Arg

50

5

Pro Ala Ala Ser Leu §ly Ile Ser

€5 10

Asp Gly Bla Pro Ile Asn Ser Ala

85

Gly His His Pro Gly Rsp Val Ile

Q0

Gly Gly Thr Arg Thr Gly Asn Val

115

129

65

25

Leu
Ala

25
Ala

val
Thro
Thr
Ser

108
Thr

Ser Gln
10
Ile Ala

Fhe Leu

Gin Arg

Gly Asp

T5

Ala Met
80

Val Thr

Leu Ala

Gly
Gly

Gly

Val

&80
val
Ala
Trp

Glu

36

Gly Gln

Gln Ile

0

Leu Gly
45

Val Gly

Ile Thr
Asp Ala
Gln Thr

110

Gly Pro
125

15

Gly
18
Lys

val
Ser
Ala
Ly

85

Lys

Pro

Artificial: polipéptido RalZ2 (longo)

Pha
Lieu
Val
Ala
Val

a0
Asm

Ser

Ala



<210> 19
<211> 33
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricédo da Sequéncia Artificial: iniciador de
oligonucledtido 5', sitio HindIII, para amplificacdo por PCR da

mamoglobina humana

<400> 19
gcgaagctta tgaagttgct gatggtcecctc atgce 34

<210> 20
<211> 36
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricédo da Sequéncia Artificial: iniciador de
oligonucledtido 3', sitio Xhol, para amplificacdo por PCR da

mamoglobina humana

<400> 20
cggctcgagt taaaataaat cacaaagact gctgtce 36

<210> 21
<211> 7
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
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<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: Met-His tag 6aa

<400> 21
Meb Hig Hiz His His His His
1 5
<210> 22
<211> 4
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricdc da Sequéncia Artificial: sitio de reconhecimento
de enterocinase

<400> 22

Asp Asp Asp Lys
1

Lisboa, 16 de Maio de 2007
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polipéptido Ral2(curto) (SEQ ID N°:17)

TAASDNFOLSOGGOGFATPIGOAMATAGQT

FIG. 7.

polipéptido Ral2(longo) (SEQ ID N°:18)

TAASDNFOLSOGGOGFATIPIGOAMATAGQIKLPTVHIGPTAFLGLGVVDNNGNGARV

QRVVGSAPAASLGISTGDVITAVDGAPINSATAMADALNGHHPGDVISVIWQTKSG

GTRTGNVTLAEGPPA

FIG. 8.

Mamaglokina humana _Cc00

HsN - | Met | Histag6aa | Ral2(curto)30aa | HindIII 2aa | (comprimento zotal) 93aa

FIG. 9.
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