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ESTA INVENGAO REFERE-SE A FITASES, AOS POLINUCLEOTIDOS QUE AS CODIFICAM, AS

UTILIZACOES DOS POLINUCLEOTIDOS E POLIPEPTIDOS DA INVENGAO, ASSIM COMO A
PRODUGAO E ISOLAMENTO DE TAIS POLINUCLEOTIDOS E POLIPEPTIDOS. EM PARTICULAR, A
INVENCAO PROPORCIONA POLIPEPTIDOS TENDO ACTIVIDADE DE FITASE SOB CONDICOES
DE ALTA TEMPERATURA E FITASES QUE RETEM A ACTIVIDADE APOS EXPOSIGAO AS ALTAS
TEMPERATURAS. AS FITASES DA INVENGAO PODEM SER TERMOTOLERANTES E/OU
TERMOESTAVEIS A BAIXAS TEMPERATURAS, ALEM DE A ALTAS TEMPERATURAS. AS FITASES
DA INVENCAO PODEM SER UTILIZADAS EM GENEROS ALIMENTICIOS PARA MELHORAR O
VALOR ALIMENTAR DE INGREDIENTES RICOS EM FITATO. AS FITASES DA INVENCAO PODEM
SER FORMULADAS COMO ALIMENTOS OU RAGCOES OU SUPLEMENTOS PARA, E. G., AUXILIAR
NA DIGESTAO DO FITATO. OS ALIMENTOS OU RACOES DA INVENCAO PODEM SER NA FORMA
DE PASTILHAS, LIQUIDOS, POS E SEMELHANTES. NUM ASPECTO, AS FITASES DA INVENGAO
SAO ESTAVEIS CONTRA DESNATURAGAO TERMICA DURANTE A FORMAGAO DAS PASTILHAS;
E ISTO DIMINUI O CUSTO DO PRODUTO DE FITASE ENQUANTO MANTEM A EFICACIA IN VIVO E
A DETECGAO DA ACTIVIDADE NA RACAO.



RESUMO

“FITASES, ACIDOS NUCLEICOS QUE AS CODIFICAM E METODOS PARA AS
PREPARAR E UTILIZAR”

Esta invencdo refere-se a fitases, aos polinucledétidos que
as codificam, as utilizacgdes dos polinucledtidos e polipéptidos
da invencdo, assim como a producdo e isolamento de tais
polinuclebétidos e polipéptidos. Em particular, a 1invencao
proporciona polipéptidos tendo actividade de fitase sob
condicgdes de alta temperatura e fitases que retém a actividade
apdés exposicdo as altas temperaturas. As fitases da invencéo
podem ser termotolerantes e/ou termoestaveis a baixas
temperaturas, além de a altas temperaturas. As fitases da
invencdo podem ser utilizadas em géneros alimenticios para
melhorar o valor alimentar de ingredientes ricos em fitato. As
fitases da invencdo podem ser formuladas como alimentos ou
ragdes ou suplementos para, e. ¢g., auxiliar na digestao do
fitato. Os alimentos ou racgdes da invencao podem ser na forma de
pastilhas, liquidos, pds e semelhantes. Num aspecto, as fitases
da invengdo sdo estdaveilis contra desnaturacdo térmica durante a
formacdo das pastilhas; e isto diminui o custo do produto de
fitase engquanto mantém a eficdcia in vivo e a detecgdo da

actividade na racao.



DESCRIGAO

“FITASES, ACIDOS NUCLEICOS QUE AS CODIFICAM E METODOS PARA AS
PREPARAR E UTILIZAR”

CAMPO DA INVENCAO

Esta invencdo refere-se a fitases, aos polinucledtidos qgue
as codificam, as utilizacdes dos polinucledtidos e polipéptidos
da invencdo, assim como a producdo e 1isolamento de tais
polinucledétidos e polipéptidos. Em particular, a 1nvencéao
proporciona polipéptidos TENDO actividade de fitase sob
condicdes de alta temperatura e fitases que retém a actividade
apds exposicdo as altas temperaturas. As fitases da invencao
podem ser termotolerantes e/ou termoestéaveis a baixas
temperaturas, além de A altas temperaturas. As fitases da
invencdo podem ser wutilizadas em géneros alimenticios para
melhorar o valor alimentar de ingredientes ricos em fitato. As
fitases da invengdo podem ser formuladas como alimentos ou
ragdes ou suplementos para, e. ¢g., auxiliar na digestadao do
fitato. Os alimentos ou ragdes da invencado podem ser na forma de
pastilhas, ligquidos, pds e semelhantes. Num aspecto, as fitases
da invengdo sao estdveis contra desnaturacgdo térmica durante a
formagao das pastilhas; e isto diminui o custo do produto de
fitase enquanto mantém a eficdcia in vivo e a detecgdo da

actividade na ragao.



ANTECEDENTES

Os minerais sd@o elementos essenciais para o crescimento de
todos o0s organismos. Os minerais dietéticos podem ser derivados
de muitos materiais de partida, incluindo plantas. Por exemplo,
as sementes de plantas sao uma fonte rica de minerais, uma vez
que contém ides que sao complexados com os grupos fosfato das
moléculas de &dcido fitico. Estes minerais associados ao fitato
podem, em alguns casos, satisfazer as necessidades dietéticas de
algumas espécies de organismos de criagdo, tal como ruminantes
com multiplos estdmagos. Desta forma, em alguns casos, O0S
ruminantes requerem menos sSuplementacdo dietética com fosfato
inorgédnico e minerais, porque o0s microrganismos no rumen
produzem as enzimas que catalisam a conversao do fitato (mio-
inositol-hexafosfato) em inositol e fosfato inorgédnico. No
processo, 08 minerais que formam complexados com fitato sao
libertados. Contudo, a maioria das espécies de organismos de
criagdo é incapaz de utilizar eficientemente minerais associados
com fitato. Assim, por exemplo, na produgao de animais de
criacdo monogédstricos (e. g., porcos, aves e peixes), a
alimentacdao é habitualmente suplementada com minerais e/ou com
substancias antibidticas que alteram o ambiente da flora
digestiva do organismo consumidor para aumentar as taxas de

crescimento.

Como tal, existem muitos problemas - relacionados com a
nutricao, com passos de processamento ex vivo, com salude e
medicina, conservacao ambiental e gestdao de recursos — que estao
associados com uma hidrdlise insuficiente do fitato em muitas
aplicagdes. Os seguintes sao exemplos nao limitativos destes

problemas:



1) A suplementacdo de dietas com minerais inorgédnicos € uma
despesa cara.

2) A presenca de fitato nao hidrolisado é indesejavel e
problemdatica em muitas aplicacgdes ex vivo (e. g., por
provocar a presenca de detritos indesejados).

3) A suplementacao de dietas com antibidéticos coloca uma
ameaca clinica aos humanos e igualmente aos animais por
aumentar a abundéncia de patogéneos tolerantes a
antibidticos.

4) A descarga de minerais fecais nao absorvidos no ambiente
altera e danifica os ecossistemas de solos circundantes, de
dguas de viveiros de peixes e de 4&guas superficiais, em
geral.

5) A oferta nutritiva valiosa de muitos potenciais géneros
alimenticios ©permanece significativamente inexplorada e

desperdicada.

Consequentemente, o0s géneros alimenticios contendo fitato
requerem suplementacdo com nutrientes exdgenos e/ou com uma
fonte de actividade de fitase de modo a corrigir a sua oferta
nutritiva deficiente apdés consumo, por um numero muito grande de

espécies de organismos.

Consequentemente, existe uma necessidade para meios para
conseguir uma hidrdélise eficaz e rentdvel de fitato em varias
aplicagdes. Particularmente, existe uma necessidade para meios
para optimizar a hidrdélise de fitato em aplicagdes comerciais.
Num aspecto particular, existe uma necessidade para optimizar
métodos de tratamento comerciais gque melhoram a oferta nutritiva
de géneros alimenticios contendo fitato para consumo por humanos

e animais de criacéao.



SUMARIO DA INVENCAO

Esta invencao proporciona polipéptidos tendo actividade de
fitase, polinucledétidos que as codificam, utilizacdes dos
polinucledtidos e polipéptidos da invencdo e métodos para a
producdo e isolamento de tais polinucledétidos e polipéptidos.
Num aspecto, a invencao proporciona polipéptidos tendo
actividade de fitase sob condicgdes de alta temperatura e fitases
que retém actividade apds exposicdao as altas temperaturas. As
fitases da invencgao podem ser utilizadas em géneros alimenticios
para melhorar o valor alimentar de ingredientes ricos em fitato.
As fitases da invencdao podem ser formuladas como alimentos ou
ragdes ou suplementos para, e. g., auxiliar na digestao do
fitato. Os alimentos ou rac¢des da invencdao podem estar na forma
de pastilhas, comprimidos, pilulas, 1liquidos, pds, sprays e
semelhantes. Num aspecto, as fitases da invencdo sao estdveis o
contra desnaturacado térmica durante a formacdo das pastilhas; e
isto diminui o custo do produto de fitase enquanto mantém a

eficdcia in vivo e a deteccdo da actividade na racéo.

SUMARTIO:

A invengdo proporciona acidos nucleicos isolados, sintéticos

ou recombinantes compreendendo

(a) uma sequéncia de Adcido nucleico codificando um
polipéptido tendo actividade de fitase e que tem, pelo
menos, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia
com a SEQ ID N°:1, e tendo uma modificacdao nucleotidica em
que o0s nucledtidos nas posicdes 139 a 141 da SEQ ID N°:1 sao
TTT ou TTC, em gque o polipéptido melhorou a termostabilidade

relativamente a fitase da SEQ ID N°:2. A sequéncia pode



opcionalmente compreender ainda, pelo menos, uma até todas
as treze modificacgdes da SEQ ID N°:1 seleccionadas de os
nucledétidos nas posicgdes 289 a 291 serem GTT, GTC, GTA ou
GTG; os nucledtidos nas posicdes 289 a 291 serem GAA ou GAG;
os nucledétidos nas posicdes 406 a 408 serem CAT ou CAC; os
nucleétidos nas posicgdes 475 a 477 serem GTT, GTC, GTA ou
GTG; os nucledtidos nas posicdes 475 a 477 serem GAA ou GAG;
0s nucledtidos nas posicdes 487 a 489 serem CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA ou AGG; os nucledtidos nas posicgdes 490 a 492 serem
CGT, CGC, CGA, CGG, AGA ou AGG; os nucledétidos nas posicdes
502 a 504 serem CGT, CGC, CGA, CGG, AGA ou AGG; os
nucledétidos nas posicdes 535 a 537 serem CGT, CGC, CGA, CGG,
AGA ou AGG; os nucledétidos nas posicdes 676 a 678 serem GAT
ou GAC; os nucledétidos nas posicdes 697 a 699 serem TGG; o0s
nucledétidos nas posicgdes 823 a 825 serem GTT, GTC, GTA ou
GTG; os nucledétidos nas posigdes 865 a 867 serem GCT, GCC,
GCA ou GCG; os nucledtidos nas posicgdes 1045 a 1047 serem
TAT ou TAC; e os nucledétidos nas posicgdes 1087 a 1089 serem
CCA, CCC, CCG ou CCT; ou,

(b) um polinucledétido codificando um polipéptido tendo
actividade de fitase e tendo, pelo menos, 95%, 96%, 97%, 98%
ou 99% ou mais de identidade de sequéncia com a SEQ ID N°:2
e tendo uma sequéncia compreendendo, pelo menos, uma
modificacdo de residuo de aminodcido, em gque o aminodcido
alanina na posicdo de aminocdcido 47 da SEQ ID N°:2 ¢é
alterado para uma fenilalanina em que o polipéptido melhorou
a termostabilidade relativamentea fitase da SEQ ID N°:2;

(c) a sequéncia de acido nucleico de (a) ou (b) codificando
um polipéptido tendo uma actividade de fitase mas que carece
de uma sequéncia de sinal ou uma sequéncia de proproteina,
ou uma sequéncia promotora homdloga;

(d) o &cido nucleico de qualquer de (a) a (c) codificando um

polipéptido tendo uma actividade de fitase e compreendendo
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ainda uma sequéncia de aminodcidos heterdloga, ou o &acido
nucleico de qualquer de (a) a (c) compreendendo ainda uma
sequéncia de nucledtidos heterdloga;

(e) o &cido nucleico de (d), em qgue a sequéncia de
aminodcidos heterdloga compreende ou consiste em uma
sequéncia que codifica uma sequéncia de sinal heterdéloga
(lider), ou um Marcador ou um epitopo, ou a sequéncia de
nucledétidos heterdloga compreende uma sequéncia heterdloga
promotora ou de direccionamento;

(f) uma sequéncia de acido nucleico totalmente complementar

a sequéncia de acido nucleico de qualquer de (a) a (e).

Opcionalmente as identidades de sequéncia sao determinadas
por andlise com um algoritmo de comparacdo de sequéncia ou por
inspecgdo visual. Todos estes &cidos nucleicos sdo “acidos

nucleicos da invencao”, codificando “polipéptidos da invencgao”.

Num aspecto, o algoritmo de comparacao de sequéncia é um
algoritmo BLAST versao 2.2.2, em que ¢é estabelecido um filtro
como blastall -p blastp -d “nr pataa” - F F, e todas as outras

opcdes sao estabelecidas por defeito.

Num aspecto, a actividade de fitase compreende: catdlise de
fitato (mio-inositol-hexafosfato) em inositol e fosfato
inorgdnico; ou a hidrdlise de fitato (mio-inositol-hexafosfato).
Num aspecto, a actividade de fitase ¢é termotolerante e,
opcionalmente, o polipéptido retém uma actividade de fitase apds
exposicdo a uma temperatura na gama entre cerca de 40 °C a cerca
de 70 °C, ou entre cerca de 37 °C a cerca de 100 °C, ou maior
que 37 °C a cerca de 50 °Cc, 55 °C, 60 °C, 65 °C, 70 °c, 75 °C,
80 °C, 85 °C, 90 °C, 95 °C, 100 °C ou mais. Num aspecto, a
actividade de fitase ¢é termoestavel e, opcionalmente, 0

polipéptido retém uma actividade de fitase a uma temperatura na
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gama entre cerca de 40 °C a cerca de 70 °C, ou entre cerca de
37 °C a cerca de 100 °C, ou maior que 37 °C a cerca de 50 °C,
55 °C, 60 °C, 65 °Cc, 70 °c, 75 °Cc, 80 °C, 85 °C, 90 °Cc, 95 °¢C,

100 °C ou mais.

A invengao proporciona cassetes de expressao, vectores,
veiculos de clonagem, vectores de expressao, vectores de
clonagem compreendendo um &cido nucleico da invengdo ou contendo
al um &cido nucleico da invencdo (o qual incluili &acidos nucleicos
que codificam polipéptidos da invencédo), em que opcionalmente o
veiculo de clonagem compreende ou € um vector viral, um
plasmideo, um fago, um fagemideo, um cosmideo, um fosmideo, um
bacteridéfago ou um cromossoma artificial e, opcionalmente, o
vector wviral compreende um vector de adenovirus, vectores
retrovirais ou um vector viral adeno-associado e, opcionalmente,
a cassete de expressao, vector, veiculo de clonagem, vector de
expressdo, vector de clonagem compreende ou estda contido num
cromossoma artificial Dbacteriano (BAC), num plasmideo, num
vector derivado do bacteridéfago Pl (PAC), num cromossoma
artificial de 1levedura (YAC), num cromossoma artificial de

mamifero (MAC).

A invencgao proporciona células transformadas, célula
transduzidas, células hospedeiras e semelhantes, compreendendo
um acido nucleico da invencdo ou contendo ai um &cido nucleico
da invencdo (o qual inclui 4cidos nucleicos que codificam
polipéptidos da invencgdo), ou a cassete de expressao, vector,
veiculo de clonagem, vector de expressao, vector de clonagem da
invengcdo, em que opcionalmente a célula é uma célula bacteriana,
uma célula de mamifero, uma célula fungica, uma célula de

levedura, uma célula de insecto ou uma célula vegetal.



Os animais nao humanos transgénicos podem compreender um
dcido nucleico da invencdo ou contendo ai um &cido nucleico da
invencdo (que inclui &cidos nucleicos que codificam polipéptidos
da invencao) ou a cassete de expressao, vector, veiculo de
clonagem, vector de expressao, vector de clonagem da invengao,
em que opcionalmente o animal é um murganho, um rato, uma cabra,

um coelho, uma ovelha, um porco ou uma vaca.

A  invencado proporciona plantas transgénicas (incluindo
partes de plantas, e. g., processadas ou recolhidas, e. g.,
folhas, caules, raizes ou frutas), ou sementes compreendendo um
dcido nucleico da invencdo ou contendo ai um &cido nucleico da
invengao (o qual inclui 4cidos nucleicos que codificam
polipéptidos da invencdo) ou a cassete de expressao, vector,
veiculo de clonagem, vector de expressdo, vector de clonagem da
invencado, em que opcionalmente a planta é uma planta de milho,
uma planta de batata, uma planta de tomate, uma planta de trigo,
uma planta oleaginosa, uma planta de colza, uma planta de soja
ou uma planta de tabaco e, opcionalmente, a semente ¢é uma
semente de milho, uma semente de trigo, uma semente oleaginosa,
uma semente de colza, uma semente de soja, uma semente de palma,
uma semente de girassol, uma semente de sésamo, um amendoim ou
uma semente da planta de tabaco. Em formas de realizacéao
alternativas, a planta ou uma semente produzida a partir de uma
semente ou de uma planta da invencdo, ou uma planta ou uma
semente da invengao, pode incluir cultivares, por exemplo,
milho, alfalfa, girassol, Brassica, soja, cana de acgucar,
algodao, cartamo, amendoim, sorgo, trigo, aveia, centeio, milho
painco, cevada, arroz, coniferas, leguminosas, e. g., ervilha,
feijdo e soja, tubérculos/raizes amiléceas, e. g., Dbatata,
batata-doce, mandioca, inhame, balizeiro e beterraba acucareira
e semelhantes, ou a planta pode ser uma planta de milho, uma

planta de batata, uma planta de tomate, uma planta de trigo, uma
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planta oleaginosa, uma planta de colza, uma planta de soja ou
uma planta de tabaco, ou uma planta forrageira e/ou de racéo
para um animal, ou para um animal ruminante, ou a planta pode
ser ou compreender uma planta forrageira ou de racao que ¢é feno,
milho, milho paincgo, soja, trigo, trigo mourisco, cevada,
alfalfa, centeio, uma erva anual, sorgo, erva-do-suddo, erva de
veldt ou erva de buffel; ou a semente é uma semente de milho,
uma semente de trigo, uma semente oleaginosa, uma semente de
colza, uma semente de soja, uma semente de palma, uma semente de
girassol, uma semente de sésamo, um amendoim ou uma semente de
amendoim, uma semente de alfalfa, uma semente de algoddao, uma
semente de cartamo, uma semente de sorgo, uma semente de aveia,
uma semente de centeio, uma semente de milho paing¢o, uma semente
de cevada, uma semente de arroz, uma semente de ervilha ou uma
semente de planta de tabaco, ou a planta é milho, alfalfa,
girassol, Brassica, soja, cana-de-acgucar, algodao, cartamo,
amendoim, sorgo, trigo, aveia, centeio, milho painco, cevada,
arroz, coniferas, ervilha, feijdo, soja, batata, batata-doce,

mandioca, inhame, balizeiro ou beterraba acucareira.

Os oligonucledtidos anti-sentido podem compreender um &cido
nucleico da invencdo com as modificacdes especificadas da
sequéncia de par de bases nucleotidica para a SEQ ID N°:1, em
que opcionalmente o oligonucledtido anti-sentido estd entre
cerca de 10 a 50, cerca de 20 a 60, cerca de 30 a 70, cerca de
40 a 80, cerca de 60 a 100 ou cerca de 50 a 150 Dbases de
comprimento. A invencgdo também proporciona ribozimas e/ou iARN
(e. g., siARN ou miARN) compreendendo sequéncias anti-sentido da

invencao.

A invengdo proporciona métodos de inibicgdo da tradugdo de um

mensageiro de fitase numa célula compreendendo administrar a



célula ou expressar na célula um oligonucledétido anti-sentido da

invencao.

A invencédo proporciona polipéptidos isolados, sintéticos ou

recombinantes compreendendo

(a) uma sequéncia de aminodcidos tendo, pelo menos, 95%,
96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia para a
SEQ ID N°:2 e codificada por um polinucledétido compreendendo
uma modificacdo nucleotidica para a SEQ ID N°:1, em que o0s
nucledétidos nas posicdes 139 a 141 da SEQ ID N°:1 sao TTT ou
TTC, em que o polipéptido melhorou a termostabilidade da
fitase da SEQ ID N°:2;

(b) uma sequéncia de aminodcidos tendo, pelo menos, 95%,
96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia para a
SEQ ID N°:2 e tem uma modificacdo de aminocdcido, em que o
aminodcido alanina na posicdo de aminodcido 47 da
SEQ ID N°:2 ¢é alterado para wuma fenilalanina em que o
polipéptido melhorou a termostabilidade da fitase da
SEQ ID N°:2. Opcionalmente, o polipéptido pode compreender,
pelo menos, 1 a 13 modificag¢des adicionais seleccionadas de:
0 aminodcido <cisteina na posicdo de aminodcido 97 da
SEQ ID N°:2 ¢é alterado para uma valina; o aminodcido
cisteina na posicdo de aminodcido 97 da SEQ ID N°:2 &
alterado para um &cido glutdmico; o aminodcido treonina
equivalente na posicdo de aminodcido 136 da SEQ ID N°:2 é
alterado para uma histidina; o aminodcido asparagina na
posicdo de aminodcido 159 da SEQ ID N°:2 & alterado para uma
valina; o aminodcido asparagina na posicdo de aminodacido 159
da SEQ ID N°:2 ¢ alterado para um 4&acido glutémico; o
aminodcido treonina equivalente na posicdo de aminodcido 163
da SEQ ID N°:2 é alterado para uma arginina; o aminodacido

dcido aspdrtico na posicdo de aminodcido 164 da SEQ ID N°:2
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¢ alterado para uma arginina; o aminocdcido &acido glutémico
na posicao de aminodcido 168 da SEQ ID N°:2 é alterado para
uma arginina; o aminocdcido glicina na posicdo de aminodacido
179 da SEQ 1ID ©N°:2 ¢é alterado para uma arginina; o
aminodcido cisteina na posicdo de aminoacido 226 da

.

SEQ ID N°:2 é alterado para um acido aspartico; o aminodacido
valina na posicdo de aminodcido 233 da SEQ ID N°:2 &
alterado para um triptofano; o aminodcido glutamina na
posicdo de aminodcido 275 da SEQ ID N°:2 & alterado para uma
valina; o aminocdcido arginina na posicdao de aminodcido 289
da SEQ ID N°:2 €& alterado para uma alanina; o aminodacido
treonina na posicdo de aminodcido 349 da SEQ ID N°:2 ¢é
alterado para uma tirosina; e o aminocdcido leucina na

posicdo de aminodcido 363 da SEQ ID N°:2 & alterado para uma

prolina,

em gue 0s acidos nucleicos codificam, pelo menos, um polipéptido
tendo uma actividade de fitase e opcionalmente as identidades de
sequéncia sado determinadas por andlise com um algoritmo de

comparacao de sequéncia ou por inspeccgao visual,

e o0 polipéptido tem uma actividade de fitase e, opcionalmente, a
actividade de fitase compreende: catalise de fitato
(mio-inositol-hexafosfato) em inositol e fosfato inorgédnico; ou

a hidrdlise de fitato (mio-inositol-hexafosfato).

A  invencdo proporciona polipéptidos da invencao tendo
actividade de fitase, cuja actividade ¢é termotolerante e,
opcionalmente, o polipéptido retém uma actividade de fitase apds
exposicdo a uma temperatura na gama desde cerca de -100 °C a
cerca de -80 °C, cerca de -80 °C a cerca de -40 °C, cerca de
-40 °C a cerca de -20 °C, cerca de -20 °C a cerca de 0 °C, cerca

de 0 °C a cerca de 5 °C, cerca de 5 °C a cerca de 15 °C, cerca

11



de 15 °C a cerca de 25 °C, cerca de 25 °C a cerca de 37 °C,
cerca de 37 °C a cerca de 45 °C, cerca de 45 °C a cerca de
55 °C, cerca de 55 °C a cerca de 70 °C, cerca de 70 °C a cerca
de 75 °C, cerca de 75 °C a cerca de 85 °C, cerca de 85 °C a
cerca de 90 °C, cerca de 90 °C a cerca de 95 °C, cerca de 95 °C
a cerca de 100 °C, cerca de 100 °C a cerca de 105 °C, cerca de
105 °C a cerca de 110 °C, cerca de 110 °C a cerca de 120 °C, ou
95 °Cc, 96 °Cc, 97 °Cc, 98 °Cc, 99 °c, 100 °c, 101 °c, 102 °c,
103 °C, 104 °C, 105 °C, 106 °C, 107 °C, 108 °C, 109 °C, 110 °C,
111 °Cc, 112 °C, 113 °C, 114 °C, 115 °C ou mais. Os polipéptidos
termotolerantes de acordo com a invencao podem reter actividade,
e. g., uma actividade de fitase, apds exposicdao a uma
temperatura na gama desde cerca de -100 °C a cerca de -80 °C,
cerca de -80 °C cerca de a —-40 °C, cerca de -40 °C a cerca de
-20 °C, cerca de -20 °C a cerca de 0 °C, cerca de 0 °C a cerca
de 5 °C, cerca de 5 °C a cerca de 15 °C, cerca de 15 °C a cerca
de 25 °C, cerca de 25 °C a cerca de 37 °C, cerca de 37 °C a
cerca de 45 °C, cerca de 45 °C a cerca de 55 °C, cerca de 55 °C
a cerca de 70 °C, cerca de 70 °C a cerca de 75 °C, cerca de
75 °C a cerca de 85 °C, cerca de 85 °C a cerca de 90 °C, cerca
de 90 °C a cerca de 95 °C, cerca de 95 °C a cerca de 100 °C,
cerca de 100 °C a cerca de 105 °C, cerca de 105 °C a cerca de
110 °C, cerca de 110 °C a cerca de 120 °C, ou 95 °C, 96 °C,
97 °Cc, 98 °Cc, 99 °Cc, 100 °c, 101 °c, 102 °C, 103 °C, 104 °cC,
105 °Cc, 106 °Cc, 107 °C, 108 °c, 109 °C, 110 °Cc, 111 °C, 112 °cC,
113 °C, 114 °C, 115 °C ou mais. Em algumas formas de realizacao,
0s polipéptidos termotolerantes de acordo com a invencado retém
actividade, e. g., uma actividade de fitase, apds exposicao a
uma temperatura nas gamas descritas acima, a cerca de pH 3,0, a
cerca de pH 3,5, a cerca de pH 4,0, a cerca de pH 4,5, a cerca
de pH 5,0, a cerca de pH 5,5, a cerca de pH 6,0, a cerca de pH
6,5, a cerca de pH 7,0, a cerca de pH 7,5, a cerca de pH 8,0, a

cerca de pH 8,5, a cerca de pH 9,0, a cerca de pH 9,5, cerca de
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pH 10,0, cerca de pH 10,5, cerca de pH 11,0, cerca de pH 11,5,

cerca de pH 12,0 ou mais.

A invencao proporciona polipéptidos da invencdo gue tém
actividade de fitase, cuja actividade ¢é termoestavel. Por
exemplo, um polipéptido da invengdo pode ser termoestavel. O
polipéptido termoestdvel de acordo com a invengdo pode reter
actividade enzimatica e/ou de ligacdo, e. g., uma actividade de
fitase, sob condig¢des compreendendo uma gama de temperatura
desde cerca de -100 °C a cerca de -80 °C, cerca de -80 °C a
cerca de -40 °C, cerca de -40 °C a cerca de -20 °C, cerca de
-20 °C a cerca de 0 °C, cerca de 0 °C a cerca de 37 °C, cerca de
0 °C a cerca de 5 °C, cerca de 5 °C a cerca de 15 °C, cerca de
15 °C a cerca de 25 °C, cerca de 25 °C a cerca de 37 °C, cerca
de 37 °C a cerca de 45 °C, cerca de 45 °C a cerca de 55 °C,
cerca de 55 °C a cerca de 70 °C, cerca de 70 °C a cerca de
75 °C, cerca de 75 °C a cerca de 85 °C, cerca de 85 °C a cerca
de 90 °C, cerca de 90 °C a cerca de 95 °C, cerca de 95 °C a
cerca de 100 °C, cerca de 100 °C a cerca de 105 °C, cerca de
105 °C a cerca de 110 °C, cerca de 110 °C a cerca de 120 °C, ou
95 °C, 96 °C, 97 °C, 98 °C, 99 °Cc, 100 °Cc, 101 °c, 102 -°cC,
103 °C, 104 °c, 105 °c, 106 °c, 107 °Cc, 108 °Cc, 109 °Cc, 110 °cC,
111 °C, 112 °C, 113 °C, 114 °C, 115 °C ou mais. Os polipéptidos
termoestaveis de acordo com a invencdo podem reter actividade,
e. g., uma actividade de fitase, nas temperaturas na gama desde
cerca de -100 °C a cerca de -80 °C, cerca de -80 °C a cerca de
-40 °C, cerca de -40 °C a cerca de -20 °C, cerca de -20 °C a
cerca de 0 °C, cerca de 0 °C a cerca de 5 °C, cerca de 5 °C a
cerca de 15 °C, cerca de 15 °C a cerca de 25 °C, cerca de 25 °C
a cerca de 37 °C, cerca de 37 °C a cerca de 45 °C, cerca de
45 °C a cerca de 55 °C, cerca de 55 °C a cerca de 70 °C, cerca
de 70 °C a cerca de 75 °C, cerca de 75 °C a cerca de 85 °C,

cerca de 85 °C a cerca de 90 °C, cerca de 90 °C a cerca de
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95 °C, cerca de 95 °C a cerca de 100 °C, cerca de 100 °C a cerca
de 105 °C, cerca de 105 °C a cerca de 110 °C, cerca de 110 °C a
cerca de 120 °C, ou 95 °C, 96 °C, 97 °C, 98 °C, 99 °C, 100 -°cC,
101 °C, 102 °C, 103 °C, 104 °Cc, 105 °C, 106 °C, 107 °C, 108 °C,
109 °c, 110 °C, 111 °C, 112 °C, 113 °C, 114 °C, 115 °C ou mais.
EFm algumas formas de realizacdo, os polipéptidos termoestaveis
de acordo com a invencadao retém actividade, e. g., uma actividade
de fitase, a uma temperatura nas gamas descritas acima, a cerca
de pH 3,0, a cerca de pH 3,5, a cerca de pH 4,0, a cerca de
pH 4,5, a cerca de pH 5,0, a cerca de pH 5,5, a cerca de pH 6,0,
a cerca de pH 6,5, a cerca de pH 7,0, a cerca de pH 7,5, a cerca
de pH 8,0, a cerca de pH 8,5, a cerca de pH 9,0, a cerca de pH
9,5, cerca de pH 10,0, cerca de pH 10,5, cerca de pH 11,0, cerca
de pH 11,5, cerca de pH 12,0 ou mais.

A invencédo proporciona polipéptidos isolados, sintéticos ou
recombinantes compreendendo uma sequéncia de aminodcidos da
invencao e (a) carecendo de uma sequéncia de sinal (péptido
lider); (b) carecendo de uma sequéncia de sinal (péptido lider)
e compreendendo ainda uma sequéncia de sinal heterdloga (péptido
lider); (c) a sequéncia de aminodcidos de (a) ou (b)) e
compreendendo ainda uma sequéncia heterdéloga, em que
opcionalmente a sequéncia heterdéloga compreende um péptido de

identificacao.

Num aspecto, a actividade de fitase de qualquer polipéptido
da invencdo compreende (tem) uma actividade especifica: a cerca
de 37 °C na gama desde cerca de 100 a cerca de 1000 unidades por
miligrama de ©proteina; ou desde cerca de 500 a cerca de
750 unidades por miligrama de proteina; ou a 37 °C na gama desde
cerca de 500 a cerca de 1200 unidades por miligrama de proteina;
ou a 37° C na gama desde cerca de 750 a cerca de 1000 unidades

por miligrama de proteina. Num aspecto, a actividade de fitase
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termotolerante compreende uma actividade especifica apds
exposicdo a uma temperatura a cerca de 37 °C na gama desde cerca
de 100 a cerca de 1000 unidades por miligrama de proteina; ou a
actividade de fitase termoestdvel compreende uma actividade
especifica desde <cerca de 500 a cerca de 750 unidades por
miligrama de proteina; ou a actividade de fitase termoestavel
compreende uma actividade especifica a 37 °C na gama desde cerca
de 500 a cerca de 1200 unidades por miligrama de proteina; ou a
actividade de fitase termoestdvel compreende uma actividade
especifica a 37 °C na gama desde cerca de 750 a cerca de
1000 unidades por miligrama de ©proteina. Num aspecto, a
actividade de fitase termoestdvel compreende uma actividade
especifica sob condig¢des compreendendo uma temperatura de cerca
de 37 °C na gama desde cerca de 100 a cerca de 1000 unidades por
miligrama de proteina; ou a actividade de fitase termoestavel
compreende uma actividade especifica desde cerca de 500 a cerca
de 750 unidades por miligrama de proteina; ou a actividade de
fitase termoestdvel compreende uma actividade especifica a 37 °C
na gama desde cerca de 500 a cerca de 1200 wunidades por
miligrama de proteina; ou a actividade de fitase termoestavel
compreende uma actividade especifica a 37 °C na gama desde cerca

de 750 a cerca de 1000 unidades por miligrama de proteina.

Num aspecto, um polipéptido da invencao compreende, pelo
menos, um local de glicosilacgao, em que opcionalmente a
glicosilacao é uma glicosilagao ligada por N ou uma glicosilacao
ligada por O e, opcionalmente, o polipéptido é glicosilado apds
ter sido expresso numa levedura que €, opcionalmente, uma

P. pastoris ou uma S. pombe.

Num aspecto, o polipéptido retém uma actividade de fitase
sob condig¢des compreendendo cerca de pH 6,5, pH 6, pH 5,5, pH 5,
pH 4,5, pH 4,0, pH 3,5, pH 3,0 ou menor pH (mais acidico).

15



Alternativamente, um polipéptido da invencdo pode reter uma
actividade de fitase sob condig¢des compreendendo cerca de
pH 7,5, pH 8, pH 8,5, pH 9, pH 9,5, pH 10,0, pH 10,5, pH 11,0,
pH 11,5, pH 12, pH 12,5 ou maior pH (mais bdasico).

A invengao proporciona preparag¢des de proteina compreendendo

um polipéptido da invencao, em gque a preparacao de proteina

compreende um ligquido, uma pasta, um pd, um spray, uma
suspensao, uma composicao/formulacdo liofilizada, um sélido,
geltab, pilula, implante, um gel; ou uma formulacéao

farmacéutica, um alimento, uma racdao, um suplemento alimentar,
um suplemento de racao, um aditivo alimentar, um aditivo de

racdo, um suplemento nutritivo ou um seu suplemento dietético.

Os heterodimeros ©podem compreender um polipéptido da
invengcdo e num aspecto o heterodimero compreende um segundo
dominio, em que opcionalmente o segundo dominio é um polipéptido
e o0 heterodimero € uma proteina de fusdo e, opcionalmente, o

segundo dominio é um epitopo ou um marcador.

A invencgao proporciona polipéptidos imobilizados
compreendendo um polipéptido da invencadao, em que o polipéptido
imobilizado pode compreender um homodimero ou um heterodimero,
em que opcionalmente o polipéptido é imobilizado sobre ou dentro
de uma célula, uma vesicula, um lipossoma, uma pelicula, uma
membrana, um metal, uma resina, um polimero, um ceramico, um
vidro, um microelétrodo, uma particula grafitica, um grénulo, um
gel, uma placa, uma matriz, um tubo capilar, um cristal, um
comprimido, um pilula, uma cépsula, um pd, um aglomerado, uma
superficie ou uma estrutura porosa. As matrizes (e. g.,
microarrays) podem compreender um polipéptido imobilizado, em

que o polipéptido compreende o polipéptido da invencdo, ou o
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heterodimero, ou o &cido nucleico da invencdo, ou uma sua

combinacéo.

Os anticorpos isolados, sintéticos ou recombinantes podem-se
ligar especificamente a um polipéptido da invencao ou a um
polipéptido codificado pelo &acido nucleico da invencdo, em gque
opcionalmente o anticorpo é um anticorpo monoclonal ou

policlonal. Os hibridomas podem compreender o anticorpo.

A invencao proporciona métodos para produzir um polipéptido
recombinante compreendendo o0s passos de: (a) proporcionar um
dcido nucleico ligado operativamente a um promotor; em gue O
dcido nucleico compreende wuma sequéncia da invencdo; e (b)
expressar o 4acido nucleico do passo (a) sob condigdes que
permitam a expressao do polipéptido, produzindo assim um
polipéptido recombinante e, opcionalmente, o método compreende
ainda a transformacdo de uma célula hospedeira com o &cido
nucleico do passo (a), seguido pela expressdo do &acido nucleico
do passo (a), produzindo assim o polipéptido recombinante numa

célula hospedeira transformada.

A invengdo proporciona métodos para identificar um
polipéptido tendo uma actividade de fitase compreendendo os
seguintes passos: (a) proporcionar o polipéptido da invencao;
(b) proporcionar um substrato de fitase; e (c) colocar em
contacto o polipéptido ou um seu fragmento ou variante do passo
(a) com o substrato do passo (b) e detectar um aumento na
quantidade de substrato ou uma diminuicdo na quantidade de
produto da reaccgdo, em gue uma diminuicdo na quantidade do
substrato ou um aumento na quantidade do produto da reaccao

detecta um polipéptido tendo uma actividade de fitase.
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Os métodos para identificar um substrato de fitase
compreendem o0s seguintes passos: (a) proporcionar o polipéptido
da invencao; (b) proporcionar um sSubstrato de teste; e
(c) colocar em contacto o polipéptido do passo (a) com O
substrato de teste do passo (b) e detectar um aumento na
quantidade de substrato ou uma diminuigdo na quantidade de
produto da reaccdo, em qgque uma diminuicdo na quantidade do
substrato ou um aumento na quantidade do produto da reaccao

identificam o substrato de teste como um substrato de fitase.

Os métodos para determinar se um composto se liga
especificamente a um polipéptido compreendem o0s seguintes
passos: (a) expressar um acido nucleico ou um  vector
compreendendo o 4&acido nucleico sob condigdes permissivas para
traducdo do &cido nucleico num polipéptido, em que o 4&acido
nucleico compreende uma sequéncia da invencgédo; (b) colocar em
contacto o polipéptido com o composto de teste; e (c) determinar
se o composto de teste se liga especificamente ao polipéptido,
determinando assim que o composto se liga especificamente ao

polipéptido.

Os métodos para identificar um modulador de uma actividade
de fitase compreendem oS seguintes passos: (a) proporcionar o
polipéptido de fitase da invencgao; (b) proporcionar um composto
de teste; (c) colocar em contacto o polipéptido do passo (a) com
o composto de teste do passo (b) e medir uma actividade de
fitase, em que uma alterag¢daoc na actividade de fitase medida na
presenca do composto de teste comparativamente a actividade na
auséncia do composto de teste proporciona uma determinacao de
que o composto de teste modula a actividade de fitase, em que
opcionalmente a actividade de fitase é medida ao proporcionar um
substrato de fitase e detectar um aumento na quantidade do

substrato ou uma diminuicdo na quantidade de um produto da
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reacgcao e, opcionalmente, uma diminui¢do na quantidade do
substrato ou um aumento na quantidade do produto da reaccao com
o composto de teste em comparacdo a quantidade de substrato ou
produto da reaccgdo sem o composto de teste, identifica o
composto de teste como um activador da actividade de fitase e,
opcionalmente, um aumento na quantidade do substrato ou uma
diminuicdo na quantidade do produto da reacgao com o composto de
teste em comparacdo a quantidade de substrato ou produto da
reacgcao sem o composto de teste, identifica o composto de teste

como um inibidor da actividade de fitase.

Os sistemas computorizados podem compreender um processador
e um dispositivo de armazenamento de dados, em que o referido
dispositivo de armazenamento de dados armazenou ai uma sequéncia
de polipéptido ou uma sequéncia de 4&cido nucleico, em que a
sequéncia de polipéptido compreende uma sequéncia da invencéao, e
o0 4cido nucleico compreende uma sequéncia da invencdo e,
opcionalmente, o sistema compreende ainda um algoritmo de
comparacao de sequéncias e um dispositivo de armazenamento de
dados tendo, ©pelo menos, uma sequéncia de referéncia ai
armazenada e, opcionalmente, o algoritmo de comparacao de
sequéncias compreende um programa de computador que indica
polimorfismos e, opcionalmente, o sistema compreende ainda um
identificador que identifica wuma ou mais caracteristicas na
referida sequéncia. O meio (meios) de leitura por computador
pode ter ai armazenado uma sequéncia de polipéptido ou uma
sequéncia de &cido nucleico, em que a sequéncia de polipéptido
compreende a sequéncia de aminodcidos da invencdo, e o 4&cido
nucleico compreende uma sequéncia da invencdo. 0s métodos para
identificar uma caracteristica numa sequéncia compreendem o0s
passos de: (a) ler a seqguéncia wutilizando um programa de
computador que identifica wuma ou mais caracteristicas numa

sequéncia, em gue a sequéncia compreende uma sequéncia de
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polipéptido ou uma sequéncia de 4&acido nucleico, em que a
sequéncia de polipéptido compreende a sequéncia de aminoacidos
da invencdo, e o &cido nucleico compreende uma sequéncia da
invencao; e, (b) identificar wuma ou mais caracteristicas na
sequéncia com o programa de computador. Os métodos para comparar
uma primeira sequéncia a uma segunda sequéncia compreendem oS
passos de: (a) ler a primeira sequéncia e a segunda sequéncia
através da utilizacdo de um programa de computador gque compara
sequéncias, em que a primeira sequéncia compreende uma sequéncia
de polipéptido ou uma sequéncia de 4&dcido nucleico, em gque a
sequéncia de polipéptido compreende a sequéncia de aminoacidos
da invencdo, e o é&cido nucleico compreende uma sequéncia da
invencao; e, (b) determinar diferencas entre a primeira
sequéncia e a segunda sequéncia com o programa de computador, em
que opcionalmente o passo de determinar diferencas entre a
primeira sequéncia e a segunda sequéncia compreende ainda o
passo de identificar polimorfismos e, opcionalmente, o método
compreende ainda um identificador que identifica uma ou mais
caracteristicas numa sequéncia e, opcionalmente, o método
compreende ler a primeira sequéncia utilizando um programa de
computador e identificar uma ou mais <caracteristicas na

sequéncia.

A invencgdo proporciona métodos para hidrolisar um inositol-
hexafosfato em inositol e fosfato inorgdnico compreendendo os
seguintes passos: (a) proporcionar um polipéptido que tem uma
actividade de fitase, em que o polipéptido compreende a
sequéncia de aminodcidos da invencéo, ou um polipéptido
codificado pelo acido nucleico da invencgédo; (b) proporcionar uma
composicdo compreendendo um inositol-hexafosfato; e (c) colocar
em contacto o polipéptido do passo (a) com a composigcao do
passo (b) sob condigbdes em que o polipéptido hidrolisa o

inositol-hexafosfato para produzir inositol e fosfato
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inorgédnico, em gue opcionalmente as condig¢des compreendem uma
temperatura entre cerca de 37 °C e cerca de 70 °C, entre cerca
de 50 °C e cerca de 80 °C, ou entre cerca de 60 °C e cerca de

90 °C e, opcionalmente, a composicdo compreende um acido fitico.

A  invengdo proporciona métodos para decruagem de 6leo
compreendendo 0Ss seguintes passos: (a) proporcionar um
polipéptido tendo uma actividade de fitase, em gque o polipéptido
compreende a sequéncia de aminodcidos da invencao, ou um
polipéptido codificado pelo acido nucleico da invencao;
(b) proporcionar uma composicdao compreendendo um 6leo vegetal; e
(c) colocar em contacto o polipéptido do passo (a) e o 6leo
vegetal do passo (b) sob condigdes em gque o polipéptido pode
clivar uma ligacdo inositol-fosfato inorgédnico, decruando assim

o 6leo vegetal.

A invencado proporciona métodos para produzir uma ragao ou
alimento, ou um suplemento de racdo ou alimentar, ou um aditivo
alimentar ou de racao, ou um sSuplemento nutritivo, ou um
suplemento dietético, compreendendo 0s seguintes passos:
(a) transformar uma planta, uma parte de planta ou uma célula
vegetal com um polinucledétido que codifica um polipéptido da
enzima fitase, em que a fitase compreende um polipéptido
compreendendo a sequéncia de aminocdcidos da invencdo, ou um
polipéptido codificado pelo acido nucleico da invencao;
(b) cultivar a planta, a parte de planta ou a célula vegetal sob
condicdes em que a enzima fitase é expresso; e, (c) converter a
planta, partes de planta ou célula vegetal numa composicao
adequada para um alimento, uma racdao, um suplemento alimentar,
um suplemento de ragao, um aditivo alimentar, um aditivo de
ragcao, um suplemento nutritivo ou um suplemento dietético, ou
adicionar a planta cultivada, parte de planta ou célula vegetal

a um alimento, uma racdao, um suplemento alimentar, um suplemento
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de racdo, um aditivo alimentar, um aditivo de racao, um
suplemento nutritivo ou um suplemento dietético, produzindo
assim um alimento, uma racdao, um suplemento alimentar, um
suplemento de racdo, um aditivo alimentar, um aditivo de racao,
um suplemento nutritivo ou um suplemento dietético, em qgue
opcionalmente o polinucledétido estd contido num vector de
expressdo e, opcionalmente, o vector compreende uma sequéncia de
controlo de expressdo capaz de expressar o &acido nucleico numa
célula vegetal e, opcionalmente, o alimento, racao, suplemento
alimentar, suplemento de racado, aditivo alimentar, aditivo de
racao, suplemento nutritivo ou suplemento dietético € para um
animal e, opcionalmente, em que 0 animal é um  animal
monogdstrico e, opcionalmente, o animal ¢é um ruminante e,
opcionalmente, 0 alimento, racao, suplemento alimentar,
suplemento de racao, aditivo alimentar, aditivo de racao,
suplemento nutritivo ou suplemento dietético, estd na forma de
uma matriz de distribuicdo, uma pastilha, um comprimido, um gel,
um liquido, um spray, grao moido ou um pd. Num aspecto, a enzima
fitase ¢é glicosilada para proporcionar termotolerdncia ou
termostabilidade nas condigdes de formacdo de pastilhas e,
opcionalmente, a matriz de distribuicdo é formada por formacéao
de pastilhas de uma mistura compreendendo um germe de grao e a
enzima fitase para produzir uma particula e, opcionalmente, as
pastilhas sédo feitas sob condigdes compreendendo a aplicacao de
vapor, opcionalmente as pastilhas sdao feitas sob condigdes
compreendendo a aplicacao de uma temperatura em excesso de 80 °C
durante cerca de 5 minutos e, opcionalmente, a pastilha
compreende uma enzima fitase que compreende uma actividade
especifica de, pelo menos, 350 a cerca de 900 unidades por

miligrama de enzima.

A invengao proporciona métodos para distribuir um suplemento

a enzima fitase a um animal ou humano, o referido método
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compreendendo: (a) preparar uma matriz de distribuicéo
comestivel compreendendo um veiculo comestivel e uma enzima
fitase compreendendo um polipéptido compreendendo a sequéncia de
aminodcidos da invencdo, em que a matriz prontamente se dispersa
e liberta a enzima fitase quando colocada em meio aquoso e
(b) administrar a matriz de distribuicdo comestivel enzimdtica
ao animal ou humano, em que opcionalmente a matriz de
distribuicao comestivel compreende um veiculo comestivel
granulado e, opcionalmente, a matriz de distribuicdo comestivel
estd na forma de pastilhas, comprimidos, géis, ligquidos, sprays
ou pds e, opcionalmente, o veiculo comestivel compreende um
veiculo seleccionado do grupo consistindo de germe de grao,
feno, alfalfa, erva-dos-prados, casca de soja, farinha de
sementes de girassol, farinha de milho, farinha de soja e
farinha de trigo e, opcionalmente, o velculo comestivel

compreende germe de grao que & residuo de dOleo.

A  invengdo proporciona um alimento, rag¢do, suplemento
alimentar, suplemento de racédo, aditivo alimentar, aditivo de
racdo, suplemento nutritivo ou suplemento dietético, para um
animal ou humano, compreendendo o polipéptido da invencao, ou um
homodimero ou heterodimero da invencao; em qgque opcionalmente o
polipéptido ¢é glicosilado e, opcionalmente, a actividade de
fitase é termotolerante ou termoestavel. Num aspecto, 0
alimento, racgao, suplemento alimentar, suplemento de racgao,
aditivo alimentar, aditivo de racao, suplemento nutritivo ou
suplemento dietético é fabricado em pastilha, pilula,
comprimido, cédpsula, gel, geltab, spray, ro, formulacao
liofilizada, formulacao farmacéutica, forma liquida, como uma
suspensao ou pasta, ou produzido utilizando aditivos revestidos
com polimero, ou fabricado na forma de granulado, ou produzido

por secagem por spray.
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A invengdo proporciona matriz (matrizes) de distribuicgao
enzimdatica comestivel ou absorvivel compreendendo o polipéptido
da invencédo, ou um homodimero ou heterodimero da invencao; em
que opcionalmente o polipéptido € glicosilado e, opcionalmente,
a actividade de fitase €& termotolerante ou termoestdavel. Num
aspecto, a matriz de distribuicdo comestivel compreende uma
pastilha, ou a matriz de distribuicdo enzimatica comestivel ou
absorvivel é fabricada em pastilha, pilula, comprimido, cdapsula,
gel, geltab, spray, pd, formulacdao liofilizada, formulacao
farmacéutica, forma liquida, como uma suspensdo ou uma pasta, ou
produzida wutilizando aditivos revestidos com polimero, ou
fabricada na forma de granulado, ou produzida por secagem por

spray.

A invencao proporciona pastilhas comestiveis ou absorviveis
compreendendo veiculo comestivel ou absorvivel granulado e o
polipéptido da invencdao, ou um homodimero ou heterodimero da
invengao; em que opcionalmente o polipéptido ¢é glicosilado e,
opcionalmente, a actividade de fitase ¢é termotolerante ou
termoestdvel e, opcionalmente, a pastilha é fabricada na forma
de pastilha, ou como um pilula, comprimido, capsula, gel,
geltab, spray, ro, formulacgao liofilizada, formulacéo
farmacéutica, forma liquida, como uma suspensao ou uma pasta, ou
produzida utilizando aditivos revestidos com polimero, ou
fabricada na forma de granulado, ou produzida por secagem por

spray.

A invencgao proporciona farinhas, e. g., uma farinha de soja,
compreendendo um polipéptido da invengdo, ou um homodimero ou
heterodimero da invencao e, opcionalmente, a farinha, e. g.,
farinha de soja, ¢é fabricada como uma pastilha, pilula,
comprimido, capsula, gel, geltab, pulverizador, pd, formulacdo

liofilizada ou forma liquida.

24



Os métodos para aumentar a resisténcia de um polipéptido de
fitase a 1nactivagdo enzimdtica num sistema digestivo de um
animal compreendem glicosilar um polipéptido de fitase
compreendendo o polipéptido da invencgao, aumentando assim a
resisténcia do polipéptido de fitase a inactivacdo enzimatica
num sistema digestivo de um animal e, opcionalmente, a
glicosilacdao é glicosilacado ligada por N e, opcionalmente, o
polipéptido de fitase é glicosilado como resultado de expressao
in vivo de um polinucledtido que codifica a fitase numa célula
e, opcionalmente, a célula ¢é uma célula eucaridtica e,
opcionalmente, a célula eucaridética é uma célula fungica, uma

célula vegetal ou uma célula de mamifero.

A invencdo proporciona métodos para processar sementes de
milho e SOrgo compreendendo oS seguintes passos:
(a) proporcionar um polipéptido tendo uma actividade de fitase,
em que o polipéptido compreende o polipéptido da invencao;
(b) proporcionar uma composicgao compreendendo um agua de
maceracdo de milho ou adgua de maceracdo de sorgo; e (c) colocar
em contacto o polipéptido do passo (a) e a composicdo do passo
(b) sob condigdes em que o polipéptido pode clivar uma ligacao

inositol-fosfato inorgénico.

A invencgao proporciona produtos farmacéuticos ou formulacdes
dietéticas compreendendo um polipéptido da invencao ou
heterodimero; em que opcionalmente o polipéptido esta
glicosilado e, opcionalmente, a formulacdao farmacéutica ou
dietética é formulado em forma de pastilha, pilula, comprimido,
cédpsula, geltab, spray, pd, locdo ou liguido, ou produzido
utilizando aditivos revestidos com polimero, ou como um
implante, ou fabricado na forma de granulado, ou produzido por

secagem por spray.
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A invencgao proporciona composicdes compreendendo um
polipéptido da invencao ou heterodimero; e, (b) gqualquer produto
como apresentado na Tabela 2, ou quaisquer das composicdes
listadas na Tabela 1; em que opcionalmente o polipéptido esta

glicosilado.

A invencgdo proporciona uma unidade Pronta-a-Comer (MRE) de
refeicao autdénoma, uma bebida ou um agente hidratante
compreendendo um polipéptido da invencdo ou heterodimero; em que

opcionalmente o polipéptido estd glicosilado.

A invengao proporciona composig¢des para melhorar (retardar o
progresso, tratar ou prevenir) a osteoporose para administrar a
um individuo com a sua necessidade, uma quantidade eficaz
(dosagem) de uma composicdao compreendendo um polipéptido da
invencdo ou heterodimero; em que opcionalmente o polipéptido

estd glicosilado.

Os aspectos da invencao sao apresentados nas reivindicacgdes

anexas.

Os detalhes de wum ou mais aspectos da invencado sao
apresentados nos desenhos anexos e na descricao abaixo. Outras
caracteristicas, objectivos e vantagens da invencdao serao
evidentes a partir da descricao e desenhos, e a partir das

reivindicacgdes.
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BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Os seguintes desenhos sado ilustrativos de aspectos da
invengdo e nado pretendem limitar o ambito da invencgdo como

abrangido pelas reivindicacgodes.

A Figura 1 ¢é um diagrama de Dblocos de um sistema

computorizado, como descrito em detalhe, abaixo.

A Figura 2 € um fluxograma gue i1lustra um aspecto de um
processo 200 para comparar uma nova sequéncia de proteina ou
nucledétidos com uma base de dados de sequéncias, de modo a
determinar os niveis de homologia entre a nova sequéncia e
as sequéncias na base de dados, como descrito em detalhe,

abaixo.

A Figura 3 ¢é um fluxograma dque ilustra wuma forma de
realizacdo de um processo num computador para determinar se
duas sequéncias sadao homdlogas, como descrito em detalhe,

abaixo.

A Figura 4 €& um fluxograma que ilustra um aspecto de um
processo identificador para detectar a presenca de uma
caracteristica numa sequéncia, como descrito em detalhe,

abaixo.

A Figura 5 ilustra um sumdrio da actividade residual de
polipéptidos purificados da invencgao, sequéncias
exemplificativas de mutacdao Unica da invencao, apds
tratamento térmico a vadrias temperaturas durante 30 minutos;
em que a actividade de fitase é ensaiada com um substrato de
fluorescéncia e as velocidades foram comparadas as
velocidades de cada amostra nao tratada correspondente; como

descrito em detalhe no Exemplo 1, abaixo.
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A Figura 6 ilustra um sumario da actividade residual de
polipéptidos purificados da invengdo compreendendo mutacgdes
de residuo uUnico “misturadas” (fitases contendo multiplas
mutacdes), apds tratamento térmico num termociclador; em qgue
a actividade de fitase ¢é ensaiada com um substrato de
fluorescéncia e as velocidades foram comparadas as
velocidades de cada amostra nao tratada correspondente; como
resumido em Figura 6; como descrito em detalhe no Exemplo 1,

abaixo.

A Figura 7 sumaria graficamente os dados utilizados para
gerar o grafico da Figura 6; como descrito em detalhe no

Exemplo 1, abaixo.

A Figura 8 ilustra a sequéncia da fitase ©parental
SEQ ID N°:2 e as modificacdes de sequéncia produzidos por
mutagénese de saturacao de local génico (GSSM) seleccionadas
para a construcadao da biblioteca GeneReassemblym; Ccomo

descrito em detalhe, abaixo.

A Figura 9 ilustra fitases exemplificativas tendo
modificagdes multiplas de residuo relativamente a

SEQ ID N°:2 parental; como agui descrito em detalhe.

A Figura 10 ilustra fitases exemplificativas tendo
modificacgdes unicas de residuo relativamente a SEQ ID N°:2

parental; como aqui descrito em detalhe.

A Figura 11 ilustra esquematicamente um ensaio de fitase
exemplificativo da invencgao wutilizando o substrato de
fluorescéncia fosfato de 4-metilumbeliferilo
(MeUMB-fosfato); como descrito em detalhe no Exemplo 1,

abaixo.
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A Figura 12 ilustra esquematicamente um ensaio de fitase
exemplificativo da invencdo que utiliza o substrato de
fluorescéncia MeUMB-fosfato; como descrito em detalhe no

Exemplo 1, abaixo.

A Figura 13 ilustra esquematicamente o protocolo para um
rastreio de biblioteca exemplificativo, como descrito na

Figura 12, como descrito em detalhe no Exemplo 1, abaixo.

A Figura 14 ilustra um processo alcodlico exemplificativo do

que pode incorporar a utilizacao de fitases desta invencao.

Simbolos de referéncia iguais nos varios desenhos indicam

elementos iguais.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A invencao refere-se a polipéptidos de fitase compreendendo
as modificacdes de residuo especificas para a SEQ ID N°:2, como
descrito acima, e aos polinucledtidos que os codificam, (e. g.,
compreendendo as modificagdes de pares de base especificas para
a SEQ ID N°:1, como descrito acima), assim como métodos de
utilizacdao dos polinucledétidos e polipéptidos. A Figura 10
ilustra fitases exemplificativas tendo modificacgdes dunicas de
residuo relativamente & SEQ ID N°:2 parental e a Figura 9
ilustra fitases exemplificativas tendo modificacdes multiplas de

residuo relativamente a SEQ ID N°:2 parental.

A actividade de fitase de polipéptidos da invencdo pode
abranger enzimas tendo qualquer actividade de fitase, por
exemplo, enzimas capazes de catalisar a degradacao de fitato,

e. g., a catdlise do fitato (mio—inositol-hexafosfato) em
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inositol e fosfato inorgédnico. As fitases da invencdo incluem

enzimas termotolerantes e termorresistentes.

As fitases e os polinucledétidos que codificam as fitases da
invencdo sdo Uteis numa variedade de ©processos, métodos e
composigdes. Por exemplo, como discutido acima, uma fitase pode
ser utilizada numa racao animal e em suplementos de racao, assim
como em tratamentos para degradar ou remover o excesso de fitato
do ambiente ou numa amostra. Outras utilizacdes serdo evidentes
aos especialistas na técnica com Dbase nos ensinamentos aqui

proporcionados, incluindo aquelas discutidos acima.

Num aspecto, moléculas de fitase da invencgao - isoladamente
ou em combinagdo com outros reagentes (incluindo, mas néao
limitado a, enzimas, tais como proteases, amilases e
semelhantes) - 8ado utilizadas no ©processamento de géneros
alimenticios, e. g., para a prevengao de sedimentos de milho nao
desejados e noutras aplicacdes em que € desejavel a hidrdlise de

fitato.

Num aspecto, as moléculas de fitase da invencao sao
utilizadas para eliminar ou diminuir a presenca de fitato néo
hidrolisado, especialmente nos casos em gque o fitato néao
hidrolisado conduz a consequéncias problemdticas em processos
ex vivo 1incluindo - mas nado limitado - ao processamento de
géneros alimenticios. Num aspecto, as moléculas de fitase da
invengdao sao utilizadas em processos como descritos no documento
EP0321004-B1 (Vaara et al.), incluindo passos no processamento
de sementes de milho e sorgo pelo qual as sementes duras séao
embebidas em agua para as amolecer. As substancias
hidrossoluveis lixiviadas durante este processo tornam-se parte
de uma 4&dgua de maceracdo de milho que € concentrada por

evaporacgado. O acido fitico nao hidrolisado na agua de maceracgao
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de milho, maioritariamente na forma de sais de céalcio e
magnésio, estd associado com fésforo e deposita-se um sedimento
indesejdvel com proteinas e 1i6es metdlicos. Este sedimento &
problemdatico na evaporacao, transporte e armazenamento da &agua
de maceragdo de milho. As moléculas de fitase da invencgao séao

utilizadas para hidrolisar este sedimento.

Num aspecto, as fitases da invencadao podem proporcionar um
desempenho comercial substancialmente superior do qgque moléculas
de fitase previamente identificadas, e. g., moléculas de fitase
de origem fungica. Num aspecto, as enzimas da invencao podem ter
aproximadamente, 4400 U/mg, ou mais do que, aproximadamente,

entre 50 a 100, ou 50 a 1000, ou 100 a 4000 U/mg de proteina.
A  invengdo também proporciona métodos para alterar as

caracteristicas de uma fitase da invencdao por mutagénese e outro

método, como discutido em detalhe, abaixo.

Gerar e Manipular Acidos Nucleicos

A invencgdo proporciona &acidos nucleicos gque codificam os
polipéptidos e fitases da invencgao. A invencgao também
proporciona cassetes de expressao, vectores, tais como vectores
de expressao ou clonagem, veiculos de clonagem, tais como um
vector viral, um plasmideo, um fago, um fagemideo, um cosmideo,
um fosmideo, um bacteridéfago ou um cromossoma artificial, que

podem compreender ou ai conter, um adcido nucleico da invencéo.
A divulgacgéao inclui métodos para identificar novas

sequéncias de fitase utilizando os &acidos nucleicos da invencéo.

Os métodos para modificar os 4cidos nucleicos da invencgéao
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incluem, e. g., remontagem de ligacao sintética, sistema de

evolucado dirigida optimizado e/ou mutagénese de saturacéo.

Num aspecto, a 1invencao proporciona um género de Aacidos
nucleicos que sdo variantes sinteticamente produzidas da
SEQ ID N°:1 parental, em que estes &cidos nucleicos da invencéo
tém, pelo menos, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de
sequéncia relativamente a SEQ ID N°:1 “parental” e compreendem
uma especifica e, pelo menos, uma, duas, trés, quatro, cinco,
sels, sete, oito, nove, dez, onze, doze ou todas as treze
modificacdes adicionais de sequéncia de pares de base
nucleotidicas para a SEQ ID N°:1, como apresentadas acima. Para
referéncia, a SEQ ID N°:1 parental divulgada no documento
U.S. 2005/246780 é:

atgaaagcga tcttaatccc atttttatct cttctgatte cgttaaccce geaatctgca 60
ttcgctcaga gtgagecgga getgaagetg gaaagtgtgg tgattgtcag tegteatggt 120
gtgegtgete caaccaagge cacgcaactg atgcaggatg tcaccccaga cgeatggeca 180
acctggecgg taaaactggg tgagctgaca ccgegeggtg gtgagetaat cgectatcte 240
ggacattact ggcgtcagceg tctggtagee gacggattge tgectaaatg tggetgeecg 300
cagtctggtc aggtcgegat tattgetgat gtcgacgage gtacccgtaa aacaggegaa 360
gecttcgeeg ccgggetgge acctgactgt geaataaceg tacataccca ggeagatacg 420
tccagtcecg atccgttatt taatcetcta aaaactggeg tttgecaact ggataacgeg 480
aacgtgactg acgcgatcct cgagagggcea ggagggtcaa ttgetgactt taccgggeat 540
tatcaaacgg cgtttcgcga actggaacgg gtgcttaatt ttccgcaate aaacttgtge . 600
cttaaacgtg agaaacagga cgaaagctgt tcattaacgc aggcattace atcggaactc 660
aaggtgagcg ccgactgtgt ctcattaacc ggtgeggtaa gectcgeate aatgetgacg 720
gagatatttc tcctgcaaca agcacaggga atgceggage cggggtgggg aaggatcace 780
gattcacacc agtggaacac cttgctaagt ttgcataacg cgeaatttga tttgctacaa 840
cgcacgecag aggttgeeeg cagecgegee acceegttat tagatttgat caagacageg 900
ttgacgcecc atccaccgea aaaacaggeg tatggtgtga cattacccac ttcagtgetg 960
tttatcgccg gacacgatac taatctggcea aatctcggeg gegeactgga getcaactgg 1020
acgcttcceg gtcagecgga taacacgecg ccaggtggtg aactggtgtt tgaacgetgg 1080
cgtcggctaa gcgataacag ccagtggatt caggtttcge tggtetteca gactttacag 1140
cagatgcgtg ataaaacgcc getgtcatta aatacgeecge ccggagaggt gaaactgacc 1200
ctggcaggat gtgaagagcg aaatgcgceag ggeatgtgtt cgttggeagg ttttacgcaa 1260
atcgtgaatg aagcacgcat accggegtge agtttgtaa 1299
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Os &cidos nucleicos da invencao podem ser feitos, isolados
e/ou manipulados, e. g., por clonagem e expressdao de bibliotecas
de ADNc, amplificacdo de ADN gendmico ou mensageiro por PCR, e
semelhantes. Na pratica dos métodos, o0s genes homdlogos podem
ser modificados por manipulacdo de um &acido nucleico molde, como
aqui descrito. A invengdo pode ser realizada, em conjunto, com
qualquer método ou protocolo ou dispositivo conhecido na
técnica, 0s quais estdo bem descritos na literatura cientifica e

de patente.

Técnicas Gerails

Os 4acidos nucleicos utilizados para praticar esta invencao,
seja ARN, 1ARN, 4cido nucleico anti-sentido, ADNc, ADN gendmico,
vectores, virus ou os seus hibridos, podem ser isolados a partir
de uma variedade de fontes, manipulados geneticamente,
amplificados e/ou expressos/produzidos recombinantemente. Os
polipéptidos recombinantes gerados a partir destes 4acidos
nucleicos podem ser isolados ou clonados e testados
individualmente para uma actividade desejada. Qualquer sistema
de expressao recombinante pode ser utilizado, incluindo sistemas
de expressao bacterianos, de mamiferos, levedura, insecto ou

célula vegetal.

Alternativamente, estes acidos nucleicos podem ser
sintetizados in vitro por técnicas de sintese quimica bem
conhecidas, como descrito em, e. g., Adams (1983) J. Am. Chem.
Soc. 105:661; Belousov (1997) Nucleic Acids Res.
25:3440-3444; Frenkel (1995) Free Radic. Biol. Med.
19:373-380; Blommers (1994) Biochemistry 33:7886-7896; Narang
(1979) Meth. Enzymol. 68:90; Brown (1979) Meth. Enzymol.
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68:109; Beaucage (1981) Tetra. Lett. 22:1859; Patente U.S. N°
4458066.

As técnicas para manipulacdo de acidos nucleicos, tais como,
e. g., subclonagem, marcacao de sondas (e. g., marcacao de
iniciador aleatdria utilizando polimerase Klenow, reparacgao de
ligacgado, amplificacgao), sequenciacao, hibridacdo e semelhantes
sdo bem descritas na literatura cientifica e de patente, ver,
e. 9., Sambrook, ed., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL
(22 ED.), Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory,
(1989); CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Ausubel, ed.
John Wiley & sons, Inc., Nova Iorque (1997); LABORATORY
TECHNIQUES IN BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY: HYBRIDIZATION
WITH NUCLEIC ACID PROBES, Part I. Theory and Nucleic Acid

Preparation, Tijssen, ed. Elsevier, N.I. (1993).

Outros meios Uteis para obter e manipular os &cidos
nucleicos utilizados para praticar os métodos sao a clonagem a
partir de amostras gendmicas e, se desejado, rastreio e
reclonagem das inserc¢des isoladas ou amplificadas a partir de,
e. g., clones gendmicos ou clones de ADNc. As fontes de &cidos
nucleicos utilizadas nos métodos incluem bibliotecas gendmicas
ou de ADNc contidas, e. g., em cromossomas artificiais de
mamifero (mAC), ver, e. g., Patente U.S. N° 5721118; 6025155;
cromossomas artificiais humanos, ver, e. g., Rosenfeld (1997)
Nat. Genet. 15:333-335; cromossomas artificiais de levedura
(YAC); cromossomas artificiais Dbacterianos (BAC); cromossomas
artificiais P1, ver, e. g., Woon (1998) Genomics 50:306-316;
vectores derivados de Pl (PAC), ver, e. g., Kern (1997)
Biotechniques 23:120-124; cosmideos, virus recombinantes, fagos

ou plasmideos.
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Em aspectos alternativos, as frases *“&acido nucleico” ou
“sequéncia de 4acido nucleico” refere-se a um oligonucledtido,
nucledétido, polinucledtido ou a um fragmento de qualgquer destes,
a ADN ou ARN (e. g., ARNm, rARN, tARN) de origem gendmica ou
sintética que podem ser de cadeia simples ou cadeia dupla e
podem representar uma cadeia de sentido ou anti-sentido, a acido
nucleico peptidico (PNA) ou a qualquer material de tipo ADN ou
de tipo ARN, de origem natural ou sintética, incluindo, e. g.,
iARN, ribonucleoproteinas (e. g., 1RNP). O termo abrange Aacidos
nucleicos, 1. e., oligonucledtidos, contendo andlogos conhecidos
de nucledétidos naturais. O termo abrange também estruturas de
tipo 4acido nucleico com estruturas sintéticas, ver, e. g., Mata
(1997) Toxicol. Appl. Pharmacol. 144:189-197; Strauss-Soukup
(1997) Biochemistry 36:8692-8698; Samstag (1996) Antisense
Nucleic Acid Drug Dev 6:153-156.

Num aspecto, os polinucledtidos recombinantes da invencéo
compreendem sequéncias adjacentes a um &cido nucleico de
“estrutura” ao qual nao estd adjacente no seu ambiente natural.
Num aspecto, os 4&acidos nucleicos representam 5% ou mais do
numero de insercdes de Adcido nucleico numa populacao de
“moléculas estruturais” de 4Acidos nucleicos. As “moléculas
estruturais” de acordo com a invencao incluem acidos nucleicos,
tais como vectores de expressao, acidos nucleicos auto-
replicantes, virus, 4&acidos nucleicos de integracdo e outros
vectores ou acidos nucleicos utilizados para manter ou manipular
uma insercdo de &cido nucleico de interesse. Num aspecto, os
dcidos nucleicos enriquecidos representam 15%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90% ou mais do numero de insercdes de 4&acidos

nucleicos na populacgdo de moléculas estruturais recombinantes.

Num aspecto, um acido nucleico que codifica um polipéptido

da invencao é montado em fase apropriada com uma sequéncia lider
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capaz de dirigir a secrecdo do polipéptido traduzido ou de um

seu fragmento.

A invencgdo proporciona proteinas de fusdo e acidos nucleicos
que as codificam. Um polipéptido invencao pode ser fundido a um
péptido ou polipéptido heterdlogo, tal como péptidos de
identificacéao N-terminal que proporcionam caracteristicas
desejadas, tais como estabilidade aumentada ou purificacéo
simplificada. 0Os péptidos e polipéptidos da invencao podem ser
também sintetizados e expressos como proteinas de fusdao com um
ou mais dominios adicionais ai ligados para, e. g., produzir um
péptido mais imunogénico, para mais prontamente isolar um
péptido recombinantemente sintetizado, para identificar e isolar
anticorpos e célula B que expressam anticorpos e semelhantes. Os
dominios que facilitam a deteccao e purificacado incluem, e. g.,
péptidos quelantes de metal, tais como fragmentos de poli-
histidina e médulos de histidina-triptofano gque permitem a
purificacdo em metais imobilizados, dominios de proteina A gue

permitem a purificacdo em imunoglobulinas imocbilizadas e o

dominio utilizado no Sistema de purificacéo de
extensdo/afinidade FLAGS (Immunex Corp, Seattle WA). A incluséo
de sequéncias ligantes c¢livaveils, tais como Factor Xa ou
enterocinase (Invitrogen, San Diego CA) entre um dominio de

purificacdo e o péptido ou polipéptido compreendendo o motivo
para facilitar a purificacdao. Por exemplo, um vector de
expressado pode incluir uma sequéncia de 4acido nucleico que
codifica epitopo ligada a seis residuos de histidina, seguidos
por uma tioredoxina e um local de clivagem de enterocinase (ver,
e. g., Williams (1995) biochemistry 34:1787-1797; Dobeli (1998)
Protein Expr. Purif. 12:404-414). O0Os residuos de histidina
facilitam a deteccdo e purificacdao enquanto o local de clivagem
de enterocinase proporciona meios para purificar o epitopo a

partir do remanescente da ©proteina de fusdo. A tecnologia
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referente a vectores que codificam proteinas de fusdao e a
aplicacao de proteinas de fusao sdo bem descritas na literatura
cientifica e de patente, ver, e. g., Kroll (1993) DNA Cell.
Biol., 12:441-53.

Num aspecto, o termo “isolado” significa que o material é
removido do seu ambiente original (e. g., o ambiente natural se
for de ocorréncia natural). Por exemplo, um polipéptido ou
polinucleétido de ocorréncia natural presente num animal vivo
ndo estd 1isolado, mas o mesmo polinucledétido ou polipéptido,
separado de alguns ou todos os materiais coexistentes no sistema
natural, estd isolado. Tais polinucledétidos podem ser parte de
um vector e/ou tais polinucledétidos ou polipéptidos podem ser
parte de uma composicdo e mesmo assim estar isolado uma vez gue
tal vector ou composicdo nao sado parte do seu ambiente natural.
Num aspecto, o termo “purificado” nao requer pureza absoluta;
mais propriamente, € pretendido como uma definicao relativa. Os
dcidos nucleicos individuais obtidos a partir de uma biblioteca
foram convencionalmente purificados até a homogeneidade
electroforética. As sequéncias obtidas a partir destes clones
nao podiam ser obtidas directamente a partir da biblioteca ou a
partir de ADN total humano. Os &acidos nucleicos purificados da
invencdo foram purificados a partir do remanescente do ADN
genémico no organismo em, pelo menos, 10°-10° vezes. Em aspectos
alternativos, o termo “purificado” incluil também os &cidos
nucleicos que foram purificados a partir do remanescente do ADN
genémico ou a partir de outras sequéncias numa biblioteca ou
outro ambiente em, pelo menos, uma ordem de magnitude, ou
alternativamente, duas ou trés ordens, ou guatro ou cinco ordens

de magnitude.
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Sequéncias de controlo transcripcional e de traducgcdo

A  invencdo proporciona sequéncias de &cidos nucleicos

(e. g., ADN) da invencado ligadas operativamente a sequéncia(s)
de controlo de expressao (e. g., transcripcional ou de
traducao), e. g., promotores ou intensificadores, para dirigir

ou modular a sintese/expressao de ARN. A sequéncia de controlo
de expressao pode ser um vector de expressao. O0s promotores
bacterianos exemplificativos incluem lacI, lacz, T3, T7, gpt,
lambda PR, PL e trp. Os promotores eucaridticos exemplificativos
incluem o precoce imediato de CMV, timidina cinase de HSV, SV40
precoce e tardio, LTR de retrovirus e metalotioneina I de

murganho.

Os promotores adequados para expressar ou sobreexpressar um
polipéptido em bactérias incluem os promotores lac ou trp de
E. coli, o promotor 1lacI, o promotor lacZ, o promotor T3, O
promotor T7, o promotor gpt, o promotor lambda PR, o promotor
lambda PL, o0s promotores de operdes que codificam enzimas
glicoliticas, tal como a 3-fosfoglicerato <cinase (PGK), e o
promotor da fosfatase 4acida. Os promotores eucaridéticos incluem
o0 promotor precoce 1imediato de CMV, o promotor da timidina
cinase de HSV, promotores de choque térmico, o promotor SV40
precoce e tardio, LTR de retrovirus e o) promotor de
metalotioneina-I de murganho. Podem também ser utilizados outros
promotores conhecidos por controlarem a expressao de genes em

célula procaridticas ou eucaridticas ou nos seus virus.

Vectores de expressdo e veiculos de clonagem

A invengdo proporciona sistemas de expressao, e. g.,

cassetes de expressao, vectores, veiculos de clonagem e
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semelhantes, compreendendo &acidos nucleicos da invencédo, e. g.,
sequéncia que codificam as fitases da invencdo, para expressao e
sobreexpressdo dos polipéptidos da invencdo (e &cidos nucleicos,
e. g., anti-sentido). 0Os vectores de expressdao e veiculos de

clonagem da 1nvencdo podem compreender particulas virais,

baculovirus, fagos, plasmideos, fagemideos, cosmideos,
fosmideos, cromossomas artificiais bacterianos, ADN viral
(e. g., vaccinia, adenovirus, virus da variola avidria,

pseudorraiva e derivados de SV40), cromossomas artificiais
baseados em P1l, plasmideos de levedura, cromossomas artificiais
de levedura e quaisgquer outros vectores especificos para
hospedeiros de interesse especificos (tais como Dbacilos,
aspergilos e levedura). Os vectores da invengao podem incluir
sequéncias de ADN cromossomal, nao cromossomal e sintético. Um
grande numero vectores adequados ¢é conhecido dos especialistas
na técnica e estdao comercialmente disponiveis. 0s vectores
exemplificativos incluem: Dbacterianos: vectores pQE (Qiagen),
plasmideos pRluescript, vectores PNH, vectores lambda-ZAP
(Stratagene); ptrc99a, pKK223-3, pDR540, pRIT2T (Pharmacia);
Fucaridéticos: pXTl, pSGH (Stratagene), pSVK3, pBPV, pMSG,
PSVLSV40 (Pharmacia). Contudo, qualguer outro plasmideo ou outro
vector pode ser utilizado desde que seja replicavel e viavel no
hospedeiro. Podem ser utilizados com a presente invencéao
vectores com numero baixo de cépias ou com numero elevado de

copias.

Como exemplos representativos de vectores de expressao que

podem ser utilizados, podem ser mencionadas particulas virais,

baculovirus, fagos, plasmideos, fagemideos, cosmideos,
fosmideos, cromossomas artificiais bacterianos, ADN viral
(e. g., vaccinia, adenovirus, virus da variola avidria,

pseudorraiva e derivados de SvV40), cromossomas artificiais

baseados em P1l, plasmideos de levedura, cromossomas artificiais
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de levedura e qguaisquer outros vectores especificos para
hospedeiros de interesse especificos (tais como Dbacilos,
aspergilos e levedura). Assim, por exemplo, o ADN pode ser
incluido em qualgquer de uma variedade de vectores de expressao
para expressar um polipéptido. Tails vectores incluem sequéncias
de ADN cromossomal, nao cromossomal e sintético. Um grande
numero de vectores adequados ¢é conhecido dos especialistas na
técnica e estdao comercialmente disponiveis. Os seguintes
vectores sao proporcionados a titulo de exemplo; Bacteriano:
vectores pQE (Qiagen), plasmideos pBluescript, vectores pNH,
vectores lambda-ZAP (Stratagene); ptrc99%9a, pKK223-3, pDR540,
PRIT2T (Pharmacia) ; Eucaridticos: PXT1, PSG5 (Stratagene),
PSVK3, pBPV, pMSG, pSVLSV40 (Pharmacia). Contudo, gqualguer outro
plasmideo ou outro vector pode ser utilizado desde que seja
replicédvel e vidvel no hospedeiro. Podem ser utilizados com a
presente 1invencgado vectores com baixo numero de cdédépias ou com

elevado numero de cédpias.

Um vector exemplificativo para utilizacdo na presente
invencado contém uma origem de replicacdo de factor f. O factor f
(ou factor de fertilidade) em E. coli é um plasmideo que resulta
em transferéncia de alta frequéncia de si préprio durante a
conjugacao e transferéncia de menor frequéncia do préprio
cromossoma bacteriano. Um aspecto utiliza vectores de clonagem,
referidos como “fosmideos” ou vectores de cromossomas
artificiais bacterianos (BAC). Estes sao derivados do factor £
de E. coli gque €& capaz de 1integrar estavelmente segmentos
grandes de ADN gendémico. Quando integrado com ADN de uma amostra
ambiental mista nao cultivada, isto torna possivel conseguir
grandes fragmentos gendmicos na forma de uma “biblioteca de ADN

ambiental” estédvel.
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Outro tipo de vector para utilizacdo na presente invencao é
um vector cosmideo. 0s vectores cosmideos foram concebidos
originalmente para clonar e propagar Jgrandes segmentos de ADN
gendmico. A clonagem em vectores cosmideos é descrita em detalhe
em “Molecular Cloning: A laboratory Manual” (Sambrook et al.,

1989).

A sequéncia de ADN no vector de expressao estd ligada
operativamente a uma ou mais sequéncias apropriadas de controlo
de expressao (promotor) para dirigir a sintese de ARN. Os
promotores bacterianos particularmente nomeados incluem IacI,
lacz, T3, T7, gpt, lambda  Pg, P; e trp. Os promotores
eucaridéticos incluem imediato precoce de CMV, timidina cinase de
HSV, precoce e tardio de sv4ao, LTR de retrovirus e
metalotioneina-I de murganho. A seleccdo do vector e promotor
apropriado estd no &admbito de um técnico com conhecimento geral
na matéria. O vector de expressao contém também um local de
ligacdo a ribossoma para iniciacdo da traducdao e um terminador
de transcricgao. O vector ©pode também incluir sequéncias
apropriadas para amplificar a expressao. As regides promotoras
podem ser seleccionadas de qualquer gene desejado utilizando
vectores CAT (cloranfenicol transferase) ou outros vectores com
marcadores de seleccdo. Além disso, o0s vectores de expressao
podem conter um ou mails genes marcadores de selecgao para
proporcionar uma caracteristica fenotipica para seleccdao de
célula hospedeiras transformadas, tais como di-hidrofolato
redutase ou resisténcia a neomicina para a cultura de células
eucaridticas, ou resisténcia a tetraciclina ou ampicilina em

E. coli.

Num aspecto, as cassetes de expressao da invencao
compreendem uma sequéncia da invengdo e uma sequéncia de

nucledétidos que sao capazes de afectar a expressao de um gene
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estrutural (i. e., uma sequéncia codificante de proteina, tal
como uma fitase da invencdo) num hospedeiro compativel com tais
sequéncias. As cassetes de expressao incluem, pelo menos, um
promotor ligado operativamente com a sequéncia codificante do
polipéptido; e, opcionalmente, com outras sequéncias, e. g.,
sinais de terminacdo de transcricgéo. Factores adicionais
necessarios ou Uteis para efectuar a expressdao podem também ser
utilizados, e. g., intensificadores. Num aspecto, “ligado
operativamente’”, como aqui utilizado, refere-se a ligacao de um
promotor a montante de uma sequéncia de ADN de modo que o
promotor medeie a transcricao da sequéncia de ADN. Assim, as
cassetes de expressao incluem também plasmideos, vectores de
expressao, virus recombinantes, qualqguer forma de vector
recombinante de *“ADN nu” e semelhantes. Num aspecto, um “vector”
compreende um &cido nucleico gque pode infectar, transfectar,
transiente ou permanentemente transduzir uma célula. Um vector
pode ser um &cido nucleico nu ou um Aacido nucleico complexado
com proteina ou lipido. O vector compreende opcionalmente acidos
nucleicos e/ou proteinas virais ou bacterianas e/ou membranas
(e. g., uma membrana celular, um envelope lipidico viral, etc.).
Num aspecto, os vectores incluem, mas nao estdao limitados a,
replicdes (e. g., replicdes de ARN, bacteridéfagos) aos quais
podem ser ligados fragmentos de ADN e tornarem-se replicados.
Num aspecto, os vectores incluem, mas nado estdao limitados, a
ARN, ADN ou ARN circular ou linear auto-replicante autdénomo
(e. g., plasmideos, virus e semelhantes, ver, e. g., Patente
U.S. N° 5217879) e dincluem plasmideos de expressdo e de nao
expressao. Nos casos em gque uma cultura celular ou microrganismo
recombinante €& descrito como hospedando um “vector de expressao”
isto inclui ADN circular e linear extra-cromossomal e ADN que
foi incorporado no(s) cromossoma(s) do hospedeiro. Nos casos em

que um vector é mantido por uma célula hospedeira, o vector pode
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ser estavelmente replicado pelas células durante a mitose como

uma estrutura autdénoma ou € incorporado no genoma do hospedeiro.

O vector de expressao pode compreender um promotor, um local
de ligagao a ribossoma para iniciacdo da tradugdao e um
terminador de transcricao. 0O vector pode também incluir
sequéncias apropriadas para amplificar a expressao. Os vectores
de expressdao de mamifero podem compreender uma origem de
replicacdo, quaisquer locais necessarios de ligacdo a ribossoma,
um local de poliadenilacdo, locais dadores e aceitadores de
splice, sequéncias de terminacdo de transcricdo e sequéncias nao
transcritas que flangqueiam 5'. Em alguns aspectos, as sequéncias
de ADN derivadas dos locais de splice e de poliadenilacao de
SV40 podem ser utilizadas para proporcionar os elementos

genéticos ndo transcritos requeridos.

Num aspecto, o0s vectores de expressdao contém um ou mais
genes marcadores de seleccdo para permitir a seleccdao de células
hospedeiras contendo o vector. Tails marcadores de selecgao
incluem genes que codificam a di-hidrofolato redutase ou genes
que conferem resisténcia a neomicina para culturas celulares
eucaridéticas, genes que conferem resisténcia a tetraciclina ou
ampicilina em E. coli e o gene TRP1l de S. cerevisiae. As regides
promotoras podem ser seleccionadas de gualquer gene desejado
utilizando vectores de cloranfenicol transferase (CAT) ou outros

vectores com marcadores de seleccgéao.

Os vectores para expressar o polipéptido ou um seu fragmento
em células eucaridéticas podem também conter intensificadores
para aumentar os niveis de expressao. 0Os intensificadores sao
elementos de actuacdo cis de ADN, habitualmente desde cerca de
10 a cerca de 300 pb de comprimento gque actuam num promotor para

aumentar a sua transcricao. 0Os exemplos incluem o intensificador
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SV40 no lado tardio da origem de replicacdo pb 100 a 270, o
intensificador do promotor precoce de citomegalovirus, o)
intensificador de polioma no lado tardio da origem de replicacao

e 0s intensificadores de adenovirus.

Uma sequéncia de ADN pode ser introduzida num vector através
de uma variedade de processos. Em geral, a sequéncia de ADN é
ligada a posicdo desejada no vector, apds digestdo da insercao e
do wvector <com as endonucleases de restricdo apropriadas.
Alternativamente, podem ser ligadas extremidades rombas na
insercdo e no vector. Uma variedade de técnicas de clonagem &
conhecida na técnica, e. g., como descrito em Ausubel e
Sambrook. Considera-se que tais processos e outros estdao no

dmbito dos especialistas na técnica.

O vector pode ser na forma de um plasmideo, uma particula
viral ou um fago. Outros vectores incluem sequéncias de ADN
cromossomal, nado cromossomal e sintético, derivados de SV40;
plasmideos bacterianos, ADN fagico, baculovirus, plasmideos de
levedura, vectores derivados de combinacgdes de plasmideos e de
ADN féagico, ADN viral, tais como de vaccinia, adenovirus, virus
da variola aviadria e pseudorraiva. Uma variedade de vectores de
clonagem e de expressao para utilizacdao com hospedeiros

procaridticas e eucaridticas é descrito por, e. g., Sambrook.

Vectores bacterianos particulares que podem ser utilizados
incluem os plasmideos comercialmente disponiveis compreendendo
elementos genéticos do bem conhecido vector de clonagem pBR322
(ATCC 37017), pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,
Suécia), GEM1 (Promega Biotec, Madison, WI, EUA) pQE70, pQE6OQO,
PRQE-9 (Qiagen), pD10, psiX1l74 pRBRluescript II KS, pNH8A, pNH1l6a,
PNH18A, PNH46A (Stratagene), ptrc99a, PKK223-3, PKK233-3,
PDR540, PRITS (Pharmacia), PKK232-8 e pPCM7. Vectores
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eucaridéticos particulares incluem pSV2CAT, p0G44, pXTl, pSG
(Stratagene) pSVK3, pBPV, pMSG e pSVL (Pharmacia). Contudo,
qualquer outro vector pode ser utilizado desde dque seja

replicédvel e vidvel na célula hospedeira.

Células hospedeiras e célula transformadas

A  invencdo também proporciona uma célula transformada
compreendendo uma sequéncia de 4&cido nucleico da invencao,
e. g., uma sequéncia codificando uma fitase da invengao, ou
compreendendo uma cassete de expressao, vector, veiculo de
clonagem, vector de expressao, vector de clonagem da invencao. A
célula hospedeira pode ser quaisquer células hospedeiras
familiares dos especialistas na técnica, incluindo células
procaridticas, células eucaridticas, tais Ccomo células
bacterianas, células fungicas, células de levedura, células de
mamifero, células de insecto ou células vegetais. As células
bacterianas exemplificativas incluem quaisquer espécies dentro
dos géneros Escherichia, Bacillus, Streptomyces, Salmonella,
Pseudomonas e Staphylococcus, incluindo, e. g., Escherichia
coli, Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Salmonella typhimurium, Pseudomonas fluorescens. As células
fungicas exemplificativas incluem guaisquer espécies de
Aspergillus. As células de levedura exemplificativas incluem
quaisquer espécies de Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces
ou Schwanniomyces, incluindo Pichia pastoris, Saccharomyces
cerevisiae ou Schizosaccharomyces pombe. Células de insecto
exemplificativas incluem quaisquer espécies de Spodoptera ou
Drosophila, incluindo Drosophila S2 e Spodoptera Sf9. Células de
insecto exemplificativas incluem Drosophila S2 e Spodoptera Sf9.

Células de levedura exemplificativas incluem Pichia pastoris,
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Saccharomyces cerevisiae ou Schizosaccharomyces pombe. Células
animais exemplificativas incluem CHO, COS ou melanoma de Bowes
ou qualquer linha celular de murganho ou humana. A seleccdo de
um hospedeiro apropriado estd dentro das capacidades dos

especialistas na técnica.

O vector pode ser introduzido nas células hospedeiras
utilizando qualquer de uma variedade de técnicas, incluindo
transformacao, transfeccado, transducado, infeccdo viral, pistolas
génicas ou transferéncia génica mediada por Ti. O0s métodos
particulares incluem transfeccao de fosfato de calcio,
transfeccgao mediada por DEAE-Dextrano, lipofeccéao ou
electroporacgao (Davis, L., Dibner, M., Battey, I., Basic Methods

in Molecular Biology, (1986)).

Sempre que apropriado, as células hospedeiras manipuladas
podem ser cultivadas em meio nutriente convencional modificado
como apropriado para activar promotores, seleccionar
transformantes ou amplificar os genes da invencao. Apds a
transformacao de uma estirpe hospedeira adequada e crescimento
da estirpe hospedeira a uma densidade celular apropriada, o
promotor seleccionado pode ser induzido por meios apropriados
(e. g., desvio de temperatura ou inducdo quimica) e as células
podem ser cultivadas por um periodo adicional para permitir gque

produzam o polipéptido desejado ou um seu fragmento.

As células podem ser recolhidas por centrifugacao, qguebradas
por meios quimicos ou fisicos e o extracto em bruto resultante é
retido para ©purificacdo adicional. As células microbianas
utilizadas para expressdao de proteinas podem ser quebradas
através de qualquer método conveniente, incluindo <ciclos de
congelamento-descongelamento, sonicacao, quebra mecénica ou

utilizacdo de agentes de 1lise celular. Tails métodos sao bem
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conhecidos dos especialistas na técnica. O polipéptido expresso
ou um seu fragmento pode ser recuperado e purificado a partir de
culturas celular recombinantes por métodos incluindo
precipitacdao com sulfato de amdénio ou ethanol, extraccdo &acida,
cromatografia de permuta anidénica ou catidnica, cromatografia de
fosfocelulose, cromatografia de interaccao hidrofdébica,
cromatografia de afinidade, cromatografia de hidroxilapatite e
cromatografia de lecitina. Podem ser utilizados passos de
re—enrolamento proteico, como necessario, para completar a
configuracdo do polipéptido. Se desejado, pode ser utilizada
cromatografia liquida de elevado desempenho (HPLC) para passos

finais de purificacao.

As construcgdes em células hospedeiras podem ser utilizadas
de um modo convencional para produzir o produto génico
codificado pela sequéncia recombinante. Dependendo do hospedeiro
utilizado num processo de producdo recombinante, os polipéptidos
produzidos por células hospedeiras contendo o vector podem ser
glicosilados ou pode ser nao glicosilados. 0Os polipéptidos da
invencdo podem ou nédo também incluir um residuo de aminodcido de

metionina inicial.

Podem também ser utilizados sistemas de traducao sem célula
para produzir um polipéptido da 1invencdo. Os sistemas de
tradugado sem célula podem utilizar mARN transcritos a partir de
uma construcgao de ADN compreendendo um  promotor ligado
operativamente a um &dcido nucleico codificando o polipéptido ou
um seu fragmento. Em alguns aspectos, a construcao de ADN pode
ser linearizada antes de conduzir uma reaccgdo de transcricao
in vitro. O ARNm transcrito € depois incubado com um extracto de
traducdo sem célula apropriado, tal como um extracto de
reticuldécito de coelho, para produzir o polipéptido desejado ou

um seu fragmento.
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Os vectores de expressdo podem conter um ou mais genes
marcadores de seleccdo para proporcionar uma caracteristica
fenotipica para seleccdo de células hospedeiras transformadas,
tais como di-hidrofolato redutase ou resisténcia a neomicina,
para cultura de células eucaridéticas ou como resisténcia a

tetraciclina ou ampicilina em E. coli.

Os 4&acidos nucleicos da invencao podem sSer expressos ou
sobreexpressos em gqualquer sistema de expressdo 1in vitro ou
in vivo. Quaisquer sistemas de cultura celular podem ser
utilizados para expressar ou sobreexpressar proteina
recombinante, incluindo culturas Dbacterianas, de insecto, de
levedura, fungicas ou de mamiferos. A sobreexpressadao pode ser
realizada por escolha apropriada de promotores,
intensificadores, vectores (e. g., utilizacao de vectores de
replicdo, vectores dicistrénicos (ver, e. g., Gurtu (1996)
Biochem. Biophys. Res. Commun. 229:295-8)), meios, sistemas de
cultura e semelhantes. Num aspecto, a amplificacdo génica
utilizando marcadores de seleccdao, e. g., glutamina sintetase
(ver, e. g., Sanders (1987) Dev. Biol. Stand. 66:55-63), em
sistemas celulares sdao utilizados para sobreexpressar 0s

polipéptidos da invencéo.

Podem ser utilizados varios sistemas de cultura de células
de mamifero para expressar a proteina recombinante, os exemplos
de sistemas de expressdao de mamifero incluem as linhas CO0S-7 de
fibroblastos de rim de macaco, descritas em “SvV40-transformed
simian cells support the replication of early SV40 mutantes”
(Gluzman, 1981) e outras linhas celulares capazes de expressar
um vector compativel, por exemplo, as linhas celulares Cl127,
3T3, CHO, hela e BHK. Os vectores de expressao de mamifero irao

compreender uma origem de replicacao, um promotor e
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intensificador adequado e também quaisquer locails necessdrios de
ligacdao a ribossoma, local de poliadenilacado, locais de dador e
aceitador de splice, sequéncia de terminacdo de transcricdo e
sequéncias nao transcritas que flanqueiam 5'. As sequéncias de
ADN derivadas do splice de SV40 e locais de poliadenilacao podem
ser utilizados para proporcionar aos elementos genéticos nao

transcritos requeridos.

As células hospedeiras contendo os polinucledtidos de
interesse podem ser cultivadas em meios nutrientes convencionais
modificados como apropriado para activar promotores, seleccionar
transformantes ou amplificar genes. As condigdes de cultura,
tais como a temperatura, pH e semelhantes, sao aqgquelas
previamente utilizadas com a célula hospedeira seleccionada para
a expressdo e serd evidente ao técnico com conhecimento geral na
matéria. Os clones que sao identificados como tendo a actividade
enzimdtica especificada podem depols ser sequenciados para
identificar a sequéncia do polinucledétido que codifica uma

enzima tendo actividade aumentada.

Amplificagdo de dcidos Nucleicos

Na prdatica da invencdo, os &acidos nucleicos codificando os
polipéptidos da invencao ou acidos nucleicos modificados, podem
ser reproduzidos através, e. g., de amplificacdo. A invencao
proporciona pares de sequéncias iniciadoras de amplificacao para
amplificar 4dcidos nucleicos que codificam polipéptidos com uma
actividade de fitase ou suas sub-sequéncias, em gque os pares de
iniciadores sao capazes de amplificar sequéncias de Aacidos
nucleico incluindo a SEQ ID N°:1 exemplificativa, e as
modificacdes de sequéncia especificas apresentadas acima. Um

especialista na técnica pode conceber pares de sequéncias
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iniciadoras de amplificacdo para qualquer parte ou tamanho total

destas sequéncias; por exemplo:

A SEQ ID N°:1 “parental” &

ATGAAAGCGATCTTAATCCCATTTTTATCTCTTCTGATTCCGTTAACCCCGCAATCTG
CATTCGCTCAGAGTGAGCCGGAGCTGAAGCTGGAAAGTGTGGTGATTGTCAGTCGT
CATGGTGTGCGTGCTCCAACCAAGGCCACGCAACTGATGCAGGATGTCACCCCAGA
CGCATGGCCAACCTGGCCGGTAAAACTGGGTGAGCTGACACCGCGCGGTGGTGAGC
TAATCGCCTATCTCGGACATTACTGGCGTCAGCGTCTGGTAGCCGACGGATTGCTGC
CTAAATGTGGCTGCCCGCAGTCTGGTCAGGTCGCGATTATTGCTGATGTCGACGAGC
GTACCCGTAAAACAGGCGAAGCCTTCGCCGCCGGGCTGGCACCTGACTGTGCAATA
ACCGTACATACCCAGGCAGATACGTCCAGTCCCGATCCGTTATTTAATCCTCTAAAA
ACTGGCGTTTGCCAACTGGATAACGCGAACGTGACTGACGCGATCCTCGAGAGGGC
AGGAGGGTCAATTGCTGACTTTACCGGGCATTATCAAACGGCGTTTCGCGAACTGG
AACGGGTGCTTAATTTTCCGCAATCAAACTTGTGCCTTAAACGTGAGAAACAGGAC
GAAAGCTGTTCATTAACGCAGGCATTACCATCGGAACTCAAGGTGAGCGCCGACTG
TGTCTCATTAACCGGTGCGGTAAGCCTCGCATCAATGCTGACGGAGATATTTCTCCT
GCAACAAGCACAGGGAATGCCGGAGCCGGGGTGGGGAAGGATCACCGATTCACAC
CAGTGGAACACCTTGCTAAGTTTGCATAACGCGCAATTTGATTTGCTACAACGCACG
CCAGAGGTTGCCCGCAGCCGCGCCACCCCGTTATTAGATTTGATCAAGACAGCGTTG
ACGCCCCATCCACCGCAAAAACAGGCGTATGGTGTGACATTACCCACTTCAGTGCT
GTTTATCGCCGGACACGATACTAATCTGGCAAATCTCGGCGGCGCACTGGAGCTCA
ACTGGACGCTTCCCGGTCAGCCGGATAACACGCCGCCAGGTGGTGAACTGGTGTTT
GAACGCTGGCGTCGGCTAAGCGATAACAGCCAGTGGATTCAGGTTTCGCTGGTCTTC
CAGACTTTACAGCAGATGCGTGATAAAACGCCGCTGTCATTAAATACGCCGCCCGG
AGAGGTGAAACTGACCCTGGCAGGATGTGAAGAGCGAAATGCGCAGGGCATGTGTT
CGTTGGCAGGTTTTACGCAAATCGTGAATGAAGCACGCATACCGGCGTGCAGTTTG
AGATCTCATCTA

Assim, um par de sequéncias iniciadoras de amplificacdo para
amplificar esta sequéncia parental ou uma das sequéncias
exemplificativas da invencao tendo, pelo menos, uma das
modificacdes de sequéncia especificas aqui apresentadas, podem
ser 0s residuos 1 a 21 da SEQ ID N°:1 (1. e.,
ATGAAAGCGATCTTRAATCCCA) e a cadeia complementar dos wltimos
21 residuos da SEQ ID N°:1 (i. e., a cadeia complementar de

TGCAGTTTGAGATCTCATCTA) .

Reaccgdes de amplificacdo podem também ser utilizadas para
quantificar a quantidade de &cido nucleico numa amostra (tal

como a quantidade de mensageiro numa amostra celular), marcar o
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acido nucleico (e. g., para o aplicar numa matriz ou
transferéncia), detectar o &cido nucleico ou gquantificar a
quantidade de um 4&cido nucleico especifico numa amostra. Num
aspecto da invencao, o mensageiro isolado de uma célula ou o
ADNc de wuma biblioteca ¢é amplificado. O especialista pode
seleccionar e conceber iniciadores oligonucleotidicos de
amplificacdao adequados. 0Os métodos de amplificacao sao também
bem conhecidos na técnica e incluem, e. g., reaccdo em cadeia da
polimerase, PCR (ver, e. g., PCR PROTOCOLS, A GUIDE TO METHODS
AND APPLICATIONS, ed. Innis, Academic Press, N.I. (1990) e PCR
STRATEGIES (1995), =ed. 1Innis, Academic Press, Inc., N.I.,
reacgao em cadeia da ligase (RCL) (ver, e. g., Wu (1989)
Genomics 4:560; Landegren (1988) Science 241:1077; Barringer
(1990) Gene 89:117); amplificacdao de transcrigcao (ver, e. g.,
Kwoh (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173); e replicacao de
sequéncia auto-sustentada (ver, e. g., Guatelli (1990) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 87:1874); Amplificacdo de Q-beta replicase
(ver, e. g., Smith (1997) J. Clin. Microbiol. 35:1477-1491),
ensaio automatizado de amplificacdao de Q-beta replicase (ver,
e. g., Burg (1996) Mol. Cell. Probes 10:257-271) e outras
técnicas mediadas por ARN polimerase (e. g., NASBA, Cangene,
Mississauga, Ontdario); ver também Berger (1987) Methods Enzymol.
152:307-316; Sambrook; Ausubel; Patente U.S. N° 4683195 e
4683202; Sooknanan (1995) Biotechnology 13:563-564.

Determinacdo do grau de identidade de sequéncia

A invengdo proporciona um acido nucleico isolado, sintético
ou recombinante compreendendo uma sequéncia de 4acido nucleico
que tem, pelo menos, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou mais de
identidade de sequéncia para a SEQ ID N°:1 e incluindo as

modificagdes especificamente enumeradas para a SEQ ID N°:1,
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discutidas acima. Num aspecto, a extensdao da identidade de
sequéncia (homologia) pode ser determinada utilizando qualguer
programa de computador e parédmetros associados, incluindo
aqueles aqui descritos, tais como BLAST 2.2.2. ou FASTA

versdo 3.0t78, com os parédmetros de defeito.

As sequéncias homélogas incluem também sequéncias de ARN em
uridinas substituem timinas nas sequéncias de acidos nucleicos.
As sequéncias homdélogas podem ser obtidas utilizando qualqgquer
dos processos aquil descritos ou podem resultar da correcgao de

um erro de sequenciacio.

Varios programas de comparacao de sequéncias aqui
identificados s&o wutilizados neste aspecto da invengao. As
identidades (homologias) de sequéncias de proteina e/ou 4&cidos
nucleicos podem ser avaliadas utilizando qualguer de uma
variedade de algoritmos e programas de comparacao de sequéncias
conhecidos na técnica. Tais algoritmos e programas incluem, mas
ndao estadao limitados a, TBLASTN, BLASTP, FASTA, TFASTA e CLUSTALW
(Pearson e Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85(8):2444-24483,
1988; Altschul et al., J. Mol. Biol. 215(3):403-410, 1990;
Thompson et al., Nucleic Acids Res. 22(2):4673-4680, 1994;
Higgins et al., Methods Enzymol. 266:383-402, 1996; Altschul
et al., J. Mol. Biol. 215(3):403-410, 1990; Altschul et al.,
Nature Genetics 3:266-272, 1993.

A homologia ou a identidade pode ser medida wutilizando
software de andlise de sequéncias (e. g., Sequence Analysis
Software Package do Genetics Computer Group, University of
Wisconsin Biotechnology Center, 1710 University Avenue, Madison,
WI 53705). Tal software emparelha sequéncias semelhantes por
atribuicao de graus de homologia a varias delecodes,

substituicbdes e outras modificagdes. Os termos “homologia” e
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“identidade” no contexto de duas ou mais sequéncias de 4&cidos
nucleicos ou polipéptidos, refere-se a duas ou mais sequéncias
ou sub-sequéncias que sao iguais ou tém uma percentagem
especifica de residuos de aminodcidos ou nucledétidos que séo
iguais quando comparadas e alinhadas para correspondéncia méxima
ao longo de uma janela de comparacado ou regido designada, como
medido utilizando qualgquer numero de algoritmos de comparacao de
sequéncias ou por alinhamento manual e inspecg¢ao visual. Para a
comparacao de sequéncias, uma sequéncia pode actuar como uma
sequéncia de referéncia (uma sequéncia exemplificativa da
invencao) com a qual sao comparadas sequéncias de teste. Ao
utilizar um algoritmo de comparacadoc de sequéncias, as sequéncias
de referéncia e teste dado entrada num computador, coordenadas de
sub-sequéncia sdo designadas, se necessario, e os parametros do
programa de algoritmo de sequéncias sdao designados. Os
pardmetros do programa de defeito podem ser utilizados ou
parémetros alternativos podem ser designados. O algoritmo de
comparacgao de sequéncias calcula depois a percentagem de
identidades de sequéncia para as sequéncias de teste
relativamente a sequéncia de referéncia, com base nos parametros

do programa.

Uma “Jjanela de comparacao”, como aqui wutilizada, inclui
referéncia a um segmento de qualquer numero de residuos
contiguos. Por exemplo, em aspectos alternativos da invencdo, os
residuos contiguos variando desde qualgquer coisa como 20 até ao
tamanho total de sequéncias exemplificativas da invengado séo
comparadas com uma sequéncia de referéncia do mesmo numero de
posicdes contiguas, depois das duas sequéncias serem optimamente
alinhadas. Se a sequéncia de referéncia tiver a identidade de
sequéncia requerida para sequéncias exemplificativas da
invencao, e. g., 98% de identidade de sequéncia para a

SEQ ID N°:1, SEQ ID N°:2 e tiver uma das modificacdes de
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sequéncia especificas assinaladas acima, a sequéncia estd dentro
do ambito da invencdo. Em formas de realizacdo alternativas, as
sub-sequéncias variando desde cerca de 20 a 600, cerca de 50 a
200 e cerca de 100 a 150 sao comparadas com uma seqguéncia de
referéncia do mesmo numero de posigdes contiguas, depois das
duas sequéncias serem optimamente alinhadas. Os métodos de
alinhamento de sequéncias para comparag¢aoc sao bem conhecidos na
técnica. O alinhamento dptimo de sequéncias para comparacao pode
ser conduzido, e. g., pelo algoritmo de homologia local de Smith
& waterman, Adv. Appl. Math. 2:482, 1981, pelo algoritmo de
alinhamento de homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol.
48:443, 1970, pelo método de pesquisa de semelhanca de Person &
Lipman, Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988, por
implementacdes computorizadas destes algoritmos (GAP, BESTFIT,
FASTA e TFASTA no Wisconsin Genetics Software Package, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI) ou por alinhamento
manual e inspeccgdo visual. Outros algoritmos para determinar a
homologia ou a identidade incluem, por exemplo, para além do
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool no National
Center for Biological Information), ALIGN, AMAS (Analysis of
Multiply Aligned Sequences), AMPS (Protein Multiple Sequence
Alignment), ASSET (Aligned Segment Statistical Evaluation Tool),
BANDS, BESTSCOR, BIOSCAN (Riological Sequence Comparative
Analysis Node), BLIMPS (BLocks IMProved Searcher), FASTA,
Intervals & Points, BMB, CLUSTAL V, CLUSTAL W, CONSENSUS,
LCONSENSUS, WCONSENSUS, algoritmo de Smith-Waterman, DARWIN,
algoritmo de Las Vegas, FNAT (Forced Nucleotide Alignment Tool),
Framealign, Framesearch, DYNAMIC, FILTER, FSAP (Fristensky
Sequence Analysis Package), GAP (Global Alignment Program),
GENAL, GIBBS, GenQuest, 1ISSC (Sensitive Seqgquence Comparison),
LALIGN (Local Sequence Alignment), LCP (Local Content Program),
MACAW (Multiple Alignment Construction & Analysis Workbench),
MAP (Multiple Alignment Program), MBLKP, MBLKN, PIMA
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(Pattern—-Induced Multi-sequence Alignment), SAGA (Sequence
Alignment by Genetic Algorithm) e WHAT-IF. Tais programas de
alinhamento podem também ser utilizados para rastrear bases de
dados de genoma para identificar sequéncias de polinucledtidos
tendo sequéncias substancialmente i1dénticas. Uma variedade de
bases de dados de genoma estd disponivel, por exemplo, uma
porcdo substancial do genoma humano estd disponivel como parte
do Projecto de Sequenciacdo do Genoma Humano (Gibbs, 1995).
Diversos genomas foram sequenciados, e. 9., M. genitalium

(Fraser et al., 1995), M. jannaschii (Bult et al., 1996),

H. influenzae (Fleischmann et al., 1995), E. coli (Blattner
et al., 1997) e levedura (S. cerevisiae) (Mewes et al., 1997) e
D. melanogaster (Adams et al., 2000). Foi também feito progresso

significativo na sequenciacao de genomas de organismos modelo,
tais como murganho, C. elegans e Arabadopsis sp. Bases de dados
contendo informacdao gendémica anotada com alguma informacéao
funcional sdao mantidas por diferentes organizacgdes e estao

acessiveis pela Internet.

Os algoritmos BLAST, BLAST 2.0 e BLAST 2.2.2 sao também
utilizados para realizar a invencado. Sao descritos, e. g., em
Altschul (1977) Nuc. Acids Res. 25:3389-3402; Altschul (1990) J.
Mol. Biol. 215:403-410. O software para realizar andlises de
BLAST estd disponivel publicamente através do National Center
for Biotechnology Information. Este algoritmo envolve primeiro
identificar pares de sequéncias de elevada pontuacado (HSP)
através de identificacdo de curtas palavras de comprimento W na
sequéncia de pesquisa, dque emparelham ou satisfazem alguma
pontuagao T de limite avaliado positivamente, quando alinhadas
com uma palavra do mesmo comprimento numa sequéncia da base de
dados. T é referido como o limite de pontuacdo de palavra da
vizinhanca (Altschul (1990) supra). Estes acertos de palavra da

vizinhanca inicial actuam como sementes para iniciar pesquisas
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para encontrar HSP mais 1longos que as contém. Os acertos de
palavra sao prolongados em ambos os sentidos ao longo de cada
sequéncia, tanto quanto possivel, para aumentar a pontuacao de
alinhamento cumulativa. As pontuacdes cumulativas sao calculadas
utilizando, para sequéncias de nucledtidos, o0s parédmetros M
(pontuacao de recompensa para um par de residuos condizentes;
sempre > 0). Para sequéncias de aminodcidos, uma matriz de
pontuacdo é utilizada para calcular a pontuacdo cumulativa. A
extensdao dos acertos de palavra em cada sentido é parada quando:
a pontuacgado cumulativa de alinhamento cai pela gquantidade X a
partir do seu valor maximo obtido; a pontuacdao cumulativa vail
para zero ou abaixo, devido a acumulacdo de uma ou mais
alinhamentos de residuo com pontuacdo negativa; ou o fim de
qualquer das sequéncias é alcancado. Os parametros W, T e X do
algoritmo BLAST determinam a sensibilidade e a velocidade de
alinhamento. O programa BLASTN (para sequéncias de nucledtidos)
utiliza como defeito um comprimento de palavra (W) de 11, uma
expectativa (E) de 10, M=5, N= -4 e uma comparacgao de ambas as
cadeias. Para sequéncias de aminoadcidos, o programa BLASTP
utiliza como defeito um comprimento de palavra de 3 e
expectativas (E) de 10 e os alinhamentos da matriz de pontuacao
BLOSUM62 (ver Henikoff & Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89:10915) (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N = -4 e
uma comparacac de ambas as cadeias. O algoritmo BLAST também
realiza uma andlise estatistica da semelhanca entre duas
sequéncias (ver, e. g., Karlin & Altschul (1993) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90:5873). Uma medida de semelhancga proporcionada
pelo algoritmo BLAST é a menor probabilidade de soma (P(N)), gue
proporciona uma indicacdo da probabilidade através da gqual um
emparelhamento entre duas sequéncias de nucledétidos ou de
aminodcidos ocorreria por sorte. Por exemplo, um &cido nucleico
€& considerado semelhante a uma sequéncia de referéncia se a

menor probabilidade de soma numa comparacdo do acido nucleico de
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teste com o acido nucleico de referéncia for menor do que cerca
de 0,2, menor do que cerca de 0,01 ou menor do gue cerca de
0,001. Num aspecto, as homologias de sequéncias de proteina e de
dcidos nucleicos sdo avaliadas utilizando Basic Local Alignment
Search Tool (“BLAST”). Por exemplo, podem ser utilizados cinco
programas BLAST especificos para realizar a seguinte tarefa:
(1) BLASTP e BLAST3 comparam uma sequéncia de aminodcidos de
pesquisa contra uma base de dados de sequéncias de proteinas;
(2) BLASTN compara uma sSequéncia de nucledtidos de pesquisa
contra uma base de dados de sequéncias de nucledtidos;
(3) BLASTX compara os produtos de traducdao conceptuais de seis
grelhas de uma sequéncia de nucledétidos de pesquisa (ambas as
cadeias) contra uma base de dados de sequéncias de proteinas;
(4) TBLASTN compara uma sequéncia da proteina de pesquisa contra
uma base de dados de sequéncias de nucledtidos traduzida em
todas as seis grelhas de leitura (ambas as cadeias); e
(5) TBLASTX compara as tradugcdes das seis grelhas de uma
sequéncia de nucledétidos de pesquisa contra as tradugdes de seis
grelhas de uma base de dados de sequéncias de nucledtidos. Os
programas BLAST identificam sequéncias homdlogas através da
identificacdo de segmentos semelhantes, o0s quais sao aqui
referidos como “pares de segmentos de elevada pontuacado” entre
uma sequéncia de aminodcidos ou de &acidos nucleicos de pesquisa
e um sequéncia de teste que pode ser obtida de uma base de dados
de sequéncias de proteina ou de 4&cido nucleico. 0Os pares de
segmentos de elevada pontuacdao podem ser identificados (1. e.,
alinhados) por meio de uma matriz de pontuacdo, muitas das guais
sao conhecidas na técnica. Uma matriz de pontuacao
exemplificativa utilizada é a matriz BLOSUM62 (Gonnet et al.,
Science 256:1443-1445, 1992; Henikoffand Henikoff, Proteins
17:49-61, 1993). Alternativamente, as matrizes PAM ou PAM250
podem ser utilizadas (ver, e. g., Schwartz e Dayhoff, eds.,

1978, Matrices for Detecting Distance Relationships: Atlas of
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Protein Sequence and Structure, Washington: National Biomedical

Research Foundation).

Num aspecto, para determinar se um &cido nucleico tem a
identidade de sequéncia requerida dentro do ambito da invencao,
sdo utilizados os programas BLAST 2.2.2 da NCBI. Opcgdes de
defeito para blastp. Existem cerca de 38 opgdes de ajuste no
programa BLAST 2.2.2. Neste aspecto exemplificativo da invencao,
todos os valores de defeito sdo utilizados a excepcdo do ajuste
de filtro por defeito (i. e., todos o0s paradmetros ajustados por
defeito excepto o filtro que € ajustado para OFF); no seu lugar
¢ utilizado um ajuste “-F F”, o qual desliga o filtro. A
utilizacdao de filtro por defeito resulta frequentemente em
violagdes de Karlin-Altschul devido ao curto comprimento da

sequéncia.

Os valores de defeito utilizados neste aspecto

exemplificativo da invencgédo incluem:

“Filtro para baixa complexidade: ON

> Tamanho de Palavra: 3
> Matriz: Blosumb62

> Custos de Lacuna: Existéncia:1ll

> Extensao:1”

“Filtro para a complexidade baixa: ON

Outros ajustes de defeito sao: filtro para baixa
complexidade OFF, tamanho de palavra de 3 para proteina, matriz
BLOSUM62, penalidade de existéncia de lacuna de -11 e uma

penalidade de extensdo de lacuna de -1.
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Sistemas computorizados e produtos de programas de

computador

Para determinar e identificar identidades de sequéncia,
homologias estruturais, motivos e semelhantes in silico, a
sequéncia da invencdo pode ser armazenada, gravada e manipulada
em qualquer meio que possa ser lido e acedido por um computador.
Os motivos que podem ser detectados utilizando os programas
acima incluem seqguéncias que codificam fechos de leucina,
motivos de hélice-volta-hélice, locais de glicosilacao, 1locais
de ubiquitinacdo, hélices alfa e folhas beta, sequéncias de
sinal que codificam péptidos de sinal que direccionam a secrecgao
das proteinas codificadas, sequéncias implicadas na regulacadao de
transcricdao, tais como homeoboxes, regides acidicas, locais
activos enzimaticamente, locais de ligacdo de substrato e locais

de clivagem enzimdtica.

Os computadores, sistemas computorizados, meios de leitura
por computador, produtos de programas de computador e
semelhantes podem ter ai gravadas ou armazenadas as sequéncias
de 4cidos nucleicos e polipéptidos da invencdo, e. g., , as
sequéncias exemplificativas da invencdo. Como aqui utilizadas,
as palavras “gravado” e “armazenado” referem-se a um pProcesso
para armazenar informacéao num meio computorizado. Um
especialista na técnica ©pode prontamente adoptar quaisquer
métodos conhecidos para gravar informacdo num meio de leitura
por computador para gerar produtos fabricados compreendendo uma
ou mais das sequéncias de acidos nucleicos e/ou de polipéptidos
da invencédo. Como aqui utilizadas, o termo “computador”, e as

expressoes “programa de computador” e “processador” sao

59



utilizadas nos seus contextos gerais mais amplos e incorporam

todos esses dispositivos, como aqui descritos.

Um meio de leitura por computador pode ter ai gravado, pelo
menos, uma sequéncia de 4acidos nucleicos e/ou polipéptidos da
invencdo. 0s meios de leitura por computador incluem meios de
leitura magnética, meios de leitura déptica, meios de leitura
electrénica e meios magnéticos/dpticos. Por exemplo, os meios de
leitura por computador podem ser um disco rigido, wum disco
flexivel, uma fita magnética, CD-ROM, Disco Versatil Digital
(DVD), Memdéria de Acesso Aleatdério (RAM) ou Memdria Apenas de
Leitura (ROM) , assim como outros tipos de outros meios

conhecidos dos especialistas na técnica.

Os sistemas (e. 9., sistemas baseados na Internet),
particularmente sistemas computorizados, podem armazenar e
manipular as sequéncias e a informacdo de sequéncia aqui
descrita. Um Exemplo de um sistema 100 computorizado € ilustrado
na forma de diagrama de blocos na Figura 1. Como aqui utilizado,
um “sistema computorizado” refere-se aos componentes de
hardware, aos componentes de software e aos componentes de
armazenamento de dados utilizados para analisar uma sequéncia de
nucledétidos ou de polipéptidos da invencdao. O sistema 100
computorizado pode incluir um processador para processar, aceder
e manipular os dados de sequéncia. O processador 105 pode ser
qualquer tipo bem conhecido de unidade de processamento central,
tal como, por exemplo, o Pentium III da Intel Corporation ou
processador semelhante da Sun, Motorola, Compaqg, AMD ou
International Business Machines. 0O sistema 100 computorizado é
um sistema para uso geral que compreende o processador 105 e um
ou mais componentes 110 de armazenamento de dados internos para

armazenar dados e um ou mais dispositivos de recuperacao de
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dados para recuperar o0s dados armazenados nos componentes de
armazenamento de dados. Um especialista na técnica entende
prontamente que qualquer dos sistemas computorizados actualmente

disponiveis € adequado.

O sistema 100 computorizado pode incluir um processador 105
conectado a um barramento que ¢é conectado a uma memdéria 115
principal (pode ser implementado como RAM) e um ou mais
dispositivos 110 de armazenamento de dados internos, tais como
um disco rigido e/ou outros meios de leitura por computador
tendo dados ai gravados. O sistema 100 computorizado pode ainda
incluir um ou mais dispositivos 118 de recuperacao de dados para
ler os dados armazenados nos dispositivos 110 de armazenamento

de dados internos.

O dispositivo 118 de recuperacao de dados pode representar,
por exemplo, uma unidade de disco flexivel, uma unidade de disco
compacto, uma unidade de fita magnética ou um modem capaz de
conexdao a um sistema remoto de armazenamento de dados de (e. g.,
através da Internet), etc. Em algumas formas de realizacao, o
dispositivo 110 de armazenamento de dados internos é um meio de
leitura por computador removivel, tais como um disco flexivel,
um disco compacto, uma fita magnética, etc., contendo ai
controlo légico e/ou dados gravados. O sistema 100 computorizado
pode, vantajosamente, incluir ou ser programado através de
software apropriado para ler o controlo ldégico e/ou os dados do
componente de armazenamento de dados, uma vez introduzidos no

dispositivo de recuperacao de dados.

0O sistema 100 computorizado inclui um visor 120 que ¢é
utilizado para apresentar resultados a um utilizador do

computador. Deve ser também assinalado que o sistema 100
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computorizado pode ser ligado a outros sistemas 125a-c
computorizados numa rede ou numa rede de 4&rea alargada para
proporcionar acesso centralizado ao sistema 100 computorizado. O
software para aceder e processar as sequéncias de nucledétidos ou
aminodcidos da invencdo pode residir na meméria 115 principal

durante a execugao.

O sistema 100 computorizado pode compreender ainda um
algoritmo de comparacgao de sequéncias para comparar uma
sequéncia de &cido nucleico da invencdo. O algoritmo e as
sequéncias podem ser armazenadas num meio de leitura por
computador. Um *“algoritmo de comparacdao de sequéncias” refere-se
a um ou mals programas dgque sao implementados (localmente ou
remotamente) no sistema 100 computorizado para comparar uma
sequéncia de nucledtidos com outras sequéncias de nucledtidos
e/ou compostos armazenados dentro dos meios de armazenamento de
dados. Por exemplo, o algoritmo de comparacadao de sequéncias pode
comparar as sequéncias de nucledétidos da invengado com a
sequéncia SEQ ID N°:1 “parental” e/ou SEQ ID N°:2, armazenada
num meio de leitura por computador para referenciar as
sequéncias armazenadas num meio de leitura por computador para

identificar homologias ou motivos estruturais.

Os parédmetros utilizados com os algoritmos acima podem ser
adaptados dependendo do comprimento da sequéncia e do grau de
homologia estudados. Em alguns aspectos, o0s parametros podem ser
0os parametros de defeito utilizados pelos algoritmos na auséncia
de instrugdes do utilizador. A Figura 2 ¢é um fluxograma que
ilustra um aspecto de um processo 200 para comparar uma nova
sequéncia de proteina ou nucledétidos com uma base de dados de
sequéncias, de modo a determinar os niveis de homologia entre a

nova sequéncia e as sequéncias na base de dados. A base de dados
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de sequéncias pode ser uma base de dados privada armazenada no
sistema 100 computorizado, ou uma base de dados publica, tal
como GENBANK, o qual estd disponivel através da Internet. O
processo 200 comegca num estado 201 inicial e depois move-se para
um estado 202 em gue a nova sequéncia a ser comparativa é
armazenada numa memdéria num sistema 100 computorizado. Como
discutido acima, a memdbéria pode ser gualgquer tipo de memdria,

incluindo RAM ou um dispositivo de armazenamento interno.

O processo 200 depois move-se para um estado 204 em gque uma
base de dados de sequéncias € aberta para andlise e comparacéo.
O processo 200 depois move-se para um estado 206 em que a
primeira sequéncia armazenada na base de dados € lida numa
meméria no computador. Uma comparacado € depois realizada num
estado 210 para determinar se a primeira sequéncia é a mesma gue
a segunda sequéncia. E importante assinalar que este passo ndo
esta limitado a realizar uma comparacdo exacta entre a nova
sequéncia e a primeira sequéncia na base de dados. 0Os métodos
bem conhecidos sao conhecidos dos especialistas na técnica para
comparar duas sequéncias de nucledétidos ou de proteina, mesmo se
nao forem idénticas. Por exemplo, lacunas podem ser introduzidas
numa sequéncia de modo a aumentar o nivel de homologia entre as
duas sequéncias testadas. Os parédmetros qgue controlam se as
lacunas ou outras caracteristicas sao introduzidas numa
sequéncia durante a comparacadao sao normalmente introduzidos pelo

utilizador do sistema computorizado.

Assim gue uma comparacao de duas sequéncias for realizada no
estado 210, ¢é feita uma determinacdo num estado 210 de deciséao
se as duas sequéncias sado a mesma. Naturalmente, o termo “mesma’”
ndo estd limitado as sequéncias que sdo absolutamente idénticas.

As sequéncias que estdo dentro dos pardmetros de homologia
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introduzidas pelo wutilizador serdo marcadas como “mesma” no
processo 200. Se for feita uma determinacao que as duas
sequéncias sdo a mesma, O processo 200 move-se para um estado
214 em que o nome da sequéncia da base de dados €& apresentado ao
utilizador. Este estado notifica o wutilizador que a sequéncia
com o nome indicado cumpre os constrangimentos de homologia que
foram introduzidos. Uma vez apresentado o nome da sequéncia
armazenada ao utilizador, o processo 200 move-se para um estado
218 de decisdao em que ¢ feita uma determinagdo se existem mais
sequéncias na base de dados. Se nao existirem mais sequéncias na
base de dados, entdo processo 200 termina num estado 220 final.
Contudo, se existirem mais sequéncias na base de dados, entao o
processo 200 move-se para um estado 224 em que um indicador é
movido para a sequéncia seguinte na base de dados, de modo que
possa ser comparada a nova sequéncia. Deste modo, a nova
sequéncia € alinhada e comparada com cada sequéncia na base de
dados.

Deve ser assinalado que se for feita uma determinacdo no
estado 212 de decisao que as sequéncias nao eram homdélogas,
entdo o processo 200 move-se imediatamente para o estado 218 de
decisdo de modo a determinar se estd disponivel alguma outra
sequéncia na base de dados para a comparagao. Desta forma, um
aspecto da invencdao é um sistema computorizado compreendendo um
processador, um dispositivo de armazenamento de dados que ai
armazena uma sequéncia de 4&cidos nucleicos da invencdao e um
comparador de sequéncia para conduzir a comparacao. O comparador
de sequéncia pode indicar um nivel de homologia entre as
sequéncias comparadas ou identificar motivos estruturais ou pode
identificar motivos estruturais nas sequéncias as guails sao
comparadas com estes cdédigos de &dcidos nucleicos e cddigos de

polipéptidos.
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A Figura 3 é um fluxograma gque 1lustra uma forma de
realizacdo de um processo 250 num computador para determinar se
duas sequéncias sado homdélogas. O processo 250 comeca num estado
252 inicial e move-se depois para um estado 254 em que uma
primeira sequéncia a ser comparada € armazenada numa memdria. A
segunda sequéncia a ser comparada € depols armazenada numa
memdéria num estado 256. O processo 250 move-se depois para um
estado 260 em que o primeiro caracter na primeira sequéncia é
lido e depois para um estado 262 em que o primeiro caracter da
segunda sequéncia ¢é 1lido. Deve ser compreendido que se a
sequéncia for uma sequéncia de nucledtidos, entdo o caracter
seria normalmente A, T, C, G ou U. Se a sequéncia for uma
sequéncia de proteina, entdo pode ser um cdédigo de aminodcido de
letra Unica de modo que a primeira e a segunda sequéncia possam
ser facilmente comparadas. E feita entdo uma determinacdo num
estado 264 de decisdo se os dois caracteres sao o mesmo. Se
forem o mesmo, entdo o processo 250 move-se para um estado 268
em que O0s caracteres seguintes na primeira e segunda sequéncia
sdo lidos. E feito depois uma determinacdo se os caracteres
seguintes forem o mesmo. Se forem, entdo o processo 250 continua
este ciclo até que doils caracteres nao sejam o mesmo. Se for
feita uma determinacdao de que os dois caracteres seguintes nao
sao o mesmo, O processo 250 move-se para um estado 274 de
decisdo para determinar se existem mais caracteres em ambas as
sequéncias para ler. Se nao existirem mais caracteres para ler,
entdao o processo 250 move-se para um estado 276 em que o nivel
de homologia entre a primeira e a segunda sequéncia é indicado
ao utilizador. O nivel de homologia ¢é determinado através de
cadlculo da proporcdo de caracteres entre as sequéncias gue eram
as mesmas para um numero total de sequéncias na primeira

sequéncia. Assim, se cada caracter numa primeira sequéncia de
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100 nucledtidos estiver alinhada com cada caracter numa segunda

sequéncia, o nivel de homologia ¢é 100%.

Alternativamente, o programa de computador pode comparar uma
sequéncia de referéncia com uma sequéncia da invencao para
determinar se as sequéncias diferem numa ou mais posigdes. O
programa pode registar o comprimento e a identidade de
nucledétidos ou residuos de aminodcidos introduzidos, suprimidos
ou substituidos relativamente a sequéncia de referéncia ou da
invencadao. O programa de computador pode ser um programa Jgue
determina se uma sequéncia de referéncia contém um polimorfismo
de nucledtido 1wGnico (SNP) relativamente a uma sequéncia da
invencado, ou se uma sequéncia da invengao compreende um SNP de
uma sequéncia conhecida. Assim, em alguns aspectos, o programa
de computador € um programa que identifica SNP. O método pode
ser implementado pelos sistemas computorizados descritos acima e
o método ilustrado na Figura 3. O método pode ser realizado
através de leitura de uma sequéncia da invencdo e das sequéncias
de referéncia através da utilizacdo do programa de computador e

identificacdo das diferencas com o programa de computador.

O sistema baseado em computador pode compreender —um
identificador para identificar caracteristicas num acido
nucleico ou polipéptido da invencao. Um “identificador” refere-
se a um ou mals programas gque 1dentificam determinadas
caracteristicas numa sequéncia de 4acido nucleico. Por exemplo,
um identificador pode compreender um programa que identifica uma
grelha de leitura aberta (ORF) numa sequéncia de A4acidos
nucleicos. A Figura 4 é um fluxograma que ilustra um aspecto de
um processo 300 de identificador para detectar a presenca de uma
caracteristica numa sequéncia. O processo 300 comeca num estado
302 inicial e move-se depoils para um estado 304 em gue uma

primeira sequéncia que é para ser verificada para
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caracteristicas ¢é armazenada numa memdéria 115 no sistema 100
computorizado. O processo 300 move-se depois para um estado 306
em que uma base de dados de caracteristicas de sequéncia é
aberta. Tal base de dados incluiria uma lista de atributos de
cada caracteristica, em conjunto, com o nome da caracteristica.
Por exemplo, um nome da caracteristica poderia ser “Codao de
Iniciacgdo” e o atributo seria “ATG”. Outro Exemplo seria o nome
de caracteristica “Caixa TAATAA” e o atributo da caracteristica
seria “TAATAA”. Um Exemplo de tal base de dados €& produzido pelo
University of Wisconsin Genetics Computer Group.
Alternativamente, as caracteristicas podem ser motivos
estruturais do polipéptido, tais como hélices alfa, folhas beta,
ou motivos funcionais do polipéptido, tais como locais activos
enzimaticamente, motivos hélice-volta-hélice ou outros motivos
conhecidos dos especialistas na técnica. Uma vez que a base de
dados de caracteristicas é aberta no estado 306, o processo 300
move-se para um estado 308 em que a primeira caracteristica é
lida da base de dados. Uma comparacdao do atributo da primeira
caracteristica com a primeira sequéncia ¢é depois feita num
estado 310. E feito depois uma determinacdo num estado 316 de
decisdo se o atributo da caracteristica foi encontrado na
primeira sequéncia. Se o atributo for encontrado, entdo o
processo 300 move-se para um estado 318 em gque o nome da
caracteristica encontrada é indicado ao utilizador. 0
processo 300 move-se depolis para a um estado 320 de decisdo em
que ¢é feita uma determinacdo se existem na base de dados
caracteristicas de movimento. Se nao existirem mais
caracteristicas, entdo o processo 300 termina num estado 324
final. Contudo, se mais caracteristicas existirem na base de
dados, entdao o processo 300 1& a caracteristica seguinte da
sequéncia num estado 326 e volta ao estado 310 em gque o atributo

da caracteristica seguinte & comparado contra a primeira
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sequéncia. Se o atributo da caracteristica nado for encontrado na
primeira sequéncia no estado 316 de decisao, o processo 300
move-se directamente para o estado 320 de decisdo de modo a
determinar se existem mais caracteristicas na base de dados. Um
programa de computador pode identificar grelhas de leitura

aberta (ORF).

Um polipéptido ou uma sequéncia de 4&cidos nucleicos da
invencdo pode ser armazenado e manipulado numa variedade de
programas de processamento de dados numa variedade de formatos.
Por exemplo, uma sequéncia pode ser armazenada como texto num
ficheiro de processamento de texto, tais como Microsoft WORD ou
WORDPERFECT ou como um ficheiro ASCII numa variedade de
programas de base de dados familiares aos especialistas na
técnica, tal como DB2, SYBASE ou ORACLE. Além disso, muitos
programas de computador e bases de dados podem ser utilizados
como algoritmos de comparacdo de sequéncias, identificadores ou
fontes de sequéncias de nucledtidos de referéncia ou sequéncias
de polipéptidos a serem comparados a uma sequéncia de &cidos
nucleicos da invencdo. Os programas e as Dbases de dados
utilizadas incluem, mas nao estdo limitadas: MacPattem (EMBL),
DiscoveryBase (Molecular LApplications Group) , GeneMine
(Molecular Applications Group), Look (Molecular Applications
Group), MacLook (Molecular Applications Group), BLAST e BLAST2
(NCBI), BLASTN e BLASTX (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:
403, 1990), FASTA (Pearson and Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 85: 2444, 1988), FASTDB (Brutlag et al. Comp. App. Biosci.
6:237-245, 1990), Catalyst (Molecular Simulations Inc.),
Catalyst/SHAPE (Molecular Simulations Inc.), Cerius2.DBAccess
(Molecular Simulations Inc.), HypoGen (Molecular Simulations
Inc.), Insight 1ITI, (Molecular Simulations Inc.), Discover
(Molecular Simulations 1Inc.), CHARMm (Molecular Simulations

Inc.), Felix (Molecular Simulations Inc.), DelPhi, (Molecular
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Simulations Inc.), QuanteMM, (Molecular Simulations Inc.),
Homology (Molecular Simulations Inc.), Modeler (Molecular
Simulations Inc.), ISIS (Molecular Simulations Inc.),
Quanta/Protein Design (Molecular Simulations Inc.), WebLab
(Molecular Simulations Inc.), WebLab Diversity Explorer
(Molecular Simulations Inc.), Gene Explorer (Molecular
Simulations Inc.), SegFold (Molecular Simulations Inc.), a base
de dados MDL Available Chemicals Directory database, a base de
dados MDL Drug Data Report, a base de dados Comprehensive
Medicinal Chemistry, a base de dados Derwent's World Drug Index,
a base de dados BioByteMasterFile, a base de dados Genbank e a
base de dados Gensegn. Muitas outras bases de dados e programas
seriam evidentes a um especialista na técnica dada a presente

divulgacao.

Os motivos que podem ser detectados utilizando os programas
acima incluem sequéncias que codificam fechos de 1leucina,
motivos de hélice-volta-hélice, locais de glicosilagao, locais
de ubiquitinacdo, hélices alfa e folhas beta, sequéncias de
sinal que codificam péptidos de sinal que dirigem a secrecédo das
proteinas codificadas, sequéncias implicadas na regulacao da
transcricdo, tais como homeoboxes, regides acidicas, locais
activos enzimaticamente, locais de ligacdo de substrato e locais

de clivagem enzimédtica.

Inibigdo da Expressao de uma Fitase

A invengdo proporciona ainda &cidos nucleicos complementares
(e. g., sequéncias anti-sentido) as sequéncias de acidos
nucleicos da invencdo, incluindo &cidos nucleicos compreendendo
anti-sentido, 1ARN, ribozimas. As seqguéncias anti-sentido séo

capazes de inibir o transporte, splice ou transcricdao de genes
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que codificam fitases. A inibicado pode ser efectuada através do
direccionamento ao ADN gendmico ou ARN mensageiro. A transcricao
ou funcdo do &cido nucleico direccionado pode ser inibida, por
exemplo, através de Thibridacdo e/ou clivagem. Um conjunto
particularmente Util de inibidores proporcionados pela presente
invencado inclui oligonucledétidos que sado capazes de se ligarem
ao gene ou mensageiro da fitase de 1ligacdo, em qualquer dos
casos prevenindo ou inibindo a producao ou funcadao da enzima
fitase. A associacdo pode ser através de hibridacdo especifica
de sequéncia. Uma outra classe 1util de inibidores inclui
oligonucledétidos que provocam inactivacao ou clivagem do
mensageiro da fitase. O oligonucledétido pode ter actividade
enzimadtica que provoca essa clivagem, tal como ribozimas. O
oligonucledétido pode ser modificado quimicamente ou conjugado a
uma enzima ou composicdo capaz de clivar o 4acido nucleico
complementar. Pode-se rastrear um agrupamento de muitos desses
oligonucledtidos diferentes para aqueles com a actividade

desejada.

Oligonucledtidos Anti-sentido

Os oligonucledtidos anti-sentido podem compreender as novas
modificacdes da sequéncia de fitase da invencao, em que estes
oligonucledétidos anti-sentido sdo capazes de se ligarem ao
mensageiro da fitase o que pode 1inibir a actividade da fitase
por direccionamento ao ARNm. As estratégias para conceber
oligonucledtidos anti-sentido estdo bem descritas na literatura
cientifica e de patente, e o0 especialista na técnica pode
conceber tais oligonucledétidos de fitase utilizando os novos
reagentes da invencado. Por exemplo, o0s protocolos de progresséo
no gene/mapeamento de ARN para o rastreio de oligonucledtidos

anti-sentido eficazes sao bem conhecidos na técnica, ver, e. g.,
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Ho (2000) Methods Enzymol. 314:168-183, o qual descreve um
ensaio de mapeamento de ARN que ¢é baseado em técnicas
moleculares convencionais para proporcionar um método facil e
seguro para a seleccao de potentes sequéncias anti-sentido. Ver

também Smith (2000) Eur. J. Pharm. Sci. 11:191-198.

Os é&cidos nucleicos de ocorréncia natural sao utilizados
como oligonucledtidos anti-sentido. Os oligonucledtidos
anti-sentido podem ser de qualguer comprimento; por exemplo, em
aspectos alternativos, os oligonucledétidos anti-sentido estao
entre cerca de 5 a 100, cerca de 10 a 80, cerca de 15 a 60,
cerca de 18 a 40. O comprimento oéptimo pode ser determinado por
rastreio de rotina. 0Os oligonucledtidos anti-sentido podem estar
presentes em qualquer concentracdo. A concentracgdao O6ptima pode
ser determinada por rastreio de rotina. Uma vasta variedade de
nucledétidos sintéticos, de ocorréncia nao natural e andlogos de
dcidos nucleicos sao conhecidos o que pode abordar este
potencial problema. Por exemplo, podem ser utilizados 4&cidos
nucleicos peptidicos (PNA) contendo estruturas nao idnicas, tal
como unidades de N-(2-aminocetil)glicina. Podem também ser
utilizados oligonucledétidos anti-sentido que tém ligacdes
fosforotioato, como descrito nos documentos WO 97/03211;
WO 96/39154; Mata (1997) Toxicol Appl Pharmacol
144:189-197; Antisense Therapeutics, ed. Agarwal (Humana Press,
Totowa, N.J., 1996). Os oligonucledétidos anti-sentido tendo
andlogos sintéticos de estrutura de ADN proporcionados pela da
invencdao podem também incluir &cidos nucleicos de fosforo-
ditioato, metilfosfonato, fosforamidate, fosfotriéster
alquilico, sulfamato, 3’-tioacetal, metileno(metilimino),

3’-N-carbamato e morfolinocarbamato, como descrito acima.

Pode ser utilizada metodologia de quimica combinatdéria para

criar vastos nameros de oligonucledétidos que  podem ser
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rapidamente rastreados para oligonucledétidos especificos tendo
afinidades de ligacdo e especificidades apropriadas para
qualquer alvo, tal como as sequéncias de fitase de sentido e
anti-sentido da invencado (ver, e. g., Gold (1995) J. of Biol.

Chem. 270:13581-13584) .

Ribozimas Inibidoras

As ribozimas podem compreender as novas modificacdes de
sequéncia de fitase da invencdo, em que as ribozimas sao capazes
de se ligarem ao mensageiro da fitase que pode inibir a
actividade da enzima fitase por direccionamento ao ARNm. As
estratégias para conceber ribozimas e seleccionar a sequéncia
anti-sentido especifica de fitase para direccionamento estdao bem
descritas na literatura cientifica e de patente, e 0
especialista na técnica pode conceber tais ribozimas utilizando
0s novos reagentes da invengdao. As Ribozimas actuam por ligacgao
a um ARN alvo através da porcao de ligagdao a ARN alvo de uma
ribozima qgue ¢é mantida em intima proximidade com uma porgao
enzimdtica do ARN que cliva o ARN alvo. Assim, a ribozima
reconhece e liga-se a um ARN alvo através de emparelhamento de
bases complementares e uma vez ligado ao local correcto, actua
enzimaticamente para clivar e inactivar o ARN alvo. A clivagem
de um ARN alvo em tal modo destruird a sua capacidade para
dirigir a sintese de uma proteina codificada se a clivagem
ocorrer na sequéncia codificante. Depois de uma ribozima ter
ligado e <clivado o seu alvo de ARN, ¢é tipicamente libertada

desse ARN e pode assim ligar e clivar repetidamente novos alvos.

Em algumas circunstdncias, a natureza enzimdtica de uma
ribozima pode ser vantajosa relativamente a outras tecnologias,

tal como tecnologia anti-sentido (onde uma molécula de 4&acido
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nucleico simplesmente se liga a um alvo de &acido nucleico para
bloguear a sua transcricao, tradugdo ou associacao com outra
molécula) uma vez gue a concentracdo eficaz da ribozima
necessaria para efectuar um tratamento terapéutico pode ser mais
baixa do que aquela de um oligonucledétido anti-sentido. Esta
potencial vantagem reflecte a capacidade da ribozima para actuar
enzimaticamente. Assim, uma Unica molécula de ribozima € capaz
de clivar muitas moléculas de ARN alvo. Além disso, uma ribozima
é tipicamente um inibidor altamente especifico, com a
especificidade de inibicdo a depender nao apenas do mecanismo de
emparelhamento de bases de 1ligacdao, mas também no mecanismo
através da qual a molécula inibe a expressdao de ARN a que ele se
liga. Isto é, a inibicdao é provocada pela clivagem do alvo de
ARN e assim a especificidade é definida como a razdo da taxa de
clivagem do ARN direccionado relativamente a taxa de clivagem do
ARN nao direccionado. Este mecanismo de clivagem é dependente de
factores adicionais aqueles envolvidos no emparelhamento de
bases. Assim, a especificidade de acg¢ao de uma ribozima pode ser
maior do que aquela de oligonucledtido anti-sentido a ligar-se
ao mesmo local de ARN. A molécula de ARN enzimdtica ribozima
pode ser formada num motivo cabeca-de-martelo, mas pode também
ser formado no motivo de um gancho-de-cabelo, virus delta da
hepatite, intrdo do grupo I ou um ARN de tipo RNaseP (em
associacdao com uma sequéncia guia de ARN). Exemplos de tais
motivos de cabecga-de-martelo sdo descritos por Rossi (1992) Aids
Research and Human Retroviruses 8:183; motivos de gancho-de-
cabelo por Hampel (1989) Biochemistry 28:4929, e Hampel (1990)
Nuc. Acids Res. 18:299; o motivo do virus delta da hepatite por
Perrotta (1992) Biochemistry 31:16; 0 motivo RNaseP por
Guerrier-Takada (1983) Cell 35:849 e o intrao do grupo I por
Cech na Pat. U.S. N° 4987071. A recitacao destes motivos
especificos nao pretende ser limitativa; os especialistas na

técnica reconhecerdo que uma molécula de ARN enzimdtico desta
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invencdo tem um local de ligacdo ao substrato especifico,
complementar a uma ou mais das regides de ARN do gene alvo e tem
a sequéncia de nucledtidos dentro ou a volta desse local de
ligacdo ao substrato que proporciona uma actividade de clivagem

de ARN a molécula.

ARN de Interferéncia (ARNi)

Uma molécula inibidora de ARN, uma denominada molécula de
“ARNi” pode compreender uma sequéncia de enzima da invengao. A
molécula de ARNi compreende uma molécula de ARN de cadeia dupla
(dsARN). A molécula de ARNi, e. g., siARN e/ou miARN, pode
inibir a expressdao do gene da enzima fitase. Num aspecto, a
molécula de ARNi, e. g., siARN e/ou miARN, ¢& cerca de 15, 1o,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 ou mais nucledétidos de cadeia

dupla de comprimento.

O ARNi pode entrar uma célula e provocar a degradacao de um
ARN de cadeia simples (ssARN) de sequéncias semelhantes ou
idénticas, incluindo mARN enddgenos. Quando uma célula é exposta
ao ARN de cadeia dupla (dsARN), o ARNm do gene hombélogo ¢é
seletivamente degradado através de um processo denominado ARN de
interferéncia (ARNi). Um mecanismo béadsico possivel na base do
ARNi € a quebra de um ARN de cadeia dupla (dsARN) gue emparelha
com uma sequéncia génica especifica, em curtas partes
denominadas pequenos ARN de interferéncia, as quais desencadeiam
a degradacao do ARNm que emparelha com a sua sequéncia. Num
aspecto, o8 ARNi da invencao sadao utilizados em terapéutica de
silenciamento génico, ver, e. g., Shuey (2002) Drug Discov.
Today 7:1040-1046. Num aspecto, a invencao proporciona métodos
para degradar seletivamente o ARN utilizando as moléculas de

ARNi, e. g., siARN e/ou miARN. Num aspecto, o ARN micro-inibidor
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(miARN) inibe a traducdo e o 8SiARN inibe a transcricao. O
processo pode ser praticado in vitro, ex vivo ou 1in vivo. Num
aspecto, as moléculas de ARNi podem ser utilizadas para gerar
uma mutacdao de perda-de-funcdo numa célula, um &érgao ou um
animal. Os métodos para fazer e utilizar moléculas de ARNi,
€. g., S1ARN e/ou miARN, para degradar seletivamente o ARN séo
bem conhecidos na técnica, ver, e. g., Patentes U.S. N° 6506559;

6511824; 6515109; 6489127.

Modificacdo de Acidos Nucleicos

Os métodos para produzir variantes dos 4&acidos nucleicos da
invencao, e. g., aqueles que codificam uma enzima fitase, podem
ser repetidos ou utilizados em varias combinagdes para produzir
as enzimas fitase que tém uma actividade alterada ou diferente
ou uma estabilidade alterada ou diferente que uma fitase
codificada pelo &cido nucleico molde. Estes métodos podem também
ser repetidos ou utilizados em varias combinacdes, e. g., para
produzir variacdes na expressao do gene/mensageiro, traducdo do
mensageiro ou estabilidade do mensageiro. Num outro aspecto, a
composicdo genética de uma célula ¢é alterada, e. g., por
modificacdo de um gene homélogo ex vivo, seguido pela sua

reintroducdao na célula.

Os métodos para alterar as caracteristicas de uma fitase da
invencao incluem mutagénese e outros métodos, incluindo evolucéo
dirigida, e. g., as abordagens de propriedade industrial da
Diversa Corporation (San Diego, CA); e. g., DirectEvolution;
(ver, e. g., Patente U.S. N° 5830696; Mutagénese de saturacao de
Local Génico (GSSM) (ver, e. g., Patentes U.S. N° 6171820 e
6579258), Montagen Génica Mediada por Exonuclease em Evolucéao
Dirigida (ver, e. g., Patentes U.S. N° 6361974 e 6352842),
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Seleccdo de Extremidade em Evolucao Dirigida (ver, e. g.,
Patentes U.S. N° 6358709 e 6238884), Arranjo Combinatdério de
Sintese Baseada em Recombinacdao (ver, e. g., Patentes U.S.
N° 5965408 e 6440668, e Patente Australiana N° AU724521) e
Evolucao Dirigida de Enzimas Termofilicas (ver, e. g., Patentes

U.S. N° 5830696 e 6335179).

Num aspecto, as caracteristicas de uma fitase sao
modificadas através de um protocolo de DirectEvolution
compreendendo: a) submeter um ou mais moldes moleculares, e. g.,
0os 4&acidos nucleicos de fitase da invencdo, a mutagénese para
produzir novas moléculas e Db) seleccionar entre estas espécies
descendentes de novas moléculas com caracteristicas mais
desejaveis. O poder da evolucdo dirigida depende da escolha
inicial de moldes iniciais (e. g., SEQ ID N°:1 “parental” ou
qualguer sequéncia desta invencao), assim como no(s) processo(s)
de mutagénese escolhidos e no(s) ©processo(s) de rastreio
utilizado(s). Assim, invencao proporciona novas fontes altamente
activas, fisiologicamente eficazes e econdmicas de actividade de
fitase, incluindo novas fitases que: a) tém actividades
superiores sob uma ou mais aplicagdes especificas, tal como o
fabrico a alta temperatura de géneros alimenticios e sdo assim
Uteis para optimizar estas aplicacdes especificas; b) sao uteis
como moldes para evolucdao dirigida para conseguir novas
moléculas ainda mais melhoradas; e c¢c) sao uteis como ferramentas
para identificacdao de moléculas adicionais relacionadas por

meios como abordagens baseadas em hibridacao.

Um &cido nucleico da invencdo pode ser alterado através de
quaisquer meios. Por exemplo, métodos aleatdérios ou
estocasticos, ou métodos nao estocasticos ou “evolucao
dirigida”. Os métodos para a mutacao aleatdéria de genes sao bem

conhecidos na técnica, ver, e. g., Patente U.S. N° 5830696. Por

76



exemplo, mutagénios podem ser utilizados aleatoriamente para
mutar um gene. 0Os mutagénios incluem, e. g., luz ultravioleta ou
radiagcdo gama, ou um mutagénio quimico, e. g., mitomicina, &cido
nitroso, psoralenos fotoactivados, isoladamente ou em
combinacéo, para induzir rupturas de ADN susceptiveis a
reparacao por recombinagdo. Outros mutagénios gquimicos incluem,
por exemplo, bissulfito de sdédio, &cido nitroso, hidroxilamina,
hidrazina ou &cido férmico. Outros mutagénios sdo andlogos de
precursores nucleotidicos, e. g., nitrosoguanidina,
5-bromouracilo, 2-aminopurina ou acridinado. Estes agentes podem
ser adicionados a uma reacgdo de PCR em vez do precursor
nucleotidico mutando assim a sequéncia. Agentes intercalantes,
tais como proflavina, acriflavina, guinacrina e semelhantes

podem também ser utilizados.

Qualquer técnica de biologia molecular pode ser utilizada,
e. g., mutagénese aleatéria de PCR, ver, e. g., Rice (1992)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5467-5471; ou mutagénese
combinatéria de multipla cassete, ver, e. g., Crameri (1995)
Biotechniques 18:194-196. Alternativamente, os 4&acidos nucleicos,
e. g., genes, podem ser remontados apds fragmentacdao aleatdria
ou “estocastica”, ver, e. g., Patentes U.S. N° 6291242; 6287862;
6287861; 5955358; 5830721; 5824514; 5811238; 5605793. Em
aspectos alternativos, as modificacgdes, adigdes ou delegdes sao
introduzidas por PCR propenso ao erro, arranjo combinatédrio,
mutagénese dirigida por oligonucledétido, PCR de montagem,
mutagénese de PCR sexual, mutagénese 1in vivo, mutagénese de
cassete, mutagénese de montagem recursiva, mutagénese de
montagem exponencial, mutagénese especifica de local, remontagem
génica, mutagénese de saturacao de local génico (GSs™) ,
remontagem de ligacgao sintética (SLR), recombinacgéao,
recombinacao de sequéncia recursiva, mutagénese de ADN

modificada por fosfotioato, mutagénese de molde contendo
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uracilo, mutagénese de cadeia dupla aberta, mutagénese de
reparacao de desemparelhamento pontual, mutagénese de estirpe
hospedeira com deficiéncia de reparacdo, mutagénese qguimica,
mutagénese radiogénica, mutagénese de delecdo, mutagénese de
selecgcao de restricao, mutagénese de purificacdao de restricgao,
sintese de gene artificial, mutagénese de montagem, criacao de
multimero de &dcido nucleico quimérico e/ou uma combinacdo destes

e de outros métodos.

As seguintes publicacdes descrevem uma variedade de
processos de recombinacdo recursiva e/ou métodos que podem ser
incorporados nos métodos da invencado: Stemmer (1999) “Molecular
breeding of viruses for targeting and other clinical properties”
Tumor Targeting 4:1-4; Ness (1999) Nature Biotechnology
17:893-896; Chang (1999) “Evolution of a c¢ytokine wusing DNA
family shuffling” Nature Biotechnology 17:793-797; Minshull
(1999) “Protein evolution by molecular breeding” Current Opinion
in Chemical Biology 3:284-290; Christians (1999) “Directed
evolution of thymidine kinase for AZT phosphorylation using DNA
family shuffling” Nature Biotechnology 17:259-264; Crameri
(1998) “DNA shuffling of a family of genes from diverse species
accelerates directed evolution” Nature 391:288-291; Crameri
(1997) “Molecular evolution of an arsenate detoxification
pathway by DNA shuffling,” Nature Biotechnology
15:436-438; Zhang (1997) “Directed evolution of an effective
fucosidase from a galactosidase by DNA shuffling and screening”
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:4504-4509; Patten et al. (1997)
“Applications of DNA Shuffling to Pharmaceuticals and Vaccines”
Current Opinion in Biotechnology 8:724-733; Crameri et al.
(1996) *“Construction and evolution of antibody-phage libraries
by DNA shuffling” Nature Medicine 2:100-103; Crameri et al.
(1996) “Improved green fluorescent protein by molecular

evolution wusing DNA shuffling” Nature Biotechnology 14:315-
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319; Gates et al. (1996) “Affinity selective isolation of
ligands from peptide libraries through display on a lac
repressor  “headpiece dimer” Journal of Molecular Biology
255:373-386; Stemmer (1996) “Sexual PCR and Assembly PCR” Em:
The Encyclopedia of Molecular Biology. VCH Publishers, Nova
Iorque. ©pp.447-457; Crameri e Stemmer (1995) “Combinatorial
multiple cassette mutagenesis creates all the permutations of
mutant and wildtype cassettes” BioTechniques 18:194-195; Stemmer
et al. (1995) “Single-step assembly of a gene and entire plasmid
form large numbers of oligodeoxyribonucleotides” Gene, 164:49-
53; Stemmer (1995) “The Evolution of Molecular Computation”
Science 270: 1510; Stemmer (1995) “Searching Sequence Space”
Bio/Technology 13:549-553; Stemmer (1994) “Rapid evolution of a
protein in vitro by DNA shuffling” Nature 370:389-391; e Stemmer
(1994) “DNA shuffling by random fragmentation and reassembly: In
vitro recombination for molecular evolution.” Proc. Natl. Acad.

Sci. USA 91:10747-10751.

Os métodos mutacionais para gerar diversidade incluem, por
exemplo, mutagénese dirigida (Ling et al. (1997) *“Approaches to
DNA mutagenesis: an overview” Anal Biochem. 254 (2) :
157-178; Dale et al. (1996) “Oligonucleotide-directed random
mutagenesis using the phosphorothiocate method” Methods Mol.
Biol. 57:369-374; Smith (1985) “In vitro mutagenesis” Ann. Rev.
Genet. 19:423-462; Botstein & Shortle (1985) “Strategies and
applications of in vitro mutagenesis” Science 229:1193~
1201; Carter (1986) “Site-directed mutagenesis” Biochem. J.
237:1-7; e FKunkel (1987) *“The efficiency of oligonucleotide
directed mutagenesis” em Nucleic Acids & Molecular Biology
(Eckstein, F. e Lilley, D. M. J. weds., Springer Verlag,
Berlim)); mutagénese utilizando moldes contendo uracilo (Kunkel
(1985) “Rapid and efficient site-specific mutagenesis without

phenotypic selection” Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-
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492; Kunkel et al. (1987) “Rapid and efficient site-specific
mutagenesis without phenotypic selection” Methods in Enzymol.
154, 367-382; e Bass et al. (1988) “Mutant Trp repressors with
new DNA-binding specificities” Science 242:240-245); mutagénese
dirigida por oligonucledétidos (Methods in Enzymol. 100: 468-500
(1983); Methods in Enzymol. 154: 329-350 (1987); Zoller & Smith
(1982) *“Oligonucleotide-directed mutagenesis wusing Ml3-derived
vectors: an efficient and general procedure for the production
of point mutations 1in any DNA fragment” Nucleic Acids Res.
10:6487-6500; Zoller & Smith (1983) *“Oligonucleotide-directed
mutagenesis of DNA fragments cloned into M13 vectors” Methods in
Enzymol. 100:468-500; e Zoller & Smith (1987) “Oligonucleotide-
directed mutagenesis: a simple method using two oligonucleotide
primers and a single-stranded DNA template” Methods in Enzymol.
154:329-350); mutagénese de ADN modificado com fosforotioato
(Taylor et al. (1985) “The use of phosphorothiocate-modified DNA
in restriction enzyme reactions to prepare nicked DNA” Nucl.
Acids Res. 13: 8749-8764; Taylor et al. (1985) “The rapid
generation of oligonucleotide-directed mutations at high
frequency using phosphorothioate-modified DNA” Nucl. Acids Res.
13: 8765-8787 (1985); Nakamaye (1986) “Inhibition of restriction
endonuclease Nci I cleavage by phosphorothicate groups and its
application to oligonucleotide-directed mutagenesis” Nucl. Acids
Res. 14: 9679-9698; Sayers et al. (1988) “Y-T Exonucleases 1in
phosphorothiocate-based oligonucleotide-directed mutagenesis”
Nucl. Acids Res. 16:791-802; e Sayers et al. (1988) “Strand
specific cleavage of phosphorothioate-containing DNA by reaction
with restriction endonucleases 1in the presence of ethidium
bromide” Nucl. Acids Res. 16: 803-814); mutagénese utilizando
ADN de dupla cadeia aberta (Kramer et al. (1984) “The gapped
duplex DNA approach to oligonucleotide-directed mutation
construction” ©Nucl. Acids Res. 12: 9441-9456; Kramer & Fritz

(1987) Methods in Enzymol. “Oligonucleotide—-directed
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construction of mutations via gapped duplex DNA” 154:350-
367; Kramer et al. (1988) “Improved enzymatic in vitro reactions
in the gapped duplex DNA approach to oligonucleotide-directed
construction of mutations” Nucl. Acids Res. 16: 7207; e Fritz et
al. (1988) *“Oligonucleotide-directed construction of mutations:
a gapped duplex DNA procedure without enzymatic reactions in

vitro” Nucl. Acids Res. 16: 6987-6999).

Protocolos adicionais incluem reparacao de desemparelhamento
pontual (Kramer (1984) *“Point Mismatch Repair” Cell 38:879-887),
mutagénese utilizando estirpes hospedeiras deficientes na
reparacao (Carter et al. (1985) “Improved oligonucleotide site-
directed mutagenesis using M13 vectors” Nucl. Acids Res. 13:
4431-4443; e Carter (1987) “Improved oligonucleotide-directed
mutagenesis using M13 vectors” Methods in Enzymol. 154: 382-
403), mutagénese de delecao (Eghtedarzadeh (1986) “Use of
oligonucleotides to generate large deletions” Nucl. Acids Res.
14: 5115), selecgdo por restricdao e seleccado por restricado e
purificacao por restrigdo (Wells et al. (1986) “Importance of
hydrogen-bond formation in stabilizing the transition state of
subtilisin” Phil. Trans. R. Soc. Lond. A 317: 415-423),
mutagénese por sintese génica total (Nambiar et al. (1984)
“Total synthesis and cloning of a gene coding for the
ribonuclease S protein” Science 223: 1299-1301; Sakamar e
Khorana (1988) “Total synthesis and expression of a gene for the
a-subunit of bovine rod outer segment guanine nucleotide-binding
protein (transducin)” Nucl. Acids Res. 14: 6361-6372; Wells
et-al. (1985) *“Cassette mutagenesis: an efficient method for
generation of multiple mutations at defined sites” Gene
34:315-323; e Grundstrom et al. (1985) “Oligonucleotide-directed
mutagenesis by microscale 'shot-gun' gene synthesis” Nucl. Acids
Res. 13: 3305-3316), reparacao de quebra de dupla cadeia

(Mandecki (1986); Arnold (1993) *“Protein engineering for unusual
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environments” Current Opinion in Biotechnology 4:450-455,
“Oligonucleotide-directed double-strand break repair in plasmids
of Escherichia coli: a method for site-specific mutagenesis”

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:7177-7181).

Detalhes adicionais ou protocolos alternativos em muitos dos
métodos acima podem ser encontrados em Methods of Enzymology
volume 154, o qual também descreve controlos Uteis para
resolucdo de problemas com varios métodos de mutagénese. Ver
também Patente U.S. N° 5605793 de Stemmer et al. (22 Sep., 1998)
“Methods for Generating Polynucleotides having Desired
Characteristics by Iterative Selection and Recombination”; Pat.
U.S. N° 5830721 de Stemmer et al. (Nov. 3, 1998), “DNA
Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly”; Pat. U.S.
N° 5834252 de Stemmer, et al. (Nov. 10, 1998) “End-Complementary
Polymerase Reaction”; Pat. U.S. N° 5837458 de Minshull, et al.
(Nov. 17, 1998), *“Methods and Compositions for Cellular and
Metabolic Engineering”; documento WO 95/22625, Stemmer e
Crameri, *“Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly”;
documento WO 96/33207 por Stemmer e Lipschutz “End Complementary
Polymerase Chain Reaction”; documento WO 97/20078 por Stemmer e
Crameri “Methods for Generating Polynucleotides having Desired
Characteristics by Iterative Selection and Recombination”;
documento WO 97/35966 por Minshull e Stemmer, “Methods and
Compositions for Cellular and Metabolic Engineering”; documento
WO 99/41402 por Punnonen et al. “Targeting of Genetic Vaccine
Vectors”; documento WO 99/41383 por Punnonen et al. “Antigen
Library ImLmunization”; documento WO 99/41369 por Punnonen
et al. “Genetic Vaccine Vector Engineering”; documento
WO 99/41368 por Punnonen et al. “Optimization of
Immunomodulatory Properties of Genetic Vaccines”; documento
EP 752008 por Stemmer and Crameri, #“DNA Mutagenesis by Random

Fragmentation and Reassembly”; documento EP 0932670 por Stemmer
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“Evolving Cellular DNA Uptake by Recursive Sequence
Recombination’”; documento WO 99/23107 por Stemmer et al.,
“Modification of Virus Tropism and Host Range by Viral Genome
Shuffling”; documento WO 99/21979 por Apt et al., “Human
Papillomavirus Vectors”; documento WO 98/31837 por del Cardayre
et al. "Evolution of Whole Cells and Organisms by Recursive
Sequence Recombination”; documento WO 98/27230 por Patten and
Stemmer, “Methods and Compositions for Polypeptide Engineering”;
documento WO 98/27230 por Stemmer et al., “Methods for
Optimization of Gene Therapy by Recursive Sequence Shuffling and
Selection’”, documento WO 00/00632, “Methods for Generating
Highly Diverse Libraries”, documento WO 00/09679, “Methods for
Obtaining in Vitro Recombined Polynucleotide Sequence Banks and
Resulting Sequences”, documento WO 98/42832 por Arnold et al.,
“Recombination of Polynucleotide Sequences Using Random or
Defined Primers”, documento WO 99/29902 por Arnold et al.,
“Method for Creating Polynucleotide and Polypeptide Sequences”,
documento WO 98/41653 por Vind, “An 1in Vitro Method for
Construction of a DNA Library”, documento WO 98/41622 por
Borchert et al., *“Method for Constructing a Library Using DNA
Shuffling” e documento WO 98/42727 por Pati and Zarling,

“Sequence Alterations using Homologous Recombination.”

Pedidos U.S. proporcionam detalhes adicionais ou protocolos
alternativos relativamente a varios métodos de <criacdo de
diversidade, incluindo “SHUFFLING OF CODON ALTERED GENES” por
Patten et al. apresentado em 28 Set., 1999, (Patente U.S. N°
Ser. 09/407800); “EVOLUTION OF WHOLE CELLS AND ORGANISMS BY
RECURSIVE SEQUENCE RECOMBINATION” por del Cardayre et al.,
apresentado em 15 Jul., 1998 (Patente U.S N° Ser. 09/166188) e
15 Jul., 1999 (Patente U.S. Ne° Ser. 09/354,922);
“OLIGONUCLEOTIDE MEDIATED NUCLEIC ACID RECOMBINATION" por
Crameri et al., apresentado em 28 Set., 1999 (Patente U.S. N°
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Ser. 09/408392) e “OLIGONUCLEOTIDE MEDIATED NUCLEIC ACID
RECOMBINATION” por Crameri et al., apresentado em 18 Jan., 2000
(documento PCT/LTS00/01203) ; “JSE OF CODON-VARIED
OLIGONUCLEOTIDE SYNTHESIS FOR SYNTHETIC SHUFFLING” por Welch
et al., apresentado em 28 Sep., 1999 (Patente U.S. N° Ser.
09/408393) ; “METHODS FOR MAKING CHARACTER STRINGS,
POLYNUCLEOTIDES & POLYPEPTIDES HAVING DESIRED CHARACTERISTICS”
por Selifonov et al., apresentado em 18 Jan., 2000, (documento
PCT/US00/01202) e, e. g., “METHODS FOR MAKING CHARACTER STRINGS,
POLYNUCLEOTIDES & POLYPEPTIDES HAVING DESIRED CHARACTERISTICS”
por Selifonov et al., apresentado em 18 Jul., 2000 (Patente U.S.
N° Ser. 09/618579); #“METHODS OF POPULATING DATA STRUCTURES FOR
USE IN EVOLUTIONARY SIMULATIONS” por Selifonov e Stemmer,
apresentado em 18 Jan., 2000 (documento PCT/US00/01138); e
“SINGLE-STRANDED NUCLEIC ACID TEMPLATE-MEDIATED RECOMBINATION
AND NUCLEIC ACID FRAGMENT ISOLATION"” por Affholter, apresentado
em 6 Set., 2000 (Patente U.S. N° Ser. 09/656,549).

Os métodos nao estocédsticos ou de “evolucdao dirigida”
incluem, e. g., , mutagénese de saturacdao de local génico
(GSSM), remontagem de ligagao sintética (SLR) ou uma Ssua
combinagdo sédo utilizados para modificar os &acidos nucleicos da
invencdo para produzir fitases com ©propriedades novas ou
alteradas (e. g., actividade sob condicg¢des altamente acidicas ou
alcalinas, altas ou baixas temperaturas, e semelhantes). Os
polipéptidos codificados pelos 4&cidos nucleicos modificados
podem ser rastreados para uma actividade antes de testar para
uma fitase ou outra actividade. Qualquer protocolo ou modalidade
de teste pode ser utilizado, e. g., utilizando uma plataforma de
matriz capilar. Ver, e. g., Patentes U.S. N° 6361974; 6280926;
5939250.
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Mutagénese de saturacdo ou GSSM

Os métodos para fazer enzimas utilizando mutagénese de
Saturacao de Local Génico, ou GSSM, sao agui descritos e também

nas Patentes U.S. N° 6171820 e 6579258.

Num aspecto, 1niciadores de codédo contendo uma sequéncia
degenerada N,N,G/T sdo wutilizados para introduzir mutacdes
pontuais num polinucledétido, e. g., uma enzima fitase ou um
anticorpo da invencao, para produzir um conjunto de polipéptidos
descendentes em que uma gama completa de substituicdes de
aminocdcido unico ¢é representada em cada posicdo de aminoédcido,
e. g., um residuo de aminodcido num sitio activo da enzima ou no
local de 1ligacéo do ligando direccionado para ser modificado.
Estes oligonucledétidos podem compreender uma primeira sequéncia
homdéloga contigua, um sequéncia degenerada N,N,G/T e,
opcionalmente, uma segunda sequéncia homdéloga. Os produtos de
traducdao de descendéncia a Jjusante da wutilizacdo de tais
oligonucledétidos incluem todas as alteragdes de aminodcidos
possiveis em cada local de aminodcido ao longo do polipéptido,
porque a degenerescéncia da sequéncia N,N,G/T inclui coddes para
todos os 20 aminodcidos. Num aspecto, um tal oligonucledtido
degenerado (compreendendo, e. g., uma cassete degenerada
N,N,G/T) é utilizado para submeter cada coddo original num molde
polinucleotidico parental a uma gama completa de substituicdes
de codao. Num outro aspecto, pelo menos, duas cassetes
degeneradas sdo utilizadas - no mesmo oligonucledétido ou néao,
para submeter, pelo menos, dois coddes originais num molde
polinucleotidico parental a uma gama completa de substituicdes
de codao. Por exemplo, mais de uma sequéncia N,N,G/T pode estar
contida num oligonucledtido para introduzir mutacdes de
aminodcidos em mais de um local. Esta pluralidade de sequéncias

N,N,G/T pode ser directamente contigua, ou separada por uma ou
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mais sequéncias nucleotidicas adicionais. Num outro aspecto,
oligonucledétidos uteis para introduzir adicdes e delecdes podem
ser utilizados isoladamente ou em combinacdao com coddes contendo
uma sequéncia N,N,G/T, para introduzir gqualgquer combinacao ou
permutacao de adicoes, delecgdes e/ou substituicgdes de

aminodcidos.

Num aspecto, mutagénese simultdnea em duas ou mais posicgdes
de aminodcidos contiguas € feita utilizando um oligonucledtido
que contenha tripletos contiguos N,N,G/T, 1i. e., uma sequéncia
degenerada de (N,N,G/T)n. Num outro aspecto, sao wutilizadas
cassetes degeneradas tendo menos degenerescéncia do que a
sequéncia N,N,G/T. Por exemplo, pode ser desejavel em alguns
casos utilizar (e. g., num oligonucledétido) uma sequéncia
degenerada de tripleto compreendendo apenas um N, em qgue o0
referido N pode estar na primeira, segunda ou terceira posicao
do tripleto. Quaisquer outras bases incluindo guaisguer suas
combinacdes e permutacdes podem ser utilizadas nas duas posicdes
remanescentes do tripleto. Alternativamente, pode ser desejavel
em alguns casos utilizar (e. g., num oligo) uma sequéncia

degenerada de tripleto N, N,N.

Num aspecto, a utilizacao de tripletos degeneradas (e. g.,
tripletos N,N,G/T) permite a producdo sistemdtica e féacil de uma
gama completa de aminodcidos naturais possiveils (para um total
de 20 aminodcidos) em todas as posigdes de aminocdcido num
polipéptido (em aspectos alternativos, os métodos incluem também
a producao de menos do que todas as substituigdes possiveis por
posicdo de residuo de aminodcido ou codao). Por exemplo, para um
polipéptido de 100 aminoacidos, podem ser produzidas
2000 espécies distintas (i. e., 20 aminodcidos possiveis por
posicdo X 100 posicgdes de aminodcidos). Com a utilizacdo de um

oligonucledétido ou de um conjunto de oligonucledtidos contendo
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um tripleto degenerado N,N,G/T, 32 sequéncias individuais podem
codificar para todos os 20 aminocdcidos naturais possiveis.
Assim, num vaso reaccional em que uma sequéncia polinucleotidica
parental € submetida a mutagénese de saturacdo utilizando, pelo
menos, um tal oligonucledétido, sao produzidos 32 polinucledtidos
descendentes distintos que codificam 20 polipéptidos distintos.
Pelo contrario, a utilizacao de um oligonucledtido nao
degenerado em mutagénese dirigida conduz apenas a um produto
polipeptidico descendente por vaso reaccional. Os
oligonucledétidos nao degenerados podem opcionalmente ser
utilizados em combinacdo com iniciadores degenerados divulgados;
por exemplo, o0s oligonucledétidos nao degenerados podem ser
utilizados para produzir mutagdes pontuais especificas gue num
polinucledtido de trabalho. Isto proporciona meios para produzir
mutacdes pontuais silenciosas especificas, mutacdao pontuais que
conduzem a alteracgdes de aminodcidos correspondentes e mutagdes
pontuais que provocam a produgcao de coddes de terminacao e a

correspondente expressao de fragmentos polipeptidicos.

Num aspecto, cada vaso reaccional de mutagénese de saturacéo
contém polinucledétidos que codificam, pelo menos, 20 moléculas
de polipéptido descendente (e. g., enzima fitase) de modo que
todos os 20 aminodcidos naturais estdo representados na posicéo
de aminocdcido especifica que corresponde a posicdo de codéo
mutada no polinucledétido parental (outros aspectos utilizam
menos do gque todas as 20 combinag¢des naturais). Os 32 x
polipéptidos degenerados descendentes gerados a partir de cada
vaso reaccional de mutagénese de saturacdao podem ser submetidos
a amplificacdo clonal (e. g., clonados num hospedeiro adequado,
€. g., hospedeiro E. coli, utilizando, e. g., um vector de
expressao) e submetidos a rastreio de expressdao. Quando um
polipéptido individual descendente for identificado por rastreio

por apresentar uma alteracdo favordvel na propriedade (gquando
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comparada ao polipéptido parental, tal como a actividade
aumentada da hidrdélise de glucano sob condigdes alcalinas ou
acidicas), este pode ser sequenciado para identificar a
substituicdo de aminodcido correspondentemente favoravel ai

contida.

Num aspecto, apds mutacdo de todas as posicdes de aminodcido
num polipéptido parental wutilizando mutagénese de saturacgao,
como aqui divulgada, as alteracdes de aminodcidos favoraveis
podem ser identificadas em mais de uma posicdo de aminodcido. Um
ou mais novas moléculas descendentes podem ser produzidas que
contém uma combinacadao de todas ou parte destas substituicdes de
aminodcidos favordveis. Por exemplo, se 2 alteracdes de
aminodcidos favordveis especificas forem identificadas em cada
das 3 posicbes de aminodcido num polipéptido, as permutacdes
incluem 3 possibilidades em cada posigdo (nenhuma alteracao do
aminocdcido original e cada das duas alteracdes favordveis) e 3
posigdes. Assim, existem 3 x 3 x 3 ou 27 possibilidades totais,
incluindo 7 que foram previamente examinadas - 6 mutacgdes
pontuais Unicas (i. e., 2 em cada das trés posicgdes) e nenhuma

alteracdao em qualquer posicao.

Ainda noutro aspecto, a mutagénese de saturacdo de local
pode ser utilizada em conjunto com arranjo combinatédrio,
quimerizacdo, recombinacdo e outros processos de mutacdao, em

conjunto com rastreio. Esta invencao proporciona a utilizacao de

qualquer processo(s) de mutacao, incluindo mutagénese de
saturacao, de um modo iterativo. Numa exemplificacao, a
utilizacado iterativa de qualgquer ©processo(s) de mutacdao ¢é

utilizada em combinacdo com rastreio.

Os métodos também proporcionam a utilizacdo de iniciadores

de coddo registados (contendo uma sequéncia degenerada N,N,N)
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para introduzir mutag¢des pontuais num polinucledtido, de modo a
gerar um conjunto de polipéptidos descendentes em que uma gama
completa de substituic¢des unicas de aminocdcidos € representada
em cada posicdo de aminodcido (Mutagénese de Saturacdo de Local
Génico (GSSM) ) . Os oligos utilizados sao compreendidos
contiguamente de uma primeira sequéncia homdéloga, uma sequéncia
degenerada N,N,N e num aspecto, mas nao necessariamente, numa
segunda sequéncia homéloga. Os produtos de traducdo descendentes
a jusante a partir da utilizacao de tais oligos incluem todas as
alteracgdes de aminodcidos possiveis em cada local de aminoacido
ao longo do polipéptido, porgque a degenerescéncia da sequéncia

N,N,N inclui coddes para todos os 20 aminodcidos.

Num aspecto, um tal oligo degenerado (compreendendo uma
cassete degenerada N,N,N) & utilizado para submeter cada codao
original num molde polinucleotidico parental a uma gama completa
de substituicdes de coddo. Num outro aspecto, pelo menos, duas
cassetes degeneradas N,N,N sado utilizadas - no mesmo oligo ou
nao, para submeter, pelo menos, dois coddes originais num molde
polinucleotidico parental a uma gama completa de substituicdes
de codao. Assim, mais de uma sequéncia N,N,N pode estar contida
num oligo para introduzir mutag¢des de aminodcidos em mais de um
local. Esta pluralidade de sequéncias N,N,N pode estar
directamente contigua ou separada por uma ou mals sequéncias
nucleotidicas adicionais. Num outro aspecto, o0s oligos uteis
para introduzir adigdes e delecgdes podem ser utilizados

isoladamente ou em combinacdo com os coddes contendo uma

sequéncia N,N,N para introduzir qualquer combinacao ou
permutacao de adicdes, delecdes e/ou substituicdes de
aminodcidos.

Numa exemplificacgéo particular, é possivel mutar

simultaneamente duas ou mais posicdes de aminodcidos contiguas

89



utilizando um oligo que contenha tripletos N,N,N contiguos,

i. e., uma sequéncia degenerada (N,N,N),.

Num outro aspecto, os métodos proporcionam a utilizacdo de
cassetes degeneradas que tém menos degenerescéncia do dque a
sequéncia N,N,N. Por exemplo, pode ser desejavel em alguns casos
utilizar (e. g., num oligo) uma sequéncia degenerada de tripleto
compreendendo apenas um N, em gque o N pode ser na primeira,
segunda ou terceira posicdo do tripleto. Quaisquer outras bases
incluindo guaisquer suas combinacdes e permutacdes podem ser
utilizadas nas duas posicdes remanescentes do tripleto.
Alternativamente, pode ser desejdavel em alguns casos utilizar
(e. g., num oligo) uma sequéncia degenerada de tripleto N,N,N,

N,N,G/T ou uma sequéncia de tripleto N,N,G/C.

E entendido, contudo, que a utilizacdo de um tripleto
degenerado (tal como uma sequéncia de tripleto N,N,G/T ou
N,N,G/C) como divulgado ¢é vantajosa por diversas razdes. Isto
proporciona meios para gerar sistematicamente e de forma
razoavelmente facil a substituicdo da gama completa de
aminodcidos possiveis (para um total de 20 aminodcidos) em todas
as posicgdes de aminodcido num polipéptido. Assim, para um
polipéptido de 100 aminoédcidos, ©proporciona um modo para
produzir sistematicamente e de forma razoavelmente facil 2000
espécies distintas (i. e., 20 aminodcidos possivels por posicéo
vezes 100 posicdes de aminodcidos). E entendido que ¢é
proporcionado, através da utilizagdo de um oligo contendo um
sequéncia degenerada de tripleto N,N,G/T ou N,N,G/C, 32
sequéncias individuais que codificam para 20 aminodcidos
possiveis. Assim, num vaso reaccional em gue uma Ssequéncia
polinucleotidica parental ¢é submetida mutagénese de saturacao
utilizando um tal oligo, sao produzidos 32 polinucledtidos

descendentes distintos que codificam 20 polipéptidos distintos.
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Pelo contradrio, a wutilizacdo de um oligo ndo degenerado em
mutagénese dirigida conduz apenas a um produto polipeptidico

descendente por vaso reaccional.

Oligos nao degenerados podem ser opcionalmente utilizados em
combinacdo com iniciadores degenerados divulgados. E entendido
que em algumas situagcdes ¢é vantajoso utilizar oligos nao
degenerados para produzir mutacdes pontuais especificas num
polinucledtido de trabalho. Isto proporciona meios para produzir
mutacdes pontuais silenciosas especificas, mutacgdes pontuais que
conduzem a alteracdes de aminodcidos correspondentes e mutacdes
pontuais que provocam a producgcao de coddes de terminacdao e a

correspondente expressao de fragmentos de polipéptido.

Assim, num aspecto desta invencao, cada vaso reaccional de
mutagénese de saturacao contém polinucledtidos ge codificando,
pelo menos, 20 moléculas de polipéptido descendente de modo gue
todos o0s 20 aminodcidos estdo representados na posicdo de
aminodcido especifica que corresponde a posicdo de coddo mutada
no polinucledétido parental. 0Os 32 polipéptidos degenerados
descendentes produzidos a partir de cada vaso reaccional de
mutagénese de saturacdo podem ser submetidos a amplificacao
clonal (e. g., clonados num hospedeiro E. coli adequado
utilizando um vector de expressdo) e submetidos a rastreio de
expressao. Quando um polipéptido individual descendente for
identificado por rastreio por apresentar uma alteracdao favoravel
na propriedade (quando comparada ao polipéptido parental), pode
ser sequenciado para identificar a substituicdo de aminodcido

correspondentemente favordvel ai contida.

E entendido que apdés mutacdo de todas as posicdes de
aminodcido num polipéptido parental wutilizando mutagénese de

saturacdo como aqui divulgada, as alteracdes de aminoacidos
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favordveils podem ser identificadas em mais de uma posicdo de
aminodcido. Uma ou mais novas moléculas descendentes podem ser
produzidas que contém uma combinacdo de todas ou de uma parte
destas substituicgdes de aminodcidos favordaveis. Por exemplo, se
2 alteragdes de aminodcidos favoraveis especificas forem
identificadas em cada de 3 posicdes de aminodcido num
polipéptido, as permutagdes incluem 3 possibilidades em cada
posigdo (nenhuma alteracdo do aminodcido original e cada de duas
alteracdes favordaveis) e 3 posicdes. Assim, existem 3 x 3 x 3 ou
27 possibilidades totais, incluindo 7 que foram previamente
examinadas - 6 mutacdes pontuais Unicas (i. e., 2 em cada das

trés posicgdes) e nenhuma alteracdao em qualquer posicao.

Assim, numa exemplificacdo ndo limitante, a mutagénese de
saturacdo é utilizada em combinacdo com processos de mutacao
adicionais, tal como O processo em que dois ou mais
polinucledétidos relacionados sao introduzidos numa célula
hospedeira adequada de modo que seja produzido um polinucledtido

hibrido por recombinac¢ao e rearranjo redutor.

Além disso ao realizar mutagénese ao longo da sequéncia
inteira de um gene, a mutagénese pode ser utilizada para
substituir cada de gqualquer numero de bases numa sequéncia de
polinucledétidos, o numero de Dbases para ser mutado €, num
aspecto, todos os numeros inteiros de 15 a 100000. Assim, em vez
de mutar cada posigcao ao longo de uma molécula, pode-se submeter
todas ou de um numero discreto de Dbases (num aspecto, um
subconjunto que totaliza de 15 a 100000) a mutagénese. Num
aspecto, um nucledtido separado ¢é utilizado para mutar cada
posicdao ou grupo de posicgdes ao longo de uma sequéncia
polinucleotidica. Um grupo de 3 posigdes a ser mutada pode ser
um coddo. As mutagdes podem ser introduzidas wutilizando um

iniciador mutagénico, contendo uma cassete heterdéloga, também
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referida como uma cassete mutagénica. Cassetes exemplificativas
podem ter de 1 a 500 bases. Cada posicdo de nucledtido em tais
cassetes heterdlogas é N, A, C, G, T, A/C, A/G, A/T, C/G, C/T,
G/T, C/G/T, A/G/T, A/C/T, A/C/G ou E, em que E € gualquer que
nadzo é A, C, G ou T (E pode ser referida como a um oligo

desenhador) .

Num sentido geral, a mutagénese de saturacdo & compreendida
de mutacdo de um conjunto completo de cassetes mutagénicas (em
que num aspecto cada cassete tem cerca de 1-500 bases de
comprimento) numa sequéncia polinucleotidica definida para ser
mutada (em gque num aspecto a sequéncia a ser mutada tem desde
cerca de 15 a 100000 bases de comprimento). Assim, um grupo de
mutagcdes (variandom de 1 a 100 mutacgdes) € introduzido em cada
cassete a ser mutada. Um grupo de mutagdes a ser introduzido
numa cassete pode ser diferente ou igual a um segundo grupo de
mutagdes a ser introduzido numa segunda cassete durante a
aplicacdo de um ciclo de mutagénese de saturagdo. Tails grupos
sdao exemplificados por delecgdes, adig¢des, grupos de coddes

particulares e grupos de cassetes nucleotidicas particulares.

As sequéncias definidas a serem mutadas incluem um gene

inteiro, wvia, ADNc, uma grelha de leitura aberta inteira (ORF) e

promotor, intensificador, repressor/transactivador, origem de
replicacao, intrao, operador inteiro ou qualguer grupo
polinucleotidico funcional. Geralmente, as “sequéncias

definidas” para este objectivo podem ser qualguer polinucledtido
que sejam uma sSequéncia polinucleotidica de 15 bases e
sequéncias polinucleotidicas de comprimentos entre 15 bases e
15000 bases (esta invencado refere especificamente cada numero
inteiro entre esses numeros). As consideragdes de escolha de
grupos de coddes incluem tipos de aminodcidos codificados por

uma cassete mutagénica degenerada.
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Numa exemplificacao, um grupo de mutacgdes que pode ser
introduzido numa cassete mutagénica, esta invencao
especificamente proporciona substituicdes de codao degenerado
(utilizando oligos degenerados) que codificam 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 e 20 aminoacidos em

cada posicao e uma biblioteca de polipéptidos assim codificados.

Remontagem de Ligacdo Sintética (SLR)

A divulgacdo proporciona um sistema de modificagdao génica
ndo estocadstico denominado *“remontagem de ligacdo sintética” ou
simplesmente “SLR”, um processo de “evolucgcao dirigida” para
gerar polipéptidos, e. g., enzimas fitase da invencgao, com
propriedades novas ou alteradas. A SLR é um método de ligacgao de
fragmentos oligonucleotidicos, em conjunto, nao
estocasticamente. Este método difere do arranjo combinatdrio
oligonucleotidico estocastico no sentido dos blocos construtivos
de &cidos nucleicos nao serem arranjados em combinacéo,
concatenados ou quimerizados aleatoriamente, mas em vez disso

sdo montados nao estocasticamente. Ver, e. g., Patentes U.S.

N° 6773900; 6740506; 6713282; 6635449; 6605449; 6537776.

Num aspecto, a SLR compreende 0s seguintes passos:
(a) proporcionar um polinucledtido molde, em que o)
polinucledétido molde compreende a sequéncia que codifica um gene
homélogo; (b) proporcionar uma pluralidade de polinucledtidos de
bloco construtivo, em que 0s polinucledétidos de bloco
construtivo sdo concebidos para remontarem de forma cruzada com
o0 polinucleétido molde numa sequéncia predeterminada e um
polinucledétido de bloco construtivo compreende uma sequéncia que

¢ uma variante do gene homdélogo e uma sequéncia homdloga ao
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polinucleétido molde que flangqueia a segquéncia variante;
(c) combinar um polinucledétido de Dbloco construtivo com um
polinucledétido molde de modo que o polinucledétido de Dbloco
construtivo se remonte de forma cruzada com o polinucledtido
molde para produzir polinucledétidos compreendendo variacdes de

sequéncias génicas homdélogas.

A SLR ndo depende da presenca de niveis elevados de
homologia entre polinucledtidos para ser rearranjada. Assim,
este método pode ser utilizado para produzir nao
estocasticamente bibliotecas (ou conjuntos) de moléculas

100
0

descendentes compreendendo mais de 1 quimeras diferentes. A

SLR pode ser utilizada para produzir bibliotecas compreendendo

mais de 10%°%°

guimeras descendentes diferentes. Assim, os métodos
ndo estocdsticos produzem um conjunto de moléculas de A&acidos
nucleicos quiméricas finalizadas atingindo uma ordem total de
montagem que € escolhida pela concepcgdo. Este método inclui os
passos de produzir por concepgdo uma pluralidade de Dblocos
construtivos de &4cidos nucleicos especificos tendo extremidades
ligaveis mutuamente compativeis uteis, e montar estes blocos
construtivos de 4acidos nucleicos, de modo que seja obtida uma
ordem de montagem global concebida. As extremidades 1ligaveis
mutuamente compativeis dos blocos construtivos de &cidos
nucleicos a ser montados, sao consideradas como sendo “uteisg”
para este tipo de montagem ordenada se permitirem aos blocos
construtivos serem acoplados em ordens predeterminadas. Assim, a
ordem global de montagem em que os blocos construtivos de &acidos
nucleicos podem ser acoplados, €& especificada pela concepcgao das
extremidades 1ligdveis. Se for para ser utilizado mais de um
passo de montagem, entao a ordem global de montagem em gque 0sS
blocos construtivos de 4cidos nucleicos podem ser acoplados é
especificada também através da ordem sequencial do passo de

montagem. Num aspecto, as partes construtivas emparelhadas séao
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tratadas com uma enzima, tal como uma ligase (e. g., T4 ADN
ligase), para conseqguir ligacao covalente das partes
construtivas. Num aspecto, um método nido estocdstico denominado
remontagem de ligacdo sintética (SLR), o qual estd de certa
forma relacionado com arranjo combinatdério estocdstico, garante
que o0s Dblocos construtivos de Adcidos nucleicos ndo séo
arranjados em combinacgdao ou concatenados ou qguimerizados
aleatoriamente, mas que em vez disso Sao montados nao

estocasticamente, pode ser utilizado para criar variantes.

O método de SLR nao depende da presenca de um nivel elevado
de homologia entre ©polinucledtidos a serem arranjados em
combinagao. A invengao pode ser utilizada para produzir nao
estocasticamente bibliotecas (ou conjuntos) de moléculas
descendentes compreendendo mais de 10'°° quimeras diferentes.
Concebivelmente, a SLR pode ser mesmo utilizada para produzir
bibliotecas compreendendo mais de 10'°°° quimeras descendentes

diferentes.

Um método ndo estocdstico produz um conjunto de moléculas de
dcidos nucleicos quiméricas finalizadas tendo uma ordem global
de montagem que & escolhida por concepcgao, cujo método
compreende passos de produzir por concepcdo uma pluralidade de
blocos construtivos de 4dcidos nucleicos especificos tendo
extremidades ligdaveis mutuamente compativeis Uteilis e montar
estes blocos construtivos de &cidos nucleicos, de modo que seja

obtida uma ordem de montagem global concebida.

As extremidades ligdveis mutuamente compativeis dos blocos
construtivos de acidos nucleicos a serem  montados sao
consideradas como sendo “uUteis” para este tipo de montagem
ordenada se ©permitirem gque os Dblocos construtivos sejam

acoplados em ordens predeterminadas. Assim, num aspecto, a ordem
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global de montagem em gue o0s blocos construtivos de A&acidos
nucleicos pode ser acoplados é especificada pela concepcao das
extremidades ligdveis e, se for para ser utilizado mais de um
passo de montagem, entao a ordem global de montagem em gque oS
blocos construtivos de 4&cidos nucleicos podem ser acoplados é
especificada também pela ordem sequencial do(s) passo(s) de
montagem. As partes construtivas emparelhadas podem ser tratadas
com uma enzima, tal como uma ligase (e. g., T4 ADN ligase) para

conseguir a ligacgao covalente das partes construtivas.

Num outro aspecto, a concepcdo de blocos construtivos de
dcidos nucleicos ¢é obtida apds andlise das sequéncias de um
conjunto de moldes de A&acidos nucleicos progenitores que servem
como uma base para produzir um conjunto de descendentes de
moléculas de 4dcidos nucleicos quiméricas finalizadas. Estes
moldes de &cidos nucleicos progenitores servem assim como uma
fonte de informacdo de sequéncia que ajuda na concepcao dos
blocos construtivos de 4&cidos nucleicos qgue Sao para serem

mutados, 1. e., quimerizados ou arranjados em combinacao.

Numa exemplificacdo, o método proporciona a quimerizacdo de
uma familia de genes relacionados e da sua familia codificada de
produtos relacionados. Num exemplo particular, 0s produtos
codificados sdo enzimas. As enzimas e o0s polipéptidos para
utilizacdo na invencao podem ser mutados de acordo com 0s

métodos aqui descritos.

As sequéncias de uma pluralidade de moldes de Acidos
nucleicos progenitores podem ser alinhadas de modo a seleccionar
um ou mais pontos de demarcacao, cujos pontos de demarcacao
estao localizados numa &rea de homologia. Os pontos de
demarcagao podem ser utilizados para delinear as fronteiras dos

blocos construtivos de 4&cidos nucleicos a serem produzidos.
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Assim, os pontos de demarcagao identificados e seleccionados nas
moléculas progenitoras servem  Como potenciais pontos de

quimerizacdo na montagem das moléculas descendentes.

Tipicamente, um ponto de demarcacdo util €& uma 4&area de
homologia (compreendida de, pelo menos, uma base nucleotidica
homéloga) partilhada por, pelo menos, dois moldes progenitores,
mas o ponto de demarcacdo pode ser uma area de homologia que é
partilhada por, pelo menos, metade dos moldes progenitores, pelo
menos, dois tercos dos moldes progenitores, pelo menos, trés
quartos dos moldes progenitores ou quase todos o0s moldes
progenitores. Num aspecto, um ponto de demarcacgcao util é uma
drea de homologia que € partilhada por todos o0s moldes

progenitores.

Num aspecto, o0 processo de remontagem de ligacado é realizado
exaustivamente de modo a produzir uma biblioteca exaustiva. Por
outras palavras, todas as combinac¢cdes ordenadas possivels dos
blocos construtivos de 4&dcidos nucleicos sao representadas no
conjunto de moléculas de acidos nucleicos quiméricas
finalizadas. Ao mesmo tempo, a ordem de montagem (i. e., a ordem
de montagem de cada bloco construtivo na sequéncia 5’ para 3 de
cada &cido nucleico quimérico finalizado) em cada combinacao é
por concepcdo (ou ndo estocédstico). Devido a natureza néo
estocastica do método, a possibilidade de produtos secundarios

ndo desejados é extremamente reduzida.

Noutro aspecto, o método proporciona gue, o processo de
remontagem de ligacdo seja realizado sistematicamente, por
exemplo, de modo a gerar uma biblioteca sistematicamente
compartimentalizada, com compartimentos que podem ser rastreados
sistematicamente, e. g., um a um. Por outras palavras, através

da utilizacdo selectiva e sensata de Dblocos construtivos de
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acidos nucleicos especificos, acoplada com a utilizacao
selectiva e sensata de reaccgdes de montagem com < passos
sequenciais, pode ser obtida uma concepcdo experimental em que
conjuntos especificos de produtos descendentes sdao feitos em
cada de diversos vasos reaccionais. Isto permite que seja
realizado um processo sistemdatico de examinacdo e seleccédo.
Assim, permite que um numero potencialmente muito grande de
moléculas descendentes seja  examinado sistematicamente em

menores grupos.

Devido a sua capacidade para realizar quimerizacdes de um
modo que ¢é altamente flexivel, contudo também exaustiva e
sistemdtica, particularmente quando existe um baixo nivel de
homologia entre as moléculas progenitoras, o0s presentes métodos
proporcionam a producdao de uma biblioteca (ou conjunto)
compreendida de um grande numero de moléculas descendentes.
Devido a natureza nao estocédstica da presente invencao de
remontagem de ligacgdo, as moléculas descendentes produzidas
podem compreender uma Dbiblioteca de moléculas de 4cidos
nucleicos quiméricas finalizadas tendo wuma ordem global de
montagem que € escolhida por concepc¢do. Num aspecto particular,
uma tal biblioteca gerada é compreendida de mais de 10° até mais

de 10'%°° espécies moleculares descendentes diferentes.

Num aspecto, um conjunto de moléculas de &acidos nucleicos
quiméricas finalizadas, produzidas como descrito ¢é compreendido
de um polinucledétido codificando um polipéptido. De acordo com
um aspecto, este polinucledétido é um gene, o qual pode ser um
gene feito pelo homem. De acordo com um outro aspecto, este
polinucledtido é uma via génica, a gqual pode ser uma via génica
feita pelo homem. Um ou mais genes feitos pelo homem produzidos

podem ser incorporados numa via génica feita pelo homem, tal
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como uma via operdvel num organismo eucaridético (incluindo uma

planta).

Noutra exemplificacdo, a natureza sintética do passo em qgue

os blocos construtivos sao produzidos permite a concepcgao e

introdug¢ao de nucledétidos (e. g., um ou mais nucledtidos que
podem ser, por exemplo, coddes ou intrdes ou sequéncias
reguladoras) que podem posteriormente ser opcionalmente

removidos num processo in vitro (e. g., por mutagénese) ou num
processo 1in vivo (e. g., por utilizacdo da capacidade de splice
do gene de um organismo hospedeiro). E entendido que em muitos
casos a introdugcdao destes nucledtidos pode, também, ser
desejdvel por muitas outras razdes para além do potencial

beneficio de criacdo de um ponto de demarcacao util.

Um &cido nucleico de bloco construtivo pode ser utilizado
para introduzir um intrdo. Os intrdes funcionais podem ser
introduzidos num gene da invencdo feito pelo homem. Intrdes
funcionais podem ser introduzidos numa via génica feita pelo
homem. Os polinucledétidos quiméricos que sado genes feitos pelo
homem contém um (ou mais) intrao (des) introduzido (s)

artificialmente.

Desta forma, a divulgacadao também proporciona a producido de
um polinucledétido quimérico que é uma via génica feita pelo
homem contendo um (ou mais) intrao (des) introduzido (s)
artificialmente. Num aspecto, o(s) intrdo(des) introduzido(s)
artificialmente ¢é(sdo) funcional(ais) em uma ou mais células
hospedeiras para splice génico de mesmo modo que intrdes de
ocorréncia natural servem funcionalmente no sSplice génico. Um
processo €& para produzir polinucledtidos feitos pelo homem
contendo intréao, para serem introduzidos em organismos

hospedeiros para recombinacdo e/ou splice.
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Um gene feito pelo homem produzido pode servir também como
um substrato para recombinacdo com outro &cido nucleico. Do
mesmo modo, uma via génica feita pelo homem produzida pode
servir também como um substrato para recombinagdo com outro
dcido nucleico. Num aspecto, a recombinacgdo ¢ facilitada ou
ocorre em 4areas de homologia entre o gene feito pelo homem
contendo intrdo e um &acido nucleico gque serve como um parceiro
de recombinacdo. Num aspecto, o parceiro de recombinacdo pode
também ser um Aacido nucleico produzido pela invencgédo, incluindo
um gene feito pelo homem ou uma via génica feita pelo homem. A
recombinacdo pode ser facilitada ou pode ocorrer em 4&reas de
homologia gque existem em um ou mais intrdes introduzidos

artificialmente no gene feito pelo homem.

0O método feito pelo homem de remontagem de ligacdo utiliza
uma pluralidade de blocos construtivos de &cidos nucleicos, cada
um dos quais pode ter duas extremidades 1ligaveis. As duas
extremidades 1ligaveis em cada Dbloco construtivo de 4&cido
nucleico podem ser duas extremidades rombas (i. e., cada uma
tendo uma saliéncia de =zero nucledtidos) ou uma extremidade

romba e uma saliente, ou duas salientes.

Uma saliéncia Util para este objectivo pode ser uma
saliéncia 3’ ou uma saliéncia 5’. Assim, um bloco construtivo de
dcido nucleico pode ter uma saliéncia 3’ ou alternativamente uma
saliéncia 57 ou alternativamente duas saliéncias 37 ou
alternativamente duas saliéncias 5’. A ordem global em que oS
blocos construtivos de &dcidos nucleicos sdo montados para formar
uma molécula de acido nucleico quimérica finalizada é
determinada pela concepcao experimental proposta e nédo é

aleatdria.
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Num aspecto, um bloco construtivo de &dcido nucleico € gerado
por sintese quimica de dois &acidos nucleicos de cadeia simples
(também referidos como oligos de cadeia simples) e colocando-o0s8
em contacto para permitir que emparelhem para formar um bloco

construtivo de &dcido nucleico de cadeia dupla.

Um bloco construtivo de &acido nucleico de cadeia dupla pode
ser de tamanho varidvel. Os tamanhos destes blocos construtivos
podem ser pequenos ou grandes. Os tamanhos exemplificativos para
blocos construtivos variam de 1 par de bases (ndo incluindo
quaisquer <saliéncias) a 100000 pares de bases (ndao incluindo
quaisquer saliéncias). Outras gamas de tamanho sdao também
proporcionadas, a qual tem limites inferiores de desde 1 pb a
10000 pb (incluindo todos valores inteiros entre estes) e
limites superiores desde 2 pb a 100000 pb (incluindo todos

valores inteiros entre estes).

Existem muitos métodos através dos quais um  bloco
construtivo de dcido nucleico de cadeia dupla pode ser produzido
que sejam Uteis para a 1invencgao; e estes sao conhecidos na

técnica e pode ser prontamente realizados por um especialista.

De acordo com um aspecto, um bloco construtivo de 4&cido
nucleico de cadeia dupla ¢é gerado através primeiro de produzir
dois 4dcidos nucleicos de cadeia simples e permitindo que estes
emparelhem para formar um bloco construtivo de &acido nucleico de
cadeia dupla. As duas cadeias de um bloco construtivo de 4acido
nucleico de cadeia dupla podem ser complementares em cada
nucledétido a excepcdo daqueles que formam uma saliéncia; néo
contendo assim quaisquer falsos emparelhamentos, para além de
quaisquer saliéncias. De acordo com um outro aspecto, as duas
cadeias de um Dbloco construtivo de &cido nucleico de cadeia

dupla sao complementares em menos do que todos os nucledtidos a
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excepcao daqueles que formam uma saliéncia. Assim, de acordo com
este aspecto, um bloco construtivo de &cido nucleico de cadeia
dupla pode ser utilizado para introduzir degenerescéncia de
coddo. Num aspecto, a degenerescéncia de codao € introduzida
utilizando mutagénese de saturacado de local aqui descrita,
utilizando uma ou mals cassetes N,N,G/T ou, alternativamente

utilizando uma ou mais cassetes N, N,N.

O método de recombinacdo in vivo pode ser realizado de forma
cega num agrupamento de hibridos ou alelos desconhecidos de um
polinucledtido ou sequéncia egpecifica. Contudo, nao é
necessario saber a sequéncia de ADN ou ARN concreta do

polinucledtido especifico.

A abordagem de wutilizando de recombinagdo dentro de uma
populacdao mista de genes pode ser util para a producao de
quaisquer proteinas uteis, por exemplo, interleucina I,
anticorpos, tPA e hormona do crescimento. Esta abordagem pode
ser utilizada para produzir proteinas que tém a especificidade
ou a actividade alterada. A abordagem pode também ser Gtil para
producdo de sequéncias hibridas de &4cidos nucleicos, por
exemplo, regides promotoras, introdes, exdes, sequéncias
intensificadoras, regides 3’ nao traduzidas ou regides 5’ nao
traduzidas de genes. Assim esta abordagem pode ser utilizada
para produzir genes tendo velocidades de expressdao aumentadas.
Esta abordagem pode também ser uUtil no estudo de sequéncias de
ADN repetitivas. Finalmente, esta abordagem pode ser util para

mutar ribozimas ou aptémeros.
Num aspecto, as variantes dos polinucledétidos e polipéptidos

aqui descritos sdo obtidos por utilizacdo de ciclos repetidos de

rearranjo redutor, recombinacdo e seleccdo gque permitem a
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evolucdo molecular dirigida de sequéncias lineares altamente

complexas, tais como ADN, ARN ou proteinas por recombinacao.

O arranjo combinatério in vivo das moléculas é util a
proporcionar variantes e pode ser realizado utilizando a
propriedade natural de células para recombinarem multiméros.
Embora a recombinacdo in vivo tenha proporcionado a maior via
natural para diversidade molecular, a recombinacdao genética
permanece um processo relativamente complexo que envolve 1) o
reconhecimento de homologias; 2) clivagem de cadeias, invasao de
cadeias e passos metabdlicos que conduzem a producdo de quiasma
recombinante; e finalmente 3) a resolucao do guiasma em
moléculas recombinadas discretas. A formacado de quiasma requer o

reconhecimento de sequéncias homdlogas.

Noutro aspecto, a divulgacao inclui um método para produzir
um polinucleétido hibrido a partir de, pelo menos, um primeiro
polinucledétido e de um segundo polinucledtido. Isto pode ser
utilizado para produzir um polinucledétido hibrido por introducgéo
de, pelo menos, um primeiro polinucledtido e um segundo
polinucledétido que partilha, pelo menos, uma regido de homologia
de sequéncia parcial (e. g., SEQ ID N°:1) numa célula hospedeira
adequada. As regides de homologia de sequéncia parcial promovem
processos que resultam em reorganizacdao de sequéncia produzindo
um polinucledétido hibrido. A expressao “polinucledétido hibrido”,
como aqgui wutilizada, ¢é qualquer sequéncia de nucledtidos que
resulte do método da presente invencgdo e contenha a sequéncia
de, pelo menos, duas sequéncias polinucleotidicas originais.
Tais polinucledétidos hibridos podem resultar de eventos de
recombinacao intermolecular gque promovem a 1integracao de
sequéncias entre moléculas de ADN. Além disso, tais
polinucledétidos hibridos podem resultar de processos de

rearranjo redutor intramolecular que utilizam sequéncias
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repetidas para alterar uma sequéncia de nucledétidos dentro de

uma molécula de ADN.

A divulgacao proporciona métodos para produzir
polinucledtidos hibridos que podem codificar polipéptidos
hibridos biologicamente activos (e. g., uma fitase hibrida). Num
aspecto, o0s polinucledétidos originais codificam polipéptidos
biologicamente activos. O método produz novos polipéptidos
hibridos através da wutilizacdo de processos celulares gue
integram a sequéncia dos polinucledtidos originais de modo que o
polinucledtido hibrido resultante codifique um polipéptido gque
demonstra actividades derivadas dos polipéptidos biologicamente
activos originais. Por exemplo, o0s polinucledétidos originais
podem codificar uma enzima particular de diferentes
microrganismos. Uma enzima codificada por um primeiro
polinucledétido de um organismo ou variante pode, por exemplo,
funcionar eficazmente sob uma condicdo ambiental particular,
e. g., elevada salinidade. Uma enzima codificada por um segundo
polinucledétido de um organismo ou variante diferente, pode
funcionar eficazmente sob uma condigdo ambiental diferente, tal
como temperaturas muito altas. Um polinucledétido hibrido

contendo sequéncias dos primeiros e segundos polinucledétidos

originais podem codificar uma enzima que apresenta
caracteristicas de ambas as enzimas codificadas pelos
polinucleétidos originais. Assim, a enzima codificada pelo

polinucledétido hibrido pode funcionar eficazmente sob condigdes
ambientais partilhadas por cada das enzimas codificadas pelos
primeiros e segundos polinucledtidos, e. g., elevada salinidade

e temperaturas extremas.

Para além dos vdrios métodos descritos acima, sdo conhecidos
na técnica varios métodos que podem ser utilizados para obter

polinucledtidos hibridos com propriedades enzimdticas
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aumentadas. 0s seguintes exemplos ilustram a utilizacdo de tais
processos para obter enzimas termoestdvelis ou termotolerantes
por mutagénese de um polinucledétido codificando uma enzima de

tipo selvagem de interesse.

Por exemplo, num aspecto, a invengdo utiliza métodos como
descritos por M. Lehmann et al. (em Biochimica et Biophysica
Acta 1543:408-415, 2000) que descreve uma “abordagem de
consenso”, em qgue o alinhamento de sequéncias de fitases
fingicas homdélogas foi utilizado para calcular uma sequéncia de
aminodcidos de fitase de consenso. Apds construcdo do gene de
consenso correspondente, expressdo recombinante e purificagdo, a
fitase recombinante obtida apresentou uma temperatura de
desenrolamento (Tm) 15-22 °C mais alta do que aquela de todas as
fitases parentais utilizadas na concepgadao. Mutagénese dirigida
do gene codificando a proteina recombinante foi utilizada para
aumentar mais o) valor de Tm para 90, 4 °C. 0O efeito
termoestabilizante foi atribuido a uma combinacdo de multiplas
trocas de aminodcidos que foram distribuidas sobre toda a
sequéncia da proteina e que afectou principalmente os residuos

expostos a superficie.

Os métodos para obter uma enzima com propriedades térmicas
aumentadas sao descritos por L. Jermutus et al. (J. of
biotechnology 85:15-24, 2001). Nesta abordagem as interaccdes
iénicas e as ligagdes de hidrogénio na superficie da fitase de
Aspergillus terreus foram primeiro restauradas para corresponder
aquelas presentes na enzima homdéloga, mas mais termostdvel, de
A. niger. Depois a totalidade dos elementos estruturais
secunddrios foram substituidos na mesma regido e com base na
estrutura cristalina da fitase de A. niger. A substituicao de
uma o-hélice na superficie da fitase de A. terreus pelo trecho

correspondente da fitase de A. niger resultou numa enzima
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quimérica baseada na estrutura (proteina de  fusao) com

termostabilidade melhorada e actividade enzimdtica inalterada.

L. Giver et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:12809-12813,

1998), descrevem um processo em que sels geracdes de mutagénese
aleatdria introduzidas durante PCR mutagénico de um
polinucledétido codificando a p-nitrobenzilo esterase de

Bacillus subtilis, seguida por recombinacdo in vitro baseada no
método de Stemmer resultaram numa esterase recombinante com
termostabilidade aumentada (aumento de mais de 14 °C na Tm) sem

comprometer a actividade catalitica a temperaturas mais baixas.

C. Vetriani et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:12300-
12305, 1998) descrevem um processo através do qual modelacgéao
baseada em homologia e comparacgado estrutural directa das
glutamato desidrogenases hexaméricas dos hiperterméfilos
Pyrococcus furiosus e Thermococcus litoralis, com temperaturas
6ptimas de crescimento de 100 °C e 88 °C, respectivamente, foram
utilizadas para determinar caracteristicas termoestabilizantes
chave. Uma rede de pares 1idénicos inter-subunidades observada
como sendo substancialmente reduzida na enzima menos estdvel foi
alterada por mutagénese de dois residuos ai presentes para
restaurar as interacc¢des encontradas na enzima mais estavel.
Embora cada das mutacgdes simples tivesse efeitos adversos na
termostabilidade, com ambas as mutacgdes em simultdneo foi
observada uma melhoria de quatro vezes na estabilidade a 104 °C

relativamente a enzima de tipo selvagem.

A. Tomschy et al. (Protein Science 9:1304-1311, 2000),
descrevem um processo que utiliza a estrutura cristalina da
fitase de Aspergillus niger (a resolucdo de 2,5 angstroms) para
especificar todos os locais activos da enzima. Um alinhamento de

maltiplas sequéncias de aminodcidos foi depois utilizado para

107



identificar os residuos nao conservados do sitio activo que se
possam correlacionar com uma dada propriedade favoravel de
interesse. Utilizando esta abordagem, Gln27 da fitase de A.
fumigatus, dque difere de Leu27 de A. niger, foi identificado
como estando provavelmente envolvido na ligacdo e/ou libertacao
do substrato e responsadvel pela actividade especifica mais baixa
da fitase de A. fumigatus (26,5 vs. 196 6 U/mg de proteina a
PH 5,0). Mutagénese dirigida de Gln27 da fitase de A. fumigatus
para leu aumentou a actividade especifica da enzima mutante para

92,1 U/mg de proteina.

Plantas e Sementes Transgénicas

A  invengdo proporciona plantas e sementes transgénicas
compreendendo um &acido nucleico, um polipéptido, uma cassete de
expressdo, mecanismo de clonagem ou vector da invencdo, ou uma
célula transfectada ou transformada da invengdo. A invengao
também proporciona produtos vegetais, e. g., 06leos, sementes,
folhas, extractos e semelhantes, compreendendo um acido nucleico
e/ou um polipéptido da invencdo. A planta transgénica pode ser
dicotileddénea (uma dicot) ou monocotileddnea (uma monocot). A
invencdo também proporciona métodos para fazer e utilizar estas
plantas e sementes transgénicas. A planta ou célula vegetal
transgénica que expressa um polipéptido da presente invencao
pode ser construida de acordo com qualquer método conhecido na

técnica. Ver, por exemplo, Patente U.S. N° 6309872.

LA expressao recombinante ou sobreexpressdo das moléculas de
fitase da invencao pode ser conseguida em combinacdo com uma ou
mais moléculas adicionais como, por exemplo, outras enzimas.
Esta abordagem é util para produzir produtos de combinacdo, tal

como uma planta ou uma parte de planta que contenha as presentes
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moléculas de fitase, assim como uma ou mails moléculas
adicionais. As moléculas de fitase desta invencdo e as moléculas
adicionais podem ser utilizadas num tratamento de combinacdao. As
moléculas expressas recombinantemente resultantes podem ser
utilizadas na forma homogeneizada e/ou purificada ou
alternativamente na forma relativamente nao purificada (e. g.,
como partes vegetals consumiveis que sao Uteis quando misturadas
com outros géneros alimenticios para catalisar a degradacao do

fitato).

Num aspecto particular, a presente invencdo proporciona a
expressao de fitase em plantas ou 6rgaos vegetals transgénicos e
métodos para a sua producgado. As construgdes de expressao de ADN
sao proporcionadas para a transformacadao de plantas com um gene
que codifica uma fitase sob controlo de sequéncias reguladoras
que sao capazes de dirigir a expressao da fitase. Estas
sequéncias reguladores incluem sequéncias capazes de dirigir a
transcrigdo em plantas, constitutivamente ou de modo especifico

de fase e/ou tecido.

O modo de expressao depende, em parte, da utilizacao da
planta ou das suas partes. As plantas e Jérgdos vegetais
transgénicos, proporcionados pela presente invencao, podem ser
aplicados a uma variedade de processos industriais directamente,
e. g., em racdes para animais ou, alternativamente, a fitase
expressa pode ser extraida e, se desejado, purificada antes da
aplicacdo. Alternativamente, a planta hospedeira ou a parte
vegetal recombinante podem ser wutilizados directamente. Num
aspecto particular, a presente invencdo proporciona métodos para
catalisar reacgdes de hidrdélise de fitato utilizando sementes
contendo quantidades aumentadas de fitase. O método envolve
colocar em contacto sementes transgénicas de tipo nao selvagem,

e. g., numa forma moida ou mascada, com o substrato contendo
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fitato e permitir gque as enzimas nas sementes aumentem a
velocidade da reaccdao. Ao adicionar directamente as sementes a
um substrato contendo fitato, a invencdo proporciona uma solucgdo
para o processo dispendioso e problemdtico de extrair e
purificar a enzima. Numa exemplificacdo, a presente 1invencao
proporciona métodos de tratamento através dos quais um organismo
que carece de um fornecimento suficiente de uma enzima é
administrado a enzima na forma de sementes contendo quantidades
aumentadas da enzima. Num aspecto, o momento da administracdo da
enzima a um organismo ¢é coordenado com O consumo de um género

alimenticio contendo fitato.

A expressao de fitase em plantas pode ser realizada por uma
variedade de meios. Especificamente, por exemplo, estéao
disponiveis tecnologias para transformar um grande numero de
espécies de plantas, incluindo espécies dicotileddéneas (e. g.,
tabaco, batata, tomate, petunia, Brassica) e espécies monocot.
Adicionalmente, por exemplo, estdo disponiveis estratégias para
a expressao de genes estranhos em plantas. Ainda adicionalmente,
foram identificadas sequéncias reguladoras de genes de plantas
que sao uteis para a construcdao de genes quiméricos que podem
ser funcionalmente expressos em plantas e em células vegetais
(e. g., Klee (1987) Ann. Rev. of Plant Phys. 38:467-486; Clark
et al. (1990) Virology Dez; 179(2):640-7; Smith et al. (1990)
Mol. Gen. Genet. Dez; 224(3):477-81.

A introdugdao de construgdes génicas em plantas pode ser
realizada utilizando diversas tecnologias incluindo
transformacao com Agrobacterium tumefaciens ou Agrobacterium
rhizogenes. Exemplos nao limitantes de tecidos vegetais que
podem ser assim transformados incluem protoplastos, microsporos
ou pdlen, e explantes, talis como folhas, caules, raizes,

hipocdétilos e coédtilos. Além disso, o ADN pode ser introduzido
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directamente em protoplastos e em células ou tecidos vegetais
por microinjecgao, electroporacao, bombardeamento de particulas

e incorporacdo directa de ADN.

As proteinas podem ser produzidas em plantas através de uma
variedade de sistemas de expressao. Por exemplo, a utilizacao de
um promotor constitutivo, tal como o promotor 355 do virus do
mosaico da couve-flor (Guilley et al., 1982) ¢é util para a
acumulacdo da proteina expressa em virtualmente todos os &érgaos
vegetais transgénicos. Alternativamente, a utilizacao de
promotores que sao altamente especificos de tecido e/ou
especificos de fase é Util para esta invencao (Higgins, 1984;
Shotwell, 1989) de modo a direccionar a expressao para tecidos
desejados e/ou para uma fase desejada do desenvolvimento. A
invencado também utiliza protocolos para expressdo em plantas de
moléculas de fitase da presente invencao, como divulgado, por
exemplo, na Patente U.S. N° 5770413 (Van Ooijen et al.) e
Patente U.S. N° 5593963 (Van Ooijen et al.), as quais ensinam a

utilizacdo de fitases fungicas.

Modificacéo de Sequéncias Codificantes e Sequéncias

Adjacentes

A expressdao transgénica em plantas de genes derivados de
fontes heterdlogas pode envolver a modificacdo daqueles genes
para conseguir e optimizar a sua expressdao em plantas. Em
particular, as ORF bacterianas que codificam enzimas separadas,
mas que sao codificadas pelo mesmo transcripto no micrébio
nativo, sao melhor expressas em plantas em transcriptos
separados. Assim, num aspecto, para conseguir isto, cada ORF
microbiana ¢é isolada individualmente e clonada dentro de uma

cassete que proporciona uma sequéncia promotora da planta na
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extremidade 5’ da ORF e um terminador transcripcional de planta
na extremidade 3’ da ORF. A sequéncia de ORF isolada pode
incluir o codao de iniciacdo ATG e o codao de terminacao STOP,
mas pode incluir sequéncia adicional além do ATG de iniciacgao e
o codao de STOP. Além disso, a ORF pode ser truncada, mas reter
ainda a actividade requerida; para ORF particularmente longas,
as versdes truncadas que retém actividade podem ser preferiveis
para a expressao em organismos transgénicos. “Promotores de
plantas” e “terminadores transcricionais de planta” que podem
ser wutilizados para realizar esta invencdo incluem quaisquer
promotores e/ou terminadores transcricionais que operam dentro
de células vegetais. Isto inclui promotores e terminadores de
transcricao que podem ser derivados de fontes nao vegetais, tal

como virus (um exemplo é o virus do mosaico da couve-flor).

Em alguns casos, nao é requerida a modificagdo de sequéncias
codificantes da ORF e sequéncias adjacentes. E suficiente isolar
um fragmento contendo a ORF de interesse e introduzi-lo a
jusante de um promotor vegetal. Por exemplo, Gaffney et al.
(Science 261: 754-756 (1993)) expressou o0 gene nahG de
Pseudomonas em plantas transgénicas sob o controlo do promotor
35S de CaMV e do terminador tml de CaMV com sucesso, sem
modificacdo da sequéncia codificante e com nucledétidos do gene
de Pseudomonas a montante do ATG ainda ligado, e com o0s
nucledétidos a jusante de coddo STOP ainda ligados a ORF nahG. De
um modo preferido, deve ser deixada a menor sequéncia microbiana
adjacente possivel ligada a montante do ATG e a jusante do codéo
STOP. Na préatica, tal construcao pode depender da

disponibilidade de locais de restricgao.

Em outros casos, a expressao de genes derivados de fontes
microbianas pode proporcionar problemas na expressao. Estes

problemas foram bem caracterizados na técnica e Sao
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particularmente comuns com genes derivados de determinadas
fontes microbianas. Estes problemas podem-se aplicar a sequéncia
de nucledtidos desta invencdo e a modificacdo destes genes pode
ser realizada utilizando técnicas agora bem conhecidas no campo

técnico. Os seguintes problemas podem ser encontrados:

Utilizacdo de Codao

A invencgao proporciona acidos nucleicos tendo coddes
modificados para utilizacdo em plantas; em alguns casos a
utilizacao preferida de coddo em plantas difere da wutilizacéao
preferida de coddo em determinados microrganismos. A comparagao
da wutilizacdo de coddes dentro de uma ORF microbiana clonada
para utilizacdo em genes de planta (e em particular em genes da
planta alvo) permitird uma identificacdo dos coddes dentro da
ORF que, de um modo preferido, devem ser mudados. Tipicamente, a
evolugao das plantas tendeu para uma forte preferéncia dos
nucledtidos C e G na terceira posicao de base das
monocotileddneas, visto que as dicotileddéneas utilizam
frequentemente os nucledétidos A ou T nesta posicdo. Ao modificar
um gene para incorporar uma utilizacgdo de codado preferida para
uma espécie transgénica alvo particular, muitas dos problemas
descritos abaixo para o teor de GC/AT e splice ilegitimo seréo

superados.
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Teor de GC/AT

A invencdo proporciona acidos nucleicos gque tém o seu teor
de GC modificado, e. g., para utilizacdo em plantas; 0s genes de
plantas tém tipicamente um teor de GC superior a 35%. As
sequéncias de ORF qgue sdao ricas em nucledétidos A e T podem
provocar diversos problemas em plantas. Primeiro, pensa-se que
os motivos ATTTA provocam destabilizacdo dos mensageiros e séo
encontrados na extremidade 3’ de muitos mARN de vida curta.
Segundo, pensa-se que a ocorréncia de sinais de poliadenilacao,
tal como AATAAA, em posicdes inapropriadas dentro do mensageiro
provoca truncamento prematuro da transcrigao. Além disso, as
monocotileddéneas podem reconhecer sequéncias ricas em AT como

locais de splice (ver abaixo).

Sequéncias Adjacentes a Metionina de Iniciacéo

A invengdo proporciona &acidos nucleicos que tém nucledtidos
adjacentes ao ATG modificado e/ou adicionado; as plantas diferem
de microrganismos uma vez gue 0S Seus mensageiros ndo possuem um
local definido de 1ligacdo a ribossoma. Em vez disso, pensa-se
que o0s ribossomas se ligam a extremidade 5’ do mensageiro e
fazem um varrimento até ao primeiro ATG disponivel em que comeca
a traducdao. N&ao obstante, pensa-se que existe uma preferéncia
para determinados nucledétidos adjacentes ao ATG e dque a
expressado microbiana de genes pode ser aumentada por inclusao de
um iniciador de traducdao de consenso eucaridético no ATG. A
Clontech (catdlogo de 1993/1994, pagina 210, aqui incorporado
por referéncia) sugeriu uma sequéncia como um iniciador de
traducdo de consenso para a expressao do gene uidA de E. coli em
plantas. Além disso, Joshi (N.A.R. 15: 6643-6653 (1987))

comparou muitas sequéncias de planta adjacentes ao ATG e sugere
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outra sequéncia de consenso. Nas situacdes em que sao
encontradas dificuldades na expressadao da ORF microbiana em
plantas, a inclusdao de uma destas sequéncias no ATG de iniciacao
pode melhorar a traducdo. Nesses casos, 0os Ultimos trés
nucledétidos de consenso nao podem ser apropriados para inclusao
na sequéncia modificada devido a sua modificacdo do segundo
residuo AA. Em alguns aspectos, as sequéncias preferidas
adjacentes a metionina de iniciacdo podem diferir entre espécies
diferentes de plantas. Uma andlise a 14 genes de milho
localizados na base de dados GenBank proporcionou os seguintes

resultados:

Posicdo Antes do ATG de Iniciacgdo em 14 Genes de Milho:

-10 -9 -8 =7 -6 -5 -4 -3 -2 -1
C 3 8 4 6 2 5 6 0 10 7
T 3 0 3 4 3 2 1 1 1 0
A 2 3 1 4 3 2 3 7 2 3
G 6 3 6 0 6 5 4 6 1 5

Esta andlise pode ser feita para a espécie desejada de
planta em que a sequéncia de nucledétidos vail ser incorporada e a
sequéncia adjacente ao ATG modificada para incorporar o0s

nucledétidos preferidos.

Remocao de Locals de Splice Ilegitimos

A invencao proporciona &cidos nucleicos tendo locais de
splice 1ilegitimos modificados ou removidos ou funcionalmente
“inactivados”; os genes clonados de fontes nao vegetais e néao
optimizados para a expressdo em plantas podem também conter
motivos que podem ser reconhecidos em plantas como locais de

splice 3’ ou 5’ e sao clivados, produzindo assim mensageiros
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truncados ou suprimidos. Estes locais podem ser removidos

utilizando as técnicas bem conhecidas no campo técnico.

As técnicas para modificacdo de sequéncias codificantes e de
sequéncias adjacentes sao bem conhecidos na técnica. Nos casos
em que a expressao inicial de uma ORF microbiana ¢é baixa e é
considerada como apropriada para fazer alteracdes a sequéncia
como descrito acima, entdo a construcdao de genes sintéticos pode
ser realizada de acordo com métodos bem conhecidos na técnica.
Estes sao, por exemplo, descritos nas divulgacdes de patente
publicadas EP 0385962 (da Monsanto), EP 0359472 (da Lubrizol) e
WO 93/07278 (da Ciba-Geigy). Na maioria dos casos ¢é preferido
ensaiar a expressao das construcdes génicas utilizando
protocolos de ensaio transiente (que sdao bem conhecidos na

técnica) antes da sua transferéncia a plantas transgénicas.

Promotores de Plantas

As composicdes da invencdo podem conter sequéncias de acidos
nucleicos, e. g., promotores, e. g., para transformagdo e
expressdo numa planta de interesse. As sequéncias de &acidos
nucleicos podem estar presentes em construgdes de ADN ou em
cassetes de expressao. 0Os acidos nucleicos da invencado podem ser
ou compreender ‘“cassetes de expressao”, incluindo qualquer
molécula de 4acido nucleico capaz de dirigir a expressao de uma
sequéncia de nucledtidos particular numa célula hospedeira
apropriada compreendendo um promotor ligado operativamente a
sequéncia de nucledétidos de interesse que esté ligada

operativamente a sinais de terminacao.

As composicdes (e. g., sequéncias de &acidos nucleicos) da

invencadao também podem compreender sequéncias requeridas para a
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traducdo apropriada de sequéncias de nucledtidos. A regiéo
codificante habitualmente codifica para uma proteina de
interesse mas pode também codificar para um ARN funcional de
interesse, por exemplo, ARN anti-sentido ou ARN néao traduzido,
na direccdao de sentido ou anti-sentido. A cassete de expressao
compreendendo a sequéncia de nucledétidos de interesse pode ser
quimérica, significando que, pelo menos, um dos seus componentes
¢ heterdlogo relativamente a, pelo menos, um dos seus outros
componentes. A cassete de expressao pode também ser uma que € de
ocorréncia natural, mas que foi obtida de forma recombinante
util para a expressadao heterdloga. Tipicamente, contudo, a
cassete de expressao é heterdloga relativamente ao hospedeiro,
i. e., a sequéncia de ADN particular da cassete de expressao nao
ocorre naturalmente na célula hospedeira e deve ter sido
introduzida na célula hospedeira ou num antepassado da célula
hospedeira através de um evento de transformacao. A expressao da
sequéncia de nucledétidos na cassete de expressao pode estar sob
controlo de um promotor constitutivo ou de um promotor induzivel
que 1inicie a transcricao apenas quando a célula hospedeira é
exposta a algum estimulo externo particular. Adicionalmente, o
promotor pode também ser especifico para um tecido ou 6rgao ou

fase particular do desenvolvimento.

A presente invencdo abrange a transformacdo de plantas com
as cassetes de expressao capazes de expressar polinucledtidos. A
cassete de expressdo incluird no sentido 5’-3’ de transcricao,
de uma regido de iniciacdo de transcricdo e traducgao (i. e., um
promotor) e um polinucledétido de interesse. A cassete de
expressao pode opcionalmente compreender uma regiao de
terminacdo de transcricdao e traducgéao (1. e., regidao de
terminacéao) funcional em plantas. Em algumas formas de
realizacdo, a cassete de expressdao compreende um gene marcador

de selecgcdao para permitir o rastreio para transformantes
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estdveis. As construcgdes de expressdo da invengdo podem também
compreender uma sequéncia lider e/ou uma sequéncia que permite a
expressao induzivel do polinucledétido de interesse. Ver, Guo
et al. (2003) Plant J. 34:383-92 e Chen et al. (2003) Plant J.
36:731-40 para exemplos de sequéncias que permitem a expressao

induzivel.

As sequéncias reguladoras da construcdo de expressdao estéo
operativamente ligadas ao ©polinucledétido de interesse. Por
“operativamente ligada” entende-se uma ligag¢do funcional entre
um promotor e uma segunda sequéncia, em gue a sequéncia
promotora inicia e medeia a transcricado da sequéncia de ADN gue
corresponde a segunda sequéncia. Geralmente, operativamente
ligada significa que as sequéncias de nucledétidos ligadas séao

contiguas.

Qualgquer promotor capaz de dirigir a expressdo na planta de
interesse pode ser utilizado ©para realizar a invencao. O
promotor pode ser nativo ou andlogo ou estranho ou heterdélogo ao
hospedeiro vegetal. 0Os termos *“heterdlogo” e *“exdgeno”, qguando
aqui utilizados, referem-se a uma sequéncia de acidos nucleicos
(e. g., uma sequéncia de ADN ou ARN) ou a um gene, referem-se a
uma sequéncia gque é origindria de uma fonte estranha a célula
hospedeira particular ou, se da mesma fonte, for modificada da
sua forma original. Assim, um gene heterdlogo numa célula
hospedeira inclui um gene que seja enddgeno a célula hospedeira
particular mas foi modificado. Os termos incluem também
multiplas cépias de ocorréncia nao natural de uma sequéncia de
ADN natural. Assim, os termos referem-se a um segmento de ADN
que € estranho ou heterdlogo a célula, ou homdlogo a célula mas
numa posigdo dentro do 4dcido nucleico da célula hospedeira em
que o elemento nadao € habitualmente encontrado. O0Os segmentos

o)

ex6bgenos de ADN sa expressos para produzir polipéptidos
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exdgenos. Em formas de realizacdo alternativas, uma sequéncia de
dcidos nucleicos “homdéloga” (e. g., ADN) €& wuma sequéncia de
dcidos nucleicos (e. g., ADN ou ARN) associada naturalmente com

uma célula hospedeira em que é introduzida.

A escolha dos promotores para serem incluidos depende de
diversos factores, incluindo, mas nao limitados a, eficiéncia,
selectabilidade, induzibilidade, nivel desejado de expressao e
expressdo preferencial de célula ou tecido. E uma matéria de
rotina para um especialista na técnica, modular a expressao de
uma sequéncia através de seleccionar e posicionar
apropriadamente promotores e outras regides reguladoras

relativamente a essa sequéncia.

Alguns promotores adequados apenas iniciam a transcricdo, ou
predominantemente, em determinados tipos de células. Assim, como
aqui utilizado, um promotor preferencial de tipo de célula ou
tecido é um que dirige a expressdo, de um modo preferido, no
tecido alvo, mas pode também conduzir a alguma expressaoc noutros
tipos de células ou tecidos. 0Os métodos para identificar e
caracterizar regides promotoras no ADN gendmico de plantas
incluem, por exemplo, aqueles descritos nas seguintes
referéncias: Jordano, et al., Plant Cell, 1:855-866
(1989); Bustos, et al., Plant Cell, 1:839-854 (1989); Green,
et al., EMBO J. 7, 4035-4044 (1988); Meier, et al., Plant Cell,
3, 309-316 (1991); e Zhang, et al., Plant Physiology 110:
1069-1079 (1996).

Diversos promotores e/ou genes regulados de forma preferida
em tecidos foram descritos em plantas. Alguns genes preferidos
de tecidos descritos incluem os genes que codificam as proteinas
de armazenamento de semente (tais como napina, cruciferina,

beta-conglicinina e faseolina, prolaminas, glutelinas,

119



globulinas e zeinas) ou proteinas de corpo oleoso (tal como
oleosina) ou genes envolvidos na biossintese de &cidos gordos
(incluindo proteina transportadora de acilo, estearoil-ACP
desaturase e desaturases de 4acido gordos (fad 2-1)) e outros
genes expressos durante o desenvolvimento do embrido (tal como
Bced, ver, por exemplo, documento EP 255378 e Kridl et al.,
(1991) Seed Science Research, 1:209).

Os exemplos de promotores especificos de tecido que foram
descritos, incluem a lecitina (Vodkin, Prog. Clin. Biol. Res.,
138;87 (1983); Lindstrom et al., (1990) Der. Genet., 11:160),
dlcool desidrogenase I de milho (Dennis et al., Nucleic Acids
Res., 12:3983 (1984)), complexo de captura de luz de milho (ver,
e. g., Simpson, (1986) Science, 233:34; Bansal (1992) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89:3654), proteina de choque térmico de
milho (ver, e. g., Odell et al., (1985) Nature, 313:810);
subunidade pequena de RuBP carboxilase de ervilha (ver, e. g.,
Poulsen et al., (1986) Mol. Gen. Genet., 205:193-200; Cashmore
et al., (1983) Gen. Eng. of Plants, Plenum Press, Nova Iorque,
29-38); manopina Sintase de plasmideo Ti (ver, e. g., Langridge
et al., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USa, 86:3219-3223),
nopalina Sintase de plasmideo Ti (Langridge et al., (1989) Proc.
Natl. Acad. Sci. USAa, 86:3219-3223), chalcone i1somerase de
petunia (ver, e. g., van Tunen (1988) EMBO J. 7:1257); proteina
1 rica em glicina de feijao (ver, e. g., Keller (1989) Genes
Dev. 3:1639); 35s truncado de CaMV (ver, e. g., 0dell (1985)
Nature 313:810); patatina de batata (ver, e. g., Wenzler (1989)
Plant Mol. Biol. 13:347); célula de raiz (ver, e. g., Yamamoto
(1990) Nucleic Acids Res. 18:7449); =zeina de milho (ver, e. g.,
Reina (1990) Nucleic Acids Res. 18:6425; Lopes et al. (1995)
Mol. Gen. Genet. 247: 603-613; Kriz (1987) Mol. Gen. Genet.
207:90; Wandelt (1989) Nucleic Acids Res., 17:2354; Langridge
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(1983) Cell, 34:1015; Reina (1990) Nucleic Acids Res., 18:7449);
promotor  ADP-gpp (ver, e. g., Patente U.S. N° 7102057) ;
globulina-1 (ver, e. g., Belanger (1991) Genetics 129:863);
a—globulina (Sunilkumar, et al. (2002), Transgenic Res. 11:347-
359); o-tubulina; cab (ver, e. g., Sullivan (1989) Mol. Gen.
Genet., 215:431); PEPCase (ver, e. g., Hudspeth & Grula, (1989)
Plant Molec. Biol., 12:579-589) ; Promotores associados ao
complexo do gene R (chandler et al., (1989) Plant Cell, 1:1175);
promotor da vicilina de ervilha (Czako et al., (1992) Mol. Gen.
Genet., 235:33; Pat. U.S. N° 5625136); promotor GTLl1 (Takaiwa
et al. (1991) Plant Mol. Biol. 16 (1), 49-58); promotores da
chalcone sintase (Franken et al., (1991) EMBO J., 10:2605);
promotor GY1 (Sims & Goldburg (1989) Nuc. Acids Res. 17(11)

4368) e semelhantes.

A invencdo pode utilizar promotores preferidos de fruta,
incluindo qualgquer classe de promotores preferidos de fruta,
e. g., como expressos em ou durante antitese durante o}
desenvolvimento da fruta, pelo menos, no inicio do
amadurecimento, e. g., como discutido no documento U.S. 4943674.
O promotor para o gene da poligalacturonase estd activo no
amadurecimento da fruta. A invencdo pode wutilizar o gene da
poligalacturonase Ccomo descrito, e. g., na patente Uu.sS.
N° 4535060, Patente U.S. N° 4769061, Patente U.S. N° 4801590 e
Patente U.S. N° 5107065.

A invencdo pode utilizar quaisquer promotores preferidos de
tecido, incluindo agqueles que dirigem a expressado em células de
folha, apds lesdao da folha (por exemplo, a partir de insectos
mascadores), em tubérculos (por exemplo, promotor do gene da
patatina) e em células de fibra (um exemplo de uma proteina de
célula de fibra regulada pelo desenvolvimento é E6 (John & Crow
(1992) PNAS 89:5769-5773). O gene E6 & o mais activo na fibra,
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embora niveis baixos de transcriptos sejam encontrados na folha,

6vulos e flor.

A  invencgdo pode utilizar promotores activos no tecido
fotossintético, e. g., de modo conduzir a transcricdo em tecidos
verdes, tais como folhas e caules, o0s quais sado adequados guando
dirigem a expressao, apenas ou predominantemente, em tais
tecidos. Alternativamente, a 1invencédo pode utilizar promotores
que conferem expressao constitutivamente ao longo da planta, ou
diferencialmente relativamente aos tecidos verdes, ou
diferencialmente relativamente a fase de desenvolvimento do
tecido verde em gque ocorre a expressao, OuUu em resposta a

estimulos externos.

Promotores exemplificativos utilizados para praticar esta
invencao incluem 0s promotores da ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase (RbcS), tais como o promotor RbcS de laricio
oriental (Larix laricina), o promotor cabé de pinheiro (Yamamoto
et al. (1994) Plant Cell Physiol. 35:773-778), o promotor do
gene Cab-1 de trigo (Fejes et al. (1990) Plant Mol. Biol.
15:921-932), o promotor Cab-1 de espinafre (Lubberstedt et al.
(1994) Plant Physiol. 104:997-1006), o promotor cablR de arroz
(Luan et al. (1992) Plant Cell 4:971-981), o0 promotor da
piruvato ortofosfato dicinase (PPDK) de milho (Matsuoka et al.
(1993) Proc Acad natl Sci USA 90:9586-9590), promotor de Lhcbl*2
de tabaco (Cerdan et al. (1997) Plant Mol. Biol. 33:245-255), o
promotor do simporte sacarose-H+ SUC2 de Arabidopsis thaliana
(Truernit et al. (1995) Planta 196:564-570) e promotores de
proteinas de membranas tilacdides de espinafre (psaD, psaF,
psak, PC, FNR, atpC, atpD, cab, rbcS). Outros promotores qgue
dirigem a transcrigdo em caules, folhas e tecido verde séao

descritos na publicacdo da Patente U.S. N° 2007/0006346.
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Em algumas formas de realizacadao, a especificidade de tecido
de alguns promotores “preferidos de tecido” pode nao ser
absoluta e podem ser testados genes repdrter, tais como Gus ou a
proteina fluorescente verde, proteina fluorescente ciana,
proteina fluorescente amarela ou proteina fluorescente vermelha.
Pode-se também obter expressao preferida de tecido com expresséao
“nao estanque” através de uma combinacao de diferentes
promotores preferidos de tecido. Outros promotores preferidos de

tecido podem ser isolados por um especialista na técnica (ver

documento U.S. 5589379).

Num aspecto, 0os promotores de planta qgue podem ser
induziveis apds exposicdo a hormonas vegetais, tal como auxinas,
podem ser utilizados para expressar o8 acidos nucleicos da
invencado. Por exemplo, a invencdo pode utilizar o fragmento do
promotor de elementos E1 de resposta a auxina (AuxRE) em soja
(Glycine max L.) (Liu (1997) Plant Physiol. 115:397-407); o
promotor GST6 responsivo a auxina de Arabidopsis (também
responsivo ao 4&dcido salicilico e ao perdxido de hidrogénio)
(Chen (1996) Plant J. 10: 955-966); o promotor parC induzivel
por auxina de tabaco (Sakai (1996) 37:906-913); um elemento de
resposta a biotina vegetal (Streit (1997) Mol. Plant Microbe
Interact. 10:933-937); e o promotor responsivo a hormona de

stress acido abscisico (Sheen (1996) Science 274:1900-1902).

Os &4cidos nucleicos da invencdo podem também ser ligados
operativamente a promotores de plantas que sao induziveis apds
exposicdo a reagentes quimicos gque podem ser aplicados a planta,
tais como herbicidas ou antibidticos. Por exemplo, o0s sistemas
de expressao génica que sao activados na presenca de um ligando
gquimico, incluindo etanol, podem ser encontrados nos documentos
WO 96/27673; WO 93/01294; WO 94/03619; WO 02/061102. O promotor

In2-2 de milho, activado por fitoprotectores herbicidas de
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benzenossulfonamida pode ser utilizado (De Veylder (1997) Plant
Cell Physiol. 38:568-577); a aplicacao de diferentes
fitoprotectores herbicidas induz distintos perfis de expressao
génica, incluindo expressdao na raiz, hidatodes e meristema
apical de rebento. A sequéncia codificante pode estar sob
controlo, e. g., de um promotor induzivel por tetraciclina,
e. g., como descrito com plantas transgénicas de tabaco contendo
o0 gene da arginina descarboxilase de Avena sativa L. (aveia)
(Masgrau (1997) Plant J. 11:465-473); estrogénio, tais como, o
receptor de ecdisona (documento WO 01/52620) ou um elemento
responsivo a dacido salicilico (Stange (1997) Plant J. 11:1315-
1324). Utilizando promotores induzidos guimicamente (e. g., por
hormonas ou pesticidas), i. e., promotor responsivo a um quimico
que pode ser aplicado a planta transgénica no campo, a expressao
de um polipéptido da invencdo pode ser induzida numa fase

particular do desenvolvimento da planta.

Promotores constitutivos exemplificativos que podem ser
utilizados para praticar esta invengado e que foram descritos,
incluem a actina 1 de arroz (Wang et al. (1992) Mol. Cell.
Biol., 12:3399; Patente U.S. N° 5641876); outras isoformas da
actina (McElroy et al. (1990) Plant Cell 2: 163-171 e McElroy
et al. (1991) Mol. Gen. Genet. 231: 150-160); 35S de CaMVv (0Odell
et al. (1985) Nature, 313:810); 19S5 de CaMV (Lawton et al.
(1987) Plant Mol. Biol. 9:315-324; Patente U.S. N° 5639949); NOS
(Ebert et al. (1987) PNAS USA 84:5745-5749); Adh (walker et al.
(1987) PNAS USA 84:6624-6628), sacarose sintase (Yang & Russell
(1990) PNAS USA 87:4144-4148); e os promotores da ubiquitina
(e. g., girassol - Binet et al. (1991) Plant Science 79: 87-94;
milho - Christensen et al. (1989) Plant Molec. Biol. 12: 619-
632; e Arabidopsis - Callis et al., J. Biol. Chem. (1990)
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265:12486-12493; e Norris et al., Plant Mol. Biol. (1993)
21:895-906.

Qualgquer terminador de transcricdao pode ser utilizado para
praticar esta invencao, e. g., pode ser utilizado em vectores,
cassetes de expressdo e semelhantes. Estes sdo responsédveis pela
terminacdo da transcricdao para além do transgene e correccao da
poliadenilacdo do ARNm. A regido de terminacdo pode ser nativa
com a regido de iniciacadao de transcricao, pode ser nativa com a
sequéncia de ADN ligada operativamente de interesse, pode ser
nativa com a planta hospedeira ou pode ser derivada de outra
fonte (i. e., estranho ou heterdlogo ao promotor, a sequéncia de
ADN de interesse, a planta hospedeira ou a qualquer sua
combinacao). O0Os terminadores transcricionais apropriados sao
aqueles que sao conhecidos por funcionarem em plantas e incluem
o terminador 35S de CAMV, o terminador tml, o terminador da
nopalina sintase e o terminador E9 de rbcs de ervilha. Estes
podem ser utilizados em monocotileddédneas e dicotileddneas. Além
disso, pode ser utilizado o terminador de transcrigdo nativo de

um gene.

A invencao pode utilizar gqualquer sequéncia para aumentar a
expressao génica dentro da wunidade de transcrigado; e estas
sequéncias podem ser utilizadas em conjunto com o0s genes desta
invencao para aumentar a sua expressao em plantas transgénicas.
Por exemplo, foil demonstrado que varias sequéncias de intrao
aumentam a expressao, particularmente em células
monocotileddédneas. Por exemplo, verificou-se que os intrdes do
gene Adhl de milho aumentam significativamente a expressao do
gene de tipo selvagem sob o seu promotor aparentado quando
introduzidos em célula de milho. Uma variedade de sequéncias
lider nédo traduzidos derivadas de virus sao também conhecidas

por aumentarem a expressdo e estas sdo particularmente eficazes
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em células dicotileddéneas. Especificamente, foi demonstrado que
as sequéncias 1lider do Virus do Mosaico do Tabaco (TMV, a
“sequéncia W”), Virus de Mancha Clordética de milho (MCMV) e
Virus do Mosaico da Alfalfa (AMV) sao eficazes no aumento da
expressao (e. g., Gallie et al. Nucl. Acids Res. 15: 8693-8711
(1987); Skuzeski et al. Plant Molec. Biol. 15: 65-79 (1990)).

Direccionamento do Produto Génico Dentro da Célula

Qualgquer mecanismo para direccionamento de produtos génicos,
e. g., em plantas, pode ser utilizado para praticar esta
invengdo e tals mecanismos sao conhecidos por existirem em
plantas e as sequéncias qgque controlam o funcionamento destes
mecanismos foram caracterizados com algum detalhe. Foram
caracterizadas sequéncias qgue provocam o direccionamento de
produtos génicos a outros compartimentos celulares. As
sequéncias do terminal amino podem ser responsaveis por
direccionamento de uma proteina de interesse a qualqguer
compartimento celular, tais como, um vacuolo, mitocdéndria,
peroxissoma, Corpo proteico, reticulo endoplasmatico,
cloroplasto, gréanulo de amido, amiloplasto, apoplasto ou parede
celular de uma planta (e. g., Unger et al. Plant Molec. Biol.
13: 411-418 (1989); Rogers et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82: 6512-651; Patente U.S. N 7102057; documento
WO 2005/096704). Opcionalmente, a sequéncia de sinal pode ser
uma sequéncia de sinal do N-terminal de waxy, uma sequéncia de
sinal do N-terminal de vy-zeina, um dominio de ligacdo a amido,
um dominio de ligagao a amido C-terminal, uma sequéncia de
direccionamento ao cloroplasto, a gqual importa a proteina madura
para o cloroplasto (Comai et al. (1988) J. Biol. Chem. 263:
15104-15109; wvan den Broeck, et al. (1985) Nature 313: 358-363;

Patente U.S. N° 5639949) ou uma sequéncia de sinal de secrecéo
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de células de aleurona (Koehler & Ho, Plant Cell 2: 769-783

(1990)) . Adicionalmente, as sequéncias amino terminals em
conjunto com sequéncia carboxilo terminais s&do0 responsaveils
pelo direccionamento vacuolar de produtos génicos (Shinshi

et al. (1990) Plant Molec. Biol. 14: 357-368).

Num aspecto, a sequéncia de sinal seleccionada deve incluir
o local de clivagem conhecido e a fusdo construida deve tomar em
consideracdo guailisquer aminodcidos apds o local ou locails de
clivagem, as quails sado requeridos para clivagem. Em alguns casos
este requisito pode ser satisfeito através da adicdao de um
pequeno numero de aminodcidos entre o local de clivagem e o ATG
do transgene ou, alternativamente, substituicdo de alguns
aminodcidos dentro da sequéncia do transgene. Estas técnicas de
construgao sao bem conhecidas na técnica e sao igualmente

aplicaveis a qualquer compartimento celular.

Num aspecto, 0s mecanismos descritos acima para
direccionamento celular podem ser utilizados nao apenas em
conjunto com 08 seus promotores aparentados, mas também em
conjunto com promotores heterdlogos para atingir um objectivo
de direccionamento celular especifico sob regulacéao de
transcricdo de um promotor que tenha um perfil de expressao
diferente daquele do promotor do gqual deriva o sinal de

direccionamento.

Em suma, uma variedade de meios podem ser utilizados para
realizar esta invencdo, incluindo quaisquer meios para realizar
a expressao recombinante de fitase numa planta transgénica,
semente, o6rgdao ou qgualquer parte de planta. Tais plantas e
partes de planta transgénicas sao uUteis como fontes de fitase
recombinantemente expressa, as dquais podem ser adicionadas

directamente a fontes contendo fitato. Alternativamente, a
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fitase recombinante expressa em planta pode ser extraida para
fora da fonte vegetal e, se desejado, purificada antes de ser

colocada em contacto com o substrato de fitase.

No contexto da presente invencdao, as plantas que podem ser
seleccionadas (utilizadas para realizar esta invencgao) incluem,
mas nao estao limitadas a, cultivares que produzem flores
comestiveis, tais como couve—-flor (Brassica oleracea),
alcachofra (Cynara scolymus), frutas, tais como maca (Malus,
e. g., domesticus), banana (Musa, e. g., acuminata), frutos de
baga (tal como groselha, Ribes, e. g., rubrum), cerejas (tal
como cereja doce, Prunus, e. g., avium), pepino (Cucumis, e. g.,
sativus), uva (Vitis, e. g., vinifera), 1imdo (Citrus 1imon),
meldao (Cucumis melo), frutos secos (tais como noz, Juglans,
e. g., regia; amendoim, Arachis hypogeae), laranja (Citrus,
e. g., maxima), péssego (Prunus, e. g., persica), pera (Pyra,
e. g., communis), ameixa (Prunus, e. g., domestica), morango
(Fragaria, e. g., moschata), tomate (Lycopersicon, e. g.,
esculentum), folhas, tais como alfalfa (Medicago, e. g.,
sativa), couves (Brassica, e. g., oleracea), endivias
(Cichoreum, e. g., endivia), alho francés (Allium, e. g.,
porrum), alface (Lactuca, e. g., sativa), espinafre (Spinacia,
e. g., oleraceae), tabaco (Nicotiana, e. g., tabacum), raizes,
talis como araruta (Maranta, e. g., arundinacea), beterraba
(Beta, e. g., vulgaris), cenoura (Daucus, e. g., carota),
mandioca (Manihot, e. g., esculenta), nabo (Brassica, e. g.,
rapa), rabanete (Raphanus, e. g., sativus), 1nhame (Dioscorea,
e. g., esculenta), batata-doce (Ipomoea batatas) e sementes,
tais como feijao (Phaseolus, e. g., vulgaris), ervilha (Pisum,
e. g., sativum), soja (Glycin, e. g., max), trigo (Triticum,
e. g., aestivum), cevada (Hordeum, e. g., vulgare), milho (Zea,

e. 9., mays), arroz (Oryza, e. g., sativa), «colza (Brassica
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Napus), milho paing¢o (Panicum L.), girassol (Helianthus annus),
aveia (Avena sativa), tubérculos, tais como couve-rabano
(Brassica, e. g., oleraceae), batata (Solanum, e. g., tuberosum)

e semelhantes.

Num aspecto, os acidos nucleicos e polipéptidos da invencao
sdo expressos ou introduzidos em qualquer planta ou semente. As
plantas transgénicas da invengdo podem ser dicotileddneas ou
monocotileddéneas. 0Os exemplos de plantas transgénicas monocot da
invencdo sao ervas, tais como erva do prado (erva azul, Poa),
erva de forragem, tais como festuca, azevém, erva temperadas,
tais como Agrostis, e cereais, e. g., trigo, aveia, centeio,
cevada, arroz, SOrgo e milho. Os exemplos de plantas
transgénicas dicot da invencao sao o tabaco, leguminosas, tais
como tremoceiro, batata, beterraba acucareira, ervilha, feijao e
soja, e plantas cruciferas (familia Brassicaceae), tais como
couve-flor, colza e o organismo modelo intimamente relacionado
Arabidopsis thaliana. Assim, as plantas e sementes transgénicas
da invencédo incluem uma vasta gama de plantas, incluindo, mas
nado limitadas a, espécies dos géneros Anacardium, Arachis,
Asparagus, Atropa, Avena, Brassica, Citrus, Citrullus, Capsicum,
Carthamus, Cocos, Coffea, Cucumis, Cucurbita, Daucus, FElaeis,
Fragaria, Glycine, Gossypium, Helianthus, Heterocallis, Hordeumn,
Hyoscyamus, Lactuca, Linum, Lolium, Lupinus, Lycopersicon,
Malus, Manihot, Majorana, Medicago, Nicotiana, Olea, Oryza,
Panieum, Pannisetum, Persea, Phaseolus, Pistachia, Pisum, Pyrus,
Prunus, Raphanus, Ricinus, Secale, Senecio, Sinapis, Solanum,
Sorghum, Theobromus, Trigonella, Triticum, Vicia, Vitis, Vigna e

zea.

Em formas de realizacdo alternativas, os acidos nucleicos da

invencdo sao expressos em plantas qgque contém células de fibra,
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incluindo, e. g., algodado, mafumeira (Kapok, Ceiba pentandra),
salgueiro do deserto, arbusto creosoto, winterfat, balsa, rami,
quenafe, cénhamo, cadnhamo Rosella, juta, sisal, abacd e linho.
Em formas de realizacdo alternativas, as plantas transgénicas da
invencdo podem ser membros do género Gossypium, 1ncluindo
membros de quaisquer espécies de Gossypium, tais como

G. arboreum; G. Herbaceum, G. barbadense e G. hirsutum.

Plantas adicionais, assim como sistemas de expressdao nao de
plantas, podem ser utilizados para realizar esta invencao. A
escolha da espécie de planta é principalmente determinada pela
utilizagdo pretendida da planta ou das suas partes e da

facilidade de transformacdao da espécie vegetal.

Diversas técnicas estdo disponiveis para introducdo da
construcadao de expressao contendo a sequéncia de ADN codificando
a fitase nas plantas alvo. As técnicas para transformar uma
vasta variedade de espécies de plantas superiores sao bem
conhecidas e descritas na literatura técnica e cientifica. Ver,
e. g., Weising (1988) Ann. Rev. Genet. 22:421-477; Patente U.S.
N° 5750870. Tails técnicas podem também incluir, mas nao estéao
limitadas, a transformacdo de protoplastos utilizando o método
de cdlcio/polietilenoglicol, electroporacdao e microinjeccdo ou
bombardeamento de particulas (revestidas) (Potryvkus, 1990). Para
além destes denominados métodos directos de transformacao de
ADN, estdo extensamente disponiveis sistemas de transformacao
que envolvem vectores, tais como vectores virais (e. g., do
Virus do Mosaico de Couve-flor (CaMV) e vectores bacterianos
(e. g., do género Agrobacterium) (Potrykus, 1990). Apds seleccgao
e/ou rastreio, os protoplastos, células ou partes de plantas que
foram transformados sao regenerados em plantas inteiras,

utilizando métodos conhecidos na técnica (Horsch et al., 1985).
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A escolha das técnicas de transformacdo e/ou regeneracao nao é

critica para esta invencgao.

Os 4acidos nucleicos e as construcdes de expressdo da
invencdo podem ser introduzidos numa célula vegetal por
quaisquer meios. Em aspectos alternativos para realizar esta
invencado, o termo “introduzir” no contexto de um polinucleédtido,
por exemplo, uma construgdo nucleotidica de interesse, pretende
designar a apresentacdo a planta do polinucledétido de tal modo
que o polinucleétido ganha acesso ao interior de uma célula
vegetal. Nos casos em que € para ser introduzido mais de um
polinucledtido, estes polinucledétidos podem ser montados como
parte de uma unica construcgdo nucleotidica, ou como construcdes
nucleotidicas separadas, e podem estar localizadas no mesmo ou
em diferentes vectores de transformacdo. Desta forma, estes
polinucledétidos podem ser introduzidos na célula hospedeira de
interesse num Unico evento de transformacéo, em eventos
separados de transformacao ou, por exemplo, em plantas, como
parte de um protocolo de cruzamento. Os métodos da invenc¢ao nao
dependem de um método particular para introduzir um ou mais
polinucledtidos numa planta, apenas que o ou os polinucledtidos
ganham acesso ao interior de, pelo menos, uma célula vegetal. Os
métodos para introduzir polinucledétidos em plantas sao
conhecidos na técnica incluindo, mas nado limitados a métodos de
transformacdo transiente, métodos de transformacdo estdvel e

métodos mediados por virus.

A “transformacdo transiente” ©pode ser utilizada ©para
praticar esta invencdo e em alguns aspectos no contexto de um
polinucledtido pretende designar que um polinucledtido é
introduzido na planta e nao se 1integra no genoma da planta.
“Introduzir estavelmente” ou “introduzido estavelmente” no

contexto de um polinucledétido introduzido numa planta pode ser
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utilizado para realizar esta invencdo e, em alguns aspectos,
pretende designar que o polinucledétido introduzido é incorporado
estavelmente no genoma da planta e assim a planta € transformada

estavelmente com o polinucledtido.

“Transformacdo estavel” ou “transformado estavelmente” no
contexto de um polinucledétido introduzido numa planta pode ser
utilizado para realizar esta invencdo e, em alguns aspectos,
pretende designar que um polinucledétido, por exemplo, uma
construcdo nucleotidica aqui descrita, ¢ introduzido numa
planta, integrada no genoma da planta e é capaz de ser herdada
através da sua descendéncia, mails particularmente, através da
descendéncia de multiplas geracgdes sucessivas. A introdugao no
genoma de uma planta desejada pode ser tal que a enzima é
regulada por elementos de controlo transcricionais ou de
traducado enddgenos. As técnicas de transformagdao para ambas as
monocotileddéneas e as dicotileddéneas sdo bem conhecidas no campo

técnico.

Os 4dcidos nucleicos da invencdo podem ser utilizados para
conferir caracteristicas desejadas essencialmente em qualguer
planta. Numa forma de realizacdo, a enzima da invencdo pode ser
expressa de tal modo que a enzima ndo entrarda em contacto com o
seu substrato até desejado. Por exemplo, uma enzima da invencgao
pode ser direccionada e retida no reticulo endoplasmatico de uma
célula vegetal. A retencdo da enzima, no reticulo endoplasmdtico
da célula, ira prevenir a enzima de entrar em contacto com o seu
substrato. A enzima e o substrato podem depois ser colocados em
contacto através de guaisquer meios capazes de quebrar a
arquitectura subcelular, tais como, trituracao, moagem,
aquecimento e semelhantes. Ver, documentos WO 98/11235,
WO 2003/18766 e WO 2005/096704.
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Genes marcadores de seleccdo podem ser adicionados a
construcdo génica para identificar células ou tecidos vegetais
que integraram com sucesso O transgene. Isto pode ser necessario
porgue conseguir a incorporacdo e expressao de genes em células
vegetais ¢é um evento raro, ocorrendo apenas numa pequena
percentagem de tecidos ou células alvejadas. Os genes marcadores
de seleccdo codificam proteinas que proporcionam resisténcia a
agentes qgue sdao normalmente téxicos para as plantas, tais como
antibidéticos ou herbicidas. Apenas as células vegetails que
integraram o gene marcador de seleccao sobreviverdo quando
cultivadas num meio contendo o antibidético ou herbicida
apropriado. Os marcadores de seleccao utilizados rotineiramente
em transformacdo incluem o gene nptll que confere resisténcia a
canamicina e antibidéticos relacionados (Messing & Vierra. Gene
19: 259-268 (1982); Bevan et al., Nature 304:184-187 (1983)), o
gene bar que confere resisténcia ao herbicida fosfinotricina
(White et al., Nucl. Acids Res 18: 1062 (1990), Spencer et al.
Theor. Appl. Genet 79: 625-631 (1990)), o gene hph que confere
resisténcia ao antibidético higromicina (Blochinger & Diggelmann,
Mol Cell Biol 4: 2929-2931), o gene dhfr que confere resisténcia
ao metotrexato (Bourouis et al., EMBO J. 2(7) 1099-1104
(1983)), o gene EPSPS que confere resisténcia ao glifosato (Pat.

U.S. N° 4940935 e 5188642),

Alternativamente, material vegetal transgénico pode ser
identificado através de um sistema de selecgao positiva, tal
como O sistema que utiliza o gene da manose-6-fosfato isomerase
gque  proporciona a capacidade para metabolizar a manose

(Pat. U.S. N° 5767378 e 5994629).

Num aspecto, fazer plantas ou sementes transgénicas
compreende a incorporacao de sequéncias da invencao e,

opcionalmente, de genes marcadores numa construcdo de expressao
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alvo (e. g., um plasmideo), em conjunto com posicionamento do
promotor e das sequéncias terminadoras. Isto pode envolver
transferir o gene modificado para a planta com um método
adequado. Uma ou mais das sequéncias da invengado podem ser

combinadas com sequéncias que conferem resisténcia a insectos,

doencgas, secas, rendimento aumentado, melhoram a qualidade
nutritiva do grao, melhoram o rendimento de etanol e
semelhantes.

Por exemplo, uma construcgéo pode ser introduzida

directamente no ADN gendmico da célula vegetal wutilizando
técnicas, tais como electroporacgao e microinjeccao de
protoplastos de células vegetais, ou as construgdes podem ser
introduzidas directamente no tecido vegetal utilizando métodos
balisticos, tal como bombardeamento de particulas de ADN. Por
exemplo, ver, e. g., Christou (1997) Plant Mol. Biol,35:197-203;
Pawlowski (1996) Mol. Biotechnol. 6:17-30; Klein (1987) Nature
327:70-73; Takumi (1997) Genes Genet. Syst. 72:63-69, discutem a
utilizacdo de Dbombardeamento de particulas para introduzir
transgenes no trigo; e Adam (1997) supra, para utilizacao de
bombardeamento de particulas para introduzir YAC em células
vegetais. Por exemplo, Rinehart (1997) supra, utilizou
bombardeamento de particulas para produzir plantas transgénicas
de algodao. O dispositivo para acelerar particulas € descrito na
Pat. U.S. N° 5015580; e o instrumento comercialmente disponivel
de aceleracédo de particulas PDS-2000 da BioRad (Biolistica); ver
também, John, Patente U.S. N° 5608148; e Ellis, Patente U.S.
N° 5681730, as quails descrevem a transformacdao mediada por

particulas de gimnospérmicas.

Num aspecto, o0s protoplastos podem ser imobilizados e
injectados com acidos nucleicos, e. g., uma construcao de

expressao. Embora a regeneracao de plantas a partir de
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protoplastos ndo seja facil com cereais, a regeneracao de
plantas ¢é possivel em leguminosas utilizando embriogénese
somadtica a partir de protoplastos derivados de callus. Os
tecidos organizados podem  ser transformados com ADN nu
utilizando a técnica da pistola de genes, em gque o ADN &
revestido em microprojécteis de tungsténio, disparos com 1/100
do tamanho das células, que transportam o ADN profundamente nas
células e organelos. O tecido transformado ¢é depois induzido
para regenerar, habitualmente por embriogénese somatica. Esta
técnica tem sido bem sucedida em diversas espécies de cereais

incluindo milho e arroz.

Os &cidos nucleicos, e. g., construgdes de expressido, podem
também ser introduzidos dentro das células vegetais utilizando
virus recombinantes. As células vegetais podem ser transformadas
utilizando vectores virais, tal como, e. g., vectores derivados
do virus do mosaico do tabaco (Rouwendal (1997) Plant Mol. Biol.
33:989-999), wver Porta (1996) “Use of viral replicons for the

expression of genes in plants”, Mol. Biotechnol. 5:209-221.

Alternativamente, os &acidos nucleicos, e. g., uma construcéo
de expressao, podem ser combinados com regides flanqueadoras de
T-ADN adequadas e introduzidos num vector hospedeiro
convencional de Agrobacterium tumefaciens. As fungdes virulentas
do hospedeiro Agrobacterium tumefaciens 1irdao direccionar a
insercao da construcdo e do marcador adjacente no ADN da célula
vegetal quando a célula for infectada com as bactérias. As
técnicas de transformacéao mediadas por Agrobacterium
tumefaciens, incluindo desarme e utilizacao de vectores
bindrios, estdo bem descritas na literatura cientifica. Ver,
e. g., Horsch (1984) Science 233:496-498; Fraley (1983) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 80:4803 (1983); Gene Transfer to Plants,
Potrykus, ed. (Springerlag, Berlin 1995). O ADN numa célula de
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A. tumefaciens estd contido no cromossoma bacteriano, assim como
numa outra estrutura conhecida como um plasmideo Ti (indutor de
tumor). O plasmideo Ti contém um trecho de ADN denominado T-ADN
(~20 kb de comprimento) que € transferido a célula vegetal no
processo de infecgcao e uma série de genes vir (viruléncia) qgue
dirigem o processo de infeccgao. A. tumefaciens pode apenas
infectar uma planta através de feridas: gquando uma raiz ou um
caule de planta é ferido emite determinados sinais quimicos, em
resposta aos qualis os genes vir de A. tumefaciens tornam-se
activos e dirigem uma série de eventos necessarios para
transferéncia do T-ADN do plasmideo Ti para o cromossoma da
planta. O T-ADN entra depols na célula vegetal através da
ferida. Uma possibilidade é que o T-ADN espera até que o ADN da
planta esteja a ser replicado ou transcrito, depois introduz-se
no ADN exposto da planta. De modo a utilizar A. tumefaciens como
um vector de transgene, a secc¢adao indutora de tumor de T-ADN tem
gue ser removida, engquanto retém as regides marginais de T-ADN e
0s genes vir. O transgene é depois introduzido entre as regides
marginais de T-ADN, onde ¢é transferido para a célula vegetal e

torna-se integrado nos cromossomas da planta.

A invengao proporciona a transformacao de plantas
monocotileddéneas utilizando os 4&cidos nucleicos da invencaéo,

incluindo cereais importantes, ver Hiei (1997) Plant Mol. BRiol.

35:205-218. Ver também, e. g., Horsch, Science (1984)
233:496; Fraley (1983) Proc. DNatl. Acad. Sci USA 80:4803;
Thykjaer (1997) supra; Park (1996) Plant Mol. Biol.

32:1135-1148, discutem a integracao de T-ADN no ADN gendmico.
Ver também D’Halluin, Patente U.S. N° 5712135, a qual descreve
um processo para a integracdo estdvel de um ADN compreendendo um
gene que € funcional numa célula de um cereal ou de outra planta

monocotileddnea.

136



Num aspecto, o terceiro passo pode envolver sgseleccadao e
regeneracao de plantas inteiras capazes de transmitir o gene
alvo incorporado a geracao seguinte. Tais técnicas de
regeneracdo confiam na manipulacao de determinadas fito-hormonas
num meio de crescimento de cultura de tecidos, confiando
tipicamente num marcador Dbiocida e/ou herbicida que foi
introduzido em conjunto com as sequéncias nucleotidicas
desejadas. A regeneracadao de plantas a partir de protoplastos
cultivados € descrita em Evans et al., Protoplasts Isolation and
Culture, Handbook of Plant Cell Culture, rpP. 124-176,
MacMillilan Publishing Company, Nova Iorque, 1983; e Binding,
Regeneration of Plants, Plant Protoplasts, pp. 21-73, CRC Press,
Boca Raton, 1985. A regeneracao pode também ser obtida a partir
de callus, explantes, ¢érgaos de plantas ou suas partes. Tais
técnicas de regeneracdo sao descritas genericamente em Klee
(1987) Ann. Rev. of Plant Phys. 38:467-486. Para obter plantas
inteiras a partir de tecidos transgénicos, tal como embrides
imaturos, estes podem ser cultivados sob condigdes ambientais
controladas numa série de meios contendo nutrientes e hormonas,
um processo conhecido como cultura de tecidos. Assim que as
plantas inteiras sao geradas e produzem semente, a avaliacao da

descendente comeca.

Num aspecto, depois da cassete de expressao estar
incorporada estavelmente em plantas transgénicas, esta pode ser
introduzida noutras plantas por cruzamento sexual. Qualquer de
uma variedade de técnicas de cruzamento convencionais pode ser
utilizada, dependendo das espécies a serem cruzadas. Ver, por
exemplo, Welsh J. R., Fundamentals of Plant Genetics and
Breeding, John Wiley & Sons, NI (1981); Crop Breeding, Wood D.
R. (Ed.) American Society of Agronomy Madison, Wis. (1983); Mayo
0., The Theory of Plant Breeding, Segunda Edicdo, Clarendon
Press, Oxford (1987); Singh, D. P., Breeding for Resistance to

137



Diseases and Insect Pests, Springer-Verlag, NI (1986); e Wricke
e Weber, Quantitative Genetics and Selection Plant Breeding,

Walter de Gruyter and Co., Berlim (1986).

Num aspecto, uma vez que a expressdo transgénica dos acidos
nucleicos da invencao conduz a alteragdes fenotipicas, as
plantas compreendendo os 4acidos nucleicos recombinantes da
invengdo podem ser cruzados sexualmente com uma segunda planta
para obter um produto final. Assim, a semente da invencao pode
ser derivada de um cruzamento entre duas plantas transgénicas da
invencao, ou um cruzamento entre uma planta da invencao e uma
outra planta. Os efeitos desejados (e. g., expressao dos
polipéptidos da invencdo para produzir uma planta em gue o
comportamento de florescéncia esté alterado) podem ser
aumentados quando ambas as plantas parentais expressam 0S8
polipéptidos (e. g., fitase) da invencdo. Os efeitos desejados
podem ser passados a geracgdes futuras de plantas por meios de

propagagao convencionais.

Para dicots, um sistema de vector bindrio pode ser utilizado
(Hoekema et al., 1983; Ep 0120516 Schilperoort et al.). Por
exemplo, estirpes de Agrobacterium podem ser utilizadas que
contém um plasmideo vir com os genes de viruléncia e um
plasmideo compativel <contendo a construgdo génica a @ ser
transferida. Este vector pode replicar em E. coli e em
Agrobacterium e é derivado do vector bindrio Binl9 (Bevan, 1984)
que estd alterado em detalhes que nado sdo relevantes para esta
invengdo. 0Os vectores Dbinadrios como utilizados neste exemplo
contém entre as sequéncias marginais esquerda e direito do
T-ADN, um gene NPTII idéntico que codifica a resisténcia a
canamicina (Bevan, 1984) e um local de clonagem multipla para

clonar nas construcdes génicas requeridas.
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A transformacdao e regeneracado de cultivares monocotileddneos
podem ser ©praticados wutilizar qualguer método ou pProcesso
convencional; as monocots sdo susceptiveis a transformacdo e
plantas transgénicas férteis podem ser regeneradas a partir de
células transformadas. Num aspecto alternativo, as monocots séao

transformadas por transformacao com Agrobacterium.

Num aspecto, plantas transgénicas de arroz podem ser obtidas
utilizando o gene hph bacteriano, a qual codifica a resisténcia
a higromicina, como um marcador de seleccdo; o gene pode ser
introduzido por electroporacao. Num aspecto, plantas
transgénicas de milho podem ser obtidas por introdugcdao do gene
bar de Streptomyces hygroscopicus, a qual codifica a
fosfinotricina acetiltransferase (uma enzima que 1nactiva o
herbicida fosfinotricina), em células embriogénicas de uma
cultura em suspensao de milho por bombardeamento de
microparticulas. Num aspecto, material genético pode ser
introduzido em protoplastos de aleurona de cultivares monocot,
talis como trigo e cevada. Num aspecto, as plantas de trigo séao
regeneradas a partir de cultura em suspensao embriogénica
através de seleccao apenas de tecidos de callus embriogénicos
compactos e nodulares envelhecidos para o estabelecimento das
culturas em suspensao embriogénicas. Num aspecto, a combinacao
com sistemas de transformacdo para estas cultivares permite a
aplicacadao da presente invencdo a monocots. Estes métodos e
outros métodos podem também ser aplicados para a transformacao e

regeneragao de dicots.

Na préatica desta invencdo, a expressdo da construcdo de
fitase envolve tais detalhes como transcricdo do gene por
polimerases vegetais, traducdo de ARNm, etc. que sdo conhecidos
dos especialistas no campo técnico de técnicas de ADN

recombinante. Alguns detalhes relevantes para realizar algumas
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formas de realizacdo desta invencdao sao aqui discutidos.
Sequéncias reguladoras que sao conhecidas ou que se verifica que
provocam a expressao de fitase, podem ser utilizadas na presente
invencao. A escolha das sequéncias reguladoras utilizadas pode
depender do cultivar alvo e/ou do dérgdo alvo de interesse. Tais
sequéncias reguladoras podem ser obtidas a partir de plantas ou
virus de plantas, ou podem ser sintetizadas quimicamente. Tais
sequéncias reguladoras sao promotores activos em dirigir a
transcricdao em plantas, constitutivamente ou especifica de fase
e/ou tecido, dependendo da utilizacdo da planta ou das suas
partes. Estes promotores incluem, mas nao estao limitados a,
promotores que apresentam expressdo constitutiva, tal como o
promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor (CaMV) (Guilley
et al., 1982), aqueles para expressao especifica de folha, tal
como o promotor do gene da subunidade pequena da ribulose
bisfosfato carboxilase (Coruzzi et al., 1984), aqueles para
expressao especifica de raiz, tal como o promotor do gene da
glutamina sintase (Tingey et al., 1987), aqueles para a
expressao especifica de semente, tal como o promotor da
cruciferina A de Brassica napus (Ryan et al., 1989), aqueles
para a expressao especifica de tubérculos, tal como o promotor
da patatina de classe-I de batata (Koster-Topfer et al., 1989;
Wenzler et al., 1989) ou aqueles para a expressao especifica de
fruta, tal como o promotor da poligalacturonase (PG) de tomate

(Bird et al., 1988).

Outras sequéncias reguladoras, tais como sequéncias
terminadoras e sinais de poliadenilacao, podem ser wutilizadas
para realizar esta invengdo e podem incluir uma tal sequéncia
que funciona como tal em plantas, cuja escolha estd dentro do
nivel do especialista na técnica. Um exemplo de tais sequéncias
€ a regiadao 3’ flanqueadora do gene da nopalina sintase (NOS) de

Agrobacterium tumefaciens (Bevan, supra) . As sequéncias
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reguladoras podem também incluir sequéncias intensificadoras,
tais como encontradas no promotor 35S de CaMV e seqguéncias
estabilizadoras de ARNm, tal como a sequéncia lider do Virus do
mosaico de alfalfa (A1MV) ARN4 (Brederode et al., 1980) ou

quailsquer outras sequéncias que funcionam de um modo semelhante.

Em algumas formas de realizacadao, uma fitase da invencao é
expressa num ambiente que permita a estabilidade da proteina
expressa. A escolha de compartimentos celulares, tais como
citosol, reticulo endoplasmdtico, vacuolo, corpos proteicos ou
espaco periplasmatico, pode ser utilizada na presente invencdo
para criar um tal ambiente estédvel, dependendo dos parametros
biofisicos da fitase. Tails paré@metros incluem, mas nao estédo
limitados a PH 6éptimo, sensibilidade a proteases ou

sensibilidade a molaridade do compartimento preferido.

Em algumas formas de realizacdo, uma fitase da invencao é
expressa no citoplasma; em algum aspecto, para obter expressao
no citoplasma da célula, a enzima expressa nao deve conter um
péptido de sinal secretor ou gqualquer outra sequéncia alvo. Para
expressao em cloroplastos e mitocdndrias, a enzima expressa deve
conter um péptido especifico denominado péptido de tréansito para
a 1importagdo nestes organelos. Sao conhecidas sequéncias de
direccionamento que podem ser ligadas a enzima de interesse de
modo a conseguir 1isto (Smeekens et al., 1990; wvan den Broeck
et al., 1985; Wolter et al., 1988). Se a actividade da enzima
for desejada nos wvacuolos, um péptido de sinal secretor tem que
estar presente, assim como uma sequéncia de direccionamento
especifica que dirija a enzima para estes vacuolos (Tague
et al., 1990). O mesmo & verdadeiro para oS corpos proteicos em
sementes. A sequéncia de ADN codificando a enzima de interesse
deve ser modificada de tal modo que a enzima possa exercer a sua

acgcao no local desejado na célula.
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Em algumas formas de realizacdo, para conseguir expressao
extracelular da fitase, a construcdo de expressdo da presente
invencdo utiliza uma sequéncia de sinal secretora. Embora
sequéncias de sinal que sejam homdlogas (nativas) a espécie da
planta hospedeira possam ser preferidas, sequéncias de sinal
heterdélogas, i. e., aquelas origindrias de outras espécies de
plantas ou de origem microbiana, podem também ser utilizadas.
Tais sequéncias de sinal sao conhecidas dos especialistas na
técnica. As sequéncias de sinal apropriadas que podem ser
utilizadas dentro do contexto da presente invencao sao
divulgadas em Blobel et al., 1979; Von Heijne, 1986; Garcia
et al., 1987; Sijmons et al., 1990; Ng et al., 1994; e Powers
et al., 1996).

Em algumas formas de realizacdo, todas as partes das
construcdes de ADN relevantes (promotores, sequéncias
reguladoras, secretoras, estabilizadoras, de direccionamento ou
de terminacéao) da presente invencado sao modificadas, se
desejadas, para afectar as suas caracteristicas de controlo
utilizando os métodos conhecidos dos especialistas na técnica.
As plantas contendo fitase obtidas através da presente invencao
podem ser utilizadas para obter plantas ou 6rgaos de planta com
ainda niveis maia elevados de fitase. Por exemplo, pode ser
possivel obter tais plantas ou oérgaos de planta através da
utilizacdo de técnicas de variacdo somoclonal ou técnicas de
reproducgdo cruzada. Tails técnicas sado bem conhecidas dos

especialistas no campo técnico.

Num aspecto, a presente invencadao proporciona um método (e
seus produtos) para obter um sistema de sobreexpressdo altamente
eficiente para a fitase e outras moléculas. Num aspecto, a

invencado proporciocna um método (e o0s seus produtos) para obter
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um sistema de sobreexpressdo altamente eficiente para a fitase e
fosfatase acida pH 2,5 em Trichoderma. Este sistema resulta em
composicgdes enzimdticas tendo utilidade particular na industria
de racgdes animais. Detalhes adicionais relativamente a esta
abordagem estdao na literatura publicada e/ou sdo conhecidos do
especialista na técnica. Num exemplo particular ndo limitante,
tal literatura publicamente disponivel inclui o documento
EP 0659215 (WO 9403612 Al) (Nevalainen et al.), embora estas
referéncias nao ensinem as moléculas inventivas do presente

pedido.

Em algumas formas de realizacao, a 1nvencado wutiliza
rearranijo in vivo, que pode estar focado em processos
“intermoleculares” colectivamente referidos como “recombinacao”,
que em bactéria pode ser um fendmeno *“dependente de RecA”. A
invencdo pode-se basear em processos de recombinagdo de uma
célula hospedeira para recombinar e rearranjar sequéncias, ou na
capacidade das células para mediarem processos redutores para
diminuirem a complexidade de sequéncias quasi-repetidas numa
célula por delecado. Este processo de *"rearranjo redutor” ocorre

através de um processo “intramolecular” independente de RecA.

Deste modo, num outro aspecto da invencado, polinucledtidos
variantes podem ser produzidos pelo processo de rearranjo
redutor. 0O método envolve a geracdao de construcgdes contendo
sequéncias consecutivas (sequéncias codificadas no original), a
sua 1inser¢do num vector apropriado e a sua subsequente
introducdo numa célula hospedeira apropriada. O rearranjo das
identidades moleculares individuais ocorre através de processos
combinatérios entre as sequéncias consecutivas na construcao que
possuem regides de homologia ou entre unidades quasi-repetidas.
O processo de rearranjo recombina e/ou reduz a complexidade e

extensao das sequéncias repetidas e resulta na producgao de novas
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espécies moleculares. Varios tratamentos podem ser aplicados
para aumentar a taxa de rearranjo. Estes podem incluir
tratamento com luz ultravioleta ou quimicos que danificam o ADN,
e/ou a utilizacdo de linhas celulares hospedeiras que apresentam
niveis aumentados de “instabilidade genética”. Assim, O processo
de rearranjo pode envolver recombinacgao homéloga ou a
propriedade natural de sequéncias quasi-repetidas para dirigirem

a sua prépria evolucao.

A invencdo pode utilizar sequéncias repetidas ou “quasi-
repetidas”; estas sequéncias podem desempenhar um papel na
instabilidade genética. Na presente invencao, *“quasi-repetidas”
sdo repeticdes que ndo estdo restritas a sua estrutura unitéaria
original. As unidades quasi-repetidas podem ser apresentadas
como uma matriz de sequéncias numa construcgdo; unidades
consecutivas de sequéncias semelhantes. Uma vez ligadas, as
juncgdes entre as sequéncias consecutivas tornam-se
essencialmente invisivelis e a natureza dquasi-repetitiva da
construgdo resultante ¢é agora continua ao nivel molecular. O
processo de delecdo que a célula realiza para reduzir a
complexidade da construcao resultante opera entre as sequéncias
quasi-repetidas. As unidades quasi-repetidas proporcionam um
repertério praticamente ilimitado de moldes sobre os quais podem
ocorrer eventos de deslizamento. As construgdes contendo as
quasi-repeticdes proporcionam assim efectivamente elasticidade
molecular suficiente que eventos de delecdo (e potencialmente
insercado) podem ocorrer virtualmente em qualquer lugar dentro

das unidades quasi-repetitivas.

Em alguns aspectos, guando as sequéncias quasi-repetidas
estdo todas ligadas na mesma orientacgao, por exemplo, cabega com
cauda ou vice-versa, a célula nao consegue distinguir unidades

individuais. Consequentemente, o processo redutor pode ocorrer
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ao longo das sequéncias. Pelo contrédrio, quando por exemplo, as
unidades sadao apresentadas cabeca com cabeca, em vez de cabeca
com cauda, a 1inversdao delineia os pontos finais da wunidade
adjacente de modo que a formacdo de delecdo ira favorecer a
perda de unidades discretas. Assim, num aspecto da invencao, as
sequéncias estdao na mesma orientacdo. A orientacdo aleatédria de
sequéncias qguasi-repetidas resultard na perda de eficiéncia de
rearranjo, enquanto a orientagdo consistente das sequéncias iré
oferecer a eficiéncia mals elevada. Contudo, embora ter menos
das sequéncias contiguas na mesma orientacdo diminua a
eficiéncia, pode ainda proporcionar elasticidade suficiente para
a recuperacao eficaz de novas moléculas. As construgdes podem
ser feitas com as sequéncias quasi-repetidas na mesma orientacao

para permitir uma eficiéncia mais elevada.

As sequéncias podem ser montadas numa orientagdo cabega com
cauda utilizando gqualquer de uma variedade de métodos, incluindo

0s seguintes:

(a) Podem ser utilizados iniciadores que incluem uma cabeca
poli-A e uma cauda poli-T, as quais quando tornados de
cadeia simples, proporcionam orientacdao. Isto € realizado
tendo as primeiras bases dos iniciadores feitos de ARN e
desta forma facilmente removidos com RNAse H.

(b) Podem ser utilizados iniciadores que incluem locais
unicos de clivagem de restricdo. Seriam requeridos multiplos
locais, uma bateria de sequéncias uUnicas e passos repetidos
de sintese e ligacéao.

(c) As poucas bases internas do iniciador podem ser tioladas
e uma exonuclease utilizada para produzir moléculas com

cauda correctamente colocada.
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Em alguns aspectos, a recuperagao das sequéncias
rearranjadas baseia-se na identificacdo de vectores de clonagem
com um RI reduzido. As sequéncias codificantes rearranjadas
podem ser depois recuperadas por amplificacao. 0s produtos séao
re-clonados e expressos. A recuperacao de vectores de clonagem

com RI reduzido pode ser efectuado por:

1) A utilizacadao vectores apenas mantidos estavelmente guando
a construcao é reduzida em complexidade;

2) A recuperacao fisica de vectores encurtados através de
processos fisicos. ©Neste caso, o vector de clonagem ¢é
recuperado utilizando processos de isolamento de plasmideos
convencionais e fraccionados pelo tamanho num gel de agarose
ou numa coluna com um baixo limite de peso molecular
utilizando processos convencionais;

3) A recuperacado de vectores contendo genes interrompidos os
quais podem ser seleccionados quando o tamanho da insercgéo
diminui; e

4) A utilizacdao de técnicas directas de selecgdo com um

vector de expressdo e o rastreio apropriado.

As sequéncias codificantes (por exemplo, genes) de
organismos relacionados podem ser utilizadas para praticar esta
invencao, e pode demonstrar um grau elevado de homologia e
codificam produtos proteicos totalmente diversos. Estes tipos de
sequéncias sao particularmente Uteis na presente invencao como
quasi-repeticdes. Contudo, embora os protocolos exemplificativos
discutidos abaixo demonstrem o) rearranjo de sequéncias
codificantes originais quase idénticas (quasi-repeticdes), este

processo nao estd limitado a tais repeticdes quase idénticas.

Uma vez formadas, as construgcdes podem ou nao ser

fraccionadas por tamanho num gel de agarose de acordo com O0S
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protocolos publicados, introduzidas num vector de clonagem e
transfectadas numa célula hospedeira apropriada. As células sao
depois propagadas e o “rearranjo redutor” ¢é efectuado. A
velocidade do processo de rearranjo redutor pode ser estimulada
através da introducdo de lesao de ADN, se desejado. E
irrelevante se a reducdo em RI é mediada por formacdo de delecao
entre sequéncias repetidas por um mecanismo “intramolecular” ou
mediada por eventos de tipo recombinacdo através de mecanismos
“intermoleculares”. O resultado final ¢é um rearranjo das

moléculas em todas as combinacdes possiveis.

Num aspecto, os métodos desta invencado compreendem O pPasso
adicional de rastrear os membros da biblioteca do agrupamento
rearranjado em combinacdao para identificar membros individuais
da biblioteca rearranjados em combinacdo que tém a capacidade
para se ligarem ou entdo para interagirem, ou catalisarem uma
reaccdao particular (e. g., tal como catalisar a hidrdlise de um

fitato).

Num aspecto, o0s polipéptidos que sao identificados a partir
de tais bibliotecas podem ser utilizados para fins terapéuticos,
diagnésticos, de investigacéao e relacionados (e. g.,
catalisadores, solutos para aumentar a osmolaridade de uma
solucdo aquosa e semelhantes) e/ou podem ser submetidos a um ou

mais ciclos adicionais de arranjo combinatdério e/ou seleccdo.

Noutro aspecto, antes ou durante a recombinacgao ou
rearranjo, os polinucledétidos da invencado ou os polinucledtidos
gerados pelo método aqui descrito sao submetidos a agentes ou
processos que promovem a introducao de mutacdes nos
polinucledtidos originais. A introducdo de tais mutagdes
aumentaria a diversidade de polinucledétidos hibridos resultantes

e de polipéptidos ai codificados. Os agentes ou processos qgue
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promovem a mutagénese incluem, mas nao estao limitados:
(+)-CC-1065 ou um andlogo artificial tal como (+)-CC-1065-(N3-
Adenina, ver Sun e Hurley, 1992); um aducto de 4’'-fluro-4-
aminobifenilo N-acetilado ou desacetilado capaz de inibir a
sintese de ADN (ver, por exemplo, van de Poll et al., 1992); ou
um aducto de 4-aminobifenilo N-acetilado ou desacetilado capaz
de inibir a sintese de ADN (ver também, van de Poll et al.,
1992, PP . 751-758) ; crémio trivalente, um sal de crémio
trivalente, um aducto de ADN de hidrocarboneto aromdtico
policiclico (“PAH”) capaz de inibir a replicagao de ADN, tais
como 7-bromometil-benz[alantraceno (“BMA"), tris(2,3-
dibromopropil) fosfato (“Tris-BP"), 1,2-dibromo-3-cloropropano
(“DBCP"), 2-bromoacroleina (2BA2), benzo[alpireno-7,8-di-
hidrodiol-9-10-epdxido (“BPDE"), um sal de halogéneo de
platina(II), N-hidroxi-2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]-quinolina
(“N-hidroxi-IQ”) e N-hidroxi-2-amino-l-metil-6-fenilimidazo[4,5-
fl-piridina (“N-hidroxi-PhIP”). Os meios exemplificativos para
retardar ou parar a amplificacdo de PCR consistem em luz UV
(+)-CC-1065 e (+)-CC-1065-(N3-Adenina). Os meios particularmente
abrangidos sao aductos de ADN ou polinucledétidos compreendendo
os aductos de ADN dos polinucledétidos ou do agrupamento de
polinucledétidos, que podem ser libertados ou removidos por um
processo incluindo aquecimento da solucdo compreendendo 0s

polinucledtidos antes de processamento adicional.

Noutro aspecto, a 1nvengao € dirigida a um método de
produzir ©proteinas recombinantes tendo actividade bioldgica
através de tratamento de uma amostra compreendendo
polinucledétidos de molde cadeia dupla que codificam uma proteina
de tipo selvagem sob condigcdes de acordo com a invencao gue
proporcionam a producao de polinucledétidos hibridos ou

rearranjados.
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A invengao também proporciona a utilizacgdo de iniciadores de
coddo registados (contendo uma sequéncia degenerada N,N,G/T)
para introduzir mutacdes pontuais num polinucledtido, de modo a
produzir um conjunto de polipéptidos descendentes em que uma
gama completa de substituicgdes unicas de aminodcidos é
representada em cada posicdo de aminodcido (Mutagénese de
Saturacao de Local Génico (GSSM)). Os oligos utilizados séao
compreendidos contiguamente de uma primeira sequéncia homéloga,
uma sequéncia degenerada N,N,G/T e opcionalmente uma segunda
sequéncia homéloga. Os produtos de tradugao descendentes a
jusante a partir da utilizacdo de tais oligos incluem todas as
alteracgdes de aminodcidos possiveis em cada local de aminoacido
ao longo do polipéptido, porque a degenerescéncia da sequéncia

N,N,G/T inclui coddes para todos os 20 aminodcidos.

Num aspecto, um tal oligo degenerado (compreendendo uma
cassete degenerada N,N,G/T) € utilizado para submeter cada codao
original num molde polinucleotidico parental a uma gama completa
de substituic¢des de codao. Num outro aspecto, pelo menos, duas
cassetes degeneradas N,N,G/T sdo utilizadas - no mesmo oligo ou
nao, para submeter, pelo menos, dois coddes originais num molde
polinucleotidico parental a uma gama completa de substituicdes
de coddo. Assim, mais de wuma sequéncia N,N,G/T pode estar
contida num oligo para introduzir mutagdes de aminoadcidos em
mais de um local. Esta pluralidade de sequéncias N,N,G/T pode
estar directamente contigua ou separada pPoOr uma ou mais
sequéncias nucleotidicas adicionais. Num outro aspecto, 0s
oligos uteis para introduzir adicdes e delecdes podem ser
utilizados isoladamente ou em combinacdo com os coddes contendo
uma sequéncia N,N,G/T para introduzir qualgquer combinacdao ou
permutacao de adicoes, delecgdes e/ou substituigdes de

aminodcidos.
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Num aspecto, € possivel mutar simultaneamente duas ou mais
posicdes de aminodcidos contiguas wutilizando um oligo que
contenha tripletos N,N,G/T contiguos, i. e., uma sequéncia

degenerada (N,N,G/T),.

Num outro aspecto, a presente invencdo proporciona a
utilizacdo de cassetes degeneradas tendo menos degenerescéncia
do gue a sequéncia N,N,G/T. Por exemplo, pode ser desejavel em
alguns casos utilizar (e. g., num oligo) uma sequéncia
degenerada de tripleto compreendendo apenas um N, em gue o
referido N pode ser na primeira, segunda ou terceira posicao do
tripleto. Quaisquer outras bases incluindo quaisquer suas
combinac¢des e permutacdes podem ser utilizadas nas duas posicgdes
remanescentes do tripleto. Alternativamente, pode ser desejavel
em alguns casos utilizar (e. g., num oligo) uma sequéncia
degenerada de tripleto N,N,N ou uma sequéncia de tripleto

N,N,G/C.

E entendido, contudo, que a utilizacdo de um tripleto
degenerado (tais como uma sequéncia de tripleto N,N,G/T ou
N,N,G/C) como divulgado na presente invencdo ¢é vantajosa por
diversas razodes. Isto proporciona meios para produzir
sistematicamente e de forma razoavelmente facil a substituicéao
da gama completa de aminodcidos possiveis (para um total de
20 aminoacidos) em todas as posicdes de aminodcido num
polipéptido. Assim, para um polipéptido de 100 aminoacidos,
proporciona um modo para gerar sSistematicamente e de forma
razoavelmente facil 2000 espécies distintas (1. e., 20
aminodcidos possiveis por posicdo vezes 100 posigdes de
aminodcidos). E entendido que ¢é ©proporcionado, através da
utilizacdo de um oligo contendo um sequéncia degenerada de
tripleto N,N,G/T ou N,N,G/C, 32 sequéncias individuais

codificando para 20 aminodcidos possiveis. Assim, num vaso

150



-

reaccional em que uma sequéncia polinucleotidica parental é
submetida mutagénese de saturacao utilizando um tal oligo, séao
produzidos 32 polinucledtidos descendentes distintos que
codificam 20 polipéptidos distintos. Pelo contrario, a
utilizagcdo de um oligo nao degenerado em mutagénese dirigida
conduz apenas a um produto polipeptidico descendente por vaso

reaccional.

Esta invencadao também proporciona a utilizacdao de oligos néao
degenerados que podem ser opcionalmente utilizados em combinacgao
com iniciadores degenerados divulgados. E entendido que em
algumas situacdes ¢é wvantajoso utilizar oligos nao degenerados
para produzir mutagdes pontuais especificas num polinucledtido
de trabalho. 1Isto proporciona meios para produzir mutacgdes
pontuais silenciosas especificas, mutacdes pontuais que conduzem
a alteracdes de aminodcidos correspondentes e mutagdes pontuais
que provocam a produgao de coddes de terminacéao e a

correspondente expressao de fragmentos de polipéptido.

Assim, num aspecto desta invencao, cada vaso reaccional de
mutagénese de saturacao contém polinucledtidos codificando, pelo
menos, 20 moléculas de polipéptido descendente de modo gue todos
os 20 aminodcidos estdo representados na posicdo de aminodcido
especifica que corresponde a posicdo de coddao mutada no
polinucledétido parental. Os 32 polipéptidos degenerados
descendentes produzidos a partir de cada vaso reaccional de
mutagénese de saturacdo podem ser submetidos a amplificacéao
clonal (e. g., clonados num hospedeiro E. coli adequado
utilizando um vector de expressdo) e submetidos a rastreio de
expressao. Quando um polipéptido individual descendente for
identificado por rastreio por apresentar uma alteracadao favoravel

na propriedade (quando comparada ao polipéptido parental), pode
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ser sequenciado para identificar a substituigdo de aminodcido

correspondentemente favoradvel ai contida.

E entendido que apds mutacdo de todas as posicdes de
aminodcido num polipéptido parental utilizando mutagénese de
saturacao (GSSM) como aqui diwvulgada, as alteracdes de
aminodcidos favordveis podem ser identificadas em mais de uma
posigcdo de aminodcido. Uma ou mais novas moléculas descendentes
podem ser produzidas que contém uma combinacdo de todas ou de
uma parte destas substituicdes de aminocdcidos favordveis. Por
exemplo, se 2 alteracdes de aminodcidos favordveis especificas
forem identificadas em cada de 3 posicdes de aminodcido num
polipéptido, as permutacgdes incluem 3 possibilidades em cada
posigdo (nenhuma alteragdo do aminodcido original e cada de duas
alteracdes favordveis) e 3 posicdes. Assim, existem 3 x 3 x 3 ou
27 possibilidades totais, incluindo 7 que foram previamente
examinadas - 6 mutacgdes pontuais unicas (i. e., 2 em cada das

trés posicgdes) e nenhuma alteracdo em qualquer posicao.

Ainda noutro aspecto, a mutagénese de saturacgdao de local
pode ser utilizada em conjunto com arranjo combinatdrio,
quimerizacado, recombinacdo e outros processos de mutacao, em
conjunto com rastreio. Esta invencao proporciona a utilizacéao
de qualgquer processo(s) de mutacgao, incluindo mutagénese de
saturacao, de um modo iterativo. Numa exemplificacao, a
utilizacdao iterativa de qualquer ©processo(s) de mutacao é

utilizada em combinag¢do com rastreio.

Assim, numa exemplificacéo nao limitativo, 0s
polinucledtidos e polipéptidos da invencdao podem ser derivados
por mutagénese de saturacdo de local génico (GSSM) em combinacao
com processos adicionais de mutagdo, tal como processos em que

dois ou mais polinucledtidos relacionados sao introduzidos numa

152



célula hospedeira adequada de modo que um polinucledtido hibrido

seja produzido por recombinacdo e rearranjo redutor.

Além disso ao realizar mutagénese ao 1longo da sequéncia
inteira de um gene, a mutagénese pode ser utilizada para
substituir cada de gualquer numero de bases numa sequéncia de
polinucledtidos, o numero de Dbases para ser mutado €, num
aspecto, todos os numeros inteiros de 15 a 100000. Assim, em vez
de mutar cada posicao ao longo de uma molécula, pode-se submeter
todas ou de um numero discreto de Dbases (num aspecto, um
subconjunto que totaliza de 15 a 100000) a mutagénese. Num
aspecto, um nucledétido separado ¢é utilizado para mutar cada
posicdo ou grupo de posigdes ao longo de uma sequéncia
polinucleotidica. Um grupo de 3 posicdes a ser mutada pode ser
um coddo. As mutacgdes podem ser introduzidas wutilizando um
iniciador mutagénico, contendo uma cassete heterdloga, também
referida como uma cassete mutagénica. Cassetes exemplificativas
podem ter de 1 a 500 bases. Cada posicdo de nucledtido em tais
cassetes heterdlogas é N, A, C, G, T, A/C, A/G, A/T, C/G, C/T,
G/T, C/G/T, A/G/T, A/C/T, A/C/G ou E, em que E é qualquer qgue
nado é A, C, G ou T (E pode ser referida como a um oligo

desenhador) .

Num sentido geral, a mutagénese de saturacao €& compreendida
de mutacdo de um conjunto completo de cassetes mutagénicas (em
que num aspecto cada cassete tem cerca de 1-500 Dbases de
comprimento) numa sequéncia polinucleotidica definida para ser
mutada (em que num aspecto a sequéncia a ser mutada tem desde
cerca de 15 a 100000 bases de comprimento). Assim, um grupo de
mutagcdes (variando de 1 a 100 mutacgdes) ¢é introduzido em cada
cassete a ser mutada. Um grupo de mutagdes a ser introduzido
numa cassete pode ser diferente ou igual a um segundo grupo de

mutagdes a ser introduzido numa segunda cassete durante a

153



aplicacdo de um ciclo de mutagénese de saturacdo. Tails grupos
sdo exemplificados por delecgdes, adigdes, grupos de coddes

particulares e grupos de cassetes nucleotidicas particulares.

As sequéncias definidas a serem mutadas incluem um gene
inteiro, wvia, ADNc, uma grelha de leitura aberta inteira (ORF) e
promotor, intensificador, repressor/transactivador, origem de
replicacao, intréo, operador inteiro ou qualquer grupo
polinucleotidico funcional. Geralmente, as “sequéncias
definidas” para este objectivo podem ser qualgquer polinucledtido
que sejam uma sequéncia polinucleotidica de 15 bases e
sequéncias polinucleotidicas de comprimentos entre 15 bases e
15000 bases (esta invencdo refere especificamente cada numero
inteiro entre esses numeros). As consideragdes de escolha de
grupos de codbes incluem tipos de aminodcidos codificados por

uma cassete mutagénica degenerada.

Numa exemplificacgao, um grupo de mutagdes que pode ser
introduzido numa cassete mutagénica, esta invencgao
especificamente proporciona substituigdes de codao degenerado
(utilizando oligos degenerados) codificando 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 e 20 aminoacidos em

cada posicdao e uma biblioteca de polipéptidos assim codificados.

Em aspectos alternativos, os &cidos nucleicos da invencao
compreendem ADN, incluindo ADNc, ADN gendmico e ADN sintético. O
ADN pode ser de cadeia dupla ou cadeia simples e, se for de
cadeia simples, pode ser a cadeia codificante ou a cadeia néao
codificante (anti-sentido). Alternativamente, 0s acidos

nucleicos da invencao podem compreender ARN.
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Como discutido mais detalhadamente abaixo, as sequéncias de
dcidos nucleicos isoladas da invencdo podem ser utilizadas para

preparar os polipéptidos da invencéao.

Desta forma, um outro aspecto da invencdo é uma sequéncia de
dcidos nucleicos isolada codificando um polipéptido da invencao.
Uma sequéncia de &acidos nucleicos da invengdo pode compreender
sequéncias codificantes adicionais, tais como sequéncias lider
ou sequéncias de proproteina e sequéncias nao codificantes, tais
como intrdes ou sequéncias 5’ e/ou 3’ nado codificantes da
sequéncia codificante. Assim, como aqui utilizado, a expressao
“polinucledtido codificando um polipéptido” abrange um
polinucledétido que inclui apenas a sequéncia codificante para o
polipéptido, assim como um polinucledtido que inclui sequéncias

codificantes e/ou ndo codificantes adicionais.

Alternativamente, as sequéncias de 4&cidos nucleicos da
invengdao podem ser mutadas wutilizando técnicas convencionais,
tal como mutagénese dirigida ou outras técnicas familiares aos
especialistas na técnica, para introduzir alteracgdes silenciosas
no polinucledétido da invencao. Como aqui utilizado, “alteracdes
silenciosas” incluem, por exemplo, alteracdes que nao alteram a
sequéncia de aminodcidos codificada pelo polinucledétido. Tais
alteracdes podem ser desejaveis de modo a aumentar o nivel do
polipéptido produzido por células hospedeiras contendo um vector
que codifica o polipéptido, através de introdugao de coddes ou
pares de coddes que ocorrem frequentemente no organismo

hospedeiro.

A  invencao também se refere a polinucledtidos que tém
alteracdes nucleotidicas que resultam em substituigdes, adigdes,
delecgbes, fusbes e truncamentos de aminodcidos nos polipéptidos

da invencao. Tais alteracdes nucleotidicas podem ser
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introduzidas, utilizando técnicas, tais como mutagénese
dirigida, mutagénese quimica aleatdria, delecdo por exonuclease

ITI e outras técnicas de ADN recombinante.

Sempre que necessario, as condicgdes gque permitem que a sonda
hibride especificamente com sequéncias complementares podem ser
determinadas através de colocacdao da sonda em contacto com as
sequéncias complementares de amostras que se sabem conter as
sequéncias complementares, assim como sequéncias de controlo qgue
nao contém a sequéncia complementar. As condig¢des de hibridacao,
tais como a concentracdo de sal do tampdo de hibridacao, a
concentracao de formamida do tampdo de hibridacao ou a
temperatura de hibridacdo, podem ser variadas para identificar
condicdes que permitam que a sonda hibride especificamente com

dcidos nucleicos complementares.

Se a amostra contiver o organismo a partir do qual o Aacido
nucleico foi isolado, é entao detectada hibridacao especifica da
sonda. A hibridacdo pode ser detectada por marcacdao da sonda com
um agente detectdavel, tal como um 1isdétopo radioactivo, um
corante fluorescente ou uma enzima capaz de catalisar a formacéao

de um produto detectavel.

Muitos métodos para utilizacdo de sondas marcadas para
detectar a presenca de 4cidos nucleicos complementares numa
amostra sao familiares dos especialistas na técnica. Estes
incluem Transferéncia de Southern, Transferéncia de Northern,
processos de hibridacdo de coldénia e transferéncias por gota. Os
protocolos para cada um destes processos sdo proporcionados em
Ausubel et al. Current Protocols 1in Molecular Biology, John
Wiley 503 Sons, Inc. 1997 e Sambrook et al., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1989.
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Alternativamente, mais de uma sonda (pelo menos uma das
quais €& capaz de  hibridar especificamente com quaisquer
sequéncias complementares gque estdao presentes na amostra de
dcido nucleico) pode ser utilizada numa reaccdao de amplificacao
para determinar se a amostra contém um organismo contendo uma
sequéncia de &cidos nucleicos da invencédo (e. g., um organismo a
partir do qual foi isolado o &cido nucleico). Tipicamente, as
sondas compreendem oligonucledétidos. Num aspecto, a reaccgdao de
amplificagao pode compreender uma reacgado de PCR. Os protocolos
de PCR sao descritos em Ausubel e Sambrook, supra.
Alternativamente, a amplificacdao pode compreender uma reacgao em
cadeia da ligase, 3SR, ou uma reacgao de deslocamento de cadeia.
(ver Barany, F., *“The Ligase Chain Reaction in a PCR World”, PCR
Methods and Applications 1:5-16, 1991; E. Fahy et al., *“Self-
sustained Sequence Replication (3SR) : An Isothermal
Transcription-based Amplification System Alternative to PCR”,
PCR Methods and Applications 1:25-33, 1991; e Walker G.T. et
al., *“Strand Displacement Amplification-an Isothermal in vitro
DNA Amplification Technique”, Nucleic Acid Research 20:1691-
1696, 1992). Em tais processos, o8 acidos nucleicos na amostra
sSao colocados em contacto com as sondas, a reaccao de
amplificacdo € realizada e qualquer produto de amplificacao
resultante ¢é detectado. O produto de amplificacdo pode ser
detectado por realizacdo de electroforese em gel nos produtos da
reacgdo e por coloracdo do gel com um intercalador, tal como
brometo de etidio. Alternativamente, uma ou mals das sondas
podem ser marcadas com um isdétopo radioactivo e a presenca de um
produto de amplificacdo radioactivo pode ser detectada através

de autorradiografia apds electroforese em gel.

Sondas derivadas de sequéncias perto das extremidades de uma

sequéncia da invencdo podem também ser utilizadas em processos
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de progressdo no cromossoma para identificar clones contendo
sequéncias gendmicas localizadas adjacentemente as sequéncias de
dcidos nucleicos como apresentados acima. Tais métodos permitem
o 1solamento dos genes que codificam proteinas adicionais do

organismo hospedeiro.

Uma sequéncia de 4cidos nucleicos da invencdo pode ser
utilizada como uma sonda para i1dentificar e isolar 4&cidos
nucleicos relacionados. Em alguns aspectos, os acidos nucleicos
relacionados podem ser ADNc ou ADN gendémico de organismos
diferentes daquele onde o &dcido nucleico foi isolado. Por
exemplo, o©0s outros organismos podem ser organismos relacionados.
EFm tais processos, uma amostra de &acido nucleico é colocada em
contacto com a sonda sob condig¢des que permitem a sonda hibridar
especificamente com as sequéncias relacionadas. A hibridacado da
sonda com 4cidos nucleicos do organismo relacionado € depois

detectada utilizando gqualquer dos métodos descritos acima.

Em reaccdes de hibridacdo de acidos nucleicos, as condicdes
utilizadas para conseguir um nivel particular de restringéncia
vai variar dependendo da natureza dos dcidos nucleicos
hibridados. Por exemplo, 0 comprimento, grau de
complementaridade, composicgao da sequéncia de nucledtidos
(e. g., teor de GC vs. AT) e tipo de &cido nucleico (e. g., ADN
vs. ARN) das regides de hibridacdo dos 4&acidos nucleicos podem
ser considerados na seleccao das condigdes de hibridacdo. Uma
consideracdo adicional é se um dos 4acidos nucleicos esta

imobilizado, por exemplo, num filtro.

A hibridacao pode ser realizada sob condicgdes de
restringéncia baixa, restringéncia moderada ou restringéncia
elevada. Como um exemplo de hibridacdo de &acidos nucleicos, uma

membrana polimérica contendo 4dcidos nucleicos desnaturados
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imobilizados é pré-hibridada primeiro durante 30 minutos a 45 °C
numa solucdao consistindo de 0,9 M de NaCl, 50 mM de NaHy;PO4,
pH 7,0, 5,0 mM de NayEDTA, 0,5% de SDS, 10X reagente de Denhardt
e 0,5 mg/mL de &cido polirriboadenilico. Aproximadamente 2 x 10’
cpm (actividade especifica de 4-9 x 10° cpm/ug) de sonda
oligonucleotidica marcada na extremidade com *P & depois
adicionada a solucdo. Apds 12-16 horas de incubacdo, a membrana
¢ lavada durante 30 minutos a temperatura ambiente em 1X SET
(150 mM de NaCl, 20 mM de cloridrato de Tris, pH 7,8, 1 mM de
Na,EDTA) contendo 0,5% de SDS, seguida por uma lavagem de
30 minutos em 1X SET fresco a Tm-10 °C para a sonda

oligonucleotidica. A membrana ¢ depois exposta a pelicula

autorradiografica para deteccdo de sinais de hibridacéao.

Por variacdo da restringéncia das condigdes de hibridacéo
utilizadas para identificar &cidos nucleicos, tais como ADNc ou
ADN gendbmico, os quais hibridam com a sonda detectdvel, os
dcidos nucleicos que tém niveis diferentes de homologia com a
sonda podem ser identificados e isolados. A restringéncia pode
ser variada por realizacdo da hibridacdo em temperaturas
variadas abaixo das temperaturas de fusdo das sondas. A
temperatura de fusao, T, € a temperatura (sob forca idénica e pH
definidos) em gue 50% da sequéncia alvo hibrida com uma sonda
perfeitamente complementar. Condig¢gdes muito restringentes séao
seleccionadas para serem iguais ou cerca de 5 °C inferiores a Tn
para uma sonda particular. A temperatura de fusdo da sonda pode
ser calculada wutilizando as seguintes férmulas: Para sondas
entre 14 e 70 nucledétidos de comprimento, a temperatura de fusao
(Tr) é calculado utilizando a férmula: Tn = 81,5 +
16,6 (log[Na+])+ 0,41 (fraccao G+C)—-(600/N), em que N & o
comprimento da sonda. Se a hibridacgao for realizada numa solucéao
contendo formamida, a temperatura de fusdo pode ser calculada

utilizando a equacao: T, = 81,5+16,6(log[Na+])+0,41(fraccao G+C) -
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(0,63% de formamida)- (600/N), em que N ¢é o comprimento da
sonda. A pré-hibridacdo pode ser realizada em 6X SSC, 5X
reagente de Denhardt, 0,5% de SDS, 100 pg/mL de ADN de esperma
de salmao fragmentado desnaturado ou 6X SSC, b5X reagente de
Denhardt, 0,5% de SDS, 100 pg/mL de ADN de esperma de salméao
fragmentado desnaturado, 50% de formamida. As fdérmulas para as
solugdes SSC e de Denhardt sao encontradas, e. g., em Sambrook

et al., supra.

A hibridacdo é conduzida por adicdo da sonda detectdvel as
solugdes de pré-hibridacao listadas acima. Nos casos em que a
sonda compreende ADN de cadeia dupla, este é desnaturado antes
da adigdo a solugdo de hibridacdao. O filtro ¢é colocado em
contacto com a solucao de hibridacdao durante um periodo de tempo
suficiente para permitir que a sonda hibride com os ADNc ou ADN
gendémicos contendo sequéncias complementar a isso ou hombélogas a
isso. Para sondas com mais de 200 nucledétidos de comprimento, a
hibridacao pode ser realizada a 15-25 °C abaixo da Tm. Para
sonda mails curtas, tais como sondas oligonucleotidicas, a
hibridacdo pode ser —conduzida a 5-10 °C abaixo da Tg.
Tipicamente, ©para hibridagbdes em 6X SSC, a hibridagao ¢é
conduzida a aproximadamente 68 °C. Geralmente, para hibridacdes
em solucgdes contendo 50% de formamida, a hibridacdo € conduzida

a aproximadamente 42 °C. Todas as hibridag¢des anteriores sao

consideradas como sendo sob condigdes de restringéncia elevada.

Apbés a hibridacdo, o filtro é lavado para remover dqualquer
sonda detectdvel 1ligada nado especificamente. A restringéncia
utilizada para lavar os filtros pode também ser variada
dependendo da natureza  dos acidos nucleicos hibridados,
comprimento dos acidos nucleicos hibridados, grau de
complementaridade, composicao da sequéncia de nucledtidos

(e. g., teor de GC vs. AT) e tipo de &cido nucleico (e. g., ADN
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vs. ARN). Os exemplos de lavagens em condic¢des de restringéncia
progressivamente mais elevadas sao como se seguem: 2X SSC, 0,1%
de SDS a temperatura ambiente durante 15 minutos (restringéncia
baixa); 0,1X SSC, 0,5% de SDS a temperatura ambiente durante
30 minutos a 1 hora (restringéncia moderada); 0,1X SSC, 0,5% de
SDS durante 15 a 30 minutos entre a temperatura de hibridacao e
68 °C (restringéncia elevada); e 0,15 M de NaCl durante
15 minutos a 72 °C (restringéncia muito elevada). Uma lavagem
final de restringéncia baixa pode ser conduzida em 0,1X SSC a
temperatura ambiente. Os exemplos acima sao meramente
ilustrativos de um conjunto de condigdes gue podem @ ser
utilizadas para lavar filtros. Uma especialista na técnica sabe
que existem numerosos protocolos para lavagens com diferentes

restringéncias. Alguns outros exemplos sao apresentados abaixo.

Os &cidos nucleicos que hibridaram com a sonda podem ser
identificados por autorradiografia ou outras técnicas

convencionails.

O processo acima pode ser modificado para identificar os
dcidos nucleicos que tém niveis menores de homologia com a
sequéncia da sonda. Por exemplo, para obter &cidos nucleicos de
menor homologia com a sonda detectdvel, podem ser utilizadas
condig¢cdes menos restringentes. Por exemplo, a temperatura de
hibridacao pode ser diminuida em incrementos de 5 °C de 68 °C a
42 °C num tampdo de hibridacdo tendo uma concentracdo de Na' de
aproximadamente, 1 M. Apds hibridagdo, o filtro pode ser lavado
com 2X SSC, 0,5% de SDS na temperatura de hibridacdao. Estas
condigdes sao consideradas como sendo condigdes “moderadas”
acima de 50 °C e condig¢des “baixas” abaixo de 50 °C. Um exemplo
especifico de condigdes de hibridacdao “moderada” € quando a

hibridacao acima ¢é conduzida a 55 °C. Um exemplo especifico de
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condicdes de hibridacdo de “restringéncia baixa” ¢é quando a

hibridacao acima é conduzida a 45 °C.

Alternativamente, a hibridacdo pode ser realizada em
tampdes, tal como 6X SSC, contendo formamida a uma temperatura
de 42 °C. Neste caso, a concentragado de formamida no tampdao de
hibridagcao pode ser reduzida incrementos de 5% desde 50% a 0%
para identificar clones tendo niveis menores de homologia com a
sonda. Apdés hibridacdo, o filtro pode ser lavado com 6X SSC,
0,5% de SDS a 50 °C. Estas condic¢des sado consideradas como sendo
condig¢des “moderadas” acima de 25% de formamida e condigdes
“baixas” abaixo de 25% de formamida. Um exemplo especifico de
condig¢des de hibridacao “moderadas” é quando a hibridacdo acima
¢ conduzida a 30% de formamida. Um exemplo especifico de
condicdes de hibridacdo de “restringéncia baixa” ¢é quando a

hibridacao acima é conduzida a 10% de formamida.

Por exemplo, o0s métodos anteriores podem ser utilizados para
isolar 4&cidos nucleicos tendo uma sequéncia com, pelo menos,
cerca de 99%, pelo menos, 98%, pelo menos, 97% ou, pelo menos,
95% de homologia com uma sequéncia de 4&acidos nucleicos como
apresentada na SEQ ID N°:1, sequéncias substancialmente
idénticas a isso, ou fragmentos compreendendo, pelo menos, cerca
de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400,
ou 500 bases consecutivas da mesma, e as sequéncias
complementares a quaisquer das sequéncias anteriores. A
homologia pode ser medida utilizando um algoritmo de
alinhamento. Por exemplo, o0s polinucledétidos hombélogos podem ter
uma sequéncia codificante que ¢é uma variante alélica de
ocorréncia natural de uma das sequéncias codificantes aqui
descritas. Tals variantes alélicas podem ter uma substituicgao,

delecdo ou adicdo de um ou mais nucledtidos quando comparadas a
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uma sequéncia de acidos nucleicos como apresentado na

SEQ ID N°:1 ou as suas sequéncias complementares.

Adicionalmente, 0s processos acima podem ser utilizados para
isolar 4cidos nucleicos codificando polipéptidos tendo, pelo
menos, cerca de 99% ou, pelo menos, 95% de homologia com um
polipéptido que tem uma sequéncia como apresentada na
SEQ ID N°:2, sequéncias substancialmente idénticas a isso, ou
fragmentos compreendendo, pelo menos, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 50, 75, 100 ou 150 aminodcidos consecutivos da mesma como
determinado utilizando um algoritmo de alinhamento de sequéncias
(e. g., tal como o algoritmo FASTA versao 3.0t78 com os

parémetros de defeito).

Um outro aspecto da invencdo é um polipéptido isolado ou
purificado como discutido acima. Tais polipéptidos podem ser
obtidos através de introducdo de um &acido nucleico codificand o
polipéptido num vector de modo que a sequéncia codificante
esteja ligada operativamente a uma sequéncia capaz de dirigir a
expressado do polipéptido codificado numa célula hospedeira
adequada. Por exemplo, o vector de expressao pode compreender um
promotor, um local de ligacdo a ribossoma para iniciacao da
traducdo e um terminador de transcricdo. O vector pode também

incluir sequéncias apropriadas para amplificar a expressao.

Os promotores adequados para expressar o polipéptido ou um
seu fragmento em bactérias incluem os promotores lac ou trp de
E. coli, o promotor lacI, o promotor lacz, o promotor T3, O
promotor T7, o promotor gpt, o promotor Iambda Py, ©O promotor
lambda P;, promotores de operdes que codificam enzimas
glicoliticas, tais como 3-fosfoglicerato <cinase (PGK) e o
promotor da fosfatase &cida. Os promotores fungicos incluem o
promotor do factor V. 0Os promotores eucaridéticos incluem o
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promotor precoce imediato de CMV, o promotor da timidina cinase
de HSV, promotores de choque térmico, o promotor precoce e
tardio de sSv4ao, LTR de retrovirus e o) promotor de
metalotioneina-I de murganho. Outros promotores conhecidos por
controlarem a expressao de genes em células procaridéticas ou

eucaridéticas ou nos seus virus podem também ser utilizados.

Os vectores de expressao de mamiferos podem também
compreender uma origem de replicacdo, dquaisquer locais de
ligagdo a ribossoma necessarios, um local de poliadenilacgao,
locais dadores e aceitadores de splice, sequéncia de terminacao
de transcricado e sequéncias nao transcritas flanqueadoras 5’. Em
alguns aspectos, as sequéncias de ADN derivadas dos locais de
splice e de poliadenilacdao de SV40 podem ser utilizadas para

proporcionar os elementos genéticos nao transcritos requeridos.

Os vectores para expressar o polipéptido ou um seu fragmento
em células eucaridéticas podem também conter intensificadores
para aumentar niveis de expressadao. Os intensificadores séao
elementos de actuacgdao cis de ADN, habitualmente desde cerca de
10 a cerca de 300 pb de comprimento que actuam num promotor para
aumentarem a sua transcrigéo. Os exemplos incluem o)
intensificador de SV40 no lado tardio dos pb 100 a 270 da origem
de replicagao, 0 intensificador do promotor precoce de
citomegalovirus, o intensificador de polioma no lado tardio da

origem de replicacgcdao e os intensificadores de adenovirus.

Além disso, o0s vectores de expressao contém tipicamente um
ou mais genes marcadores de seleccdo para permitirem a seleccao
de células hospedeiras contendo o vector. Tais marcadores de
selecgdo incluem genes que codificam a di-hidrofolato redutase
ou genes que conferem resisténcia a neomicina para cultura de

células eucariéticas, genes que conferem resisténcia a
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tetraciclina ou ampicilina em E. coli, e o gene TRP1 de

S. cerevisiae.

O ADN da sonda utilizado para isolar selectivamente o ADN
alvo de interesse do ADN derivado de, pelo menos, um
microrganismo pode ser uma sequéncia de regido codificante de
tamanho total ou uma sequéncia parcial de regido codificante de
ADN para uma enzima de actividade conhecida. A biblioteca de ADN
original pode ser sondada utilizando misturas de sondas
compreendendo, pelo menos, uma porg¢ao da sequéncia de ADN gue
codifica uma enzima tendo actividade enzimadtica especificada.
Estas sondas ou bibliotecas de sondas podem ser de cadeia
simples e o ADN microbiano gque €& sondado pode ser convertido na
forma de cadeia simples. As sondas que sao adequadas sao aquelas
que sao derivadas de ADN que codifica enzimas tendo actividade
semelhante ou idéntica a actividade enzimdtica especificada que

é para ser rastreada.

O ADN da sonda pode ter, pelo menos, cerca de 10 bases ou,
pelo menos, 15 bases. Num aspecto, a regido codificante inteira
pode ser utilizada como uma sonda. As condigdes para a
hibridacdo em que o ADN alvo é isolado selectivamente através da
utilizacdao de, pelo menos, uma sonda de ADN, serdao concebidas
para proporcionar uma restringéncia de hibridagdo de, pelo
menos, cerca de 50% de identidade de sequéncia, mais
particularmente, uma restringéncia que proporciona uma

identidade de sequéncia de, pelo menos, cerca de 70%.

O ADN da sonda pode ser “marcado” com um parceiro de um par
de ligacédo especifico (i. e., um ligando) e o outro parceiro do
par é ligado a uma matriz sdélida para proporcionar facilidade de
separagdao do alvo da sua fonte. O ligando e o parceiro de

ligacéao especifico podem ser seleccionados, em qualquer
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orientacdo, do seguinte: (1) um antigénio ou hapteno e um
anticorpo ou um seu fragmento especifico de ligacao; (2) biotina
ou iminobiotina e avidina ou estreptavidina; (3) um acgucar e uma
lecitina especifica para este; (4) uma enzima e um inibidor para
esta; (5) um apoenzima e um cofactor; (6) oligonucledtidos
homopoliméricos complementares; e (7) uma hormona e um receptor
para esta. A fase sdélida pode ser seleccionada de: (1) uma
superficie de vidro ou polimérica; (2) uma coluna empacotada de
esferas poliméricas; e (3) particulas magnéticas ou

paramagnéticas.

A sequéncia de ADN apropriada pode ser introduzida no vector
através de uma variedade de processos. Em geral, a sequéncia de
ADN estd ligada a posicdo desejada no vector, apds digestdo da
insercdo e do vector com endonucleases de restricdo apropriadas.
Alternativamente, extremidades rombas na insercdo e no vector
podem ser ligadas. Uma variedade de técnicas de clonagem &
divulgada em Ausubel et al. Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley and Sons, Inc. 1997 e Sambroock et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2@ Ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989. Tais processos e outros

consideram-se dentro do dmbito dos especialistas na técnica.

O vector pode ser, por exemplo, na forma de um plasmideo,
uma particula wviral ou um fago. Outros vectores incluem
sequéncias de ADN cromossomal, nao cromossomal e sintético,
derivados de Sv40; plasmideos bacterianos, ADN fagico,
baculovirus, plasmideos de levedura, vectores derivados de
combinacgdes de plasmideos e de ADN féagico, ADN viral tal como
vaccinia, adenovirus, virus da variola avidria e pseudorraiva.
Uma variedade de vectores de clonagem e expressao para

utilizacdo com hospedeiros procaridéticos e eucaridticos séao
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descritos por Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory

Manual, Segunda Edicdo, Cold Spring Harbor, N.I., (1989).

Os vectores bacterianos particulares que podem ser
utilizados, incluem os plasmideos comercialmente disponiveis
compreendendo elementos genéticos do vector de clonagem Dbem
conhecido PBR322 (ATCC 37017), PKK223-3 (Pharmacia Fine
Chemicals, Uppsala, Suécia), GEM1 (Promega Biotec, Madison, WI,
EUA) pQE70, pQE60, pQE-9 (Qiagen), pDl0, psiX1l74 pBluescript II
KS, pNHBA, pNHl6a, pNH18A, pNH46A (Stratagene), ptrc99a, pKK223-
3, PKK233-3, pDR540, ©pRIT5 (Pharmacia), pKK232-8 e pCM7. Os
vectores eucaridticos particulares incluem pSV2CAT, p0G44, pXT1,
pSG (Stratagene) pSVK3, pRBPV, pMSG e pSVL (Pharmacia). Contudo,
qualquer outro vector pode ser utilizado desde que seja

replicédvel e vidvel na célula hospedeira.

A célula hospedeira pode ser qualquer das células
hospedeiras familiares aos especialistas na técnica, incluindo
células procaridticas, células eucaridéticas, células de
mamiferos, células de insecto ou células vegetais. Como exemplos
representativos de hospedeiros apropriados, podem ser
mencionados: células bacterianas, tais como E. coli,
Streptomyces, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Salmonella
typhimurium e varias espécies dentro do género Pseudomonas,
Streptomyces e Staphylococcus, células fungicas, tal como
Aspergillus, levedura, tais como guaisquer espécies de Pichia,
Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Schwanniomyces, incluindo
Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, ou
Schizosaccharomyces  pombe, células de insecto, tais como
Drosophila S2 e Spodoptera Sf9, células animais, tais como CHO,
COS ou melanoma de Bowes, e adenovirus. A seleccdao de um
hospedeiro apropriado esta dentro das capacidades dos
especialistas na técnica.
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O vector pode ser introduzido nas células hospedeiras
utilizando qualquer de uma variedade de técnicas, incluindo
transformacao, transfeccao, transducdo, infeccdo viral, pistolas
génicas ou transferéncia génica mediada por Ti. Os métodos
particulares incluem transfeccgao com fosfato de cdlcio,
transfeccgao mediada por DEAE-Dextrano, lipofeccéo ou
electroporacao (Davis, L., Dibner, M., Battey, I., Basic Methods

in Molecular Biology, (1986)).

Sempre que apropriado, as células hospedeiras manipuladas
podem ser cultivadas em meios nutrientes convencionais
modificados como apropriado para activar promotores, seleccionar
transformantes ou amplificar o8 genes da invencéao. Apds
transformacdao de uma estirpe hospedeira adequada e crescimento
da estirpe hospedeira até uma densidade celular apropriada, o
promotor seleccionado pode ser induzido por meios apropriados
(e. g., deslocamento de temperatura ou inducdo quimica) e as
células podem ser cultivadas durante um periodo adicional para
permitir que produzam o polipéptido desejado ou um seu

fragmento.

As células sao tipicamente recolhidas por centrifugacao,
quebradas por meios quimicos ou fisicos e o extracto em bruto
resultante ¢é retido para purificacdo adicional. As células
microbianas utilizadas para expressao de proteinas podem ser
quebradas através de qualgquer método conveniente, incluindo
ciclos de congelamento-descongelamento, sonicacao, quebra
mecdnica ou utilizacdo de agentes de lise celular. Tais métodos
sdo bem conhecidos dos especialistas na técnica. O polipéptido
expresso ou um seu fragmento pode ser recuperado e purificado a
partir de culturas celulares recombinantes por métodos incluindo

precipitagcdao com sulfato de amdénio ou etanol, extracgao acida,
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cromatografia de permuta idénica ou catidnica, cromatografia de
fosfocelulose, cromatografia de interaccéao hidrofdébica,
cromatografia de afinidade, cromatografia de hidroxilapatite e
cromatografia de lecitina. Podem ser utilizados passos de
re—-enrolamento de proteina, como necessario, para completar a
configuracdao do polipéptido. Se desejado, pode ser utilizada
cromatografia liquida de elevado desempenho (HPLC) para passos

finais de purificacéao.

Varios sistemas de cultura de células de mamifero podem
também ser utilizados para expressar a proteina recombinante. Os
exemplos de sistemas de expressao de mamifero incluem as linhas
C0S-7 de fibroblastos de rim de macaco (descritas por Gluzman,
Cell, 23:175, 1981) e outras linhas celulares capazes de
expressar proteinas a partir de um vector compativel, tais como

as linhas celulares Cl127, 3T3, CHO, Hela e BHK.

As construgdes em células hospedeiras podem ser utilizadas
de um modo convencional para produzir o produto génico
codificado pela sequéncia recombinante. Dependendo do hospedeiro
utilizado num processo de producao recombinante, os polipéptidos
produzidos por células hospedeiras contendo o vector podem ser
glicosilados ou podem ser nao glicosilados. Os polipéptidos da
invengdo podem ou nao também incluir um residuo de aminocdcido de
metionina inicial. Detalhes adicionais que se referem a
expressao recombinante de proteinas estdao disponiveis para os
especialistas na técnica. Por exemplo, Protein Expression: 2
Practical Approach (Practical Approach Series por S. J. Higgins
(Editor), B. D. Hames (Editor) (Julho 1999) Oxford University
Press; ISBN: 0199636249 proporciona ampla orientacdo para os
especialistas na técnica para a expressao de proteinas numa

vasta variedade de organismos.
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Alternativamente, os polipéptidos da invencao podem ser
produzidos sinteticamente por sintetizadores de péptidos
convencionais. Em outros aspectos, os fragmentos ou porcgdes dos
polipéptidos podem ser utilizados para produzir o polipéptido de
tamanho total correspondente por sintese peptidica; deste modo,
os fragmentos podem ser utilizados como intermedidrios para

produzir os polipéptidos de tamanho total.

Como conhecido dos especialistas na técnica, as sequéncias
de 4cidos nucleicos da invencgdo podem ser optimizadas para
expressao numa variedade de organismos. Num aspecto, as
sequéncias da invencao sao optimizadas para utilizacdao de codéao
num organismo de interesse, e. g., um fungo, tal como
S. cerevisiae ou uma bactéria, tal como E. coli. A optimizacéo
de sequéncias de &cidos nucleicos para fins de wutilizacdo de
coddo é bem entendida na técnica para se referir a seleccdo de
um codado particular favorecido por um organismo para codificar
um aminodcido particular. As tabelas de utilizagdo de codéo
optimizada sao conhecidas para muitos organismos. Por exemplo,
ver Transfer RNA 1in Protein Synthesis por Dolph L. Hatfield,
Byeong J. Lee, Robert M. Pirtle (Editor) (Julho 1992) CRC Press;
ISBN: 0849356989. Assim, a invencdo também inclui &cidos
nucleicos da invencao adaptados para a utilizacdo de codao de um

organismo.

A expressdo optimizada de sequéncias de acidos nucleicos da
invencado também se refere a mutagénese dirigida ou aleatdria de
um acido nucleico para conduzir a expressadao aumentada da
proteina codificada. A mutagénese dos 4&acidos nucleicos da
invencao  pode directa ou indirectamente proporcionar um
rendimento aumentado da proteina expressa. A titulo de exemplo
ndao limitativo, as técnicas de mutagénese aqui descritas podem

ser wutilizadas para efectuar a mutacdao da regidao 5’ néao
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traduzida, regido 3’ nado traduzida ou regido codificante de um
dcido nucleico, cuja mutacdo pode resultar em estabilidade
aumentada ao nivel de ARN ou proteina, resultando assim num

rendimento aumentado de proteina.

Os sistemas de traducado sem células podem também ser
utilizados para produzir um dos polipéptidos da invencao,
utilizando ARNm transcritos a partir de uma construgdo de ADN
compreendendo um promotor ligado operativamente a um Aacido
nucleico que codifica o polipéptido ou um seu fragmento. Em
alguns aspectos, a construgao de ADN pode ser linearizada antes
de ser conduzida uma reacgao de transcrigdo in vitro. O ARNm
transcrito é depois incubado com um extracto de tradugdo sem
células apropriado, tal como um extracto de reticuldcito de
coelho, para produzir o polipéptido desejado ou um seu

fragmento.

A invencdao também se refere a variantes dos polipéptidos da
invengdo. O termo “variante” inclui derivados ou andlogos destes
polipéptidos. Em particular, as variantes podem diferir na
sequéncia de aminodcidos dos polipéptidos da invencdo, e de
sequéncias substancialmente idénticas a estas, por uma ou mais
substituicdes, adicdes, delecdes, fusdes e truncamentos, gue

podem estar presentes em gualquer combinacédo.

As variantes podem ser de ocorréncia natural ou criadas
in vitro. Em particular, tais variantes podem ser criadas
utilizando técnicas de engenharia genética, tais como mutagénese
dirigida, mutagénese quimica aleatdria, processos de delecao por
Exonuclease ITI e técnicas de clonagem convencionais.
Alternativamente, tais variantes, fragmentos, andlogos ou
derivados podem ser criados utilizando processos de modificacéao

ou sintese quimica.
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Outros métodos para fazer variantes sao também familiares
aos especialistas na técnica. Estes incluem processos em Jgue
sequéncias de 4&cidos nucleicos obtidas a partir de isolados
naturais sdo modificadas para produzir 4&cidos nucleicos que
codificam polipéptidos gue tém as caracteristicas gue aumentam o
seu valor em aplicagdes industriais ou laboratoriais. Em tais
processos, um grande numero de sequéncias variantes tendo uma ou
mais diferencas de nucledtido relativamente a sequéncia obtida a
partir do isolado natural sdo produzidas e caracterizadas.
Tipicamente, estas diferencas de nucledtidos resultam em
alteracdes de aminodcidos relativamente aos polipéptidos

codificados pelos acidos nucleicos de isolados naturais.

Por exemplo, as variantes podem ser criadas utilizando PCR
propensa ao erro. Na PCR propensa ao erro, a PCR é a realizada
sob condicdes em que a fidelidade da ADN polimerase é baixa, de
modo que é obtida uma taxa elevada de mutagdes pontuais ao longo
da totalidade do comprimento do produto de PCR. A PCR propensa
ao erro & descrita em Leung, D.W., et al., Technique, 1:11-15,
1989) e Caldwell, R. C. e Joyce G.F., PCR Methods Applic., 2:28-
33, 1992. Resumidamente, em tais processos, o0s &acidos nucleicos
a serem mutados sdo misturados com iniciadores de PCR, tampdao de
reacgao, MgCl,, MnC1l,, Tag polimerase e uma concentracgao
apropriada de dNTP para conseguir uma taxa elevada de mutacdes
pontuais ao longo da totalidade do comprimento do produto de
PCR. Por exemplo, a reacgao pode ser realizada wutilizando
20 fmoles de &cido nucleico para ser mutado, 30 pmole de cada
iniciador de PCR, tampdo de reaccdo compreendendo 50 mM de KC1,
10 mM de Tris HC1 (pH 8,3) e 0,01% de gelatina, 7 mM de MgCl,,
0,5 mM de MnCl;, 5 unidades de Tag polimerase, 0,2 mM de dGTP,
0,2 mM de dATP, 1 mM de dCTP e 1 mM de dTTP. A PCR pode ser

realizada durante 30 ciclos de 94 °C durante 1 minuto, 45 °C
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durante 1 minuto e 72 °C durante 1 min. Contudo, deve ser
entendido que estes pardmetros podem  ser alterados como
apropriado. Os &cidos nucleicos mutados sdo clonados num vector
apropriado e as actividades dos polipéptidos codificados pelos

acidos nucleicos mutados sdo avaliadas.

As variantes podem também ser criadas utilizando mutagénese
dirigida por oligonucledétido para produzir mutacgdes especificas
de local em qualquer ADN clonado de interesse. A mutagénese por
oligonucleétido € descrita em Reidhaar-0O’son, J.F. e Sauer,
R.T., et al., Science, 241:53-57, 1988. Resumidamente, em tais
processos uma pluralidade de oligonucledétidos de cadeia dupla
gque contém uma ou mais mutagdes a serem introduzidas no ADN
clonado sao sintetizados e introduzidos no ADN clonado a ser
mutado. Os clones contendo o ADN mutado sao recuperados e as

actividades dos polipéptidos que codificam sdao avaliadas.

Um outro método para produzir variantes €& PCR de montagem. A
PCR de montagem envolve a montagem de um produto de PCR a partir
de uma mistura de pequenos fragmentos de ADN. Um grande numero
de diferentes reacgdes de PCR ocorre em paralelo no mesmo
frasquinho, com o0s produtos de uma reacgcdo a iniciarem os
produtos de uma outra reaccdo. A PCR de montagem é descrita no
Pedido de Patente U.S. N° de série 08/677112 apresentado em 9 de
Julho de 1996, pendente, intitulado, Método de “DNA Shuffling
with Polynucleotides Produced by Blocking or interrupting a

Synthesis or Amplification Process”.

Ainda um outro método de produzir variantes é a mutagénese
por PCR sexual. Na mutagénese por PCR sexual, recombinacao
homdéloga forcada ocorre entre moléculas de ADN de sequéncia de
ADN diferente mas altamente relacionada in vitro, como resultado

de fragmentagcdo aleatdria da molécula de ADN Dbaseada em
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homologia de sequéncia, seguida por fixacdo do cruzamento por
extensdao de iniciador numa reacgcdao de PCR. A mutagénese por PCR
sexual é descrita em Stemmer, W.P., PNAS, USA, 91:10747-10751,
1994. Resumidamente, em tais processos uma pluralidade de acidos
nucleicos a serem recombinados sao digeridos com DNase para
gerar fragmentos que tém um tamanho médio de 50-200 nucledtidos.
Os fragmentos de tamanho médio desejado sao purificados e
ressuspensos numa mistura de PCR. A PCR € conduzida sob
condigdes que facilitam a recombinagdo entre os fragmentos de
dcidos nucleicos. Por exemplo, a PCR pode ser realizada por
ressuspensao dos fragmentos purificados a uma concentracao de
10-30 ng/:1 numa solucdo de 0,2 mM de cada dNTP, 2,2 mM de mgCl,,
50 mM de KCl, 10 mM de Tris HC1l pH 9,0 e 0,1% de Triton X-100,
2,5 unidades de Tag polimerase por 100:1 da mistura de reaccgao é
adicionado e a PCR é realizada utilizando o seguinte regime:
94 °C durante 60 segundos, 94 °C durante 30 segundos, 50-55 °C
durante 30 segundos, 72 °C durante 30 segundos (30-45 vezes) e
72 °C durante 5 minutos. Contudo, deve ser entendido esse estes
paré@metros podem ser alterados como apropriado. Em alguns
aspectos, oligonucledétidos podem ser incluidos nas reaccgdes de
PCR. Em outros aspectos, o fragmento Klenow da ADN polimerase I
pode ser utilizado num primeiro conjunto de reaccgdes de PCR e a
Tag polimerase pode ser utilizada num subsequente conjunto de
reacgbes de PCR. As sequéncias recombinantes sao isoladas e as

actividades dos polipéptidos que codificam sdo avaliadas.

As variantes podem também ser criadas através de mutagénese
in vivo. Em alguns aspectos, mutacdes aleatdrias numa sequéncia
de interesse sdo geradas através de propagacao da sequéncia de
interesse numa estirpe bacteriana, como uma estirpe de E. coli,
que contém mutagdes em uma ou mais das vias de reparagao de ADN.
Tal estirpe “mutadora” tem uma taxa mails elevada de mutacéao

aleatdéria do gque agquela de tipo selvagem parental. A propagacgao
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de ADN numa destas estirpes ird produzir eventualmente mutacdes
aleatdrias dentro do ADN. As estirpes mutadoras adequadas para
utilizacdo em mutagénese in vivo sado descritas na Publicagao de
PCT N° WO 91/16427, publicada em 31 de Outubro de 1991,
intitulada “Methods for Phenotype Creation from Multiple Gene

Populations”.

Variantes podem também ser produzidas utilizando mutagénese
de cassete. Na mutagénese de cassete, uma pequena regido de uma
molécula de ADN de cadeia dupla € substituida com uma “cassete”
de oligonucledtido sintético que difere da sequéncia nativa. O
oligonucledétido contém frequentemente a sequéncia nativa

totalmente e/ou parcialmente aleatorizada.

A mutagénese de conjunto recursivo pode também ser utilizada
para produzir variantes. A mutagénese de conjunto recursivo €& um
algoritmo para engenharia de proteina (mutagénese de proteina)
desenvolvido para produzir populacdes diversas de mutantes
relacionados fenotipicamente, cujos membros diferem na sequéncia
de aminodcidos. Este método utiliza um mecanismo de feedback
para controlar ciclos sucessivos de mutagénese combinatdria de
cassete. A mutagénese de conjunto recursivo é descrita em Arkin,

A.P. e Youvan, C.C., PNAS, USA, 89:7811-7815, 1992.

Em alguns aspectos, as variantes sdao criadas wutilizando
mutagénese de conjunto exponencial. A mutagénese de conjunto
exponencial é um processo para produzir bibliotecas
combinatdérias com uma percentagem elevada de mutantes uUnicos e
funcionais, em que pequenos grupos de residuos sao aleatorizados
em paralelo para identificar, em cada posicdao alterada, os
aminodcidos que conduzem a proteinas funcionais. A mutagénese de

conjunto exponencial é descrita em Delegrave, S. e Youvan, D.C.,

Biotechnol. Res., 11:1548-1552, 1993. As mutagéneses aleatdrias
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e dirigidas sao descritas em Arnold, F.H., Current Opinion in

Biotechnology, 4:450-455, 1993.

Em alguns aspectos, as variantes sdao criadas wutilizando
processos de arranjo combinatdérico em que porgdes de uma
pluralidade de acidos nucleicos codificando polipéptidos
distintos sao fundidas em conjunto para criar sequéncias de
acidos nucleicos gquiméricos que codificam polipéptidos
quiméricos como descrito no Pedido de Patente U.S. N° de série
08/677112 apresentado em 9 de Julho de 1996, pendente,
intitulado “Method of DNA Shuffling with Polynucleotides
Produced by Blocking or interrupting a Synthesis or
Amplification Process” e no Pedido de Patente U.S. N° de série
08/651568 apresentado em 22 de Maio de 199¢, intitulado

“Combinatorial Enzyme Development”.

As variantes dos polipéptidos da invencdo podem ser
variantes em que um ou mais dos residuos de aminodcidos dos
polipéptidos da invengcao sao substituidos com residuos de
aminodcidos conservados ou ndo conservados (e. g., um residuo de
aminodcido conservado) e tal residuo de aminodcido substituido

pode ou nao ser um codificado pelo cdédigo genético.

As substituicdes conservadoras sdo agquelas que substituem um
dado aminodcido num polipéptido por outro aminodcido de
caracteristicas semelhantes. Sao vistas tipicamente como
substituicdes conservadoras as seguintes substituicdes:
substituicdes de um aminodcido alifatico, tais como Ala, Val,
Leu e Ile com um outro aminodcido alifdtico; substituicdo de um
Ser com uma Thr ou vice-versa; substituicdo de um residuo
acidico, tais <como Asp e Glu com outro residuo acidico;
substituicdo de um residuo gque contém um grupo amida, tais como

Asn e Gln, com outro residuo gue contém um grupo amida; troca de
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um residuo basico, tais como Lys e Arg com outro residuo béasico;
e substituicdo de um residuo aromdtico, tailis como Phe, Tyr com

outro residuo aromdtico.

Outras variantes sao aquelas em gque um ou mais dos residuos
de aminocdcidos dos polipéptidos da invencdo incluem um grupo

substituinte.

Ainda outras variantes sdo aguelas em que o polipéptido esta
associado com outro composto, tal como um composto para aumentar

a semi-vida do polipéptido (por exemplo, polietilenoglicol).

Variantes adicionais sdo aquelas em gue aminodacidos
adicionais sao fundidos ao polipéptido, tais como uma sequéncia
lider, uma sequéncia secretora, uma sequéncia de proproteina ou
uma sequéncia que facilita a purificagdo, enrigquecimento ou
estabilizacdo do polipéptido. Em alguns aspectos, os derivados e
os andlogos retém a mesma fungdo ou actividade bioldgica gue os
polipéptidos da invencao e podem incluir uma proproteina, de
modo que o fragmento, derivados ou andlogo pode ser activado por
clivagem da porgao proproteina para produzir um polipéptido

activo.

Optimizar coddes para conseguir niveis elevados de expressao

proteica em células hospedeiras

A  invencdo proporciona métodos para modificar Acidos
nucleicos que codificam fitases para modificar a utilizacado de
codao. Num aspecto, a 1invencdo proporciona métodos para
modificar coddes num 4&acido nucleico codificando uma fitase para
aumentar ou diminuir a sua expressao numa célula hospedeira. A

invengdo também proporciona 4acidos nucleicos codificando uma
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fitase modificada para aumentar a sua expressdao numa célula
hospedeira, enzimas fitases assim modificadas e métodos para
fazer as enzimas fitases modificadas. O método compreende
identificar um codado *“nao preferido” ou “mencos preferido” em
dcido nucleico codificando uma fitase e substituir um ou mais
destes coddes nao preferidas ou menos preferidos com um *“codéo
preferido” codificando o mesmo aminodcido que o codao
substituido e, pelo menos, um coddao nao preferido ou menos
preferido no Aacido nucleico foi substituido por um codéao
preferido que codifica o mesmo aminodcido. Um codéo preferido é
um codao sobre-representado em sequéncias codificantes em genes
na célula hospedeira e um codao nao preferido ou menos preferido
é um codado sob-representado em sequéncias codificantes nos genes

na célula hospedeira.

As células hospedeiras para expressar os 4acidos nucleicos,
cassetes de expressao e vectores da invengao incluem bactérias,
leveduras, fungos, células vegetais, células de insecto e
células de mamifero. Assim, a invengdo proporciona métodos para
optimizar a utilizacdo de coddo em todas estas células, 4&cidos
nucleicos de coddo alterado e polipéptidos feitos pelos &cidos
nucleicos de codao alterado. As células hospedeiras
exemplificativas incluem Dbactérias Gram negativas, tais como
Escherichia coli e Pseudomonas fluorescens; Dbactérias Gram
positivas, tais como Lactobacillus gasseri, Lactococcus lactis,
Lactococcus cremoris, Bacillus subtilis. As células hospedeiras
exemplificativas incluem também organismos eucaridticos, e. g.,
varias leveduras, tais como Saccharomyces Sp., incluindo
Saccharomyces  cerevisiae, Schizosaccharomyces  pombe, Pichia
pastoris e Kluyveromyces lactis, Hansenula polimorpha,
Aspergillus niger e células de mamifero e linhas celulares, e

célula de insecto e linhas celulares. Assim, a invencgdo inclui
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também &cidos nucleicos e polipéptidos optimizados para a

expressao nestes organismos e espécies.

Por exemplo, o0s coddes de um acido nucleico codificando uma
fitase isolada de uma célula bacteriana sdo modificados de modo
que o Aacido nucleico € optimamente expresso numa célula
bacteriana diferente da bactéria da qual a fitase foi derivada,
um levedura, um fungo, uma célula vegetal, uma célula de insecto
ou uma célula de mamifero. 0Os métodos para optimizar coddes séao
bem conhecidos na técnica, ver, e. g., Patente U.S. N° 5795737;
Baca (2000) Int. J. Parasitol. 30:113-118; Hale (1998) Protein
Expr. Purif. 12:185-188; Narum (2001) Infect. Immun. 69:7250-
7253. Ver também Narum (2001) infect. Immun. 69:7250-7253, que
descreve a optimizacdao de coddes em sistemas de murganho;
Outchkourov (2002) Protein Expr. Purif. 24:18-24, que descreve a
optimizacdo de coddes em levedura; Feng (2000) Biochemistry
39:15399-15409, qgue descreve a optimizacdo de coddes em E. coli;
Humphreys (2000) Protein Expr. Purif. 20:252-264, que descreve a
optimizacdo da wutilizacdao de coddo que afecta a secrecao em

E. coli.

Animais ndo humanos transgénicos

Os animais nao humanos transgénicos podem compreender um
dcido nucleico, um polipéptido, uma cassete de expressdo ou um
vector ou uma célula transfectada ou transformada da invencao.
Os animais nao humanos transgénicos podem ser, e. g., cabras,
coelhos, carneiros, porcos, vacas, ratos e murganhos,
compreendendo os 4acidos nucleicos da invencdo. Estes animais
podem ser utilizados, e. g., como modelos in vivo para estudar a
actividade de fitase ou como modelos para rastrear para

moduladores da actividade de fitase in vivo. As sequéncias
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codificantes para dque o0s polipéptidos a serem expressos nos
animais ndao humanos transgénicos podem ser concebidos para serem
constitutivos ou sob o controlo de factores reguladores
transcricionais induziveis ou especificos de tecido, especificos
de desenvolvimento. Os animais nao humanos transgénicos podem
ser concebidos e gerados utilizando qualgquer método conhecido na
técnica; ver, e. g., Patente U.S. N° 6211428; 6187992; 6156952;
6118044; 6111166; 6107541; 5959171; 5922854; 5892070; 5880327;
5891698; 5639940; 5573933; 5387742; 5087571, que descrevem
descrevendo a preparacao e utilizacdao de células e 0vos
transformados e murganhos, ratos, coelhos, carneiros, porcos e
vacas transgénicos. Ver também, e. g., Pollock (1999) J.
Immunol. Methods 231:147-157, que descreve a produgao de
proteinas recombinantes no leite de animais leiteiros
transgénicos; Baguisi (1999) Nat. Biotechnol. 17:456-461, que
demonstra a producgdo de cabras transgénicas. A Patente U.S.
N° 6211428 descreve a preparacao e utilizacdao de mamiferos nao
humanos transgénicos gque expressam nos seus cérebros uma
construcdo de &acido nucleico compreendendo uma sequéncia de ADN.
L Patente U.S. N° 5387742 descreve a injeccgadao de sequéncias de
ADN recombinantes ou sintéticas c¢lonadas em ovos de murganho
fertilizados, implantacdo dos ovos injectados em fémeas pseudo-
gravidas e crescimento de murganhos transgénicos cujas células
expressam as proteinas relacionadas com a patologia da doenca de
Alzheimer. A Patente U.S. N° 6187992 descreve a preparacgao e
utilizacdao de murganhos transgénicos cujo genoma compreende uma
interrupgao do gene que codifica a proteina precursora amildide

(APP) .
Os “animais com gene inactivado” podem também ser

utilizados. Por exemplo, num aspecto, o0s animais transgénicos ou

modificados compreendem um “animal com gene inactivado”, e. g.,
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um “murganho com gene inactivado”, manipulado para nao expressar

ou para ser incapaz de expressar uma fitase.

Noutro aspecto, sao proporcionados organismos nao humanos
transgénicos que contém uma sequéncia heterdloga que codifica
uma fitase da invencao (e. g., as modificagdes de sequéncia
enumeradas especificamente da SEQ ID N°:2). Varios métodos para
fazer os animais transgénicos podem ser utilizados. Em termos
gerais, trés de tais métodos podem ser utilizados. Num de tal
método, um embrido na fase pronuclear (um *“embrido de célula
tinica”) € recolhido a partir de uma fémea e o transgene ¢é&
microinjectado no embriao, caso em qgue © transgene sera
integrado cromossomicamente nas células germinais e células
somdticas do animal maduro resultante. Noutro tal método,
células estaminais embriondrias sdo isoladas e o transgene ai
incorporado por electroporacado, transfeccdo de plasmideo ou
microinjeccdo, seguida por reintroducdo das células estaminais
no embrido onde colonizam e contribuem para a linha germinal.
Métodos para microinjeccdo de espécies de mamiferos @séao

descritos na Pat. U.S. N° 4873191.

Ainda noutro método exemplificativo, células embriondrias
sdo infectadas com um retrovirus contendo o transgene, pelo que
as células germinais do embrido tém o transgene ai integrado
cromossomicamente. Quando os animais a serem feitos transgénicos
sdao aves, porque os ovos fertilizados de aves avangam para
divisdo celular durante as primeiras vinte horas no oviducto, a
microinjecgdo no pronucleo do ovo fertilizado é problemdatica
devido a inacessibilidade do pronucleo. Deste modo, dos métodos
para fazer animais transgénicos descritos genericamente acima, a
infeccdao por retrovirus é preferida para espécie aviarias, por
exemplo, como descrito na Pat. U.S. N° 5162215. Se a micro-

injeccao for para ser utilizada com espécies avidrias, contudo,
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pode ser utilizado um processo publicado por Love et al.,
(Biotechnol., 12, jan 1994), em gque o embrido é obtido a partir
de uma galinha sacrificada, aproximadamente, duas horas e meia
apdés a postura do ultimo ovo, o transgene ¢ microinjectado no
citoplasma do disco germinal e o embrido é cultivado numa casca
hospedeira até a maturidade. Quando os animais a serem feitos
transgénicos sao bovinos ou porcinos, a microinjeccdao pode ser
dificultada pela opacidade dos ovos fazendo assim com que oS
nicleos sejam dificeis de identificar através de microscopia de
contraste por interferéncia diferencial tradicional. Para
superar este problema, o0s ovos podem ser primeiro centrifugados

para segregar o0s pronucleos para melhor visualizacgéao.

Num aspecto, o©0s “animais nado humanos” incluem animais
bovinos, porcinos, ovinos e aviadrios (e. g., vaca, porco,
carneiro, galinha). Os *“animais nao humanos transgénicos” da

invencao sdo produzidos por introducdao de *“transgenes” na linha
germinal do animal ndo humano. As células alvo embriondrias em
varias fases de desenvolvimento sdo utilizadas para introduzir
transgenes. Sado utilizados métodos diferentes, dependendo da
fase de desenvolvimento da célula alvo embriondria. O zigoto é
melhor alvo para a micro-injeccdo. A utilizacdo de zigotos como
alvo para a transferéncia génica tem uma importante vantagem uma
vez que na maioria dos casos o ADN injectado serd incorporado no
gene hospedeiro antes da primeira clivagem (Brinster et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:4438-4442, 1985).
Consequentemente, todas as células do animal nao humano
transgénico 1irdo conter o transgene incorporado. Isto também
serd reflectido genericamente na transmissdo eficiente do
transgene a prole do animal wuma vez dque 50% das células

germinais ird abrigar o transgene.
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Num aspecto, 0 termo “transgénico” é utilizado para
descrever um animal que inclui material genético exdgeno dentro
de todas as suas células. Um animal “transgénico” pode ser
produzido por reproducdo cruzada de dois animais quiméricos que
incluem material genético exdgeno dentro das células utilizadas
na reprodugao. Vinte e cinco porcento da prole resultante seréd
transgénica, 1i. e., animais que incluem o material genético
exdgeno dentro de todas as suas células em ambos os alelos, 50%
dos animais resultantes incluird o material genético exdgeno
dentro de um alelo e 25% nado incluirda nenhum material genético

exdégeno.

Num aspecto, um método de microinjeccao ¢é wutilizado. O
transgene ¢ digerido e purificado 1livre de qualquer ADN de
vector, e. g., por electroforese em gel. Num aspecto, o)
transgene inclui um promotor operativamente associado que
interage <com proteinas celulares envolvidas em transcricgao,
resultando no final em expressao constitutiva. Os promotores
Uteis nesta consideracao incluem aqueles de citomegalovirus
(CMV), virus da leucemia de Moloney (MLV) e virus do herpes,
assim como os aqueles de genes que codificam a metalotionina,
actina esquelética, P-enolpiruvate carboxilase (PEPCK) ,
fosfoglicerato (PGK), DHFR e timidina cinase. Os promotores para
repeti¢cdes terminais longas virais (LTR), tal como do virus do
sarcoma de Rous sao também utilizados. Quando os animais a serem
feitos transgénicos sao avidarios, os promotores preferidos podem
incluir aqueles para o gene da b-globina de galinha, gene da
lisozima de galinha e o virus da leucose aviadria. As construgdes
Uteis no transfeccdao de plasmideos de célula estaminais
embriondrias irdo empregar elementos reguladores adicionais bem
conhecidos na técnica, tais como elementos intensificadores para

estimular a transcricao, aceitadores de splice, sinais de

183



terminacdo e poliadenilacdo e locais de ligacdo a ribossoma para

permitir a traducao.

A  infeccado retroviral pode também ser utilizada para
introduzir transgenes num animal nao humano, como descrito
acima. O embrido nao humano em desenvolvimento pode ser
cultivado in vitro até a fase de Dblastocisto. Durante este
tempo, o0s blastdédmeros podem ser alvos para infeccdo retroviral
(Jaenich, R., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73:1260-1264, 1976). A
infecgdo eficiente dos Dblastémeros € obtida por tratamento
enzimdtico para remover a zona pelicida (Hogan, et al. (1986) em
Manipulating the Mouse Embryo, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.I.). O sistema do vector viral
utilizado  para introduzir o) transgene é tipicamente um
retrovirus de replicacdo defeituosa gue contém o transgene
(Jahner, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 6927-6931, 1985;
van der Putten, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 6148-
6152, 1985). A transfeccadao ¢ facil e eficientemente obtida
através do cultivo dos blastdmeros numa monocamada de células
produtoras de virus (van der Putten, supra, Stewart, et al.,
EMBO J. 6: 383-388, 1987). Alternativamente, a infeccao pode ser
realizada numa fase posterior. O virus ou células produtoras de
virus podem ser injectados no blastocélio (D. Jahner et al.,
Nature 298: 623-628, 1982). A maioria dos animais receptores
sera mosaico relativamente ao transgene uma vez que a
incorporacado ocorre apenas num subconjunto das células gue
formam o animal nao humano transgénico. Além disso, o animal
receptor pode conter varias insercgdes retrovirais do transgene
em posicgdes diferentes no genoma que habitualmente irdo segregar
na prole. Além disso, é também possivel introduzir transgenes na
linha germinal, embora com baixa eficiéncia, por infeccao
retroviral intrauterina do embrido em gestacao média (D. Jahner

et al., supra).
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Um terceiro tipo de célula alvo para a introducao de
transgenes € a célula estaminal embriondria (ES). As células ES
sdo obtidas a partir de embrides pré-implantados cultivados
in vitro e fundidos com embrides (M. J. Evans et al., Nature
292:154-156, 1981; M. O. Bradley et al., Nature 309:255-258,
1984; Gossler, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:9065-9069,
1986; e Robertson et al., Nature 322:445-448, 1986) . Os
transgenes podem ser introduzidos eficientemente nas células ES
por transfeccdao de ADN ou por transducado mediada por retrovirus.
Tais células ES transformadas podem ser posteriormente
combinadas com blastocistos de um animal ndo humano. As células
ES posteriormente colonizam o embrido e contribuem para a linha
germinal do animal quimérico resultante. (para revisao ver

Jaenisch, R., Science 240:1468-1474, 1988).

Num aspecto, “transformada” significa uma célula dentro da
qual (ou numa sua antepassada) foi introduzida, através de
técnicas de Acidos nucleicos recombinantes, uma molécula de
acido nucleico heterdlogo. “Heterdlogo” refere-se a uma
sequéncia de &dcidos nucleicos que é origindria de outra espécie
ou estd modificada da sua forma original ou da forma primeiro

expressa na célula.

Num aspecto, o “transgene” significa qualquer porg¢ado de ADN
que é introduzida numa célula por artificio e torna-se parte de
genoma do organismo (i. e., integrado estavelmente ou como um
elemento extracromossomal estdvel) que se desenvolve a partir
dessa célula. Tal transgene pode incluir um gene que € parcial
ou totalmente heterdlogo (1. e., estranho) ao organismo
transgénico, ou pode representar um gene homdélogo para um gene
enddégeno do organismo. Incluido dentro desta definicdo estd um

transgene criado ao proporcionar uma sequéncia de ARN que é
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transcrita em ADN e depois incorporada no genoma. Os transgenes
da invencado incluem sequéncias de ADN codificando fitases ou
polipéptidos tendo actividade de fitase e incluem
polinucledtidos, os quails podem ser expressos num animal nao
humano transgénico. Como aqui utilizado, o termo *“transgénico”
inclui adicionalmente gqualquer organismo cujo genoma for
alterado através de manipulacdo in vitro do embrido inicial ou
do ovo fertilizado ou por qualquer tecnologia transgénica para
induzir uma inactivacdao de gene especifica. A expressao
“inactivacdo de gene”, como aqui utilizada, refere-se a
interrupcdo direccionada de um gene in vivo com perda completa
da funcao que foi conseguida por qualquer tecnologia transgénica
familiar aos especialistas na técnica. Num aspecto, o0s animais
transgénicos tendo inactivacdes de genes sao aqueles em que O
gene alvo fol tornado nao funcional por uma insercdo dirigida ao

gene a ser tornado nao funcional por recombinacdao homdloga.

Num aspecto, o) termo “transgénico” inclui qualguer
tecnologia transgénica familiar aos especialistas na técnica que
pode produzir um organismo contendo um transgene introduzido ou
um organismo em que um gene enddégeno foi tornado nao funcional

ou “inactivado”.

O transgene a ser utilizado na realizacdo da presente
invencao ¢ uma sequéncia de ADN compreendendo uma sequéncia
codificante para uma fitase ou um polipéptido tendo actividade
de fitase. Num aspecto, um polinucledétido tendo uma sequéncia
como apresentada na SEQ ID N°:1 ou uma sequéncia codificando um
polipéptido que tem  uma sequéncia como apresentada na
SEQ ID N°:2 é o transgene, tal como o termo ¢ aqui definido.
Sempre que apropriado, sequéncias de ADN codificando proteinas
tendo actividade de fitase, mas diferem na sequéncia de &acidos

nucleicos devido a degenerescéncia do cédigo genético, podem
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também ser aqui utilizadas, assim como podem formas truncadas,

variantes alélicas e homdélogos inter—-espécies.

Num aspecto, apds um embrido ser microinjectado, colonizado
com células estaminais embriondrias transfectadas ou infectado
com um retrovirus contendo o transgene (excepto para a pratica
em espécies avidrias que € abordada noutra parte deste
documento), o embrido ¢é implantado no oviducto de uma fémea
pseudo-gravida. A consequente descendéncia ¢é testada para a
incorporagdao do transgene ©por andlise de transferéncia de
Southern de amostras de sangue ou tecido, wutilizando sondas
especificas para o transgene. PCR é particularmente util nesta
fase. A descendéncia positiva (GO0) & reproduzida por cruzamento
para produzir prole (Gl) que ¢é analisada para expressao do
transgene por andlise de transferéncia de Northern de amostras

de tecido.

Num aspecto, 0Ss métodos compreendem o) aumento da
incorporacgcao de fdésforo no animal transgénico e/ou diminuicdo da
quantidade de polltant nas fezes do organismo transgénico em
cerca de 15%, cerca de 20% ou cerca de 20%, a cerca de 50% ou

mais.

Num aspecto, o0s animais contemplados sdao aqueles animais
habitualmente considerados como animais domesticos, incluindo
animais de estimacao (e. g., espécies caninas, felinas,
avidrias, etc.) e agqueles Uuteis para o processamento de
alimentos, 1i. e., avidrios, tais como galinhas e perus para a
produgdo de carne e ovos, ovinos tal como cordeiro, bovinos,
tais como gado produtor de carne e vacas leiteiras, peixes e
porcinos. Num aspecto, estes animais sdo referidos como
“transgénicos” quando tal animal teve uma sequéncia de ADN

heterdélogo, ou uma ou mals sequéncias de ADN adicionais
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normalmente enddgenas ao animal (referidas colectivamente aqui
como “transgenes’”) integradas cromossomicamente nas células
germinais do animal. O animal transgénico (incluindo a sua
descendéncia) tera também o transgene integrado fortuitamente

nos cromossomas de células somdticas.

Metodologias de Rastreio e dispositivos de Monitorizacéo

“Em—-1linha”

Na pratica dos métodos da invencao, uma variedade de
dispositivos e metodologias podem ser utilizados em conjunto com
0os polipéptidos e 4&cidos nucleicos da invencdo, e. g., para
rastrear polipéptidos para actividade de fitase, para rastrear
compostos como potenciais moduladores da actividade (e. g.,
potenciacao ou inibicao da actividade enzimatica), para
anticorpos que se ligam a um polipéptido da invencao, para
dacidos nucleicos que hibridam com um &dcido nucleico da invencgao

e semelhantes.

Suportes Sélidos para Enzimas Imobilizadas

As enzimas fitase, o0s seus fragmentos e os &acidos nucleicos
que codificam as enzimas e fragmentos podem ser fixados a um
suporte sdélido. Isto é frequentemente econdmico e eficiente na
utilizacdo das fitases em processos industriais. Por exemplo, um
consércio ou cocktail de enzimas fitase (ou dos seus fragmentos
activos), que sdo utilizadas numa reacg¢do quimica especifica,
pode ser ligado a um suporte sélido e mergulhado num vaso
reaccional de ©processo. A reaccdo enzimatica ©pode ocorrer.
Depois, o suporte sdélido pode ser removido para fora do wvaso

reaccional, em conjunto com as enzimas ai fixadas, para
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utilizacédo repetida. Numa forma de realizagdo da inveng¢ado, um
dcido nucleico isolado da invengdo ¢é afixado a um suporte
s6lido. Numa outra forma de realizagdao da invencgao, o suporte
sélido € seleccionado do grupo de um gel, uma resina, um
polimero, um cerdmico, um vidro, um microelétrodo e qualquer sua

combinacao.

Por exemplo, Os suportes sdlidos uUteis nesta invencéo
incluem géis. Alguns exemplos de géis incluem sepharose,
gelatinA, glutaraldeido, glutaraldeido tratado com quitosano,
albumina-glutaraldeido, quitosano-Xantano, gel toyopearl (gel
polimérico), alginato, alginato-polilisina, carragenina,
agarose, glioxil-agarose, agarose magnética, dextrano—-agarose,
hidrogel de poli(sulfonato de carbamoilo), hidrogel de BSA-PEG,
dalcool polivinilico fosforilado (PVd), monoaminoetil-N-

aminoetilo (MANA), amino ou gualquer sua combinacao.

Um outro suporte sdélido Util na presente invengdo é resinas
ou polimeros. Alguns exemplos de resinas ou polimeros incluem
celulose, acrilamida, nylon, rayon, poliéster, resina de permuta
anidénica, AMBERLITE™ XAD-7, AMBERLITE™ XAD-8, AMBERLITE™ IRA-94,
AMBERLITE™ TIRC-50, polivinilo, poliacrilico, polimetacrilato ou
qualquer sua combinacdo. Um outro tipo de suporte sdélido Gtil na
presente invencdo € a cerédmica. Alguns exemplos incluem cerémica
ndo porosa, ceradmica porosa, SiO;, Al;0;. Um outro tipo de
suporte sdélido util na presente invencdo € o vidro. Alguns
exemplos incluem vidro nado poroso, vidro poroso, vidro de
aminopropilo ou qualguer sua combinagdo. Um outro tipo de
suporte sé6lido que pode ser utilizado € um microelétrodo. Um
exemplo é uma magnetite revestida com polietilenoimina.
Particulas grafiticas podem ser utilizadas como um suporte
sélido. Um outro exemplo de um suporte sdélido & uma célula, tal

como um glébulo vermelho.
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Métodos de imobilizacdo

Existem muitos métodos que sado conhecidos de um especialista
na técnica para imobilizar enzimas ou os seus fragmentos, ou
dcidos nucleicos, num suporte sdélido. Alguns exemplos de tais
métodos incluem, e. g., producdo de gota electrostdtica, meios
electroquimicos, por adsorcao, por ligacgao covalente, ©por
reticulacao, por uma reacgao ou processo quimico, por
encapsulacdo, por captura, por alginato de cédlcio ou por
poli(metacrilato de 2-hidroxietilo). Métodos semelhantes sao
descritos em Methods 1in Enzymology, Immobilized Enzymes and
Cells, Part C. 1987. Academic Press. Editado por S. P. Colowick
e N. 0. Kaplan. Volume 136; e Immobilization of Enzymes and
Cells. 1997. Humana Press. Editado por G. F. Bickerstaff.

Series: Methods in Biotechnology, Editado por J. M. Walker.

Matrizes Capilares

Matrizes capilares, tal como a GIGAMATRIX™, Diversa
Corporation, San Diego, CA, podem ser utilizadas nos métodos da
invencdo. Os &4cidos nucleicos ou polipéptidos da invencao podem
ser 1imobilizados ou aplicados a uma matriz, incluindo matrizes
capilares. As matrizes podem ser utilizadas para rastrear ou
monitorizar bibliotecas de composicdes (e. g., moléculas
pequenas, anticorpos, dcidos nucleicos, etc.) para a sua
capacidade de se ligarem ou modularem a actividade de um Aacido
nucleico ou um polipéptido da invengao. As matrizes capilares
proporcionam um outro sistema para fixar e rastrear amostras.
Por exemplo, um dispositivo de rastreio de amostras pode incluir
uma pluralidade de capilares formados numa matriz de capilares

adjacentes, em que cada capilar compreende, pelo menos, uma
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parede que define um lumen para reter uma amostra. O dispositivo
pode ainda incluir material intersticial disposto entre
capilares adjacentes na matriz e uma ou mais indicacédo de
referéncia formada dentro do material intersticial. Um capilar
para rastrear uma amostra, em que o capilar estd adaptado para
ser ligado a uma matriz de capilares, pode incluir uma primeira
parede que define um lumen para reter a amostra e uma segunda
parede formada de um material filtrante, para filtrar energia de

excitacdo proporcionada ao lumen para excitar a amostra.

Um polipéptido ou &acido nucleico, e. g., um ligando, pode
ser introduzido num primeiro componente em, pelo menos, uma
porcdo de um capilar de uma matriz capilar. Cada capilar da
matriz capilar pode compreender, pelo menos, uma parede gue
define um lumen para reter o primeiro componente. Uma bolha de
ar pode ser introduzida no capilar atrdas do primeiro componente.
Um segundo componente pode ser introduzido no capilar, em gue o
segundo componente & separado do primeiro componente através da
bolha de ar. Uma amostra de interesse pode ser introduzida como
um primeiro liquido marcado com uma particula detectdavel num
capilar de uma matriz capilar, em que cada capilar da matriz
capilar compreende, pelo menos, uma parede que define um luamen
para reter o primeiro liquido e a particula detectdavel, e em que
a pelo menos uma parede é revestida de um material de ligacao
para ligar a particula detectdvel a pelo menos uma parede. O
método pode ainda incluir remover o primeiro liquido do tubo
capilar, em que a particula detectdvel ligada ¢ mantida dentro

do capilar e introduzir um segundo liquido no tubo capilar.

A matriz capilar pode incluir uma pluralidade de capilares
individuais compreendendo, pelo menos, uma parede exterior que
define um lumen. A parede exterior do capilar pode ser uma ou

mais paredes fundidas em conjunto. De modo semelhante, a parede
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pode definir um lumen gque é cilindrico, quadrado, sextavado ou
qualquer outra forma geométrica desde que as paredes formem um
limen para retencdo de um ligquido ou amostra. Os capilares da
matriz capilar podem ser fixos em conjunto em intima proximidade
para formar uma estrutura planar. Os capilares podem ser ligados
em conjunto, ao serem fundidos (e. g., quando os capilares séao
feitos de wvidro), colados, ligados ou agarrados lado-a-lado. A
matriz capilar pode ser formada de qualquer numero de capilares
individuais, por exemplo, um da gama de 100 a 4000000 capilares.
Uma matriz capilar pode formar uma placa de microtitulagao tendo
cerca de 100000 ou mais capilares individuais 1ligados em

conjunto.

Matrizes ou "BioChips”

Os 4acidos nucleicos ou polipéptidos da invencdo podem ser
imobilizados ou aplicados a uma matriz. As matrizes podem ser
utilizadas para rastrear ou monitorizar bibliotecas de
composicdes (e. g., moléculas pequenas, anticorpos, acidos
nucleicos, etc.) para a sua capacidade de ligacao ou modulacgéao
da actividade de um 4&cido nucleico ou um polipéptido da
invencao. Por exemplo, num aspecto da invencdo, um parédmetro
monitorizado é a expressdo de transcrito de um gene de fitase.
Umn ou mais ou todos o0s transcritos de uma célula podem ser
medidos por hibridacdo de uma amostra compreendendo transcritos
da célula ou 4acidos nucleicos representativos ou complementares
a transcritos de uma célula, por hibridacdo a 4acidos nucleicos
imobilizados numa matriz ou “biochip”. Ao utilizar uma “matriz”
de acidos nucleicos num microchip, alguns ou todos 0s
transcritos de uma célula podem ser quantificados
simultaneamente. Alternativamente, matrizes compreendendo &acidos

nucleicos gendmicos podem também ser utilizados para determinar
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o gendtipo de uma estirpe recentemente manipulada feita pelos
métodos da invencado. “Matrizes de polipéptidos” podem também ser
utilizadas para quantificar simultaneamente uma pluralidade de

proteinas.

Em aspectos alternativos, “matrizes” ou “micromatrizes” ou
“biochips” ou “chips” da invencao compreendem uma pluralidade de
elementos alvo para além de um 4dcido nucleico e/ou um
polipéptido ou péptido da invencao; cada elemento alvo pode
compreender uma quantidade definida de um ou mais polipéptidos
(incluindo anticorpos) ou &acidos nucleicos 1imobilizados sobre
numa drea definida de uma superficie de substrato, como

discutido mais detalhadamente abaixo.

A presente invencado pode ser praticada com qualgquer “matriz”
conhecida, também referida como “micromatriz” ou “matriz de
dcido nucleico” ou “matriz de ©polipéptido” ou “matriz de
anticorpo” ou “biochip” ou suas variacbes. As matrizes séo
genericamente uma pluralidade de “pontos” ou “elementos alvo”,
cada elemento alvo compreendendo uma quantidade definida de uma
ou mais moléculas bioldgicas, e. g., oligonucledétidos,
imobilizados sobre uma &rea definida de uma superficie de
substrato para ligacdo especifica a uma molécula de amostra,

e. g., transcritos de ARNm.

Na pratica dos métodos da invencdo, dqualquer matriz e/ou
método conhecido para fazer e wutilizar matrizes pode ser
utilizado na totalidade ou em parte, ou as suas variacgdes, como
descrito, por exemplo, nas patentes U.S. N° 6277628; 6277489;
6261776; 6258606; 6054270; 6048695; 6045996; 6022963; 6013440;
5965452; 5959098; 5856174; 5830645; 5770456; 5632957; 5556752;
5143854; 5807522; 5800992; 5744305; 5700637; 5556752; 5434049;
ver também, e. g., documentos WO 99/51773; WO 99/09217;
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WO 97/46313; WO 96/17958; ver também, e. g., Johnston (1998)
Curr. Biol. 8:rl171-r174; Schummer (1997) Biotechniques 23:1087-
1092; Kern (1997) Biotechniques 23:120-124; Genes, Chromosomes &
Cancer 20:399-407; Bowtell (1999) Nature Genetics Supp. 21:25-
32. Ver também  Pedidos de Patente U.S. Publicados  N°
20010018642; 20010019827; 20010016322; 20010014449; 20010014448;
20010012537; 20010008765.

Polipéptidos e péptidos

A invencdo proporciona polipéptidos isoclados, sintéticos ou
recombinantes tendo uma sequéncia de aminodcidos com, pelo
menos, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia para
a SEQ ID N°:2 e codificados por um polinucledétido compreendendo
uma especifica e opcionalmente, pelo menos, uma, duas, trés,
quatro, c¢inco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze ou todas
as treze modificacgdes especificas adicionais de seqguéncia de
pares de bases nucleotidicos para a SEQ ID N°:1, descritos
acima, ou tendo uma sequéncia de aminodcidos compreendendo uma
especifica e opcionalmente, pelo menos, uma, duas, trés, quatro,
cinco, seils, sete, oito, nove, dez, onze, doze ou todas as treze
modificagdes adicionais de residuos de aminodcidos para a
SEQ ID N°:2, descritos acima. Para referéncia, a SEQ ID N°:2

“parental” sinteticamente produzida é:

Met Lys Ala Ile Leu Ile Pro Phe Leu Ser Leu Leu Ile Pro Leu Thr

1 5 10 15

Pro Gln Ser Ala Phe Ala GIn Ser Glu Pro Glu Leu Lys Leu Glu Ser

20 25 30
Val Val 1le Val Ser Arg His Gly Val Arg Ala Pro Thr Lys Ala Thr
35 40 45
Gln Leu Met Gln Asp Val Thr Pro Asp Ala Trp Pro Thr Trp Pro Val
50 55 60
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Lys Leu Gly Glu Leu Thr Pro Arg Gly Gly Glu Leu Ile Ala Tyr Leu
65 70 75 80
Gly His Tyr Trp Arg Gin Arg Leu Val Ala Asp Gly Leu Leu Pro Lys
85 90 95
Cys Gly Cys Pro Gln Ser Gly GIn Val Ala Ile Ile Ala Asp Val Asp
100 105 110
Glu Arg Thr Arg Lys Thr Gly Glu Ala Phe Ala Ala Gly Leu Ala Pro
115 120 125
Asp Cys Ala lle Thr Val His Thr Gln Ala Asp Thr Ser Ser Pro Asp
130 135 140
Pro Leu Phe Asn Pro Leu Lys Thr Gly Val Cys GIn Leu Asp Asn Ala
145 150 155 160
Asn Val Thr Asp Ala Ile Leu Glu Arg Ala Gly Gly Ser Ile Ala Asp
165 170 175
Phe Thr Gly His Tyr Gin Thr Ala Phe Arg Glu Leu Glu Arg Val Leu
180 185 190
Asn Phe Pro Gin Ser Asn Leu Cys Leu Lys Arg Glu Lys Gln Asp Glu
195 200 205
Ser Cys Ser Leu Thr GIn Ala Leu Pro Ser Glu Leu Lys Val Ser Ala
210 215 220
Asp Cys Val Ser Leu Thr Gly Ala Val Ser Leu Ala Ser Met Leu Thr
225 230 235 240
Glu Ile Phe Leu Leu Gln Gin Ala Gln Gly Met Pro Glu Pro Gly Trp
245 250 255
Gly Arg lle Thr Asp Ser His Gln Trp Asn Thr Leu Leu Ser Leu His
260 265 270
Asn Ala GIn Phe Asp Leu Leu Gin Arg Thr Pro Glu Val Ala Arg Ser
275 280 285
Arg Ala Thr Pro Leu Leu Asp Leu lle Lys Thr Ala Leu Thr Pro His
290 295 300
Pro Pro Gln Lys Gln Ala Tyr Gly Val Thr Leu Pro Thr Ser Val Leu
305 310 315 320
Phe Ile Ala Gly His Asp Thr Asn Leu Ala Asn Leu Gly Gly Ala Leu
325 330 335
Glu Leu Asn Trp Thr Leu Pro Gly Gln Pro Asp Asn Thr Pro Pro Gly
340 345 350
Gly Glu Leu Val Phe Glu Arg Trp Arg Arg Leu Ser Asp Asn Ser Gin
355 360 365
Trp lle Gin Val Ser Leu Val Phe Gln Thr Leu Gln GIln Met Arg Asp
370 375 380
Lys Thr Pro Leu Ser Leu Asn Thr Pro Pro Gly Glu Val Lys Leu Thr
385 390 395 400
Leu Ala Gly Cys Glu Glu Arg Asn Ala Gln Gly Met Cys Ser Leu Ala
405 410 415
Gly Phe Thr Gln lle Val Asn Glu Ala Arg [le Pro Ala Cys Ser Leu
420 425 430
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como divulgada no documento US2005/246780.

A sequéncia de fitase parental SEQ ID N°:2, codificada por,
e. g., SEQ ID N°:1, qgue mostra as modificacdes de sequéncia
geradas por mutagénese de saturacdo de local génico (GSSM)

seleccionados para construcdo da biblioteca GeneReassembly™ &

mostrada na Figura 8.

Num aspecto, o0s polipéptidos e péptidos da invencdo tém
actividade de fitase. Em aspectos alternativos, também podem ser
uteis como, e. g., sondas de marcacao, antigénios, toleragénios,

motivos, sitios activos de fitase.

Em aspectos alternativos, os polipéptidos e péptidos da
invencao sao sintéticos ou sao polipéptidos produzidos
recombinantemente. Os péptidos e proteinas podem ser
recombinantemente expressos 1in vitro ou in vivo. Os péptidos e
polipéptidos da invencdao podem ser feitos e isolados utilizando
qualgquer método conhecido na técnica. Os polipéptidos e péptidos
da invengdao podem ser também sintetizados, totalmente ou em
parte, utilizando métodos quimicos bem conhecidos na técnica.
Ver, e. g., Caruthers (1980) Nucleic Acids Res. Symp. Ser. 215-
223; Horn (1980) Nucleic Acids Res. Symp. Ser. 225-232; Banga,
A.K., Therapeutic Peptides and Proteins, Formulation, Processing
and Delivery Systems (1995) Technomic Publishing Co., Lancaster,
PA. Por exemplo, a sintese ©peptidica pode ser realizada
utilizando varias técnicas de fase sdélida (ver, e. g., Roberge
(1995) Science 269:202; Merrifield (1997) Methods Enzymol.
289:30 13) e sintese automatizada pode ser realizada, e. g.,
utilizando o Sintetizador de Péptidos ABI 431A (Perkin Elmer) de

acordo com as instrugdes fornecidas pelo fabricante.
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As enzimas e polinucledétidos da presente invencao podem ser
proporcionados numa forma isolada ou purificados até a
homogeneidade. O polipéptido de fitase da invencdo pode ser
obtido utilizando qualquer um de diversos métodos convencionais.
Por exemplo, os polipéptidos de fitase podem ser produzidos num
sistema de expressao recombinante convencional (como aqui
descrito), sintetizados quimicamente (embora um tanto limitados
a pequenos fragmentos peptidicos de fitase) ou purificados a
partir de organismos em dque sao naturalmente expressos. Os
métodos de expressao recombinante Uteis incluem hospedeiros

mamiferos, hospedeiros microbianos e hospedeiros vegetais.

Em aspectos alternativos, os polipéptidos e péptidos da
invencao compreendem “aminodcidos” ou “sequéncias de
aminodcidos” que sdo oligopéptidos, péptidos, polipéptidos ou
sequéncias de proteina, ou alternativamente, sao fragmentos,
porcdes ou subunidades de alguns destes, e moléculas sintéticas

ou de ocorréncia natural.

Em aspectos alternativos, os polipéptidos ou proteinas
“recombinantes” da invencadao incluem (referem-se) polipéptidos ou
proteinas produzidas por técnicas de ADN recombinante; e. g.,
produzidos a partir de células transformadas por uma construgao
de ADN exdgeno que codifica o polipéptido ou proteina desejada.
Os &acidos nucleicos (incluindo oligonucledtidos), polipéptidos
ou proteinas “sintéticos” da invencao incluem aqueles preparados
por sintese quimica, como aqui descrito em detalhe. Em aspectos
alternativos, 0s polipéptidos ou proteinas da invencao
compreendem aminodcidos ligados uns aos outros através de
ligacdes peptidicas ou ligagdes peptidicas modificadas, i. e.,
isoésteres peptidicos, e podem conter aminocdcidos modificados
diferentes dos 20 aminodcidos codificados geneticamente. Os

polipéptidos podem ser modificados através de  processos
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naturais, tal como processamento pds-traducdo, ou por técnicas
de modificacdo quimica que sao bem conhecidas no campo técnico.
As modificacdes podem ocorrer em qualquer lugar no polipéptido,
incluindo na estrutura peptidica, nas cadeias laterais dos
aminodcidos e nos terminais amino ou carboxilo. Deve ser
entendido gue o mesmo tipo de modificacgdo pode estar presente no
mesmo ou em graus varidveis em diversos locais num dado
polipéptido. Também um dado polipéptido pode ter muitos tipos de
modificacdes, por exemplo, acetilacao, acilacao,
ADP-ribosilacao, amidacao, ligacdo covalente de flavina, ligacao
covalente de uma unidade hémica, ligacdao covalente de um
nucledétido ou derivado de nucledtido, ligagao covalente de um
lipido ou derivado de lipido, ligacao covalente de um
fosfatidilinositol, ciclizacao por reticulacao, formacao de
ligagao persulfureto, desmetilacdo, formagdo de reticulagdes
covalentes, formacdao de cisteina, formacdao de piroglutamato,
formilacdo, gama-carboxilacdo, glicosilacdo, formacdo de é&ncora
de GPI, hidroxilacéao, iodinacao, metilacao, miristoilacao,
oxidacao, pegilacao, processamento proteolitico, fosforilacao,
prenilacao, racemizacao, selenoilacao, sulfatacao e adicéo
mediada por transferéncia de ARN de amino &dcidos para proteina,

tal como arginilacéo.

Em aspectos alternativos, os polipéptidos ou as proteinas
“sintéticas” sdo aquelas preparadas por sintese quimica. Os
métodos de sintese peptidica quimica de fase sdlida podem também
ser utilizados para sintetizar o polipéptido ou fragmentos da
invencdo. Tal método €& conhecido na técnica desde o inicio dos
anos de 1960 (Merrifield, R. B., J. Am. Chem. Soc., 85:2149-
2154, 1963) (ver também Stewart, J. M. and Young, J. D., Solid
Phase Peptide Synthesis, 2@ ed., Pierce Chemical Co., Rockford,
ITT., pp. 11-12)) e tém sido recentemente utilizados em kits de

desenho e sintese peptidica laboratorial comercialmente
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disponiveis (Cambridge Research Biochemicals). Tais kits
laboratoriais comercialmente disponiveis utilizam habitualmente
0s ensinamentos de H. M. Geysen et al. Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA, 81:3998 (1984) e proporcionam a sintese de péptidos nas
pontas de um multitude de “varas” ou “pinos” todos os quais
estdo conectados a wuma Unica placa. Quando tal sistema é
utilizado, uma placa de varas ou pinos é invertida e introduzida
numa segunda placa de pogos ou reservatdrios correspondentes,
que contém solugbes para ligar ou ancorar um aminodcido
apropriado as pontas das varas ou pinos. Ao repetir um tal passo
de processo, 1i. e., invertendo e introduzindo as pontas das
varas e pinos em solucgdes apropriadas, os aminodcidos séo
construidos em péptidos desejados. Além disso, um numero de
sistemas de sintese peptidica de FMOC esta disponivel. Por
exemplo, a montagem de um polipéptido ou fragmento pode ser
realizada num suporte sdélido wutilizando um sintetizador de
péptidos automatizado modelo 431A da Applied Biosystemas, Inc.
Tal equipamento proporciona pronto acesso aos péptidos da
invencao, por sintese directa ou por sintese de uma série de
fragmentos que podem ser acoplados utilizando outras técnicas

conhecidas.

Em aspectos alternativos, os péptidos e polipéptidos da
invencdo sdo glicosilados. A glicosilacdo pode ser adicionada
pdés—-traducao guimicamente ou por mecanismos biossintéticos
celulares, em que o Ultimo incorpora a utilizacdo de motivos de
glicosilacdo conhecidos, os quails podem ser nativos a sequéncia
ou podem ser adicionados como um péptido ou adicionados na
sequéncia codificante de &cidos nucleicos. A glicosilacdo pode

ser ligada por O ou ligada por N, ou uma sua combinacdo.

Em aspectos alternativos, os péptidos e polipéptidos da

invencao, como acima definidos, compreendem formas “miméticas” e
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“peptidomiméticas”, em parte ou na totalidade. Num aspecto, o0s
termos “mimético” e “peptidomimético” refere-se a um composto
quimico sintético que tem substancialmente as mesmas
caracteristicas estruturais e/ou funcionais dos polipéptidos da
invencdo. O mimético pode ser composto totalmente de andalogos
sintéticos, ndo naturais de aminodcidos ou € uma molécula
quimérica de aminodcidos parcialmente naturais e de andlogos
parcialmente ndo naturais de aminodcidos. O mimético pode também
incorporar qualgquer quantidade de substituicg¢des conservadoras de
aminodcidos naturais, desde qgue tais substituicdes também nao
alteram substancialmente a estrutura e/ou actividade do
mimético. Como com os polipéptidos da invencado que sao variantes
conservadores, a experimentacdo de rotina determinarda se um
mimético estd dentro do ambito da invencao, i. e., que a sua
estrutura e/ou funcdo ndo estd substancialmente alterada. Assim,
num aspecto, uma composicdao mimética estd dentro do ambito da

invengcdo se tiver uma actividade de fitase.

Em aspectos alternativos, os péptidos e polipéptidos da
invencdo tém sequéncias compreendendo a modificacgdo especifica
para a SEQ ID N°:2, como definida acima, e também substituicgdes
conservadoras gque podem ou nao modificar a actividade, e. g.,
actividade enzimatica. Em aspectos alternativos, as
substitui¢des conservadoras sao aquelas gue substituem um dado
aminodcido num polipéptido por outro aminoacido de
caracteristicas semelhantes. Em aspectos alternativos, as
substituic¢des conservadoras sado as seguintes substituicgdes:
substituigdes de um aminodcido alifatico, tais como Ala, Val,
Leu e Ile com um outro aminodcido alifdtico; substituicdo de um
Ser com uma Thr ou vice-versa; substituicdo de um residuo
acidico, tais <como Asp e Glu com outro residuo acidico;
substituicdao de um residuo que contém um grupo amida, tais como

Asn e Gln, com outro residuo gue contém um grupo amida; troca de
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um residuo basico, tais como Lys e Arg com outro residuo béasico;
e substituicdo de um residuo aromdtico, tailis como Phe, Tyr com

outro residuo aromdtico.

As composicdes miméticas de polipéptido da invencdao podem
conter qualguer combinagdao de componentes estruturais nao
naturais. Num aspecto alternativo, as composicdes miméticas da
invencdo incluem um ou todos 0s seguintes trés grupos
estruturais: a) grupos de ligacdo de residuo a excepcao das
ligacgdes de amida natural (“ligacado peptidica”); b) residuos nao
naturais no lugar de residuos de aminodcidos de ocorréncia
natural; ou c¢) residuos que induzem mimetizacdo estrutural
secunddria, 1. e., para induzir ou estabilizar uma estrutura
secundaria, e. g., uma conformacdo em volta beta, volta gama,
folha Dbeta, hélice alfa e semelhantes. Por exemplo, um
polipéptido da invencado pode ser caracterizado como um mimético
quando todos ou alguns dos seus residuos sdao ligados por meios
quimicos a excepcdo de ligacdes peptidicas naturais. Os residuos
peptidomiméticos individuais podem ser ligados por ligagdes

peptidicas, outras ligagdes guimicas ou meios de acoplamento,

tais como, e. g., glutaraldeido, ésteres de N-hidroxi-
succinimida, maleimidas bifuncionais, N,N’-diciclo-hexil-
carbodiimida (DCC) ou N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC). Os

grupos de 1ligagdo gue podem ser uma alternativa as ligacgdes
tradicionais de amida (“ligacdo peptidica”) incluem, e. g.,
cetometileno (e. g., -C(=0)-CH2- para -C(=0)-NH-), aminometileno
(CH2-NH), etileno, olefina (CH=CH), éter (CH2-0), tioéter
(CH2-S), tetrazole (CN4-), tiazole, retroamida, tiocamida ou
éster (ver, e. g., Spatola (1983) em Chemistry and Biochemistry
of Amino Acids, Peptides and Proteins, Vol. 7, pp 267-357,
“Peptide Backbone Modifications’”, Marcell Dekker, NI).
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Um polipéptido da invencgao pode também ser caracterizado
como um mimético por conter todos ou alguns residuos néao
naturais no lugar dos residuos de aminodcidos de ocorréncia
natural. Os residuos nao naturais sdo Dbem descritos na
literatura cientifica e de patente; algumas composicdes nao
naturais exemplificativas uteis como miméticas de residuos de
aminodcidos naturais e orientacgdes sdo descritas abaixo. Os
miméticos de aminodcidos aromdticos podem ser gerados por
substituicao por, e. g., D- ou L- nafilalanina; D- ou
L-fenilglicina; D- ou tieneilalanina L-2; D- ou L-1, -2, -3 ou
4-pireneilalanina; D ou L-3 tieneilalanina; D- ou

L-(2-piridinil)-alanina; D- ou L-(3-piridinil)-alanina; D- ou

L-(2-pirazinil)-alanina; D- ou L-(4-isopropil)—-fenilglicina;
D-(trifluorometil)-fenilglicina; D-(trifluorometil) -
fenilalanina; D-fluoro-fenilalanina; D- ou

L-p-bifenilfenilalanina; K ou L-p-metoxi-bifenilfenilalanina; D-
ou L-2-indole(alguil)alaninas; e D- ou L-alquilalaninas, em qgue
alquil pode ser metilo, etilo, propilo, hexil, butilo, pentilo,
isopropilo, iso-butilo, sec-isotilo, 1isopentilo substituidos ou
nao substituidos, ou um aminodacido ndo acidico. Os anéis
aromaticos de um aminodcido nao natural incluem, e. g., anéis
aromaticos de tiazolilo, tiofenilo, pirazolilo, benzimidazolilo,

naftilo, furanilo, pirrolilo e piridilo.

Os miméticos de aminodcidos acidicos podem ser gerados
através de substituigcao por, e. g., aminocdcidos nao de
carboxilato enquanto é mantida uma carga negativa;
(fosfono)alanina; treonina sulfatada. Os grupos laterais de
carboxilo (e. g., aspartilo ou glutamilo) podem também ser
seletivamente modificados por reacgao com carbodiimidas
(R’"-N-C-N-R’), tais como, e. g., 1l-ciclo-hexil-3(2-morfolinil-
(4-etil) -carbodiimida ou l-etil-3(4-azonia-4,4-dimetolpentil) -

carbodiimida. Aspartilo ou glutamilo pode também ser convertido
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residuos de asparaginilo e glutaminilo por reaccdo com ides de
aménio. Os miméticos de aminodcidos bédsicos podem ser produzidos
através de substituicdo com, e. g., (além de lisina e arginina)
0s aminodcidos ornitina, citrulina ou &acido (guanidino)-acético
ou acido (guanidino)alguil-acético, em qgue alquilo ¢é definido
acima. Os derivados de nitrilo (e. g., contendo a unidade CN no
lugar de COOH) podem ser substituidos para asparagina ou
glutamina. Os residuos de asparaginilo e glutaminilo podem ser
desaminados aos residuos correspondentes de aspartilo ou
glutamilo. Os miméticos de residuos de arginina podem ser
gerados por reacgao de arginilo com, e. g., um ou mais reagentes
convencionais, incluindo, e. g., fenilglioxal, 2,3-butanodiona,
1,2-ciclo-hexanodiona ou ninidrina, gue para estes reagentes
pode ser preferido utilizar condigdes alcalinas. Os miméticos de
residuos de tirosina podem ser produzidos por reacgao de
tirosilo com, e. g., compostos aromdticos de diazdénio ou
tetranitrometano. N-acetilimidizole e tetranitrometano podem ser
utilizados para formar espécies de O-acetil-tirosilo e derivados
3-nitro, respectivamente. 0Os miméticos de residuos de cisteina
podem ser produzidos por reaccdao de residuos de cisteinilo com,
e. g., alfa-haloacetatos, tais como 4&cido 2-cloroacético ou
clorocacetamida e correspondentes aminas; para produzir derivados
de carboximetilo ou carboxiamidometilo. Os miméticos de residuos
de cisteina podem também ser produzidos por reaccgado de residuos
de cisteinilo com, e. g., bromo-trifluoroacetona, &cido alfa-

bromo-beta-(5-imidozoil)propidnico; fosfato de cloroacetilo,

N-alguil-maleimidas, dissulfureto de 3-nitro-2-piridilo;
dissulfureto de metil-2-piridilo; p—-cloromercuribenzoato;
2-cloromercuri-4-nitrofenol; ou cloro-7-nitrobenzo-oxa-1, 3-

diazole. Os miméticos de 1lisina podem ser produzidos (e os
residuos amino terminais podem ser alterados) por reaccgao de
lisinilo com, e. g., succinico ou outros anidridos de 4&cido

carboxilico. A 1lisina e outros miméticos de residuos contendo
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alfa—-amino podem também ser gerados por reacgao com
imidoésteres, tais como metilpicolinimidato, fosfato de
piridoxal, piridoxal, cloroboro-hidreto, acido trinitro-
benzenossulfénico, O-metilisoureia, 2,4-pentanodiona e reaccdes
catalizadas por transamidase com glioxilato. Os miméticos de

metionina podem ser gerados por reacgao com, e. g., sulfdéxido de

metionina. Os miméticos de prolina incluem, e. g., acido
pipecdlico, acido tiazolidina-carboxilico, 3- ou 4-—
hidroxiprolina, desidroprolina, 3- ou 4-metilprolina ou

3,3,dimetilprolina. Os miméticos de residuos de histidina podem
ser gerados por reaccgao de histidilo com, e. g.,
dietilprocarbonato ou brometo de para-bromofenacilo. Outros
miméticos incluem, e. g., aqueles produzidos por hidroxilacao da
prolina e lisina; fosforilagcdo dos grupos hidroxilo de residuos
de serilo ou treonilo; metilagdao dos grupos alfa-amino de
lisina, arginina e histidina; acetilacdo da amina N-terminal;
metilagdo de residuos de amida da cadeia principal ou
substituigcdo com N-metil-aminodcidos; ou amidagdo de grupos

carboxilo do C-terminal.

Um residuo, e. g., um aminodcido, de um polipéptido da
invencdao pode também ser substituido por um aminodcido (ou
residuo peptidomimético) de quiralidade oposta. Assim, qualquer
aminodcido de ocorréncia natural na L-configuracdo (que pode
também ser referido como R ou S, dependendo da estrutura da
entidade quimica) pode ser substituido com o aminodcido do mesmo
tipo de estrutura qguimica ou um peptidomimético, mas da
quiralidade oposta, referido como o aminodcido D, mas também

pode ser referida como a forma R ou S.

A invencao também proporciona métodos para modificar os
polipéptidos da invencado através de processos naturais, tal como

processamento pdés—-traducgao (e. g., fosforilacao, acilacao,
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etc.), ou técnicas de modificacdo quimica, e o0s polipéptidos
modificados resultantes. As modificagdes podem ocorrer em
qualgquer lugar no polipéptido, incluindo a estrutura peptidica,
as cadeias laterais dos aminocdcidos e o0s terminais amino ou
carboxilo. Deve ser entendido que o mesmo tipo de modificacéao
pode estar presente no mesmo ou varios graus em diversos locais
num dado polipéptido. Também, um dado polipéptido pode ter
muitos tipos de modificacdes. As modificacdes incluem
acetilacao, acilacao, ADP-ribosilacao, amidacao, ligacao
covalente de flavina, 1ligacao covalente de uma unidade hémica,
ligacadao covalente de um nucledétido ou derivado de nucledtido,
ligacao covalente de um lipido ou derivados de 1lipido, ligacéao
covalente de um fosfatidilinositol, ciclizacgdo por reticulacgao,
formacao de ligacao dissulfureto, desmetilacadao, formacao de
reticulacdes covalentes, formacao de cisteina, formacao de
piroglutamato, formilacéao, gama—-carboxilacao, glicosilacgao,
formacdao de é&ncora de GPI, hidroxilacdo, iodinacdo, metilacao,
miristoilacdo, oxidacao, pegilacgao, processamento proteolitico,
fosforilacao, prenilacdo, racemizacao, selenoilacadao, sulfatacéao
e adicdo mediada por transferéncia de ARN de amino &acidos para
proteina, tal como arginilacadao. Ver, e. g., Creighton, T.E.,
Proteins - Structure and Molecular Properties 22 Ed., W.H.
Freeman and Company, Nova Iorque (1993); Posttranslational
Covalent Modification of Proteins, B.C. Johnson, Ed., Academic

Press, Nova Iorque, pp. 1-12 (1983).

Os métodos de sintese peptidica gquimica de fase sdlida podem
também  ser utilizados para sintetizar o polipéptido ou
fragmentos da invencdo. Tal método € conhecido na técnica desde
o0 1nicio dos anos de 1960 (Merrifield, R. B., J. Am. Chem. Soc.,
85:2149-2154, 1963) (ver também Stewart, J. M. e Young, J. D.,
Solid Phase Peptide Synthesis, 22 ed., Pierce Chemical Co.,

Rockford, III., pp. 11-12)) e tém sido recentemente utilizados
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em kits de concepcéao e sintese peptidica laboratorial
comercialmente disponiveis (Cambridge Research Biochemicals).
Tais kits laboratoriais comercialmente disponiveis utilizam
habitualmente o0s ensinamentos de H. M. Geysen et al., Proc.
Natl. Acad. Sci., USA, 81:3998 (1984) e proporcionam a sintese
de péptidos nas pontas de um multitude de “varas” ou “pinos”
todos o0s quails estdao conectados a uma uUnica placa. Quando tal
sistema ¢ utilizado, uma placa de varas ou pinos é invertida e
introduzida numa segunda placa de pogos ou reservatdrios
correspondentes, que contém solugdes para ligar ou ancorar um
aminodcido apropriado as pontas das varas ou pinos. Ao repetir
um tal passo de processo, 1. e., 1invertendo e introduzindo as
pontas das varas e pinos em solugdes apropriadas, os aminodcidos
sao construidos em péptidos desejados. Além disso, um numero de
sistemas de sintese peptidica de FMOC estd disponivel. Por
exemplo, a montagem de um polipéptido ou fragmento pode ser
realizada num suporte sdélido wutilizando um sintetizador de
péptidos automatizado modelo 431A da Applied Biosystemas, Inc.
Tal equipamento proporciona pronto acesso aos péptidos da
invengdo, por sintese directa ou por sintese de uma série de
fragmentos que podem ser acoplados utilizando outras técnicas

conhecidas.

Num aspecto, o8 péptidos e polipéptidos da invencdo tém
sequéncias compreendendo a modificacdao especifica para a
SEQ ID N°:2, como definida acima, e também sequéncias de
aminoadcidos “substancialmente idénticas”, i. e., uma sequéncia
que difere por uma ou mais substituicgdes, delecdes ou insercdes
de aminodcidos conservadoras ou nao conservadoras,
particularmente quando tal substituicdo ocorre num local que néao
¢ o0 sitio activo da molécula e desde que o polipéptido retenha
egsencialmente as suas propriedades funcionais. Num aspecto, os

péptidos e polipéptidos da invencado tém sequéncias compreendendo
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a modificacado especifica para a SEQ ID N°:2, como definida
acima, e substituicdes de aminoacidos conservadoras que
substituem um aminocdcido por outra da mesma classe, por exemplo,
substituicdo de um aminodcido hidrofdbico, tais como isoleucina,
valina, leucina ou metionina, por outro, ou substituicdo de um
aminodcido polar por outro, tais como substituigdo de arginina
para lisina, &cido glutédmico para &cido aspartico ou glutamina
para asparagina. Num aspecto, um ou mais dos aminodcidos podem
ser removidos, por exemplo, a partir de um polipéptido de fitase
da invengdo para resultar em modificagcdo da estrutura do
polipéptido sem alterar significativamente a sua actividade
bioldégica ou, alternativamente, para alterar propositadamente de
forma significativa a sua actividade bioldégica. Por exemplo,
aminodcidos de terminal amino ou carboxilo gue sdo requeridos ou
alternativamente nado sado requeridos para a actividade bioldgica
de fitase podem ser removidos e/ou adicionados. As sequéncias de
polipéptido modificadas da invencao podem ser ensaiadas para a
actividade bioldgica de fitase através de qualquer variedade de
métodos, incluindo colocar em contacto a sequéncia de
polipéptido modificada com um substrato de fitase e determinar
se o polipéptido modificado diminui a gquantidade de substrato
especifico no ensaio ou aumenta os subprodutos da reaccgéo
enzimdtica de um polipéptido funcional de fitase ~com o

substrato.

Um outro aspecto da invencao compreende polipéptidos que tém
cerca de 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mails de identidade da
sequéncia para a SEQ ID N°:2 e tém as modificacgdes de sequéncia

enumeradas especificas, como acima (apresentado) discutido.

Estas variantes de sequéncia de aminodcidos da invencéo
podem ser caracterizadas por uma natureza predeterminada da

variacao, uma caracteristica que os separada de uma forma de
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ocorréncia natural, e. g., uma variacdao alélica ou interespécies
de uma sequéncia de fitase. Num aspecto, as variantes da
invencdo apresentam a mesma actividade bioldgica gqualitativa que
o andlogo de ocorréncia natural. Alternativamente, as variantes
podem ser seleccionadas para terem caracteristicas modificadas.
Num aspecto, embora o local ou regido para introduzir uma
variacdo de sequéncia de aminodcido seja predeterminado, a
mutacdo nao necessita por si mesmo ser predeterminada. Por
exemplo, de modo a optimizar o desempenho de uma mutacdao num
dado local, pode ser conduzida mutagénese aleatdria no coddo ou
regido alvo e as variantes de fitase expressas rastreadas para a
combinacdo o6ptima da actividade desejada. As técnicas para fazer
mutacdes de substituicdo em locais predeterminados em ADN gue
tem uma sequéncia conhecida, s&o bem conhecidas, como aqui
discutido, por exemplo, mutagénese do iniciador M13 e mutagénese
por PCR. O rastreio dos mutantes pode ser feito wutilizando,
e. g., ensalos de catdlise de fitato (mio-inositol-hexafosfato)
em inositol e fosfato inorgdnico; ou a hidrdlise de fitato (mio-
inositol-hexafosfato). Em aspectos alternativos, as
substituicdes de aminodcido podem ser em residuos Unicos; as
inserc¢des podem ser na ordem desde cerca de 1 a 20 aminoacidos,
embora possam ser feitas insercgdes consideravelmente maiores. As
delecdes podem variar desde cerca de 1 a cerca de 20, 30, 40,
50, 60, 70 residuos ou mais. Para obter um derivado final com as
propriedades éptimas, podem ser utilizadas substituicdes,
delecgdes, 1insercgdes ou qualquer sua combinacdo. Geralmente,
estas alteracgbes sdo feitas em poucos aminodcidos para minimizar
a alteracao da molécula. Contudo, alteracdes maiores podem ser

toleradas em determinadas circunstancias.

Os polipéptidos da invencado podem ser obtidos através de
processos de enriquecimento ou purificacdao Dbiogquimica. A

sequéncia de potenciais polipéptidos homdélogos ou fragmentos
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pode ser determinada por digestao proteolitica, electroforese em

gel e/ou microssequenciacao.

Um outro aspecto da divulgacdo € um ensaio para identificar
fragmentos ou variantes dos ©polipéptidos da invencao. Os
polipéptidos da invencdo podem ser wutilizados para catalisar
reacgbes bioquimicas para indicar que o referido fragmento ou
variante retém actividade enzimdtica de polipéptidos da

invencao.

Um ensaio exemplificativo para determinar se os fragmentos
de variantes retém a actividade enzimatica dos polipéptidos da
invengdao compreende o0s passos de: colocar em contacto o
fragmento ou variante de ©polipéptido com uma molécula de
substrato sob condicgdes que permitem gque o fragmento ou variante
de polipéptido funcione, e detectar uma diminuicdo no nivel de
substrato ou um aumento no nivel do produto da reaccao

especifico da reaccao entre o polipéptido e o substrato.

Os polipéptidos da invencao podem ser utilizados para
catalisar reacg¢gdes Dbioquimicas. De acordo com um aspecto da
invencao, é proporcionado um processo para utilizar um

polipéptido da invencgdo como uma fitase.

A invengado proporciona fitases ndo tendo sequéncias de sinal
(também denominados péptidos de sinal (SP) ou péptidos lider) ou
estdo modificadas, ou sequéncias de sinal Theterdlogas. Os
polipéptidos da invencao podem também ndo ter dominios prepro
modificados ou heterdlogos ou estdo modificados, e/ou dominios
cataliticos (CD). Os SP modificados ou heterdélogos, dominios
prepro e/ou CD incorporados num polipéptido da invencdo podem
ser parte de uma proteina de fusao, e. g., como um dominio

heterélogo numa proteina quimérica, ou adicionados por um agente
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de ligacgdo guimica. Por exemplo, uma enzima da invengado pode
compreender um SP heterdlogo e/ou prepro num vector, e. g., um

vector da série pPIC (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Adicionalmente, os polipéptidos da invencdo podem ainda
compreender sequéncias heterdlogas, sequéncias de outras fitases
ou de fontes nao de fitase, ou sequéncias inteiramente
sintéticas. Assim, num aspecto, um 4&acido nucleico da invencéo
compreende uma sequéncia codificante para uma sequéncia de sinal
(SP) enddgena, modificada ou heterdlogo, dominio prepro e/ou
dominio catalitico (CD) e uma sequéncia heterdloga (i. e., uma
sequéncia associada nao naturalmente com uma sequéncia de sinal
(SP), dominio prepro e/ou dominio catalitico (CD) da invencgéo).
LA sequéncia heterdloga pode estar na extremidade terminal 37,
extremidade terminal 5’ e/ou em ambas da SP, dominio prepro e/ou

sequéncia codificante do CD.

Os métodos para identificar as sequéncias do dominio
“prepro” e as sequéncias de sinal sao bem conhecidas na técnica,
ver, e. g., van de Ven (1993) Crit. Rev. Oncog. 4(2):115-136.
Por exemplo, para identificar uma sequéncia prepro, a proteina é
purificado a partir do espagco extracelular e a sequéncia
proteica do N-terminal é determinada e comparada a forma néo
processada. Varios métodos de reconhecimento de sequéncia de
sinal sao conhecidos dos especialistas na técnica. Por exemplo,
num aspecto, os péptidos de sinal para utilizacdao com o©0s
polipéptidos da invencao sao identificados por um método
referido como SignalP. O SignalP wutiliza uma rede neuronal
combinada que reconhece o0s péptidos de sinal e os seus locais de
clivagem; ver, e. g., Nielsen (1997) “Identification of
prokaryotic and eukaryotic signal peptides and prediction of

their cleavage sites” Protein Engineering 10:1-6.
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A invengado proporciona enzimas fitase em que a estrutura do
esqueleto polipeptidico, estrutura secunddria ou terciaria,
e. g., uma estrutura de alfa-helicoidal ou folha beta, foram
modificados. Num aspecto, a carga ou a hidrofobicidade foram
modificadas. Num aspecto, o volume de uma cadeia lateral foi
modificado. Alteragdes substanciais na funcdo ou identidade
imunoldgica sao feitas através de seleccao de substituicgdes que
sao menos conservadoras. Por exemplo, podem ser feitas
substituicdes que afectam mais significativamente: a estrutura
do esqueleto polipeptidico na 4&area da alteracdo, por exemplo,
uma estrutura alfa-helicoidal ou folha beta; uma carga ou um
local hidrofdébico da molécula que pode estar num sitio activo;
ou uma cadeia lateral. A invencado proporciona substituig¢des no
polipéptido da invengdo em dque (a) um residuo hidrofilico,
e. g., serilo ou treonilo, ¢é substituido para (ou por) um
residuo hidrofdébico, e. g., 1leucilo, isoleucilo, fenilalanilo,
valilo ou alanilo; (b) uma cisteina ou uma prolina sao
substituidas para (ou por) qualquer outro residuo; (c) um
residuo que tem uma cadeia lateral electropositivo, e. g.,
lisilo, arginilo ou histidilo é substituido para (ou por) um
residuo electronegativo, e. g., glutamilo ou aspartilo; ou (d)
um residuo que tem uma cadeia lateral volumosa, e. g.,
fenilalanina é substituido para (ou por) um nao tendo uma cadeia
lateral, e. g. glicina. As variantes podem apresentar a mesma
actividade bioldgica qualitativa (i. e., actividade enzimatica
de fitase) embora as variantes possam ser seleccionadas para

modificar as caracteristicas da fitase como necessdario.

Num aspecto, as fitases da invengdo compreendem epitopos ou
marcadores de purificacao, sequéncias de sinal ou outras
sequéncias de fusdo, etc. Num aspecto, as fitases da invencao
podem ser fundidas a um péptido aleatdrio para formar um

polipéptido de fusdo. Por *“fundido” ou *ligado operativamente”
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entende-se aqui que o péptido aleatdério e a fitase estdo ligados
em conjunto , de modo a minimizar a perturbacdo da estabilidade
da actividade de fitase. 0 polipéptido de fuséo (ou
polinucledtido de fusdo que codifica o polipéptido de fusao)
pode também compreender mais componentes, incluindo multiplos

péptidos em multiplas ansas.

Num aspecto, as fitases da invencao sao polipéptidos
quiméricos, e. g., compreendendo SP heterdlogos, moléculas de
ligagdo a hidratos de carbono, dominios cataliticos da enzima
fitase, ligantes e/ou dominios cataliticos nado de fitase. A
invencado proporciona meios para gerar polipéptidos quiméricos
que podem codificar polipéptidos hibridos biologicamente activos
(e. g., enzimas hibridas de fitase). Num aspecto, 0os
polinucledétidos originais codificam polipéptidos biologicamente
activos. O método da invencadao produz novos polipéptidos hibridos
que utilizam através da utilizacdo de processos celulares que
integram a sequéncia dos polinucledétidos originais de modo que o
polinucledétido hibrido resultante codifique um polipéptido qgue

demonstra actividades derivadas dos polipéptidos biologicamente

activos originais. Por exemplo, o0s polinucledétidos originais
podem codificar uma enzima particular de diferentes
microrganismos. Uma enzima codificada por um primeiro

polinucledtido de um organismo ou variante pode, por exemplo,
funcionar eficazmente sob um condicdo ambiental particular,
e. g., elevada salinidade. Uma enzima codificada por um segundo
polinucledétido de um organismo ou variante diferente pode
funcionar eficazmente sob uma condicdo ambiental diferente, tal
como temperaturas extremamente altas. Um polinucledtido hibrido

contendo sequéncias dos primeiros e segundos polinucledtidos

originais pode codificar uma enzima que apresenta
caracteristicas de ambas as enzimas codificadas pelos
polinucledétidos originais. Assim, a enzima codificada pelo
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polinucledtido hibrido pode funcionar eficazmente sob condigdes
ambientais partilhadas por cada uma das enzimas codificadas
pelos primeiros e segundos polinucledétidos, e. g., elevada

salinidade e temperaturas extremas.

Assim, um polipéptido hibrido gue resulta deste método da
invengdo pode apresentar actividade enzimdtica especializada néo
apresentada nas enzimas originais. Por exemplo, apds
recombinacdo e/ou rearranjo redutor de polinucledtidos que
codificam a enzima fitase, o polipéptido hibrido resultante
codificado por um polinucledétido hibrido pode ser rastreado para
actividades enzimdticas especializadas, e. g., actividades de
hidrolase, peptidase, fosforilase, etc., obtidas de cada uma das
enzimas originais. Assim, por exemplo, o polipéptido hibrido
pode ser rastreado para verificar essas funcionalidades quimicas
que distinguem o polipéptido hibrido dos polipéptidos parentais
originais, tals como temperatura, pH ou concentracdo de sal, as

quais o polipéptido hibrido funciona.

Um polipéptido hibrido que resulta do método da invengao
pode apresentar actividade enzimatica especializada nao
apresentada nas enzimas originais. Por exemplo, apds
recombinacdo e/ou rearranjo redutor de polinucledtidos que
codificam actividades de hidrolase, o polipéptido hibrido
resultante codificado por um polinucledétido hibrido pode ser
rastreado para actividades de hidrolase especializadas obtidas
de cada uma das enzimas originais, i. e., o tipo de 1ligacéao
sobre a qual a hidrolase actua e a temperatura em qgque a
hidrélase funciona. Assim, por exemplo, uma fitase pode ser
rastreada para verificar essas funcionalidades quimicas que
distinguem a fitase hibrida das fitases originais, tais como:
(a) amida (ligacgdes peptidicas), i. e., proteases; (b) ligacdes

éster, i. e., esterases e lipases; (c) acetais, i. e.,
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glicosidases e, por exemplo, a temperatura, pH ou concentracéo

de sal em que o polipéptido hibrido funciona.

Num aspecto, na invencdo refere-se a um método para produzir
um polipéptido hibrido bioclogicamente activo e rastrear tal

polipéptido para actividade aumentada através de:

(1) introduzir, pelo menos, um primeiro polinucledtido em
ligacdo operavel e um segundo polinucledtido em ligacdo
operavel, 0s referidos, pelo menos um, primeiro
polinucledtido e segundo polinucledtido partilham, pelo
menos, uma regidao de homologia de sequéncia parcial, numa
célula hospedeira adequada;

(2) cultivar a célula hospedeira sob condig¢des que promovem
a reorganizacado de sequéncias resultando num polinucledtido
hibrido em ligagdo operavel;

(3) expressar um polipéptido hibrido codificado pelo
polinucledtido hibrido;

(4) rastrear o polipéptido hibrido sob condig¢des que

promovem a identificacdo da actividade bioldgica aumentada;

e
(5) isolar um polinucledtido codificando o polipéptido
hibrido.

Os métodos para rastrear para varias actividades enzimdticas
sdao conhecidos dos especialistas na técnica e sao discutidos ao
longo da presente descrigdo. Tais métodos podem ser utilizados

ao isolar os polipéptidos e polinucledtidos da invencéo.

Num aspecto, a presente invencdo proporciona um método (e
seus produtos) para produzir formulacao liguidas aquosas
estabilizadas tendo actividade de fitase que apresentam

resisténcia aumentada a inactivacdo térmica da actividade
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enzimdtica e as quals retém a sua actividade de fitase durante
periodos prolongados de armazenamento. As formulagdes ligquidas
sdo estabilizadas por meio da adicdo de ureia e/ou um poliol,
tais como sorbitol e glicerol como agente estabilizador. Sao
também  proporcionadas preparacdes de racgao para animais
monogastricos e métodos para a sua producdo que resultam da
utilizacdo de tais formulacgdes liquidas aquosas estabilizadas.
Detalhes adicionais a respeito desta abordagem estdo na
literatura publicada e/ou s&o conhecidos do especialista na
técnica. Numa exemplificagdao particular nao limitativo, tal
literatura publicamente disponivel inclui o documento EP 0626010
(documento WO 9316175 Al) (Barendse et al.), embora as
referéncias na literatura publicamente disponivel nao ensinem as

moléculas inventivas do presente pedido.

Anticorpos e métodos de rastreio baseados em anticorpos

Anticorpos isolados, sintéticos ou recombinantes podem-se
ligar especificamente a uma fitase da invengdo. Estes anticorpos
podem ser utilizados para isolar, identificar ou quantificar as
fitases da invencao ou polipéptidos relacionados. Estes
anticorpos podem ser utilizados para inibir a actividade de uma
enzima da invencdo. Estes anticorpos podem ser utilizados para
isolar polipéptidos relacionados com aqueles da invencao, e. g.,

enzimas fitase relacionadas.

Os anticorpos podem compreender um péptido ou polipéptido
derivado, modelado com base ou substancialmente codificado por
um gene de imunoglobulina ou genes de imunoglobulinas, ou o0s
seus fragmentos, capazes de se ligarem especificamente a um
antigénio ou epitopo, ver, e. g., Fundamental Immunology,

Terceira Edicgéao, W.E. Paul, ed., Raven Press, N.T.
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(1993); Wilson (1994) J. Immunol. Methods 175:267-273; Yarmush
(1992) J. Biochem. Biophys. Methods 25:85-97. O termo anticorpo
inclui porcgdes de ligacado a antigénio, i. e., “locais de ligacao
a antigénio” (e. g., fragmentos, sub-sequéncias, regides
determinantes de complementaridade (CDR)) que retém a capacidade
de 1ligacdo ao antigénio, incluindo (i) um fragmento Fab, um
fragmento monovalente consistindo nos dominios VL, VH, CL e CHIL;
(ii) um fragmento F(ab’)2, um fragmento bivalente compreendendo
dois fragmentos Fab ligados por uma ligacadao persulfureto na
regido de charneira; (iii) um fragmento Fd consistindo nos
dominios VH e CH1l; (iv) um fragmento Fv consistindo nos dominios
VL e VH de um unico braco de um anticorpo, (v) um fragmento dAb
(Ward et al., (1989) Nature 341:544-546), o gual consiste num
dominio VH; e (vi) uma regido determinante de complementaridade
(CDR) 1isolada. O0Os anticorpos de cadeia Unica estao também

incluidos por referéncia no termo “anticorpo”.

Os anticorpos podem ser utilizados em imunoprecipitacao,
coloracao (e. g., FACS), colunas de imunoafinidade e
semelhantes. Se desejado, as sequéncias de 4&cidos nucleicos
codificando para antigénios especificos podem ser produzidas por
imunizacdo, seguidas por isolamento do polipéptido ou 4acido
nucleico, amplificacdo ou clonagem e imobilizacdao do polipéptido
numa matriz da invencdo. Alternativamente, podem ser utilizados
métodos para modificar a estrutura de um anticorpo produzido por
uma célula para ser modificado, e. g., a afinidade de um
anticorpo pode ser aumentada ou diminuida. Além disso, a
capacidade para fazer ou modificar anticorpos pode ser um

fenétipo manipulado numa célula através dos métodos da invengao.

Os métodos de imunizacao, producdo e isolamento de
anticorpos (policlonais e monoclonais) sdao conhecidos dos

especialistas na técnica e descritos na literatura cientifica e
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de patente, ver, e. g., Coligan, CURRENT PROTOCOLS IN
IMMUNOLOGY, Wiley/Greene, NI (1991); Stites (eds.) BASIC AND
CLINICAL IMMUNOLOGY (7th ed.) Lange Medical Publications, Los
Altos, CA (“Stites”); Goding, MONOCLONAL ANTIBODIES: PRINCIPLES
AND PRACTICE (2d ed.) Academic Press, Nova Torque, NI
(1986); Kohler (1975) Nature 256:495; Harlow (1988) ANTIBODIES,
A  LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Publications, Nova
Iorque. Os anticorpos podem também ser produzidos in vitro,
e. g., utilizando bibliotecas de apresentacao de fagos
expressando locais de 1ligacdao de anticorpo recombinante, além
dos métodos tradicionais in vivo utilizando animais. Ver, e. g.,
Hoogenboom (1997) Trends Biotechnol. 15:62-70; Katz (1997) Annu.
Rev. Biophys. Biomol. Struct. 26:27-45.

Os polipéptidos podem  ser utilizados para produzir
anticorpos que se ligam especificamente aos polipéptidos da
invencdo. Os anticorpos resultantes podem ser utilizados em
processos de cromatografia de imuncafinidade para isolar ou
purificar o polipéptido ou para determinar se o polipéptido esta
presente numa amostra bioldégica. Em tais processos, uma
preparagdo de proteina, tais como um extracto ou uma amostra
bioldégica é colocada em contacto com um anticorpo capaz de se

ligar especificamente a um dos polipéptidos da invencéo.

Em processos de imunoafinidade, o anticorpo ¢ ligado a um
suporte sdélido, tais como um grdnulo ou outra matriz de coluna.
A preparacao de proteina é colocada em contacto com o anticorpo
sob condigdes em que o anticorpo se liga especificamente a um
dos polipéptidos da invencao. Apds uma lavagem para remover as
proteinas ligadas nao especificamente, os polipéptidos ligados

especificamente sao eluidos.

217



A capacidade de proteinas numa amostra bioldgica de se
ligarem ao anticorpo pode ser determinada utilizando qualguer um
de uma variedade de processos familiares dos especialistas na
técnica. Por exemplo, a ligacdo pode ser determinada por
marcacdo do anticorpo com um marcador detectdvel, tais como um
agente fluorescente, um marcador enzimdtico ou um radioisdtopo.
Alternativamente, a ligacdo do anticorpo a amostra pode ser
detectada wutilizando um anticorpo secunddrio tendo ai um
marcador detectdvel. Os ensaios particulares incluem ensaios de
ELISA, ensaios de sanduiche, radioimunoensaios, Transferéncias

de Western.

Os anticorpos policlonais gerados contra os polipéptidos da
invencao podem ser obtidos por injeccdao directa dos polipéptidos
num animal ou por administracdo dos polipéptidos a um animal,
por exemplo, um ndo humano. O anticorpo assim obtido irad depois
ligar—-se ao préprio polipéptido. Deste modo, mesmo uma sequéncia
codificando apenas um fragmento do polipéptido pode ser
utilizada para produzir anticorpos dque se podem ligar a
totalidade do polipéptido nativo. Tails anticorpos podem depois
ser utilizados para isolar o polipéptido de células expressando

esse polipéptido.

Para a preparacao de anticorpos monoclonais, pode ser
utilizada qualquer técnica que proporcione anticorpos produzidos
por culturas continuas de linhas celulares. Os exemplos incluem
a técnica do hibridoma, a técnica do trioma, a técnica do
hibridoma de célula B humana e a técnica de EBV-hibridoma (ver,
e. g., Cole (1985) em Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy,

Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96).

As técnicas descritas para a produgdo de anticorpos de

cadeia unica (ver, e. g., patente U.S. N° 4946778) podem ser
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adaptadas para produzir anticorpos de cadeia Unica para os
polipéptidos da invencao. Alternativamente, murganhos
transgénicos podem ser utilizados para expressar anticorpos

humanizados para estes polipéptidos ou os seus fragmentos.

Os anticorpos gerados contra os polipéptidos da invencao
podem ser utilizados no rastreio de polipéptidos semelhantes de
outros organismos e amostras. Em tais técnicas, os polipéptidos
do organismo sao colocados em contacto com o anticorpo e esses
polipéptidos que se ligam especificamente ao anticorpo séo
detectados. Quaisquer dos processos descritos acima podem ser

utilizados para detectar a ligacao de anticorpo.

Kits

Os kits compreendem as composicdes, e. g., acidos nucleicos,
cassetes de expressao, vectores, células, polipéptidos (e. g.,
fitases) e/ou anticorpos da invencdo. O0s kits podem também
conter instrugdes gue ensinam as metodologias e utilizacgdes

industriais da invencdo, como aqui descrito.

Os polipéptidos da invencdo podem também ser utilizados para
produzir anticorpos que se ligam especificamente aos
polipéptidos ou fragmentos enzimaticos. Os anticorpos
resultantes podem ser utilizados em processos de cromatografia
de imunocafinidade para isolar ou purificar o polipéptido ou para
determinar se o polipéptido estd presente numa amostra
biolégica. Em tais processos, uma preparacao de proteina, tais
como um extracto ou uma amostra bioldgica, ¢é colocada em
contacto com um anticorpo capaz de se ligar especificamente a um
de um polipéptido da SEQ ID N°:2, a sequéncias substancialmente

idénticas a isso ou a fragmentos das sequéncias anteriores.
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Em processos de imunoafinidade, o anticorpo ¢ ligado a um
suporte sdélido, tais como um grdnulo ou outra matriz de coluna.
L preparacao de proteina é colocado em contacto com o anticorpo
sob condigdes em que o anticorpo se liga especificamente a um
dos polipéptidos da SEQ ID N°:2, a sequéncias substancialmente
idénticas a isso ou aos seus fragmentos. Apds uma lavagem para
remover as proteinas ligadas nao especificamente, os

polipéptidos especificamente ligados sao eluidos.

As sequéncias de polinucledétidos, sequéncias de
polipéptidos, variantes e os seus mutantes 1isolados podem ser
medidos para retencdo da actividade bioldgica caracteristica da
enzima da presente invencao, por exemplo, num ensalio para
detectar actividade enzimética de fitase (Food Chemicals Codex,
42 FEd.). Tais enzimas incluem formas truncadas de fitase e
variantes, tais como variantes de delecdo e insercdao da
sequéncia de polipéptido como apresentada na SEQ ID N°:2
modificada como aqui descrito. Estas fitases tém
termotolerédncia. Isto é, a fitase tem uma actividade especifica
residual de cerca de 90% apds tratamento a 70 °C durante 30
minutos e cerca de 50% apds tratamento a 75 ©°C durante 30
minutos. A termotolerdncia das fitases da invencdo € vantajosa
na utilizacdo da enzima como um aditivo de racao, uma vez que a
racdo pode ser moldada, granulada ou preparada em pastilhas a

uma alta temperatura.

Por exemplo, num aspecto, a invengdao proporciona uma matriz
de distribuicdo enzimdtica em pastilhas comestiveis e método de
utilizacdo para distribuicdo de fitase a um animal, por exemplo
como um suplemento nutritivo. A matriz de distribuicgao
enzimatica liberta prontamente uma enzima fitase, tal como uma

tendo a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID N°:2 modificada, como
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aqui descrito ou, pelo menos, 30 dos seus aminodcidos contiguos,
em meio aquoso, tal como, por exemplo, o suco digestivo de um
animal. A matriz de distribuicdo enzimadtica da invencdo &
preparada a partir de um  veiculo comestivel granulado
seleccionado de tais componentes como germe de grao que é
desperdicio de &leo, feno, alfalfa, erva-dos-prados, casca de
soja, farinha de sementes de girassol, farinha de trigo e
semelhantes, que dispersam prontamente a enzima recombinante ai
contida em meio aquoso. Em utilizacdo, a matriz de distribuicéo
enzimdtica em pastilhas comestiveis ¢ administrada a um animal
para distribuicdo da fitase ao animal. Os substratos a base de
grao adequados podem compreender ou ser derivados de qualquer
grao comestivel adequado, tais como trigo, milho, soja, sorgo,
alfalfa, cevada e semelhantes. Um substrato a base de grao
exemplificativo é um substrato a base de milho. O substrato pode
ser derivado de qualquer parte adequada do grao, e. g., um germe
de grao, aprovado para utilizacdo em racdao animal, tal como o
germe de milho que é obtido num processo de moagem humido ou
seco. O germe de grao pode compreender desperdicio de germe, qgue
é germe de grao do qual foi removido &éleo, tais como por
prensagem ou extraccao com hexano ou outro solvente.
Alternativamente, o germe de grao é bagaco extraido, isto é, o

6leo fol removido por prensagem.

A matriz de distribuicdo enzimatica da invencdo estd na
forma de particulas, pastilhas ou grénulos plurais discretos.
Por *“gréanulos” entende-se particulas que sdo comprimidas ou
compactadas, tais como através de formacao de pastilhas,
extrusdo, ou compactacdo semelhante para remover agua da matriz.
Tal compressao ou compactacdao das particulas também promove
coesdo intra-particulas das particulas. Por exemplo, os grénulos
podem ser preparados através da formagdo de pastilhas de

substrato a base de grao num moinho de pastilhas. As pastilhas
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assim preparadas estdo moidas ou desintegradas num tamanho de
granulo adequado para utilizacdo como um adjuvante na racao
animal. Uma vez que a matriz ¢é ela prdpria aprovada para
utilizacdo em racao animal, esta pode ser utilizada como um

diluente para a distribuicado de enzimas na racao animal.

A matriz de distribuicdo enzimdtica pode estar na forma de
gradnulos tendo um tamanho de grédnulo variando desde cerca de 4
até cerca de 400 de malha (USS); ou cerca de 8 a cerca de 80 de
malha; ou cerca de 14 a cerca de 20 de malha. Se o germe de grao
for desperdicio de extraccdo com solvente, a utilizacdao de um
agente lubrificante, tal como 6leo de milho pode ser necessario
na preparacgcao das pastilhas, mas tal agente lubrificante
habitualmente né&o ¢é necessario se o germe for extraido por
prensagem. Em outros aspectos da invencao, a matriz é preparada
através de outros processos de compactagdo ou compressao, tais
como, por exemplo, por extrusdao do substrato a base de grao
através de uma fieira e moagem do extrudido a um tamanho de

granulo adequado.

A matriz de distribuicdo enzimdtica pode ainda incluir um
componente de polissacdrido como um agente de coesividade para
aumentar a coesividade dos grénulos da matriz. Pensa-se que o
agente de coesividade proporciona grupos hidroxilo adicionais,
que aumentam a ligacdo entre as proteinas de grao dentro do
grédnulo da matriz. Pensa -se ainda gque o0s grupos hidroxilo
adicionais funcionam por aumento das ligacdes de hidrogénio das
proteinas para o amido e para outras proteinas. O agente de
coesividade pode estar presente numa qgualquer qguantidade
adequada para aumentar a coesividade dos grénulos da matriz de
distribuicdo enzimdtica. Os agentes de coesividade adequados
incluem uma ou mais dextrinas, maltodextrinas, amidos, tal como

amido de milho, farinhas, celuldsicos, hemiceluldsicos e
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semelhantes. Por exemplo, a percentagem de germe de grao e de
agente de coesividade na matriz (ndo incluindo a enzima) € 78%

de farinha de germe de milho e 20% em peso de amido de milho.

Uma vez que a matriz de libertacdao de enzima da invencao é
feita de materiais biodegraddveis, a matriz pode ser sujeita a
deterioracao, tal como por bolores. Para prevenir ou inibir tais
bolores, a matriz pode incluir um inibidor de bolores, tal como
um sal de propionato, quo qual pode estar presente numa qualqguer
quantidade suficiente para inibir o bolor da matriz de
libertacdo de enzima, proporcionando assim uma matriz de
distribuicgao numa formulacao estavel que nao requer

refrigeracao.

A enzima fitase contida na matriz de distribuicdo enzimdtica
da invencdo e nos métodos &, num aspecto, uma fitase
termotolerante, como aqui descrita, para resistir a inactivacéo
de fitase durante o fabrico onde ©podem ser utilizadas
temperaturas elevadas e/ou vapor para preparar a matriz de
distribuicdo enzimdtica em pastilhas. Durante a digestdo de
racdo contendo a matriz de distribuicdo enzimdtica da invencao,
0s sucos digestivos aguosos causarao a libertacdo da enzima
activa. Outros tipos de enzima termotolerantes e suplementos
nutritivos que sao termotolerantes podem também ser incorporados
na matriz de distribuicgdo para libertacdo sob qualquer tipo de

condig¢des aquosas.

Pode ser aplicado um revestimento as particulas da matriz
enzimdtica da 1invengdo para fins muito diferentes, tais como
para adicionar um sabor ou suplemento nutricional & racao
animal, para vretardar a libertacdao de suplementos da racéao
animal e enzimas em condig¢des gastricas, e semelhantes. Ou o

revestimento pode ser aplicado para atingir um objectivo
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funcional, por exemplo, sempre que for desejdvel retardar a
libertacdo da enzima a partir das particulas da matriz ou para
controlar as condigdes sob as gquais a enzima serd libertada. A
composicdo do material de revestimento pode ser tal dque é
degradado selectivamente por um agente a que é susceptivel (tais
como calor, dcido ou Dbase, enzimas ou outros quimicos).
Alternativamente, dois ou mais revestimentos susceptiveis a
diferentes desses agentes de degradacdao podem ser aplicados

consecutivamente as particulas da matriz.

A invencdo € também dirigida a um processo para preparar uma
matriz de libertacdo de enzima. De acordo com a invengao, O
processo compreende proporcionar particulas plurais discretas de
um substrato a base de grao num tamanho de particula adequado
para utilizacdo como uma matriz de libertacdo de enzima, em que
as particulas compreendem uma enzima fitase da invencdo. O
processo pode inclui compactacdo ou compressao de particulas da
matriz de libertacdo de enzima em gréanulos, o qual pode ser
realizado por formacdo de pastilhas. O inibidor de bolor e o
agente de coesividade, quando utilizados, podem ser adicionados
em qualgquer momento adequado e podem ser misturados com O
substrato a base de grdao nas proporcgdes desejadas antes da
formagcdo de pastilhas do substrato a base de grado. O teor de
humidade no alimentador do moinho de pastilhas pode ser nas
gamas apresentadas acima relativamente ao teor de humidade no
produto final, ou cerca de 14% a 15%, ou cerca de 10% a 20%. A
humidade pode ser adicionada a racdo na forma de uma preparacgido
aquosa da enzima para ajustar a racao a este teor de humidade. A
temperatura no moinho de pastilhas €& ajustada a cerca de 82 °C
com vapor. O moinho de pastilhas pode ser operado sob quaisguer
condicdes que proporcionem trabalho suficiente a racdo para

proporcionar pastilhas. O ©prdéprio processo de formagao de
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pastilhas € um processo rentdvel para remover a Aagua da

composicdo contendo enzima.

Num aspecto, o moinho de pastilhas € operado com uma fieira
de 3-50 mm (1/8 polegada por 2 polegadas) a pressao de 45 kg/min
(100 1b./min.) a 82 °C para proporcionar as pastilhas, as quais
sdao depois desintegradas num desintegrador de moinho de
pastilhas para proporcionar particulas plurais discretas tendo
um tamanho de particula capaz de passar através de um peneiro de

malha 8, mas ser retido num peneiro de malha 20.

As fitases termotolerantes agqui descritas podem ter
temperaturas oOptimas altas e podem ter resisténcia ao calor ou
tolerdncia ao calor alta. Assim, as fitases da invencdo podem
realizar reacgdes enzimaticas a temperaturas normalmente
consideradas acima da O6ptima. As fitases da invengao podem
também realizar reaccgdes enzimdticas apds serem expostas a altas
temperaturas (sendo a termotolerdncia a capacidade para reter
actividade enzimdtica a temperaturas em que a fitase de tipo
selvagem ¢é activa apds ser previamente exposta a altas
temperaturas, mesmo se a alta temperatura puder inactivar ou
diminuir a actividade da enzima, ver também a definicdo de
termotolerancia, acima). O gene que codifica a fitase de acordo
com a presente invencao é utilizado na preparacao de fitases
(e. g., utilizando GSSM como aqui descrito) tendo
caracteristicas diferentes daquelas da fitase da SEQ ID N°:2 (em
termos de pH o6ptimo, temperatura Optima, resisténcia ao calor,
estabilidade a solventes, actividade especifica, afinidade para
o0 substrato, capacidade de secrecdo, taxa da traducdo, controlo
de transcricdo e semelhantes). Além disso, os polinucledtidos da
invengdo podem ser wutilizados para o rastreio de fitases
variantes preparadas pelos métodos aqui descritos, para

determinar aquelas tendo uma actividade desejada, tais como
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termostabilidade ou termotolerdncia melhorada ou modificada. Por
exemplo, a Patente U.S. N° 5830732 descreve um ensaio de

rastreio para determinar a termotolerédncia de uma fitase.

Um exemplo in vitro de tal ensaio de rastreio é o seguinte
ensalio para a detecgado da actividade de fitase: A actividade de
fitase pode ser medida por incubacédo de 150 pL da preparacao de
enzima com 600 pL de fitato de sdédioc a 2 mM em tampdo Tris HCLl a
100 mM, pH 7,5, suplementado com CaCl;, a 1 mM durante 30 minutos
a 37 °C. Apds incubacgcdo a reacgao é parada por adicado de 750 uL
de &cido tricloroacético a 5%. O fosfato libertado foi medido
espectrofotometricamente a 700 nm contra fosfato apds ter sido
adicionado 1500 pL de reagente de cor (4 volumes de molibdato de
aménio a 1,5% em acido sulfurico a 5,5% e 1 volume de sulfato
ferroso a 2,7%; Shimizu, 1992). Uma unidade de actividade da
enzima ¢é definida como a quantidade de enzima requerida para
libertar um pmol de Pi por minuto sob condig¢des de ensaio. A
actividade egspecifica pode ser expressa em unidades de
actividade da enzima por mg de proteina. A enzima da presente
invencdo tem actividade enzimdtica relativamente a hidrdlise de

fitato a inositol e fosfato livre.

Num aspecto, a presente invencdao proporciona um método para
hidrolisar fitato compreendido de colocar em contacto o fitato
com uma ou mais novas moléculas de fitase aqui divulgadas
(e. g., proteinas tendo as modificacdes especificas da SEQ 1ID
N°:2). Desta forma, a invencgcdo proporciona um método para
catalisar a hidrdélise de fitato a inositol e fosfato livre com
libertagdo de minerais do complexo de 4&cido fitico. O método
inclui colocar em contacto um substrato de fitato com uma
quantidade eficaz de degradacdo de uma enzima da invencao. O
termo quantidade “eficaz de degradacdo” refere-se a quantidade

de enzima que ¢é requerida para degradar, pelo menos, 50% do
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fitato, em comparacdo ao fitato nao colocado em contacto com a

enzima. 80% do fitato pode ser degradado.

Noutro aspecto, a 1invencdo proporciona um método para
hidrolisar ligagbes fosfo-mono-éster no fitato. O método inclui
a administragao de uma quantidade eficaz de moléculas de fitase
da invencao, ©para produzir inositol e fosfato livre. Num
aspecto, uma quantidade “eficaz” refere-se a quantidade de
enzima que ¢€ requerida para hidrolisar, pelo menos, 50% das
ligagdes fosfo-mono-éster, em comparacdo ao fitato nao colocado
em contacto com a enzima. Num aspecto, pelo menos, 80% das

ligag¢des sao hidrolisadas.

Num aspecto particular, quando desejado, as moléculas de
fitase podem ser utilizadas em combinac¢do com outros reagentes,
tal como outros catalisadores; de modo a efectuar alteracgdes
quimicas (e. g., hidrélise) nas moléculas de fitato e/ou noutras
moléculas da(s) fonte(s) de substrato. De acordo com este
aspecto, as moléculas de fitase e o(s) reagente(s)
adicional(ais) nédo se inibirdo uns aos outros. As moléculas de
fitase e o(s) reagente(s) adicional(ais) tém um efeito aditivo
global, ou alternativamente, as moléculas de fitase e o(s)

reagente(s) adicional(ais) podem ter um efeito sinérgico global.

As fontes relevantes de moléculas de fitato de substrato
incluem géneros alimenticios, potenciais géneros alimenticios,
subprodutos de géneros alimenticios (subprodutos in vitro e
subprodutos in vivo, e. g., produtos de reacgcao ex Vivo e
produtos de excrementos de animais), precursores de géneros

alimenticios e gqualgquer outra fonte material de fitato.

Num aspecto nao limitante, a fitase recombinante pode ser

consumida por organismos e reter actividade apds consumo. Noutra
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exemplificacdo, as abordagens transgénicas podem ser utilizadas
para conseguir a expressao da fitase recombinante - e. g., de um
modo controlado (estdo disponiveis métodos para controlar a
expressao de moléculas transgénicas em modos especificos de

tempo e especificos de tecido).

Num aspecto, a actividade de fitase no material fonte
(e. g., uma fonte vegetal transgénica ou um hospedeiro
procaridético recombinante) pode ser aumentada apds consumo; este
aumento na actividade pode ocorrer, por exemplo, apds conversao
de uma molécula de fitase precursora em pré-forma numa enzima
significativamente mais activa numa forma mais madura, em gque a
referida conversadao pode resultar, por exemplo, da ingestao e
digestdo da fonte de fitase. A hidrdélise do substrato fitato
pode ocorrer em qualguer altura apds colocacgao em contacto da
fitase com o fitato; por exemplo, isto pode ocorrer antes da
ingestdo ou apds ingestdo ou tanto antes como depois da ingestao
do substrato ou da enzima ou de ambos. E adicionalmente
entendido que o substrato fitato pode ser colocado em contacto
com — para além da fitase - um ou mais reagentes adicionais, tal
como outra enzima, a qual pode também ser aplicada directamente

ou apds purificacado do seu material fonte.

E entendido que o(s) material(ais) fonte de fitase pode (m)
ser colocado(s) em contacto directamente com o(s) material (ais)
fonte de fitato; e. g., apds moagem ou trituracado, 1in vitro ou
in vivo, de cada uma ou de ambas as fontes de fitase e fontes de
fitato. Alternativamente, a enzima fitase pode ser purificada
do(s) material(ais) fonte ou o substrato fitato pode purificado
do(s) material(ais) fonte ou a enzima fitase e o substrato
fitato podem ser purificados do(s) material(ais) fonte antes do
contacto da enzima fitase com o substrato fitato. E entendido

que uma combinacdo de reagentes purificados e nao purificados -
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incluindo enzima(s) ou substrato(s) ou ambos - pode ser

utilizada.

E entendido que mais do que um material fonte pode ser
utilizado como uma fonte de actividade de fitase. Isto é util
como uma forma para conseguir uma libertacdo temporizada do(s)
reagente(s) a partir do(s) material(ais) fonte, em que a
libertagdao a partir dos diferentes reagentes dos seus materiais
fonte ocorre diferencialmente, por exemplo, uma vez que
materiais fonte ingeridos sdo digeridos in vivo ou uma vez dque
os materiais fonte sao processados em aplicacgbes in vitro. A
utilizacdo de mais de um material fonte da actividade de fitase
é também Util para se obter actividades de fitase sob uma gama

de condicgbes e as suas flutuacdes, as quails podem ser

encontradas - tal como uma gama de valores de pH, temperaturas,
salinidades e intervalos de tempo - por exemplo, durante
diferentes passos de processamento da uma aplicacéo. A

utilizacao de diferentes materiais fonte é também util de modo a
obter diferentes reagentes, como exemplificado por uma ou mais

formas ou isdmeros de fitase e/ou fitato e/ou outros materiais.

E entendido que um unico material fonte, tal como uma
espécie vegetal transgénica (ou as suas partes de planta), pode
ser um material fonte de fitase e fitato; e gue enzimas e
substratos podem ser diferencialmente compartimentalizados
dentro da referida tunica fonte - e. g., segregada Vvs. nao
segregada, diferencialmente expressa e/ou tendo abundéncias
diferenciais em diferentes partes da planta ou érgaos ou tecidos
ou compartimentos subcelulares dentro da mesmo parte de planta
ou o6rgao ou tecido. A purificacdo das moléculas de fitase ai
contidas pode compreender isolamento e/ou processamento
adicional de uma ou mails partes desejaveis de planta ou o6rgaos

ou tecidos ou compartimentos subcelulares.
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Um método para catalisar reacgbes 1in vivo e/ou in vitro
utilizando sementes contendo quantidades aumentadas de enzimas
compreende a adicdo de sementes transgénicas, nado de tipo
selvagem, e. g., numa forma moida, a uma mistura reaccional e
permitir que as enzimas nas sementes aumentem a velocidade da
reacgao. Ao adicionar directamente as sementes a mistura
reaccional, o método proporciona uma solugdo ao processo mais
caro e mais incdmodo de extrair e purificar a enzima. Sao também
proporcionados métodos de tratamento em gue um organismo que
carece de uma fonte suficiente de uma enzima é-lhe administrada
a enzima na forma de sementes de uma ou mals espécies de
plantas, e. g., espécies vegetais transgénicas, contendo
quantidades aumentadas da enzima. Detalhes adicionais
relativamente a esta abordagem estdo na literatura publicada
e/ou sao conhecidos do especialista na técnica. Num exemplo
particular nao limitativo, tal literatura publicamente
disponivel inclui a patente U.S. N° 5543576 (van Ooijen et al.)
e a Patente U.S. N° 5714474 (van Ooijen et al.), embora estas
referéncias nédo divulguem as moléculas inventivas do presente
pedido e, em vez disso, ensinem a utilizacdo de fitases

fungicas.

Num aspecto, as presentes moléculas de fitase sado uteis para
gerar formas vivas recombinantes do sistema digestivo @(ou
micrdébios ou flora) e para a administracgdo das referidas formas
vivas recombinantes do sistema digestivo a animais. A
administracdao pode ser opcionalmente realizada isoladamente ou
em combinagdo com outras enzimas e/ou com outras formas vivas
que podem proporcionar actividade enzimdtica num sistema
digestivo, em que as referidas outras enzimas e referidas formas

vivas podem ser recombinantes ou nao. Por exemplo, a
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administracdo pode ser realizada em combinagdo com Dbactérias

xilanoliticas.

Num aspecto, a presente invencdao proporciona um método para
embeber sementes de milho ou sorgo em 4dgua morna contendo
didéxido de enxofre na presenca de uma preparagao de enzima
compreendendo uma ou mais enzimas que degrada a fitina, e. g.,
em tal quantidade que a fitina presente no milho ou sorgo é
substancialmente degradada. A preparacao de enzima pode
compreender fitase e/ou fosfatase &dcida e opcionalmente outras
enzimas que degradam material vegetal. O tempo de embebimento
pode ser 12 a 18 horas. O embebimento pode ser interrompido por
um passo de moagem intermédio, reduzindo o tempo de embebimento.
Num aspecto, as sementes de milho ou sorgo sdo embebidas em &agua
morna contendo didéxido de enxofre na presenca de uma preparacao
de enzima incluindo uma ou mais enzimas que degrada a fitina,
tals como fitase e fosfatases &cidas, para eliminar ou reduzir
muito o Adcido fitico e o0s sais de 4&cido fitico. Detalhes
adicionais relativamente a esta abordagem estdao na literatura
publicadada e/ou s&o conhecidos do especialista na técnica,
e. g., Patente U.S. N° 4914029, (Caransa et al.) e documento EP
0321004 (Vaara et al.).

Num aspecto, a presente divulgacdo proporciona um método
para obter uma massa de pao tendo propriedades fisicas
desejaveis, tais como nado adesividade e elasticidade e um
produto de pao de qualidade superior, tal como um volume
especifico, compreendendo a adicdo de moléculas de fitase a
massa de pao. Num aspecto, as moléculas de fitase da presente
invencao sao adicionadas a uma preparacdo de massa de pao de
trabalho que € subsequentemente formada e cozida. Detalhes

adicionais relativamente a esta abordagem estdo na literatura
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publicadada e/ou sdo conhecidos do especialista na técnica, por

exemplo, documento JP 03076529 (Hara et al.).

Num aspecto, a presente divulgacdao proporciona um método
para produzir géneros alimenticios de soja melhorados. A soja é
combinada com moléculas de fitase da presente invencao para
remover acido fitico da soja, produzindo assim géneros
alimenticios de soja que estdo melhorados no seu fornecimento de
nutrientes vestigiais para organismos consumidores e na sua
digestibilidade de proteinas. Num aspecto, na producdo de leite
de soja, as moléculas de fitase da presente invencao séao
adicionadas ou colocadas em contacto com soja de modo a reduzir
0 teor de &cido fitico. Num exemplo ndo limitativo, o processo
de aplicacao pode ser acelerado através de agitacdo do leite de
soja em conjunto com a enzima sob aquecimento ou por conducao de
uma reacgao de tipo mistura num recipiente de agitacéao
utilizando uma enzima imobilizada. Detalhes adicionais
relativamente a esta abordagem estdo na literatura publicada
e/ou sao conhecidos do especialista na técnica, por exemplo,

documento JP 59166049 (Kamikubo et al.).

Num aspecto, a presente divulgacdo proporciona um método
para produzir um produto de mistura para agua de beber ou racao
animal em forma fluida e gque compreende a utilizacdo de misturas
minerais e misturas de vitaminas e, também, novas moléculas de
fitase da presente invencao. Num aspecto, ¢é obtida uma mistura
correctamente composta e doseada de nutrientes necessadrios para
0 organismo consumidor sem qualquer risco de precipitacado e
destruicdo de minerais/vitaminas importante, enquanto ao mesmo
tempo é feita utilizacdo optima do fosfato ligado a fitina na
racdo. Detalhes adicionais relativamente a esta abordagem estéao

na literatura publicada e/ou sdo conhecidos do especialista na

técnica, e. g., documento EP 0772978 (Bendixen et al.).
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E entendido que as moléculas de fitase da presente invencéo
podem também ser utilizadas para produzir outros géneros
alimenticios bebiveis (ou bebidas) alcodlicos e néao alcodlicos
com base na wutilizacdo de bolores e/ou graos e/ou outras
plantas. Estes géneros alimenticios bebiveis incluem licores,
vinhos, bebidas alcodélicas mistas (e. g., wine coolers, outros
cafés alcodlicos, tal como Irish coffees, etc.), cervejas,
bebidas de tipo cerveja, sumos, extractos, homogenatos e purés.
Num aspecto, as moléculas de fitase presentemente divulgadas sao
utilizadas para produzir versdes transgénicas de bolores e/ou
grdos e/ou outras plantas Uteis para a producdo de tais géneros
alimenticios bebiveis. Noutro aspecto, as moléculas de fitase
presentemente divulgadas sao utilizadas como ingredientes
adicionais no processo de fabrico e/ou no conteudo final de tais
géneros alimenticios bebiveis. Detalhes adicionais relativamente
a esta abordagem estdo na literatura publicada e/ou séao

conhecidos do especialista na técnica.

Num aspecto, a presente invencado proporciona meios para
obter sake refinado tendo uma quantidade reduzida de fitina e um
teor aumentado de 1inositol. Tal sake pode ter - através de
efeitos directos e/ou psicogénicos - uma acgao preventiva na
doenca hepdatica, arteriosclerose e noutras doencas. Num aspecto,
um sake é produzido a partir de arroz koji por multiplicacado de
um bolor de arroz koji tendo actividade elevada de fitase como
uma matéria-prima. E entendido que as moléculas de fitase da
presente 1invengcao pode ser utilizadas para produzir um bolor
util com actividade aumentada (e. g., um bolor transgénico) e/ou
adicionado exogenamente para aumentar os efeitos de um bolor
koji. A estirpe ¢é adicionada a arroz fervido e o koji é
produzido por um processo convencional. Numa exemplificacédo, o

koji preparado é utilizado, o arroz completo é preparado em duas

233



fases e o sake é produzido a temperatura de sake constante de
15 °C para produzir o pretendido sake refinado tendo uma
quantidade reduzida de fitina e uma quantidade aumentada de
inositol. Detalhes adicionais relativamente a esta abordagem
estao na literatura publicada e/ou sao conhecidos do
especialista na técnica, por exemplo, documentos JP 06153896

(Soga et al.) e JP 06070749 (Soga et al.).

Num aspecto, a presente divulgacdao proporciona um método
para obter um absorvente capaz de promover a absorcao de
minerais, incluindo calcio, ingeridos sem ser digeridos por
sucos géastricos ou sucos intestinais com baixo custo. Num
aspecto, o absorvente mineral contém um hidrolisado parcial de
dcido fitico como um ingrediente activo. Um hidrolisado parcial
do &cido fitico pode ser produzido por hidrdlise de acido fitico
ou 0s seus sais utilizando novas moléculas de fitase da presente
invencdo. O tratamento com as moléculas de fitase pode ocorrer
isoladamente e/ou num tratamento de combinacdo (para inibir ou
aumentar o efeito final) e é seguido por inibicdo da hidrdlise
dentro de uma gama de modo a ndo libertar todos os radicais de
fosfato. Detalhes adicionais relativamente a esta abordagem
estao na literatura publicada e/ou sao conhecidos do

especialista na técnica, e. g., documento JP 04270296 (Hoshino).

Num aspecto, a presente invencado proporciona um método (e
seus produtos) para produzir uma composicdo enzimdtica gque tem
uma actividade de hidrdélise do fitato aditiva ou sinérgica; a
referida composicado compreende novas moléculas de fitase da
presente invencdo e um ou mails reagentes adicionais para
conseguir uma composicado que seja Util para um tratamento de
combinacdo. Num aspecto, o tratamento de combinacdao da presente
invencao ¢ conseguido através da utilizacao de, pelo menos, duas

fitases de diferentes especificidades de ©posicgao, i. e.,
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quaisquer combinac¢bes de 1-, 2-, 3-, 4-, 5- e 6-fitases. Ao
combinar fitases de diferentes especificidades de posicao, &
obtido um efeito aditivo ou sinérgico. As composicdes tais como
alimentos e racdes ou aditivos de alimentos e racdes
compreendendo tais fitases em combinacdo estdo também incluidas
nesta invengdo, assim como processos para a sua preparacgao.
Detalhes adicionais relativamente a esta abordagem estao na
literatura publicada e/ou sao conhecidos do especialista na

técnica, e. g., documento WO 30681 (Ohmann et al.).

Noutro aspecto, o tratamento de combinacdo da presente
invencdo é conseguido por utilizacdo de uma fosfatase acida que
tem actividade de hidrdlise de fitato a um pH de 2,5, numa razao
baixa que corresponde a um perfil da actividade de pH 2,5:5,0
desde cerca de 0,1:1,0 a 10:1, ou desde cerca de 0,5:1,0 a 5:1,
ou desde cerca de 0,8:1,0 a 3:1, ou desde cerca de 0,8:1,0 a
2:1. A composicdo enzimdtica pode apresentar uma eficiéncia
sinérgica de hidrdlise de fitato mais elevada através de
tratamento térmico. A composicdo enzimdtica é Util no tratamento
de géneros alimenticios (bebiveis e alimentos sélidos, produtos
de ragdo e forragem) para melhorar a hidrdlise de fitato.
Detalhes adicionais ou protocolos alternativos relativamente a
esta abordagem estdo na literatura publicada e/ou sao conhecidos
do especialista na técnica, e. g., Patente U.S. N° 5554399
(Vanderbeke et al.) e Patente U.S. N° 5443979 (Vanderbeke
et al.), gque ensina a wutilizagdo de fitases fungicas (em

particular Aspergillus).

Noutro aspecto, a presente invencado proporciona um método (e
seus produtos) para produzir uma composicao compreendendo a
presente e nova enzima actuando no fitato em combinag¢dc com uma
ou mails enzimas adicionais actuando em polissacaridos. Tais

polissacaridos podem ser seleccionados do grupo consistindo de
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arabinanas, fructanas, fucanas, galactanas, galacturonanas,
glucanas, mananas, xilanas, levana, fucoidana, carragenina,
galactocarolose, pectina, &cido péctico, amilose, pululano,
glicogénio, amilopectina, celulose, carboxilmetilcelulose,
hidroxipropilmetilcelulose, dextrano, pustulano, quitina,
agarose, queratano, condroitina, dermatano, &cido hialurdnico,
dcido alginico, e polissacaridos contendo, pelo menos, uma
aldose, cetose, 4dcido ou amina seleccionada do grupo consistindo
de eritrose, treose, ribose, arabinose, =xilose, 1lixose, alose,
altrose, glucose, manose, gulose, idose, galactose, talose,
eritrulose, ribulose, xilulose, psicose, frutose, sorbose,
tagatose, 4&cido glucurdnico, &cido glucdnico, &acido glucéarico,
acido galacturédnico, acido manurdénico, glucosamina,

galactosamina e &cido neuraminico.

Num aspecto, a presente invencdo proporciona um método (e
seus produtos) para produzir uma composicdo tendo uma actividade
de hidrdlise do fitato sinérgica compreendendo uma ou mais novas
moléculas de fitase da presente invencao, uma celulase (pode
também incluir uma xilanase), opcionalmente uma protease e,
opcionalmente, um ou mais reagentes adicionais. Em aspectos
alternativos, tais tratamentos de combinacdo s&o Uteis no
tratamento de géneros alimenticios, produtos de madeira, tal

como produtos de papel, e como solugdes e sdlidos de limpeza.

Num aspecto, as fitases da invencdo sao Uteis em combinacéao
com componentes de celulose. E conhecido que as celulases de
muitas bactérias celuloliticas estdao organizadas em complexos
multi-enzimdticos discretos, denominados celulossomas. As
mialtiplas subunidades de celulossomas sao compostas de numerosos
dominios funcionais, 0s quais interagem uns com o0s outros e com
o0 substrato celuldsico. Uma destas subunidades compreende uma

nova classe distintiva de polipéptidos estruturais nao
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cataliticos, que integra selectivamente as varias subunidades de
celulase e xilanase no complexo coesivo. A aplicacdo inteligente
de hibridos de celulossoma e construgdes quiméricas de dominios
celulossomais deve permitir uma melhor utilizacgdo da biomassaa
celuldsica e pode oferecer uma vasta gama de novas aplicagdes em

investigagdao, medicina e industria.

Num aspecto, as fitases da invencdo sao uteis - isoladamente
ou em tratamentos de combinacdo - nas areas de bioproducao de
pasta e Dbio-brangqueamento onde ¢é desejada uma reducdo na
utilizacao de quimicos ambientalmente prejudiciais,
tradicionalmente wutilizados de indastria de papel e pasta. O
tratamento de 4&gua residuais representa uma outra vasta drea de
aplicacdo em que foi demonstrado que as enzimas bioldgicas sao
eficazes nao apenas na remocao da cor, mas também na
bioconversao de substancias potencialmente nocivas em

subprodutos uteis.

Num aspecto, as fitases da invencdo sao Uteis para produzir
formas vivas que podem proporcionar, pelo menos, uma actividade
enzimdtica - 1isoladamente ou em tratamentos de combinacdao - no
tratamento de sistemas digestivos de organismos. 0Os organismos
particularmente relevantes a serem tratados incluem organismos
nao ruminantes, embora os organismos ruminantes também possam
beneficiar de tal tratamento. Especificamente, ¢é entendido que
esta abordagem pode ser realizadaa isoladamente ou em combinacao
com outras moléculas bioldgicas (por exemplo, xilanases) para
gerar um hospedeiro recombinante que expresse uma pluralidade de
moléculas bioldgicas. E também entendido que a administracdo das
presentes moléculas de fitase e/ou hospedeiros recombinantes que
expressam as presentes moléculas de fitase pode ser realizada
isoladamente ou em combinacdo com outras moléculas bioldgicas,

e/ou formas vivas que podem proporcionar actividade enzimatica
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num sistema digestivo - em que as referidas outras enzimas e
referidas formas vivas podem ser recombinantes ou nao. Por
exemplo, a administracdo pode ser realizada em combinagdo com

bactérias xilanoliticas.

Por exemplo, além do fitato, muitos organismos sao também
incapazes de digerir adequadamente hemiceluloses. As
hemiceluloses ou os xilanos sdo 08 principais componentes (35%)
de materiais vegetais. Para animais ruminantes, cerca de 50% dos
xilanos dietéticos sao degradados, mas apenas pequenas
quantidades de xilanos sadao degradadas no intestino inferior de
animais e humanos nao ruminantes. ©No rumen, as principais
espécies xilanoliticas sao Butyrivibrio fibrisolvens e

41

Bacteroides ruminicola. No célon humano, as subespécies a” de
Bacteroides ovatus e Bacteroides fragilis sao as principais
bactérias xilanoliticas. 0Os xilanos sdao quimicamente complexos e
a sua degradacadao requer multiplas enzimas. A expressao destas
enzimas por bactérias intestinais varia muito entre espécies.
Butyrivibrio fibrisolvens produz xilanases extracelulares mas as
espécies Bacterdides tém actividade de xilanase ligada a célula.
A caracterizacao bioquimica de enzimas xilanoliticas de
bactérias intestinais nao foi totalmente realizada. Um gene da
xilosidase foi clonado de B. fibrosolvens. Os dados de
hibrida¢des de ADN utilizando um gene de xilanase clonado de B.
fibrisolvens indicam que este gene pode estar presente noutras
estirpes de B. fibrisclvens. Uma xilanase c¢lonada de Bact.
ruminicola foili transferida e altamente expressa em Bact.
fragilis e Bact. Uniformis. Os genes da arabinosidase e
xilosidase de Bact. ovatus foram clonados e ambas as actividades

parecem ser catalisadas por uma Unica enzima bifuncional nova.

Num aspecto, as fitases da invencgao sao uteis para 1)
transferir para um hospedeiro adequado (tal como Bact. fragilis

238



ou Bact. uniformis); 2) conseguir expressadao adequada num
hospedeiro recombinante resultante; e 3) administrar 0os
referidos organismos hospedeiros recombinantes para melhorar a
capacidade dos organismos tratados para degradar fitato. A
investigacdo continuada nas &reas da genética e bioquimica ira
proporcionar conhecimento e compreensdo para manipulacado da
digestdo ao nivel intestinal e melhorar a compreensao da

digestdo de fibra no célon.

Detalhes adicionais ou protocolos alternativos relativamente
a esta abordagem estdo na literatura publicada e/ou séo
conhecidos do especialista na técnica, por exemplo, a invencgao
pode utilizar ©processos como descritos na Patente U.S. N°
5624678 (Bedford et al.), Patente U.S. Ne° 5683911 (Bodie
et al.), Patente U.S. N° 5720971 (Beauchemin et al.), Patente
U.S. N° 5759840 (Sung et al.), Patente U.S. N° 5770012 (Cooper),
Patente U.S. N° 5786316 (Baeck et al.), Patente U.S. N° 5817500

(Hansen et al.).

A presente invencgao ensina que as moléculas de fitase da
presente invencdo podem ser adicionadas ao(s) reagente(s)
divulgado(s) de modo a obter preparacgdes tendo uma actividade
adicional de fitase. Num aspecto, o(s) reagente (s) e as
moléculas adicionais de fitase nao se inibirdo entre si. Num
aspecto, o(s) reagente(s) e as moléculas adicionais de fitase
podem ter um efeito aditivo global. Num aspecto, o(s)
reagente(s) e as moléculas adicionais de fitase podem ter um

efeito sinérgico global.

Num aspecto, a presente invencado proporciona um método (e os
seus produtos) para aumentar a utilizacdo do fésforo de fitato e
tratamento e prevencdao da discondroplasia tibial em animais,

particularmente aves, por administracdo aos animais de uma
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composigao de ragao contendo um derivado hidroxilado da
vitamina D3;. O derivado da vitamina D; pode ser administrado a
animais em rag¢des contendo niveis reduzidos de cdlcio e fésforo
para aumentar a utilizagdo do fésforo de fitato. Desta forma, o
derivado da vitamina D3 pode ser administrado em combinacgcdao com
novas moléculas de fitase da presente invencao para um aumento
adicional da utilizacéao do fésforo de fitato. Detalhes
adicionais ou protocolos alternativos relativamente a esta
abordagem estdo na literatura publicada e/ou sdo conhecidos do
especialista na técnica, e. g., Patente U.S. N° 5516525 (Edwards
et al.) e Patente U.S. N° 5366736 (Edwards et al.), Patente U.S.
N° 5316770 (Edwards et al.).

Num aspecto, a presente invencao proporciona um método (e
seus produtos) para obter géneros alimenticios que 1)
compreendem fitina que é facilmente absorvida e utilizada numa
forma de inositol num corpo de um organismo; 2) que € capaz de
reduzir o fésforo em excrementos; e 3) que €, desta forma, util
para melhorar a poluicdao ambiental. Os referidos géneros
alimenticios s&o compreendidos de uma mistura de uma grao
contendo fitina, um microrganismo produtor de 4&dcido 1lactico e
uma nova molécula de fitase da presente invencao. Num aspecto,
os referidos géneros alimenticios sdo produzidos por combinacao
de um grao contendo fitina (e. g., farelo de arroz) com um grupo
microbiano eficaz tendo uma propriedade acidofilica, produgédo de
dcido léactico, sem produzirem &dcido butirico, sem patogenicidade

e uma fitase. Os exemplos de um grupo microbiano eficaz incluem,

e. g., Estreptomyces sp. (American Type Culture Collection N°¢
ATCC 3004) pertencentes ao grupo dos actinomicetes e
Lactobacillus sp. (IFO 3070) pertencentes ao grupo dos
lactobacilos.
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Uma quantidade exemplificativa de adigcdo de um grupo
microbiano eficaz é 0,2% em peso em termos do peso corporal
bacteriano com base num material de grdo. Num aspecto, a
quantidade da adicdo de fitase é cerca de 1-2% em peso com base
na fitina no material de grao. Detalhes adicionais ou protocolos
alternativos relativamente a esta abordagem estdao na literatura
publicada e/ou sd@o conhecidos do especialista na técnica, e. g.,

documento JP 08205785 (Akahori et al.).

Num aspecto, a presente invencdo proporciona um método para
melhorar a solubilidade de proteinas vegetais. Mais
especificamente, a invencao refere-se a métodos para a
solubilizacdo de proteinas em fontes de proteina vegetal, cujos
métodos compreendem tratar fonte de proteina vegetal com uma
quantidade eficiente de uma ou mais enzimas fitase da invengao e
tratar a fonte de proteina vegetal com uma quantidade eficiente
de uma ou mais enzimas proteoliticas. Noutro aspecto, a invencao
proporciona aditivos de racgdao animal compreendendo uma fitase da
invengdo e uma ou mais enzimas proteocliticas. Detalhes
adicionais ou protocolos alternativos relativamente a esta
abordagem estdo na literatura publicada e/ou sao conhecidos do
especialista na técnica, e. g., documento EP 0756457

(WO 9528850 Al) (Nielsen e knap).

Num aspecto, a presente invencdo proporciona um método para
produzir uma preparacao de proteina vegetal compreendendo
dispersar materiais fonte de proteina vegetal em agua a um pH na
gama de 2 a 6 e misturar aili moléculas de fitase da presente
invengdao. o extracto acidico contendo proteina soluvel é
separado e seco para produzir uma proteina sdélida de caréacter
desejavel. Uma ou mails proteases podem também ser utilizadas
para melhorar as caracteristicas da proteina. Detalhes

adicionais ou ©protocolos alternativos relativamente a esta
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abordagem estdo na literatura publicada e/ou sdo conhecidos do

especialista na técnica, e. g., Patente U.S. N° 3966971.

Num aspecto, a presente divulgacao proporciona um método (e
0s seus produtos) para activar fdésforo inerte no solo e/ou
adubo, para melhorar a taxa de utilizacgdo de um composto azotado
e para suprimir a propagacao de bolores patogénicos por adicgao

de trés reagentes, fitase, saponina e guitosano, ao adubo.

Num aspecto, o método pode compreender tratar o adubo
através de 1) adicionar microrganismos contendo fitase no meio,
e. g., hospedeiros recombinantes que sobreexpressam novas
moléculas de fitase da presente invencgao, por exemplo, a 100 mL
de meio/100 kg de adubo humido; 2) alternativamente também
adicionar uma fonte vegetal contendo fitase - tal como farelo de

trigo - e. g., a 0,2 a 1 kg/100 kg de adubo humido; 3) adicionar

uma fonte contendo saponina - tal como turfa, artemisia e
plantas yucca - e. g., a 0,5 a 3,0 g/kg; 4) adicionar materiais
contendo qguitosano - tais como cascas pulverizadas de camardes,
caranguejos, etc. - e. g., a 100 a 300 g/kg de adubo humido.

Num aspecto, sao utilizadas fontes recombinantes dos trés
reagentes, fitase, saponina e quitosano. Detalhes adicionais ou
protocolos alternativos relativamente a esta abordagem estao na
literatura publicada e/ou s&o conhecidos do especialista na

técnica, e. g., documento JP 07277865 (Toya Taisuke).

Em alguns exemplos pode ser vantajoso distribuir e expressar
localmente uma sequéncia de fitase da invencao (e. g., dentro de
um tipo particular de tecido ou célula). Por exemplo, a
expressao local de uma fitase ou enzima digestiva no intestino
de um animal ajudardao na digestdo e incorporacao, por exemplo,

de fitato e fésforo, respectivamente. A sequéncia de 4&acido
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nucleico pode ser distribuida directamente as glandulas, tecidos
e células salivares e/ou as células epiteliais de revestimento
do intestino, por exemplo. Tais métodos de distribuicdo séo
conhecidos na técnica e incluem electroporacdo, vectores virais
e incorporacadao directa de ADN. Qualgquer polipéptido que tem
actividade de fitase pode ser utilizado nos métodos da invencao
(e. g., agqueles especialmente descritos na subseccdao 6.3.18,

assim como aqueles descritos noutras secgdes da invencao).

Por exemplo, as construcdes de 4acidos nucleicos da presente
invengdo 1iradao compreender moléculas de 4&cidos nucleicos numa
forma adequada para 1incorporacao em células alvo dentro de um
tecido hospedeiro. Os &cidos nucleicos podem estar na forma de
moléculas de ADN ou ARN nu, em gue as moléculas podem
compreender um ou mals genes estruturais, um ou mais genes
reguladores, cadeias anti-sentido, cadeias capazes de formacao
de hélice tripla ou semelhantes. Geralmente, a construcado de
dcidos nucleicos incluirda, pelo menos, um gene estrutural sob
controlo de transcrigcdo e tradugcdo de uma regido reguladora
adequada. Mais habitualmente, as construcdes de &dcidos nucleicos
da presente invencao irao compreender acidos nucleicos
incorporados num veiculo de distribuicdo para melhorar a
eficiéncia de transfeccdo, em que o veiculo de distribuicdo sera
disperso dentro de particulas maiores compreendendo um material

excipiente hidrofilico seco.

Um desses veiculos de distribuicdo compreendem vectores
virais, tais como retrovirus, adenovirus e virus adeno-
associados, o0s quails foram inactivados ©para prevenir auto-
replicacdo mas gue mantém a capacidade viral nativa para se
ligarem a uma célula alvo hospedeira, distribuir material
genético no citoplasma da célula alvo hospedeira e promover a

expressao de genes estruturais ou outros que foram incorporados
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na particula. Os vectores retrovirus adequados para
transferéncia génica mediada sdo descritos em Kahn et al. (1992)
Circ. Res. 71:1508-1517. Uma distribuicdo génica de adenovirus
adequada ¢ descrita em Rosenfeld et al. (1991) Science 252:431-
434. Sistemas de distribuicdo retrovirais e adenovirais séao

descritos em Friedman (1989) Science 244:1275-1281.

Um segundo tipo de veiculo de distribuicdo de 4&cidos
nucleicos compreende vesiculas lipossomais de transfeccao,
incluindo construgdes lipossomais anidnicas e catidnicas. A
utilizagcdo de lipossomas anidénicos requer que o0s acidos
nucleicos sejam capturados dentro do lipossoma. Os lipossomas
catidénicos ndo requerem a captura dos acidos nucleicos e, em vez
disso, podem ser formados por simples mistura dos Aacidos
nucleicos e lipossomas. 0Os lipossomas catidnicos ligam-se
avidamente as moléculas de acidos nucleicos carregadas
negativamente, incluindo ADN e ARN, para produzir complexos que
tém razodavel eficiéncia de transfeccdo em muitos tipos de
células. Ver, Farhood et al. (1992) Biochem. Biophys. Acta.
1111:239-246. Um material exemplificativo para formar vesiculas
lipossomais ¢é a lipofectina que ¢é composta de uma mistura
equimolar de dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE) e
dioleiloxipropil-trietilaménio (DOTMA), como descrito em Felgner

e Ringold (1989) Nature 337:387-388.

E também possivel combinar estes dois tipos de sistemas de
distribuicdao. Por exemplo, Kahn et al. (1992), supra., ensina
gque um vector retroviral pode ser combinado numa vesicula
catidénica de DEAE-dextrano para aumentar ainda a eficiéncia de
transformacdo. E também possivel incorporar proteinas nucleares
em vesiculas de distribuig¢do viral e/ou lipossomal para melhorar
ainda mais as eficiéncias de transfeccdao. Ver, Kaneda et al.

(1989) Science 243:375-378.
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Noutro aspecto, ¢é proporcionado um auxiliar digestivo
contendo uma enzima como o uUnico ingrediente activo ou em
combinacdo com um ou mails outros agentes e/ou enzimas. A
utilizagcdo de enzimas e de outros agentes em auxiliares
digestivos de animais de <criacdo ou animais domésticos néo
apenas melhora a saude e a esperanca de vida do animal, mas
também ajuda a aumentar a saude dos animais de criacdao e a

producao de géneros alimenticios a partir de animais de criacao.

A invencdo pode também utilizar ragdes para animais de
criacao (e. g., determinadas racgdes para aves) que sao altamente
suplementadas com numerosos minerais (e. g., fésforo
inorgédnico), enzimas, factores de crescimento, farmacos e outros
agentes para distribuicdo aos animais de criagdao. Estes
suplementos substituem muitas das calorias e nutrientes naturais
presentes no grao, por exemplo. Ao reduzir ou eliminar o
suplemento de fésforo inorgédnico e outros suplementos (e. g.,
sais de minerais vestigiais, factores de crescimento, enzimas,
antibidéticos) da prépria racgdo, a ragao & capaz de conter mais
nutrientes e energia. Desta forma, a dieta remanescente conteria
mais energia utilizdvel. Por exemplo, as dietas de farinha de
semente oleaginosa contém habitualmente cerca de 3200 kcal de
energia metabolizdvel por kg de dieta e o0s sals minerais néo
fornecem energia metabolizavel. A remogao dos minerais
desnecessdrios e a substituicdo com grao aumenta assim a energia
utilizavel na dieta. Assim, a invencgao é diferenciada
relativamente a ragdo contendo fitase habitualmente utilizada.
Por exemplo, num aspecto, é utilizado um material biocompativel
que € resistente a digestdao pelo tracto gastrointestinal de um

organismo.
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Em muitos organismos, incluindo, por exemplo, aves
domésticas ou péassaros como, por exemplo, galinhas, perus,
gansos, patos, papagaios, pavdes, avestruzes, faisdes,
codornizes, pombos, emas, gquivis, mergulhdes, caturras, catatua,
canarios, pinguins, flamingos e pombas, o tracto digestivo
inclui uma moela que armazena e utiliza objectos biocompativeis
duros (e. g., rochas e conchas de mariscos) para ajudar na
digestdo de sementes ou outros alimentos consumidos por uma ave.
Um tracto digestivo tipico desta familia geral de organismos,
inclui o esdéfago que contém uma bolsa, chamado papo, em gue O
alimento ¢ armazenado durante um breve periodo de tempo. A
partir do papo, o alimento desce ao verdadeiro estbmago, ou
proventriculus, onde o 4acido cloridrico e a pepsina comecam o
processo de digestdao. Em seguida, o alimento move-se para a
moela, que é de forma oval e paredes grossas com muasculos
poderosos. A principal funcdo da moela ¢é triturar ou moer
particulas alimentares - um processo € ajudado pela ave engolir
pequenas guantidades de cascalho fino ou saibro. A partir da
moela, o alimento move-se para o duodeno. O intestino delgado
das aves ¢é semelhante ao dos mamiferos. Existem duas bolsas
cegas ou ceca, cerca de 100-150 mm (4-6 polegadas) de
comprimento na jungao do intestino delgado e grosso. O intestino
grosso é curto consistindo essencialmente do recto com cerca de
75-100 mm (3-4 polegadas) de comprimento. O recto esvazia na

cloaca e as fezes sdo excretadas através do &anus.

Os objectos biocompativeis duros consumidos (ou de outro
modo 1introduzidos) e presentes na moela proporcionam um vector
util para a distribuicdo de varios agentes enzimdticos,
quimicos, terapéuticos e antibidéticos. Estas substédncias duras
tém uma duracao de algumas horas a alguns dias e passam apds um
periodo de tempo. Desta forma, a invencdo proporciona auxiliares

dietéticos modificados impregnados (e. g., matriz e membranas
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impregnadas) revestidos, para distribuicdo de agentes digestivos
ou terapéuticos uUteis a um organismo. Tais auxiliares dietéticos
incluem objectos que sao ingeridos tipicamente por um organismo
para ajudar na digestdo dentro da moela (e. g., areia ou
saibro). A invencdo proporciona objectos biocompativeis que tém
ai revestidos ou impregnados agentes uUteis como um auxiliar
digestivo para um organismo ou para a distribuicdo de um agente

ou guimico terapéutico ou medicinal.

Num aspecto, a invencao proporciona um auxiliar dietético,
tendo uma composicdo biocompativel concebida para a libertacao
de um agente que ajuda na digestdo, em que a composicgao
biocompativel ¢é concebida para consumo oral e libertacdo no
tracto digestivo (e. g., moela) de um organismo.
“Biocompativeis” significa que a substéncia, apds contacto com
um organismo hospedeiro (e. g., um ave), nao induz uma resposta
prejudicial suficiente para resultar na rejeicdo da substéancia
ou que torne a substancia inoperdvel. Tal inoperabilidade pode
ocorrer, por exemplo, por formacao de uma estrutura fibrdética em
torno da substidncia que limita a difusdo de agentes impregnados
ao organismo hospedeiro ou uma substidncia gque resulte num
aumento na mortalidade ou morbidade no organismo devido a
toxicidade ou infeccdo. Uma substancia biocompativel pode ser
ndo biodegraddvel ou biodegraddvel. Num aspecto, a composicdo
biocompativel ¢é resistente a degradacdo ou digestao pelo tracto
gastrointestinal. Noutro aspecto, a composicao biocompativel tem

a consisténcia de uma rocha ou pedra.

Um material ndo biodegraddavel Util na i1nvencdo €& um gue
permita ligacdo ou impregnacdao de um agente dietético. Tais
materiais ndo Dbiodegradédveis ndo limitativos incluem, por
exemplo, termoplésticos, tais como acrilico, modacrilico,

poliamida, policarbonato, poliéster, polietileno, polipropileno,
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poliestireno, polissulfona, polietersulfona e fluoreto de
polivinilideno. Os elastdmeros s&o também materiais Uteis e
incluem, por exemplo, poliamida, poliéster, polietileno,
polipropileno, poliestireno, poliuretano, 4dlcool polivinilico e
silicone (e. g., a base de silicone ou contendo silica). A
invengdao proporciona que a composicao biocompativel possa conter
uma pluralidade de tais materiais, os quais podem ser, e. g.,
misturados ou depositados para formar misturas, copolimeros ou

as suas combinacgdes.

Num aspecto, um material *“biodegraddavel” significa que a
composicdo 1rd erodir ou degradar in vivo para formar espécies
gquimicas menores. A degradacado pode ocorrer, por exemplo,
através de ©processos enzimaticos, quimicos ou fisicos. Os
materiais biodegraddveis adequados contemplados para utilizacéo
na invencado incluem, mas nao estdo limitados a, poli(lactido)s,
poli(glicolido)s, poli(acido 1léactico)s, poli(acido glicdlico)s,
polianidros, poliortoésteres, polieterésteres, policaprolactona,
poliesteramidas, policarbonato, policianocacrilato, poliuretanos,
poliacrilato e semelhantes. Tais materiais podem ser misturados
ou depositados para formar misturas, copolimeros ou as suas

combinacdes.

Num aspecto, uma variedade de diferentes substéncias
biocompativeis da invencao podem ser administradas ao animal e
ingeridas sequencialmente ou, caso contrdrio, proporcionadas ao
mesmo organismo simultaneamente ou em varias combinacgdes (e. g.,
um material antes do outro). Além disso, as substéncias
biocompativeis da invencao podem ser concebidas para passagem
lenta através do tracto digestivo. Por exemplo, as substéncias
grandes ou gordas tendem a mover-se mais lentamente através do
tracto digestivo, desta forma, pode ser utilizado um material

biocompativel tendo um tamanho grande para prevenir a passagem
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rdpida no tracto digestivo. Tais substdncias grandes podem ser

uma combinacéo de substancias nao biodegradaveis e
biodegradédveis. Por exemplo, uma substdncia pequena nao
biodegradéavel pode ser abrangida por uma substancia

biodegraddvel da invencadao de modo gue durante um periodo de
tempo a porcgdo biodegraddvel serd degradada permitindo que a
porcdo nao biodegraddvel passe através do tracto digestivo. Além
disso, € reconhecido que gqualquer numero de aromatizantes podem
ser proporcionados a uma substédncia biocompativel da invencgéao

para ajudar no consumo.

Qualgquer numero de agentes isoladamente ou em combinacado com
outros agentes pode ser revestido nas substéncias biocompativeis
da invencédo, incluindo polipéptidos (e. g., enzimas, anticorpos,
citocinas ou pequenas moléculas terapéuticas) e antibidticos,
por exemplo. O0s exemplos de agentes Uteis particulares séao
listados na Tabela 1 e 2, abaixo. Estd também contemplado que as
células pode ser encapsuladas no material biocompativel da
invencdo e utilizado para distribuir enzimas ou agentes
terapéuticos. Por exemplo, podem ser concebidas substéancias
porosas tendo poros suficientemente grandes para que as células
crescam dentro e através e que estes materiais porosos possam
ser depois levados para o tracto digestivo. Por exemplo, a

substédncia biocompativel da invengdo pode compreender uma

pluralidade de ambientes microflorais (e. g., diferente
porosidade, PH, etc.) gque proporcionam suporte para uma
pluralidade de tipos de células. As células podem ser

manipuladas geneticamente para distribuir um farmaco, enzima ou
quimico particular ao organismo. As células podem  ser

eucaridéticas ou procaridticas.
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Tabela 1

Classe de Quimico Descricgéo
Tratamento
Antibidéticos Amoxicilina e sua Tratamento contra

Combinacao Mastox
Injecgéao
(Amoxicilina e

cloxacilina)

doencas bacterianas
causadas por bactérias

Gram + e Gram -

Ampicilina e sua
Combinacdo Biolox
Injeccgéao
(Ampicilina e

cloxacilina)

Tratamento contra
doencas bacterianas
causadas por bactérias

Gram + e Gram -

Nitrofurazona + Ureia

Bolus de Nefrea

Tratamento de

infecgdes genitais

Trimetoprima +
Sulfametoxazole

Bolus de Trizole

Tratamento de
infecgdes do tracto
respiratdrio,
infecgdes do tracto
gastrointestinal,

infecgdes urogenitais.

Metronidazole e
Furazolidona

Bolus de Metofur

Tratamento de doencas
bacterianas e

protozodrias.

Ftalilsulfatiazole,
pectina e caulino
Pectolina

Bolus

Suspensao

Tratamento de diarreia
bacteriana e nao
especifica, disenteria

bacilar e paratifose.
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(continuacao)

Classe de Quimico Descrigéao
Tratamento
Anti- Unguento de Ectoparasiticida e
helminticos Ectoparasiticida Germex antisséptico

(Hexacloreto de gama
Benzeno, Hemissulfato de
Proflavina e Cetrimida)
Endoparasiticidas >
Albendazole e a sua
Combinacao

Alben (Albendazole)
Suspensao (Albendazole
2,5%)

Suspensao Plus

(Albendazole 5%)

Bolus Forte (Albendazole
1,5 Gm.)

Comprimido (Albendazole
600 Mg.)

P6 (Albendazole 5%, 15%)

Prevencao e tratamento
de infestacdes de
lombrigas, ténias e

fasciola

Alpraz (Albendazole e
Prazigquantel)

Comprimido

Prevencao e tratamento
de infestacgdes de
lombrigas e ténias em

caninos e felinos.

Oxiclozanida e a sua
Combinacéao

Clozan (Oxiclozanida)
bolus,

Suspensao

Prevencao e tratamento
de infestacdes de

fasciola

251




(continuacao)

Classe de Quimico Descrigéao
Tratamento
Tetzan (Oxiclozanida e Prevencao e tratamento
Tetramisole HC1l) Bolus, de infestacdes de
Suspensao lombrigas e fasciola
Fluzan (Oxiclozanida e Prevencao e tratamento
Levamisole HCl) Bolus, de infestacdes de
Suspensao lombrigas e imunidade
crescente
Levamisole Prevencao e tratamento
Injecgado de Nemasol de infestagdes de
PS6 Wormnil lombrigas e imunidade
crescente.
Fenbendazole Prevencao e tratamento
Fenzole de infestacdes de
Comprimido (Fenbendazole | lombrigas e ténias
150 Mg.)
Bolus (Fenbendazole
1,5 Gm.)
P66 (Fenbendazole
2,5% p/p)
Ténicos Complexo de vitamina B, Tratamento de

aminodcidos e Extracto
de figado
Injecgao de Heptogen

anorexia, hepatite,
debilidade, convulsodes
nevralgicas
Emagrecimento e

crescimento atrofiado.
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(continuacao)

Classe de Quimico Descrigéao
Tratamento
Levulinato de Calcio com | Prevencdo e tratamento
Vit.Biz e Vit Dj de hipocalcemia,
Injeccao de Hilactina terapia de apoio em
estados de doenca
(especialmente
hipotermia) e
tratamento de fases
iniciais de
raquitismo.
Suplementos Minerals essenciais, Tratamento de anestro

para Ragéo

Animal

Selénio e Vitamina E

Bolus de Ginolactina

que causa
infertilidade e
ovulagao retardada em
animais leiteiros e

cavalos.

Minerais essenciais,
Vitamina E e TIodo

P6 De Hilactina

Infertilidade,
lactacadao imprépria,
imunidade diminuida,
crescimento atrofiado

e debilidade.

Electrdélitos Essenciais
Com Vitamina C

Electra - P66 C

Diarreia,
desidratacao, antes e
apbés transporte, em
temperaturas extremas
(elevadas ou baixas) e
outros estados de

stress.
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(continuacao)

Classe de

Tratamento

Quimico

Descrigéao

Sédico + Paracetamol)

Bolus, Injeccéao.

Pyrenox Plus (Diclofenac | Tratamento de mastite,

febre pds cirurgica,
dor e inflamacao,
prolapso do utero,

claudicacédo e artrite.

Tabela 2. Formulagdes terapéuticas

Produto

Descrigéao

Acutrim®

(fenilpropanolamina)

Comprimidos supressores do apetite uma

vez por dia.

Infusor Baxter®

Para distribuicdo intravenosa
controlada de anticoagulantes,
antibidéticos, agentes
quimioterapéuticos e outros farmacos

extensamente utilizados.

Catapres-TTS®
(sistema terapéutico
transdérmico de

clonidina)

Sistema transdérmico uma vez por

semana para tratamento da hipertenséo.

Covera HS3
(cloridrato de

verapamil)

Comprimidos de libertacao perlongada
de inicio controlado (COER-24) uma vez
por dia para tratamento de hipertenséo

e angina de peito.

DynaCirc CR®

(isradipina)

Comprimidos de libertacao prolongada
uma vez por dia para tratamento da

hipertensao.
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(continuacao)

Produto

Descrigéao

Efidac 24°
(maleato de

clorfeniramina)

Comprimidos de libertacao prolongada
uma vez por dia para o alivio de

sintomas de alergia.

Estraderm®
(sistema transdérmico de

estradiol)

Sistema transdérmico duas vezes por
semana para tratamento de determinados
sintomas pds—-menopdusicos e prevenir a

osteoporose

Glucotrol XL®

Comprimidos de libertacao prolongada

(glipizida) uma vez por dia, utilizados como um
adjuvante a dieta para o controlo de
hiperglicemia em doentes com diabetes
mellitus ndo dependentes de insulina.

IVOMEC SR® Sistema de distribuicdo ruminal para

Bolus (ivermectina)

controlo sazonal de principais

parasitas internos e externos no gado.

Minipress XL®

(prazosina)

Comprimidos de libertacao prolongada
uma vez por dia para tratamento da

hipertensao.

NicoDerm® CQ™
(sistema transdérmico de

nicotina)

Sistema transdérmico utilizado uma vez
por dia como auxiliar a cessacao de
tabagismo para alivio de sintomas da

retirada de nicotina.

Procardia XL°

(nifedipina)

Comprimidos de libertacao prolongada
uma vez por dia para tratamento da

angina e hipertensao.

Sudafed® 24 Horas

(pseudoefedrina)

Descongestionante nasal uma vez por
dia para alivio de constipacgdes,
sinusite, febre dos fenos e outras

alergias respiratdrias.
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Produto

Descrigéao

Transderm-Nitro®
(sistema transdérmico de

nitroglicerina)

Sistema transdérmico uma vez por dia
para prevencao da angina de peito

devido a doenca arterial coronaria.

Transderm Scop®

(sistema transdérmico de

egcopolamina)

Sistema transdérmico para a prevencao
de nduseas e vémitos associados com a

cinetose.

Volmax (albuterol)

Comprimidos de libertacao prolongada
para o alivio de broncospasmos em
doentes com doenca obstrutiva

reversivel das vias aéreas.

Actisite®

(cloridrato de tetraciclina) fibra
peridental utilizada como um adjuvante
para raspagem e polimento radicular
para reducao das bolsas peridentais e
hemorragia pds—sondagem em doentes com

periodontite do adulto.

ALZET®

Bombas osméticas para investigacao

laboratorial.

Amphotec®
(complexo de colesteril-
sulfato de anfotericina

B para injeccao)

AMPHOTEC® é um tratamento fungicida
para aspergilose invasiva em doentes
em que deterioragdo renal ou
toxicidade inaceitavel impossibilitam
a utilizacdo de anfotericina B em
doses eficazes e em doentes com
aspergilose invasiva onde terapia

prévia com anfotericina B falhou.

BiCitra®
(citrato de sdédio e

dcido citrico)

Agente alcalinizante utilizado
naqueles estados em que & desejavel a
manutencdo a longo prazo de urina

alcalina.

256




(continuacao)

Produto

Descrigéao

Ditropan®

(cloreto de oxibutinina)

Para alivio de sintomas de
instabilidade da bexiga associada a
bexiga neurogénica nao inibida ou

neurogénica de reflexo (i. e.,

urgéncia, frequéncia, perdas
urinarias, incontinéncia de urgéncia,
disuria).

Ditropan® XL

(cloreto de oxibutinina)

é um comprimido de libertacao
controlada uma vez por dia, indicado

para tratamento da bexiga hiperactiva
com sintomas de incontinéncia urindria

de urgéncia, urgéncia e frequéncia.

DOXIL®
(injeccado lipossomal de

doxorrubicina HC1)

Duragesic®
(sistema transdérmico de

fentanilo) CII

Sistema transdérmico de 72 horas para
gestdao da dor crdénica em doentes que
requerem analgesia opidide continua
para a dor que nao pode ser controlada
com meios menores, tais como
combinac¢des de acetaminofeno-opidide,
analgésicos nao esterdides ou dosagem

PRN com opidides de curta accgéao.

Elmiron®
(polisulfato sdédico de

pentosano)

Indicado para o alivio da dor ou
desconforto da bexiga associado com

cistite intersticial.

ENACT AirWatchm™

Um sistema de monitorizacdo e gestao

da asma.
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Produto Descrigéao
Ethyl® Indicado para reduzir a toxicidade
(amifostina) renal cumulativa associada com a

administracado repetida de cisplatina
em doentes com cancro do ovario
avancado ou cancro das células nao
pequenas do pulmao.

Indicado para reduzir a incidéncia de
xerostomia moderada a grave em doentes
submetidos a tratamento de radiacéao
pds—-operatdrio para o cancro da cabeca
e garganta, em que a area de
tratamento com radiacadao inclui uma
porcao substancial de glandulas

pardtidas.

Mycelex® Troche

(clotrimazole)

Para o tratamento local de candidiase
orofaringea. Indicado também
profilacticamente para reduzir a
incidéncia de candidiase orofaringea
em doentes imunocomprometidos por
estados gque incluem gquimioterapia,
radioterapia ou terapia esterdide
utilizada no tratamento de leucemia,
tumores sdélidos ou transplantacao

renal.

Neutra-Phos®
(fosfato de potédssio e

sédio)

um suplemento diatético /nutricional
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Produto

Descrigéao

PolyCitra® —K Solucgdo
Oral e PolyCitra® -K
Cristais (citrato de
potédssio e &cido

citrico)

Agente alcalinizante Util naqueles
estados em que & desejavel a
manutencdo a longo prazo de urina
alcalina, tais como em doentes com
cdlculos de acido uUrico e cistina do
tracto urindrio, especialmente gquando
a administracao de sais de sdédio for

indesejavel ou contra-indicada

PolyCitra® -K Xarope e LC

(tricitratos)

Agente alcalinizante Util naqueles
estados em que € desejavel a
manutencdo a longo prazo de urina
alcalina, tais como em doentes com
cdlculos de acido urico e cistina do

tracto urindrio.

Progestaseet®

(progesterona)

Sistema contraceptivo intra-uterino de

progesterona

Testoderm® Testoderm® com
Adesivo e Testoderm® TTS

CIII

Sistema transdérmico de testosterona
Os produtos Testoderm® sdo indicados
para terapia de substituicdo em homens
para estados associados com uma
deficiéncia ou auséncia de

(1)

(congénito ou

testosterona enddgena:
hipogonadismo primario
ou (2)

adquirido) hipogonadismo

hipogonadotréfico (congénito ou

adquirido) .

Viadur™
(implante de acetato de

leuprolida)

Implante anual para tratamento

paliativo do cancro da préstata

259




Determinados agentes podem ser concebidos para se tornarem
activos ou inactivos sob determinadas condicgdes (e. g.,
determinados pH, presenca de um agente activador, etc.). Além
disso, pode ser vantajoso utilizar pro-enzimas nas composicdes
da invencao. Por exemplo, uma pro-enzima pode ser activada por
uma protease (e. g., uma protease salivar que esteja presente no
tracto digestivo ou seja introduzida artificialmente no tracto
digestivo de um organismo). Estd contemplado que o0s agentes
distribuidos pelas composicdes biocompativeis da invencdo séao
activados ou inactivados pela adicdao de um agente activador gue
pode ser ingerido ou, caso contrario, distribuido ao organismo.
Um outro mecanismo para controlo do agente no tracto digestivo é
um agente sensivel ao ambiente que é activado no compartimento
digestivo apropriado. Por exemplo, um agente pode estar inactivo
a pH baixo, mas activo a pH neutro. Desta forma, o agente
estaria inactivo no intestino, mas activo no tracto intestinal.
Alternativamente, o agente pode torna-se activo em resposta a
presenca de um factor especifico de microrganismo (e. g.,

microrganismos presentes no intestino).

Num aspecto, os beneficios potenciais da presente invencao
incluem, por exemplo, (1) redugdo ou possivel eliminacao da
necessidade para suplementos minerais (e. g., suplementos de
fésforo inorgédnico), enzimas ou farmacos terapéuticos para
animais (incluindo peixe) a partir da ragcdo ou grao diario
aumentando assim a quantidade de calorias e nutrientes presentes
na racao e (2) saude e crescimento aumentados de animais de
criacdo e nao domésticos, incluindo, por exemplo, aves aviarias,

animais porcinos, bovinos, equinos, caninos e felinos.

Um grande numero de enzimas pode ser utilizado nos métodos e
composicgdes da presente invencgao além das fitases da invengao.

Estas enzimas incluem enzimas necessarias para digestao
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apropriada de alimentos consumidos, ou para metabolismo,
activacdo ou derivacdo apropriada de quimicos, profarmacos ou
outros agentes ou compostos distribuidos ao animal através do
tracto digestivo. Os exemplos de enzimas que podem ser
distribuidas ou incorporadas nas composicgdes da invencgao,
incluem, por exemplo, enzimas enriquecedoras de racgao
seleccionadas do grupo consistindo de a—galactosidases,
R-galactosidases, em particular lactases, fitases, R-glucanases,
em particular endo-fR-1,4-glucanases e endo-B-1,3(4)-glucanases,
celulases, xilosidases, galactanases, em particular
arabinogalactano—endo-1, 4-f-galactosidases e arabinogalactan-
endo-1,3-B-galactosidases, endoglucanases, em particular endo-
1,2-BF-glucanase, endo-1, 3-a—glucanase e endo-1,3-B-glucanase,
enzimas que degradam a pectina, em particular pectinases,
pectinesterases, liases de pectina, poligalacturonases,
arabinanases, ramnogalacturonases, ramnogalacturonano acetilo
esterases, ramnogalacturonano-o-ramnosidase, liases de pectato e
a—galacturonisidases, mananases, R-manosidases, manano acetilo
esterases, xilano acetilo esterases, proteases, xilanases,
arabinoxilanases e enzimas lipoliticas, tais como lipases,
fitases e cutinases. Podem ser utilizadas nos métodos e
composicdes da invencdo fitases além das fitases tendo uma

sequéncia de aminodcidos como apresentada em SEQ ID N°:2.

Num aspecto, a enzima utilizada nas composicdes (e. g., um
auxiliar dietético) da presente invencdo é uma enzima fitase que
é estdvel ao calor e termorresistente e catalisa a hidrdlise
enzimdtica de fitato, 1. e., a enzima ¢é capaz de renaturar e
readquirir actividade apdés um periodo breve (i. e., 5 a
30 segundos) ou mais longo, por exemplo, minutos ou horas, de

exposicao a temperaturas acima de 50 °C.
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Uma “racao” e “alimento”, respectivamente, significa
qualquer dieta, refeigdo natural ou artificial, ou semelhantes,
ou componentes de tais farinhas pretendidas ou adequadas para
serem comidas, tomadas, digeridas, por um animal e um humano,
respectivamente. “Auxiliar dietético”, como aqui utilizado,
refere-se, por exemplo, a uma composicdo contendo agentes que
proporcionam um agente terapéutico ou digestivo a um animal ou
organismo. Um *auxiliar dietético” tipicamente nao é uma fonte
da entrada caldérica para um organismo, por outras palavras, um
auxiliar dietético tipicamente nédo é uma fonte de energia para o
organismo, mas em vez disso € uma composicdo que € tomada para

além da “racao” ou do “alimento” tipico.

Em varios aspectos da invencao, sao proporcionadas
composicgdes de racao gque compreendem uma proteina recombinante
de fitase tendo, pelo menos, trinta aminodcidos contiguos de uma
proteina gque tem uma sequéncia de aminodcidos da SEQ ID N°:2
modificada, como acima mencionado; e um género alimenticio
contendo fitato. Como serda conhecido dos especialistas na
técnica, tais composicdes podem ser preparadas numa variedade de
modos, incluindo mas nao limitada a, em forma de pastilha com ou
sem aditivos revestidos poliméricos, em forma de granulado e por
secagem por spray. A titulo de exemplo nao limitativo, os
ensinamentos na técnica dirigidos a preparacao de racgado incluem
as Publicacgbes Internacionais N° W0O0070034 Al, WO00100042 A1,
wo0104279 Al, W00125411 Al, wW00125412 Al e o) documento
EP 107334A.

Um agente ou enzima (e. g., uma fitase) pode exercer o0 seu
efeito in vitro ou in vivo, 1. e., antes da entrada ou no
estdmago ou moela do organismo, respectivamente. Também &

possivel uma accao combinada.
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Embora gqualgquer enzima possa ser incorporada num auxiliar

dietético, é feita aqui referéncia a fitase como uma
exemplificacdo dos métodos e composicdes da invencao. Um
auxiliar dietético da invencao inclui uma enzima (e. g., uma
fitase). Geralmente, um auxiliar dietético contendo uma

composicgao de fitase é liquido ou seco.

As composicgdes liquidas ndo necessitam conter mais nada para
além da enzima (e. g., uma fitase), de um modo preferido, numa
forma altamente purificada. Geralmente, contudo, € também
adicionado um estabilizador, tais como glicerol, sorbitol ou
monopropilenoglicol. A composicgao liquida pode também
compreender outros aditivos, tais como sais, acucares,
conservantes, agentes de ajuste de pH, proteinas, fitato (um
substrato de fitase). As composicdes liquidas tipicas sao
suspensdes aquosas ou a base de 6leo based. As composicdes
liquidas podem ser adicionadas a uma composicdo biocompativel
para libertagdao lenta. De um modo preferido, a enzima &
adicionada a uma composicao de auxiliar dietético que seja um
material biocompativel (e. g., biodegradavel ou nao
biodegraddvel) e inclua a adicdao de células recombinantes, por

exemplo, em microesferas porosas.

As composicdes secas podem ser composicdes secas por
pulverizagdao, caso esse em que a composigdo ndo necessita conter
nada mais do gque a enzima numa forma seca. Geralmente, contudo,
as composicgdes secas sao denominadas granulados que podem ser
prontamente misturadas com componentes de racgdao ou alimento ou,
de um modo mais preferido, formam um componente de uma
pré-mistura. O tamanho de particula do granulado enzimatico &,
de um modo preferido, compativel com aquele de outros
componentes da mistura. Isto proporciona meios seguros e

convenientes de incorporar enzimas na racgao animal. Os
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granulados da invencdo podem ser biocompativeis ou podem ser

granulados biocompativeis que ndo sao biodegradaveis.

Os granulados de aglomeracdo da invencdo revestidos com uma
enzima podem ser preparados utilizando técnica de aglomeracgao
num misturador de elevado <cisalhamento. Os granulados de
absorcao sao preparados ao ter nucleos de um material wveiculo
para absorver/para ser revestido pela enzima. Num aspecto, o
material veiculo é um material nao biodegradédvel biocompativel
que simule o papel das pedras ou saibro na moela de um animal.
Os materiais tipicos de enchimento utilizados em técnicas de
aglomeracao incluem sais, tal como sulfato dissdédico. Outros
enchimentos s&o o caulino, talco, aluminossilicato de magnésio e
fibras de celulose. Opcionalmente, aglutinantes, tal como
dextrinas, sdo incluidos também em granulados de aglomeracdo. Os
materiais veiculo podem ser quaisquer materiais biocompativeis,
incluindo materiais biodegraddaveilis e nao biodegraddveis (e. g.,
rochas, pedras, cerédmicos, varios polimeros). Num aspecto, o0s
granulados sao revestidos com uma mistura de revestimento. Tal
mistura compreende agentes de revestimento, e. g., agentes de
revestimento hidrofébico, tais como éleo de palma hidrogenado e
sebo bovino e, se desejado, outros aditivos, tais como carbonato

de cédlcio ou caulino.

Num aspecto, as composicdes auxiliares dietéticas (e. g.,
composigdes auxiliares dietéticas de fitase) podem conter outros
substituintes, tais como agentes de coloracgao, compostos
aromaticos, estabilizadores, vitaminas, minerails, outras enzimas
de enriquecimento de racdo ou alimento. Num aspecto, um aditivo
utilizado numa composicdao da invengao compreende um ou mais
compostos, tais como vitaminas, minerais ou enzimas

enriquecedoras de racao e veiculos e/ou excipientes adequados.
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Num aspecto, as composicgdes auxiliares dietéticas da
invencado compreendem ainda uma quantidade eficaz de uma ou mais
enzimas enriquecedoras de racao, em particular, enzimas
enriquecedoras de racao seleccionadas do grupo consistindo de
oa—galactosidases, B—galactosidases, em particular lactases,
outras fitases, R-glucanases, em particular endo-B-1, 4-
glucanases e endo-f-1,3(4)-glucanases, celulases, xilosidases,
galactanases, em particular arabinogalactano endo-1,4-f3-
galactosidases e arabinogalactano-endo-1,3-Bf-galactosidases,
endoglucanases, em particular endo-1,2-B-glucanase, endo-1,3-o-
glucanase e endo-1,3-B-glucanase, enzima que degradam a pectina,

em particular pectinases, pectinesterases, liases de pectina,

poligalacturonases, arabinanases, ramnogalacturonases,
ramnogalacturonano acetilo esterases, ramnogalacturonan—-o—
ramnosidase, liases de pectato e o—galacturonisidases,

mananases, Pf-mandsidos, manana acetilo esterases, xilano acetilo
esterases, proteases, xilanases, arabinoxilanases e enzimas

lipoliticas, tais como lipases, fitases e cutinases.

O auxiliar dietético animal da invencdao ¢é suplementado ao
animal mono-gastrico antes ou simultaneamente com a dieta. Num
aspecto, o auxiliar dietético da invencdo ¢é suplementado ao
animal mono-gastrico simultaneamente com a dieta. Noutro
aspecto, o auxiliar dietético € adicionado a dieta na forma de

um granulado ou de um ligquido estabilizado.

Uma quantidade eficaz de uma enzima num auxiliar dietético
da invencdao ¢ desde cerca de 10-20000; desde cerca de 10 a
15000, desde cerca de 10 a 10000, desde cerca de 100 a 5000 ou
desde <cerca de 100 a <cerca de 2,000 FYT/kg de auxiliar

dietético.
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Os exemplos nado limitantes de outras utilizacdes especificas
de fitase da invencado sao no processamento de soja e no fabrico

de inositol ou os seus derivados.

A invencgao também se refere a um método para reduzir os
niveis de fitato nas fezes animais, em que o animal é alimentado
com uma auxiliar dietético contendo uma gquantidade eficaz de
fitase da invencao. Como referido no inicio do presente pedido,
um seu importante efeito é reduzir a poluicao de fosfato do

ambiente.

Noutro aspecto, o auxiliar dietético é um veiculo magnético.
Por exemplo, um veiculo magnético contendo uma enzima (e. g.,
uma fitase) distribuida dentro, sobre ou através de um veiculo
magnético (e. g., um granulo magnético poroso) que pode ser
distribuido sobre uma 4&rea elevada em fitato e recolhido por
magnetes apdés um periodo de tempo. Tais distribuicdo e recolha
de granulos reduzem adicionalmente a poluigdo e permitem a
reutilizacdo dos grénulos. Além disso, a utilizacdao de tais
grdnulos magnéticos in vivo permite a localizacdo do auxiliar
dietético num ponto no tracto digestivo onde, por exemplo, a
actividade de fitase ©pode ser realizada. Por exemplo, um
auxiliar dietético da invencdo contendo enzimas digestivas
(e. g., uma fitase) pode ser localizado na moela do animal por
justaposicao de um magnete perto d moela do animal apds o animal
consumir um auxiliar dietético de veiculos magnéticos. O magnete
pode ser removido apds um periodo de tempo que permita o
auxiliar dietético passar através do tracto digestivo. Além
disso, o0s veiculos magnéticos sao adequados para remocgao do

organismo apds sacrificio ou para auxiliar na recolha.

Quando o auxiliar dietético é uma particula porosa, tais

particulas sado tipicamente impregnadas por uma substancia com a
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qual é desejado libertar lentamente para formar uma particula de
libertacdo lenta. Tais particulas de libertacdao lenta podem ser
nao apenas preparadas por impregnag¢doc de particulas porosas com
a substéncia que ¢é desejada a libertacdo, mas também por
primeiro dissolver a substédncia desejada na primeira fase de
dispersdo. ©Neste caso, as particulas de libertacado lenta
preparadas pelo método em gue a substédncia para ser libertada é
primeiro dissolvida na primeira fase de dispersédo estd também
dentro do &ambito e espirito da invencdo. As particulas ocas
porosas podem, por exemplo, ser impregnadas por uma substéncia
de libertacao lenta, tais como um medicamento, gquimico agricola
ou enzima. Em particular, quando as particulas ocas porosas
impregnadas por uma enzima sao feitas de polimeros
biodegradadveis, as particulas elas mesmas podem ser utilizadas
como um gquimico agricola ou fertilizante, e nédo tém efeitos
adversos no ambiente. Num aspecto, as particulas porosas sao

magnéticas na natureza.

As particulas ocas porosas podem ser utilizadas como um
suporte de Dbiorreactor, em particular um suporte de enzima.
Deste modo, é vantajoso preparar o auxiliar dietético utilizando
um método de libertacdo lenta, por exemplo, por encapsulacado da
enzima do agente numa microvesicula, tal como um lipossoma, a
partir do qual a dose é libertada durante o periodo de diversos
dias, de um modo preferido, entre cerca de 3 a 20 dias.
Alternativamente, 0 agente (e. g., uma enzima) pode ser
formulado para libertacdo lenta, tal como a incorporagao num
polimero de libertacdo 1lento a partir do qual a dosagem do
agente (e. g., enzima) ¢é lentamente libertada durante o periodo

de diversos dias, por exemplo, de 2 a 30 dias e pode durar a

vida do animal.
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Num aspecto, o8 lipossomas da invencdo sado derivados de
fosfolipidos ou outras substancias lipidicas. Os lipossomas sao
formados por cristais ligquidos hidratados mono-— ou
multilamelares que sao dispersos num meio aquoso. Pode ser
utilizado qualquer lipido nao todxico metabolizdvel e
fisiologicamente aceitdvel capaz de formar lipossomas. As
composicdes da invencdo na forma de lipossoma podem conter
estabilizadores, conservantes, excipientes e semelhantes, para
além do agente. Alguns lipidos exemplificativos sao 0s
fosfolipidos e as fosfatidilcolinas (lecitinas), naturais e
sintéticas. Os métodos para formar lipossomas sdo conhecidos na
técnica. Ver, por exemplo, Prescott, Ed., Methods in Cell
Biology, Volume XIV, Academic Press, Nova Iorque, N.I. (1976),
p. 33 et seq.

Estd também dentro do dmbito da invencdo a utilizacdo de uma
fitase da invencdo durante a preparacao de alimentos ou
preparagdes de racao ou aditivos, i. e., a fitase exerce a sua
actividade de fitase durante apenas o fabrico e nao é activa no
produto final de alimento ou racgdao. Este aspecto é relevante,
por exemplo, na preparacao de massa de pao e cozedura. Desta
forma, a fitase ou levedura recombinante que expressa a fitase
pode ser impregnada dentro, sobre ou através de veiculos
magnéticos, distribuidos na massa de pao ou alimento, e

recuperados por magnetes.

0O auxiliar dietético da invencao pode ser administrado
isoladamente a animais num veiculo biocompativel (e. g.,
biodegraddvel ou ndo biodegraddvel) ou em combinacdo com outros
agentes aditivos de digestdo. O auxiliar dietético da invencéo
pode assim ser prontamente administrado como uma cobertura
superficial ou através da sua mistura directamente na racao

animal ou proporcionado separadamente da racao, por dosagem oral
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separada, por injeccdo ou meios transdérmicos ou em combinacao
com outros compostos comestiveis relacionados com o crescimento,
senda as proporgdes de cada um dos compostos em combinacao
dependentes do organismo particular ou problema que esta a ser
abordado e do grau de resposta desejado. Deve ser entendido que
a dosagem dietética especifica administrada em cada caso sera
ajustada de acordo com o©os compostos especificos a serem
administrados, o problema a ser tratado, o estado do individuo e
de outros factos relevantes que podem modificar a actividade do
ingrediente eficaz ou a resposta do individuo, como € bem
conhecido dos especialistas na técnica. Em geral, pode ser
utilizada uma dose uUnica didria ou dosagens didrias divididas,

como € bem conhecido na técnica.

Se administradas separadamente da racao animal, podem ser
preparadas formas do auxiliar dietético através da sua
combinacdo com veiculos comestiveis farmaceuticamente aceitédveis
nado toéxicos para fazer formulagdes de libertacdo imediata ou
libertacdao lenta, como €& bem conhecido na técnica. Tais veiculos
comestiveis podem ser sélidos ou ligquidos, tais como, por
exemplo, amido de milho, lactose, sacarose, flocos de soja, 6leo
de amendoim, azeite, &leo de sésamo e propilenoglicol. Se um

veiculo sdélido for utilizado na forma de dosagem dos compostos,

estes podem ser comprimidos, cédpsulas, pos, trociscos ou
pastilhas ou coberturas superficiais como formas
micro-dispersiveis. Se um veiculo liquido for utilizado,

cdpsulas moles de gelatina ou xarope ou suspensbes, emulsdes ou
solugdes liquidas podem ser a forma de dosagem. As formas de
dosagem podem também conter adjuvantes, tais como agentes
conservantes, estabilizadores, molhante ou emulsionante,
promotores de solugao, etc. Podem também conter outras
substancias terapeuticamente valiosas. Um processo para preparar

um veiculo comestivel granulado a alta temperatura para
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libertacao da enzima quando ingerido, ¢é descrito no Pedido de
Patente U.S copendente N° de série 09/910579, apresentado em 20
de Julho de 2001.

Em formas de realizacéao alternativas, as vantagens

significativas da invencao podem incluir

1) facilidade de fabrico das composicdes Dbiocompativeis
carregadas com ingrediente activo;

2) versatilidade, uma vez gque se refere com a classe de
polimeros e/ou ingredientes activos que podem ser
utilizados;

3) rendimentos e eficiéncias de carregamento mais elevadas;
e 4) a provisdao de formulacgdes de libertacao sustida que
libertam agentes activos intactos activos in vivo,
proporcionando assim libertacdo controlada de um agente
activo durante um periodo de tempo prolongado. Numa forma de
realizacdo, uma vantagem pode ser devida a distribuicao
local de agente dentro do tracto digestivo (e. g., a moela)
do organismo. Num aspecto, a frase “contida dentro” refere-
se a um método para formular um agente numa composicao util
para libertacao controlada, durante um periodo de tempo

prolongado do agente.

Em formas de realizacdao alternativas das composicdes de
libertacdao sustida ou libertacao lenta da invencao, ¢é utilizada
uma quantidade eficaz de um agente (e. g., uma enzima ou
antibidético). Num aspecto, a libertacdo sustida ou 1libertacéo
lenta refere-se a libertacdo gradual de um agente a partir de um
material biocompativel, durante um periodo de tempo prolongado.
A libertacgdo sustida pode ser continua ou descontinua, linear ou
nado linear, e ©pode ser realizada wutilizando uma ou mais

composicdes Dbiodegraddaveis ou nado biodegradaveis, cargas de
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farmacos, seleccdao de excipientes ou outras modificacgdes.
Contudo, é para ser reconhecido que pode ser desejavel
proporcionar uma composicao de libertacéo “rapida” que
proporcione libertacdo rapida uma vez consumida pelo organismo.
E também para ser entendido que a “libertacdo” ndo significa
necessariamente que o agente é libertado do veiculo
biocompativel. Em vez disso, num aspecto, a 1libertacadao lenta
abrange a activacdao lenta ou a activacdo continua de um agente
presente na composicdo biocompativel. Por exemplo, uma fitase
ndo necessita ser libertada da composicdo biocompativel para ser
eficaz. Neste aspecto, a fitase ¢ imobilizada na composicao

biocompativel.

A racdo animal pode ser qualquer refeicdo orgadnica contendo
proteina normalmente utilizada para satisfazer os requisitos
dietéticos de animais. Muitas dessas farinhas contendo proteina
sdo principalmente compostas tipicamente de farinha de milho,
soja ou uma mistura de farinha de milho/soja. Por exemplo, oOs
produtos tipicos comercialmente disponiveis dados a aves de
capoeira incluem Egg Maker Complete, um produto alimentar para
aves de capoeira da Land O'Lakes AG Services, assim como Country
Game and Turkey Grower um produto da Agwa, Inc. (ver também The
Emu Farmer's Handbook por Phillip Minnaar e Maria Minnaar).
Ambos estes produtos comercialmente disponiveis sao exemplos
tipicos de racgdes animais com as quais o presente auxiliar
dietético e/ou a fitase enzimdtica podem ser incorporados para
reduzir ou eliminar a quantidade de entrada suplementar de

fésforo, zinco, manganés e ferro requerida em tais composicdes.

A  invencgdo proporciona novas formulagcdes e suplementos
dietéticos e aditivos, e métodos para suplementacao dietética de
determinadas dietas, e. g., dieta de Atkins, dieta vegetariana,

dieta macrobidética, dieta vegan ou dietas regionais, e. g.,

271



dietas do mundo em desenvolvimento. Os alimentos associados com
determinadas dietas electivas, tals como as dietas de Atkins,
vegetarianas, macrobidéticas, vegan ou regionais (por exemplo,
dietas do mundo em desenvolvimento) enfatizam determinadas
categorias de alimentos, tais como proteinas e gorduras, soja,
etc., ou baseiam-se em cultivares indigenas, e. g., cereais,
arroz, feijdes e semelhantes como contribuintes substanciais ou
Unicos para a nutricdo individual. Muitas destes cultivares com
base em cereal té niveis elevados (3 a 10 vezes) de Aacido
fitico. Os produtos alimentares processados, tal como
hidrolisado de proteina de soja e outros parecem reter niveis
elevados de 4cido fitico e a sua inclusdao como uma fonte de
proteina para barras nutrientes, pds e outros alimentos ou
suplementos alimentares e ingredientes, aumenta a carga de &acido

fitico sentida pelos individuos que praticam estas dietas.

Prevenindo e invertendo a perda dssea

A invencgao também proporciona novas formulacdes
farmacéuticas e dietéticas para serem utilizadas como
suplementos e aditivos, e métodos para suplementacao dietética,
compreendendo fitases, e. g., qualquer fitase, incluindo uma
fitase da invencdo, para individuos predispostos a perda &6ssea,
individuos com perda déssea e individuos com determinados estados
clinicos, e. g., osteoporose, caquexia e tratamentos médicos,
tais como quimioterapias, as quias podem comprometer a
incorporacao apropriada ou a utilizacao de nutrientes
essenciais. Os métodos e composigdes da invengao podem ser
utilizados isoladamente ou em combinacdo com outros suplementos
ou regimes de tratamento, incluindo com medicacdes e
semelhantes. Por exemplo, as formulacdes, suplementos dietéticos

e métodos para a suplementacdo dietética podem ser administrados
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com outros suplementos dietéticos ou medicacgdes para o
tratamento ou prevencado da osteoporose, e. g., com vitamina D3
e/ou cédlcio (que foram provados na prevencdo da perda Ossea).
Num aspecto, a invencdo proporciona uma formulacao compreendendo
uma fitase, e. g., qualquer fitase ou uma fitase da invencgao, e
vitamina D3 e/ou cédlcio. Num aspecto, a invencdo proporciona uma
formulacdo compreendendo uma fitase, e. g., qualquer fitase ou
uma fitase da invencdo, para prevenir a perda &éssea. Num
aspecto, a invencado proporciona uma formulacdao compreendendo uma

fitase da invencédo, para inverter a perda Oéssea.

A formulacdo pode ser na forma de uma composicéao
farmacéutica, ou pode ser um aditivo para um produto
farmacéutico, cada um dos quais pode ser em forma liquida,
sélida, pd6, 1locao, pulverizador ou aerossol. As composicdes
farmacéuticas e as formulacdes da invencdo para administracéao
oral podem ser formuladas utilizando veiculos farmaceuticamente
aceitdavels bem conhecidos na técnica, em dosagens apropriadas e
adequadas. Tals veiculos permitem os produtos farmacéuticos de
ser formulados em forma de dosagem unitdria como comprimidos,
pilulas, pds, drageias, cdapsulas, ligquidos, pastilhas, géis,
xXaropes, pastas, suspensdes, etc., adegquadas para ingestdo pelo
doente. As preparacdes farmacéuticas para utilizacao oral podem
ser formuladas como um excipiente sdlido, opcionalmente, moendo
uma mistura resultante e processando a mistura de gréanulos, apds
adicionar compostos adicionais adequados, se desejado, para
obter comprimidos ou nucleos de drageia. Os excipientes sélidos
adequados sao enchimentos de hidratos de carbono ou proteina
incluindo, e. g., acgucares, incluindo lactose, sacarose, manitol
ou sorbitol; amido de milho, trigo, arroz, batata ou outras
plantas; celulose, tais como metilcelulose, hidroxipropilmetil-
celulose ou carboxi-metilcelulose de sdédio; e gomas incluindo

ardbica e tragacanto; e proteinas, e. g., gelatina e colagénio.

273



Podem ser adicionados agentes de desintegracado e solubilizantes,
tais como polivinilpirrolidona reticulada, &agar, &acido alginico

ou um seu sal, como alginato de sédio.

A invencao proporciona suspensdes aquosas compreendendo uma
fitase da invencdo em mistura com excipientes adequados para o
fabrico de suspensdes aquosas. Tais excipientes incluem um
agente de suspensao, tais como carboximetilcelulose de sdédio,
metilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose, alginato de sdédio,
polivinilpirrolidona, goma tragacanto e goma de acacia, e
agentes molhantes e de dispersao, tais como uma fosfatida de
ocorréncia natural (e. g., lecitina), um produto de condensacao
de 6xido de alquileno com um &acido gordo (e. g., estearato de
polioxietileno), um produto de condensacdo de 6xido de etileno
com um dalcool alifatico de cadeia longa (e. g.,
heptadecaetileno-oxicetanol), um produto de condensacdo de 6éxido
de etileno com um éster parcial derivado de 4&dcido gordo e um
anidrido hexitol (e. g., mono-oleato de polioxietileno e
sorbitol) ou um produto de condensagao de 6xido de etileno com
um éster parcial derivado de &cido gordo e um anidrido hexitol
(e. g., mono-oleato de polioxietileno e sorbitano). A suspensao
aquosa pode também conter um ou mais conservantes, tais como
p-hidroxibenzoato de etilo ou n-propilo, um ou mais agentes
corantes, um ou mails agentes aromatizantes e um ou mais agentes
edulcorantes, tals como sacarose, aspartame ou sacarina. As

formulacgdes podem ser ajustadas para a osmolaridade.

0O regime de dosagem toma também em consideracdo parédmetros
farmacocinéticos bem conhecidos na técnica, i. e., a taxa de
absorcao dos agentes activos, Dbiodisponibilidade, metabolismo,
eliminacdo e semelhantes (ver, e. g., Hidalgo-Aragones (1996) J.
Steroid Biochem. Mol. Biol. 58:611-617; Groning (1996) Pharmazie
51:337-341; Fotherby (1996) Contraception 54:59-69; Johnson
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(1995) J. Pharm. Sci. 84:1144-1146; Rohatagi (1995) Pharmazie
50:610-613; Brophy (1983) Eur. J. Clin. Pharmacol. 24:103-108; a
Ultima edicdo de Remington, The Science and Practice of Pharmacy
20@ Ed. Lippincott Williams & Wilkins). O estado da técnica
permite que o clinico determine o regime de dosagem para cada
doente individual, agente activo e doenga ou estado tratado. As
orientacdes proporcionadas para composicdes semelhantes
utilizadas como produtos farmacéuticos podem ser utilizadas para
determinar o regime de dosagem, 1. e., programacdao de dose e
niveis de dosagem, administrados na pratica dos métodos da
invencao (e. g., revertendo a perda déssea ou prevenindo a perda

6ssea) sao apropriadas e correctas.

Suplementos fisicos ao treino

A invencdo também proporciona novos suplementos e aditivos
dietéticos, e métodos para a sua utilizacdo, compreendendo
fitases da invencdo para os individuos que se submetem a treino
fisico atlético intenso ou outro, e. g., treino para soldados. O
treino atlético e Thiperdispendioso pode esgotar nutrientes
essenciais e requer suplementacdo dietética. Estas dietas e
condigdes tém em comum uma falta de micronutrientes essenciais,
tals como metais (K, Ca, Fe, 7Zn, Mn, Se) e ides (P0O4s) necessarios
para nutricdo o6ptima. As dietas ricas em adcido fitico exacerbam
este problema e podem também conduzir a estados crdénicos e
agudos que resultam da dependéncia voluntdria ou economicamente

reforcada em dietas ricas em alimentos com acido fitico elevado.

Por exemplo, os individuos que seguem varias dietas baixas
em hidratos de carbono (“low carb”) sao, frequentemente,
flagelados com caibras musculares, e. ¢g., muasculo da perna. O

conselho tipico para isto é adicionar mais potdssio, cdlcio e
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outros nutrientes a sua dieta. A invengdo  proporciona
composicgdes para suplementacgdao dietética, auxiliares dietéticos
e suplementos e métodos para suplementacdo dietética para
enriquecer a nutricdo, caso contrario comprometida, através da
mobilizacgao de macro e micronutrientes utilizando a
suplementacdo de fitase a dieta (por utilizacdo de uma fitase da

invencao) .

Num aspecto da invencdo, a utilizacdo de uma fitase da
invengdo ¢é optimizada para demonstrar perfis termo-ldbeis ou de
estabilidade de pH que a tornardo adequada para adicdo directa
ao alimento e processo de suplementacao e/ou demonstra
estabilidade e actividade aumentadas no tracto gastrointestinal

humano ou animal.

A invencdo também proporciona novos suplementos e aditivos
dietéticos, e métodos para a sua utilizacdo, compreendendo
fitases da invengado para individuos que se submetem a
suplementacdo mineral. A suplementacdo mineral para pessoas gue
consomem alimentos com elevado teor de 4&cido fitico pode de
facto exacerbar problemas com disponibilidade de nutrientes. As
referéncias da literatura sugerem que complexos de acido fitico,
cdlcio e zinco sao muito mais insoluveis que complexos de &cido
fitico e cdlcio. As pessoas tomam frequentemente suplementos
multiminerais. A adicgdo de fitase a um esquema planeado para
combinar suplementos minerais na presenca de alimentos com
elevado 4dcido fitico pode tornar estes suplementos muito mais

eficazes.
Em aspectos alternativos, as composicdes e métodos da

invencado compreendendo uma fitase da invencao, sao utilizados

como suplementos ou aditivos para
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e Programas de perda de peso que limitam a entrada de grupos
de alimentos particulares; dietas vegetarianas,
macrobidticas ou vegan que limitam ou impossibilitam o
consumo de carnes, vegetals da familia das solanéceas,
paes, etc. e outras dietas focadas no consumo de frutos
secos,

e Suplemento especifico para individuos em dietas “low carb”
ricas em alimentos com elevado &cido fitico para aliviar os
sintomas fisioldgicos baseados em incorporagao mineral
reduzida,

e Regimes de treino atlético que pretendem aumentar o
desempenho através do consumo dietético, incluindo regimes
de treino militar,

e Dietas hospitalares a medida de necessidades especificas de
doentes comprometidos no consumo ou restringidos a grupos
de alimentos

e Dietas de cereais e leguminosas pobres em micronutrientes
no mundo em desenvolvimento,

e Programas de almo¢o escolar.

A invencao também proporciona kits compreendendo composicdes
da invengado compreendendo uma fitase da invengdo e instrug¢des na
incorporacao da composicao ou método da invencgcdao nestas dietas.
Os kits podem compreender embalagem, rétulos, folhetos

informativos e semelhantes.

Num aspecto, a invengdo proporciona uma fitase da invencéo
formulada ou optimizada para (e. g., sequéncia optimizada para)
produgado, processamento ou passagem através do sistema humano ou
animal, e. g., tracto digestivo. A enzima fitase ©pode ser

optimizada utilizando formulacdes alternativas.
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Alternativamente, uma enzima fitase da invencado pode ser
optimizada por manipulacao da sua sequéncia, e. g., utilizando,
por exemplo, evolucdo dirigida, PCR propenso ao erro, arranjo
combinatério, mutagénese dirigida por oligonucledtido, PCR de
montagem, mutagénese por PCR sexual, em mutagénese 1in vivo,
mutagénese por cassete, mutagénese de montagem recursiva,
mutagénese de montagem exponencial, mutagénese especifica de
local, remontagem de ligacdo, GSSM™ e qualguer sua combinacao,
para reter a actividade durante o processamento, ingestdao e

dentro do intestino humano.

As composigdes (e. g., formulacgdes dietéticas compreendendo
uma enzima fitase da invencgao) podem ser distribuidas de uma
variedade de modos para proporcionar eficdcia dietética. Por
exemplo, a invencao proporciona composicdes (e. g., formulacdes
dietéticas ou aditivos compreendendo uma enzima fitase da

invencao) e métodos compreendendo a utilizacdo de:

e Em suplementos de alimentos empacotados, tais como
comprimidos mastigdaveis ou barras nutritivas,

e Como um produto liofilizada disponivel para hidratacao
antes da ingestéao,

e Co—-empacotado com produtos dietéticos, e. g., produto
processado de soja ou vendido como uma formulagdao com
hidrolisado de ©proteina de soja e outras fracgdes de
processamento a partir de alimentos inteiros que séao
vendidos como ingredientes a industria de alimentos
processados,

e Em produtos comerciais cozidos,

e Spray para cereais de pequeno almocgo,

e Formulacdes administradas com Spray (e. ¢g., Spray nasal),

e Como um  produto transgénico expresso em cultivares
indigenas, i. e., em cereais e leguminosas (e. g., como um
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produto transgénico de um microrganismo, tal como uma
bactéria)

e Como um organismo transgénico, e. g., um microrganismo; por
exemplo, um humano ou animal €& alimentado com bactérias ou
outro microrganismo capaz de fazer (e, numa forma de
realizacdo alternativa, segregar) uma fitase recombinante
da invencao, apdés o ingestdao ou 1implantagao, e. g., no

intestino do humano ou animal.

Os produtos contendo fitase e métodos da invengado podem ser
marcados como enriquecidos com nutrientes, compativeis com
nutrientes ou, caso contrdrio, assinalados pela capacidade para
enriquecer o desempenho nutritivo e aliviar varios sintomas

associados com a deficiéncia de nutrientes.

Os produtos contendo fitase e métodos da invencdao sao
utilizados para mitigar os efeitos anti-nutritivos do fitato,
que gquelata importantes minerais dietéticos, tais como =zinco,
cobre, ferro, magnésio, estanho e <cédlcio. Desta forma, os
produtos contendo fitase e métodos da invencdo sao utilizados
como suplementos dietéticos para prevenir a precipitacao de
enzima e proteinas de ligacdo a metal em alimentos ingeridos.
Num aspecto, o8 produtos contendo fitase e métodos da invencao
sdo utilizados para mitigar os efeitos anti-nutritivos do fitato
em dietas humanas, em particular, aquelas ricas em leguminosas e
cereais, para aumentar a biodisponibilidade mineral. Num
aspecto, uma fitase num suplemento dietético da invencao
catalisa a remogao hidrolitica parcial ou completa do
ortofosfato de um fitato, em que a hidrdlise completa do fitato
resulta na produgdo de 1 molécula de inositol e 6 moléculas de

fosfato inorgénico.
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Os produtos contendo fitase e métodos da invencao sao
aplicaveis a dieta de humanos e numerosos animais, incluindo
aves de capoeira e peixes. Por exemplo, os produtos de
suplementacdao dietética contendo fitase e o0s métodos de
suplementacdo dietética da invencdao podem ser praticados com
espécies comercialmente significativas, e. g., ©porcos, gado
bovino, carneiros, cabras, roedores de laboratoédrio (ratos,
murganhos, hémsteres e gerbilos), animais com pélo, tails como
vison e raposa, e animais de jardim zooldégico, tais como macacos
e simios, assim como mamiferos domésticos, tais como gatos e
cdes. As espécies aviarias tipicas comercialmente significativas
incluem galinhas, perus, patos, gansos, faisodes, emas,
avestruzes, mergulhdes, quivi, pombas, papagaios, caturras,
catatuas, canédrios, pinguins, flamingos e codornizes. 0Os peixes
comercialmente cultivados, tais como a truta também
beneficiariam do auxiliar dietético aqui divulgado. Outros
peixes que podem beneficiar incluem, por exemplo, peixe
(especialmente num ambiente de aquario ou aquacultura, e. g.,
peixes tropicais), pimpao e outras carpas, peixe-gato, truta,
salmao, tubarao, raia, solhas, linguado, tiléapia, medaka,
guppies, mollies, azevia, espadas, peixe-zebra e verdeméo

ornamentais.

Os produtos contendo fitase e métodos da invencgao sao também
utilizados em varios &agares, géis, meios e em solucgdes
utilizadas para cultivar tecidos e/ou células. A inconsisténcia
dos hidrolisados de soja pode ser um problema enfrentado quando
se utiliza cultura de tecidos e/ou células. Num aspecto, o0s
produtos contendo fitase e métodos da invengado sao utilizados
como aditivos de meios de cultura de células ou como
tratamentos, e. g., para aumentar o rendimento da cultura de

células e a consisténcia do desempenho. Num aspecto, a invencéao
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proporciona hidrolisados para cultura de células compreendendo

fitases, e. g., fitases da invencéao.

Num aspecto, para proporcionar um produto consistente, a
invencao proporciona métodos para fazer hidrolisados,
suplementos ou outros aditivos para a cultura de células
compreendendo fitases por utilizacdo de biomarcadores de fitase.
Por exemplo, o método compreende “pontuar” ou “marcar” diversas
moléculas de fitase em lotes de hidrolisado, suplemento ou outro
aditivo, e depois misturar os lotes no hidrolisado, suplemento
ou outro aditivo ©para conseguir um perfil consistente de
biomarcador. Num aspecto, o desempenho da cultura com cada lote
¢ medido num mini-biorreactor(es) e o desempenho com cada
biomarcador e lote é correlacionado. Num aspecto, uma mistura é
feita para gerar um produto de desempenho mais elevado que seja
consistente ou melhor do gque a média. Num aspecto, tiorredoxina
(TRX) ¢é adicionada para aumentar a biodisponibilidade de muitas
proteinas por eliminacdo da estrutura secunddria provocada pelas
ligagdes persulfureto. Num aspecto, as proteases sao adicionadas
também aos hidrolisados, suplementos ou aditivos da invengado. As
proteases podem ser “marcadas” ou a sua gqualidade controlada com
outros Dbiomarcadores (como com fitase, como discutido acima)

para dirigir o processo de mistura.

Num aspecto, a invencao proporciona métodos para adicionar
fitases a graos para proporciona um produto consistente
utilizando uma “pontuacdo” de biomarcador ou processo de
controlo de qualidade andlogo aquele descrito acima para oS

hidrolisados, suplementos ou aditivos da invencao.
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Dietas enriquecidas em enzimas para maior eficiéncia

guerreira e moral

Num aspecto, a invencado proporciona novos suplementos e
aditivos dietéticos e métodos para suplementacdao dietética
compreendendo fitases da invencado para dietas enriquecidas em
enzimas para maior eficiéncia e guerreira moral. Num aspecto,
estas composicgdes de @ suplementacadao dietética da @ invencéo
trabalham, in situ, para aumentar a energia, vigor e moral num
formato estdvel, facilmente utilizdvel e desejavel enquanto

limita o desperdicio alimentar.

Num aspecto, estes composicdes de suplementos dietéticos e
métodos da invengcao aborda o desafio operacional militar
compreendendo distribuicdo eficiente de nutrientes e a saude,
moral e eficdcia operacional associada dos soldados. A invencao
proporciona enzimas optimizadas pra funcionar eficientemente num
intestino humano. Estas enzimas podem aumentar a extraccao de
nutrientes e a geracao de energia, assim como prolongar a

manutencgao da suficiéncia nutritiva e saciedade individual.

Para além de fitases, outras enzimas, e. ¢g., amilases,
xilanases, proteases, lipases, sao utilizadas para praticar as
composicdes de suplemento dietético e métodos da invencado. Num
aspecto, a invencao proporciona formulacgodes, suplementos
alimentares, alimentos, unidade Pronto-a-Comer (MRE) de refeicéao
autdédnoma, bebidas, agentes hidratantes e semelhantes,
compreendendo fitase, e. g., uma fitase da invencao, e outra
enzima, e. g., amilases, xilanases, proteases, lipases ou uma
sua combinacado. Quando ingeridas com alimento, foi demonstrado
que estas enzimas aumentam a libertacgdo de nutrientes criticos,
e. g., fésforo, metais e ides essenciais, aminodcidos e

agucares. Além disso, a co-ingestdo destas enzimas aumenta a
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mecdnica gastrointestinal e a absorcdo por despolimerizacido da
celulose, hemicelulose e amido derivados de ©plantas. Este
documento propde o) desenvolvimento destas enzimas como
suplementos a dietas militares ©para proporcionar utilizacéao

melhorada de nutrientes para guerreiros.

Num aspecto, o suplemento alimentar da invengao provoca a
libertagcao de fosfato essencial a partir de fitato normalmente
anti-nutritivo, derivado de plantas, para aumentar o rendimento
energético alimentar e a deposicao de caPO, 6sseo. Num aspecto,
as fitases e outras ©potenciais enzimas de suplementacao
nutritiva podem suportar o ©pH intestinal e actividades de

proteases enddgenas.

Num aspecto, a invencdo proporciona suplementos de enzima a
racdes, bebidas, alimentos, MRE, agentes hidratantes e
semelhantes, para melhorar significativamente o valor nutritivo,
digestibilidade e teor energético de refeigdes militares (ou
qualquer refeicao, incluindo refeigdao de consumidor geral e
produtos de suplementacdao dietética) servidas a soldados em
treino, batalha ou qualquer situacadao stressante. O suplemento
pode ser formulado para facilidade de utilizagdo e transporte
pessoal (em ou com MRE, agentes hidratantes, etc.). Num aspecto,
a suplemento de enzima nado comprometerd a aparéncia, gosto e/ou
consisténcia do alimento. Num aspecto, o produto melhora a saude

e aumenta o vigor dos soldados.

Em aspectos alternativos, a suplemento de enzima é
distribuido numa variedade de modos para proporcionar eficéacia
dietética; por exemplo, a invencao proporciona fitases,
incluindo fitases da 1invencadao e, em alguns aspectos, enzimas

adicionais, em:
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e Suplementos empacotados alimentares ou de bebidas, tais
como MRE, racdes, kits de sobrevivéncia, agentes
hidratantes, comprimidos mastigdveis ou barras nutritivas;

e Como um produto liofilizado (e. g., um pd) disponivel para
hidratacdo antes da ingestao;

e Co-empacotados com produtos dietéticos, alimentos, bebidas,
e. g., um produto processado de soja ou uma formulagcao com
hidrolisado de proteina de soja e outras fracgdes de
processamento a partir de alimentos inteiros que séao
vendidos como ingredientes para a industria de alimentos
processados;

e Em bens cozidos;

e Spray para cereais;

e Formulacgdes, tais como comprimidos, geltabs, capsulas,

Sprays e semelhantes.

Num aspecto, as composicdes e métodos da invencao
proporcionam suplementacao nutritiva que rapidamente liberta
calorias e macro- e micronutrientes de refeig¢des ingeridas. Num
aspecto, as composicdes e métodos da invencdo proporcionam
energia e forgca corporal a individuos em situagdes stressantes,
e. g., envolvendo hiper-esforgco e periodos descontinuos de
privacao. Num aspecto, as composicdes e métodos da invencéao
proporcionam enzimas optimizadas e formuladas para trabalhar
eficazmente no intestino humano, enquanto mantém a estabilidade,
estabilidade em armazenamento e transportabilidade num ambiente

desejado, e. g., num cenario militar.

Num aspecto, as composicdes e métodos da invencgao
proporcionam formulacgdes para caracteristicas de gosto
aumentado, capacidade de dissolucdo, mastigacdo e eficiéncia de
transporte pessocal do produto. Num aspecto, as composicdes e

métodos da invencao compreendem ainda outros componentes, tais
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como potdassio, glucose, CaCl,. O CaCl; na formulacdao pode
combinar-se com fosfato libertado e, por sua vez, aumentar a
deposicédo d6ssea e aumento de peso. Num aspecto, as composicgdes e
métodos da invencdo compreendem ainda formulacgdes de outras
enzimas, tais como proteases, celulases, hemicelulases, para
digestdo de proteina, celulose e hemicelulose, respectivamente.
Estas enzimas podem melhorar a disponibilidade de proteina e
amido e ainda aumentam a absorcdao do ferro a partir de muitos

alimentos ricos em ferro.

Num  aspecto, as composicdes e métodos da invencao
compreendem ainda enzimas para hidrolisar alimentos derivados de
material vegetal, que é rico nos polimeros com base em glucose e
xilose, celulose, hemicelulose e amido, assim como no polimero
de aminodcidos, proteina. Num aspecto, as composicdes e métodos
da invengado facilitam a hidrdélise de materiais poliméricos nos
alimentos; 1. e., para facilitar a digestdo completa de
polimeros em mondmeros, e. g., polissacaridos em acucares
monoméricos, ou proteinas em residuos de aminodcidos. Assim,
neste aspecto, as composicgdes e métodos da invencdo permitem um
alimento, bebida ou ragdo para realizar o seu valor caldrico e
nutritivo total. Num aspecto, a suplementacdo de enzima
compreende a utilizacdo de enzimas estédveis, e. g., hidrolases
de varios tipos, celulases, hemicelulases, amilases, lipases,
amidases, proteases e outras enzimas. Num aspecto, enzimas
utilizadas nas composicdes e métodos da invengao podem suportar
condig¢des ambientais do intestino, i. e., estabilidade a baixo

PH e na presenca de proteases gastricas.
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Utilizagdes industriais de fitases

Além daquelas descritas acima, a invencdo proporciona novas

utilizacgdes industriais para fitases da invencao.

Reducdo de poluicdo de fosfato no ambiente

Num aspecto, a divulgacéao proporciona composicdes
compreendendo fitases (incluindo as fitases da invencao) para
adicdo a pilhas de residuos ou fezes para converter acido fitico
“ambiental”. Num aspecto, 1isto serve o0s objectivos de reduzir a
poluicdo e aumentar a disponibilidade nutriente. A divulgacgao
também proporciona composicdes e métodos para adicionar uma
fitase ao solo, massas de agua naturais ou artificiais (e. g.,
lagos, 1lagoas, pocos, lagoas de fezes e semelhantes), esgoto
municipal, gqualquer efluente de esgoto e semelhantes. Como
descrito acima, as composicdes e métodos sao para reduzir niveis
de fitato em residuos ou esgoto, e. g., fezes animais, em gque o
animal ¢é alimentado com um auxiliar dietético contendo uma
quantidade eficaz de uma fitase da invencdao. Um aplicacgao
exemplificativa das composigdes da invencdo & para reduzir a
poluicdo de fosfato no ambiente. Assim, as composicdes e métodos
da invencdo podem ser utilizados em qualquer aplicacdo que reduz

a poluicdo por degradacdo de acidos fiticos.

Aplicag¢bes de agricultura e crescimento de plantas

Num aspecto, a divulgacéao proporciona composicdes
compreendendo fitases (incluindo as fitases da invencgao) e
métodos para aplicacgdes de cultivo ou outras aplicagdes de

crescimento de plantas, e. g., adicionar fitases a fertilizantes
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ou aditivos alimentares de plantas (e. g., MIRACLEGROW™) para
plantas, e. g., plantas de interior. Na utilizacao de
composicdes da invencdao para aplicacgdes de cultivo, 0s
utilizadores incluem agricultores orgédnicos. As composicdes da
invencdao podem ser utilizadas para adicionar fitases a qualguer
solo deficiente em fésforo ou que necessita de fésforo
suplementar para um cultivar ou aplicacgdo particular. Porque a
libertacdo de fésforo ajuda as plantas a cresceremn, as
composicdes da invencdo podem ser utilizadas para adicionar
fitases a qualquer coisa que tenha nele algas ou material

vegetal.

Produtos de fabrico

A divulgagdo proporciona uma variedade de produtos de
fabrico compreendendo uma ou mais fitases desta invengao. Por
exemplo, num aspecto, a divulgacao proporciona composicdes
compreendendo fitases (incluindo as fitases da invencéado) e
métodos para aplicacdes cosméticas, e. g., champbds, logdes ou

produtos vegetais contendo sabdes.

Num aspecto, a invencao proporciona composicdes
compreendendo fitases (incluindo as fitases da 1invencéao) e
métodos para imobilizar a fitase. Num aspecto, a fitase

imobilizada actua como um mecanismo de libertacdao controlada.
Por exemplo, num aspecto, a divulgacao proporciona formulacdes
de libertacao controlada (libertacao temporizada) de fitases
para aplicacdao a solo, e. g., argila, para plantas interiores,
etc. Num aspecto, as fitases sdo imobilizadas em gréanulos,
e. g., gréanulos de polysorb. Estes gréanulos podem  ser
distribuidos ao solo, e. g., para plantas agricolas ou
interiores. Noutro aspecto, formulacgdes de libertacdo controlada
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(libertagcao temporizada) de fitases da invencgao sao utilizadas

em suplementos e aditivos dietéticos.

Biocombustiveis e conversdo de biomassa

A divulgacao proporciona métodos para fazer combustiveis,

e. g., biocombustiveis, compreendendo a utilizacdo de uma ou
mais fitases desta invencao; incluindo proporcionar
combustiveis, e. g., biocombustiveis, compreendendo um ou mais

fitases desta invencado. A divulgacao proporciona métodos para
conversdao de biomassa compreendendo a utilizacdo de uma ou mais

fitases desta invencéao.

Num aspecto, a divulgacao proporciona composicdes
compreendendo fitases da invencao e métodos para as utilizar num
processo de producdo de &dlcool ou fermentacdo, e. g., producdo
de etanol. Por exemplo, as composicdes da invencao podem ser
utilizadas para proporcionar alternativas eficazes e
sustentdveis ou adjuvantes para utilizacdo de produtos baseados

em petrdleo, e. g., como uma mistura de bioetanol e gasolina.

A divulgacéao proporciona organismos que expressam enzimas da
invencdo para participacdo em ciclos quimicos gque envolvem a
conversao de Dbiomassa natural. Além disso, a combinacao de
fitase (uma enzima desta invencdo) com uma ou mais enzimas de
degradacdao de amido, tais como amilase ou glucoamilase, melhora
a produgao de etanol a partir de amido. A divulgacdo proporciona
métodos para descobrir e implementar as mais eficazes das
enzimas para permitir estas importantes novas “conversdes de

biomassa” e processos industriais energéticos alternativos.

288



Conversdo de biomassa e producdo de biocombustiveis 1limpos

A divulgacgao proporciona polipéptidos, incluindo enzimas do
(fitases da invencao) e anticorpos, e métodos para o)
processamento de uma biomassa ou qualquer material

lenhoceluldésico (e. g., qualgquer composicao compreendendo uma

celulose, hemicelulose e 1lenhina), a um combustivel (e. g., um
bioetanol, Dbiopropanocl, Dbiobutanol, biopropanol, biometanol,
biodiesel), para além de racgdes, alimentos e quimicos. Por

exemplo, num aspecto, uma enzima da invencgdo degrada acido
fitico (fitato) indigerivel numa biomassa (e. g., um material
lenhoceluldésico, uma grao ou uma semente oleaginosa) para
libertar um fésforo digerivel; assim, num exemplo, as fitases
desta invencadao sao utilizados para tratar ou pré-tratar uma

biomassa.

Assim, as composicgdes da invencado podem ser utilizadas na
producdo e/ou processamento de biocombustiveis, e. g., para
proporcionar alternativas eficazes e sustentdveis e/ou
adjuvantes a wutilizacdo de produtos baseados em petrdleo; por
exemplo, as composicgdes da invengao podem ser utilizadas com uma
mistura de enzimas para produzir um biocombustivel - tais como
biometanol, bioetanol, biopropanol, biobutanol, biodiesel e
semelhantes; que pode ser adicionado a um combustivel diesel,
uma gasolina, um querosene e semelhantes. A divulgacéao
proporciona organismos que expressam enzimas da 1invencgdo para
participacao em ciclos quimicos que envolvem a conversao natural
de Dbiomassa. Num aspecto, as enzimas para a conversao sao
utilizadas em conjuntos enzimdticos para o processamento
eficiente de Dbiomassa em conjunto com a despolimerizacao de
polimeros de polissacaridos, celulédésicos e/ou hemiceluldsicos a
unidades metabolizaveis (e. g., fermentdveis) de carbono. A

divulgagédo proporciona métodos para identificar e implementar as
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mais eficazes das enzimas para permitir estas importantes novas
“conversdes de biomassa” e processos industriais energéticos

alternativos.

As composicdes da invencao podem ser utilizadas ©para
proporcionar alternativas eficazes e sustentdaveis ou adjuvantes
para utilizacadao de produtos baseados em petrdleo, e. g., como
uma mistura de bioetanol, biopropanol, biobutanol, biopropanol,
biometanol e/ou biodiesel e gasolina. A 1invencgado proporciona
organismos gque expressam enzimas da invencdo para participacao
em ciclos guimicos que envolvem a conversao natural de biomassa.
A divulgacgédo proporciona méetodos para descobrir e implementar as
mais eficazes das enzimas para permitir estas importantes novas
“conversdes de biomassa” e processos industriais energéticos

alternativos.

Sao proporcionados métodos, enzimas e misturas de enzimas ou
“cocktails” para processar um material, e. g., um material de
biomassa, e. g., composicdes compreendendo um oligossacdrido, um
oligbmero de arabinoxilano, uma lenhina, uma lenhocelulose, um
xilano, um glucano, uma celulose e/ou um acucar fermentdvel;
e. g., 1incluindo métodos compreendendo colocar em contacto a
composicdo com um polipéptido da invencdao, ou um polipéptido
codificado por um Acido nucleico da invencao, em que,
opcionalmente, o material é derivado de um cultivar agricola
(e. g., trigo, cevada, batatas, switchgrass, madeira de 4&alamo),
€ um subproduto de um alimento ou uma producdo de racao, € um
produto residual lenhoceluldsico ou é um residuo vegetal ou um
produto residual de papel ou residuo de papel e, opcionalmente,
o residuo vegetal caules, folhas, vagens, cascas, milho ou
espigas de milho, forragem de milho, fibra de milho, feno, palha
(e. g., palha de arroz ou palha de trigo), bagaco de cana, polpa

de beterraba acucareira, polpa de citrinos e cascas de citrinos,

290



madeira, desbastes de madeira, cavacos de madeira, pasta de
madeira, desperdicio de pasta, desperdicio de madeira, aparas e
serradura de madeira, desperdicios de construcdo e/ou demolicao
e restos (e. g., madeira, aparas de madeira e serradura) e,
opcionalmente, o desperdicio de papel compreende papel de
fotocdpia rejeitado ou utilizado, ©papel de impressora de
computador, papel de caderno, papel de bloco, papel de médguina
de escrever, jornais, revistas, cartao e materiais de
empacotamento baseados em papel, e materiais de papel reciclado.
Além disso, podem ser utilizados residuos urbanos, e. g., a
fraccao de papel de residuos sé6lidos municipais, residuos de
madeira municipais e residuos verdes municipais, em conjunto
com outros materiais contendo acucar, amido e/ou celulose. Em
formas de realizacao alternativas, o processamento do material,
e. g., o material de biomassa, produz um biodlcool, e. g., um

biodiesel, biocetanol, biometanol, biobutanol ou biopropanol.

Alternativamente, o polipéptido da invencdao ©pode ser
expresso no material vegetal de biomassa ou na proéopria

matéria-prima.

Os métodos incluem também pegar no material lenhoceluldsico
convertido (processado por enzimas da invencdo) e tornada-lo num
combustivel (e. g., biodlcool, e. g., um bioetanol, biometanol,
biobutanol ou biopropanol, ou biodiesel) por fermentacdo e/ou
por sintese guimica. Num aspecto, o0s acgUcares produzidos séao

fermentados e/ou os produtos ndo fermentdveis sido gaseificados.

Os métodos também incluem algas conversoras, O6leos vegetais
virgens, &leos vegetails residuais, gorduras animais e gorduras
(e. g., sebo, banha e gordura amarela) ou esgotos, utilizando
enzimas da invencdo e transformda-los num combustivel (e. g., um

biodlcool, e. g., bioetanol, biometanol, biobutanol ou
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biopropanol, ou biodiesel) por fermentacdo e/ou sintese quimica

ou conversao.

As enzimas da invencdo (incluindo, por exemplo, organismos,
tais como microrganismos, e. g., fungos, leveduras ou bactérias,
que fazem e em alguns aspectos segregam enzimas recombinantes da
invengdo) podem ser utilizadas dentro ou incluidas/integradas em
qualquer fase de gualquer processo de conversdao de Dbiomassa,
e. g., em qualquer passo, diversos passos, ou incluidos em todos
0s passos, ou em todos o0s seguintes métodos de processos de
conversao de biomassa, ou todas estas alternativas de

biocombustivel:

* Combustao directa: a queima do material por calor directo e

¢ a tecnologia mais simples de biomassa; pode ser muito

econdmica se existir uma fonte de biomassa prdxima.

"= Pirdlise: é a degradacadao térmica de biomassa por calor na
auséncia de oxigénio. Num aspecto, a biomassa ¢ aquecida a
uma temperatura entre cerca de 425-750 °C (800 e 1400 graus
Fahrenheit), mas nenhum oxigénio & introduzido para
suportar a combustdo, resultando na criacdo de gas, 6leo

combustivel e carvao.

" Gaseificagdo: a biomassa pode ser utilizada para produzir

metano através de agquecimento ou digestdo anaerdbica. O gés
de sintese, uma mistura de mondéxido de carbono e

hidrogénio, pode ser derivado a partir de biomassa.

"= Gas de Aterro: ¢é produzido pela deterioracdo (digestao

anaerdbica) do lixo enterrado em aterros. Quando o residuo

orgédnico se decompde, este produz gas consistindo de
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aproximadamente 50% de metano, o principal componente do

gads natural.

» Digestdo anaerdbica: converte matéria orgénica numa mistura

de metano, o principal componente do gds natural, e didxido
de carbono. Num aspecto, biomassa, tais como aguas
residuais (esgoto), fezes ou residuos de processamento de
alimentos, € misturada com 4&gua e alimentada num tangue

digestor sem ar.

" Fermentacao

» Fermentacdo Alcodlica: o alcool combustivel €& produzido por

conversdao de massa celuldsica e/ou amido em agucar,
fermentar o acgtcar em &lcool, depois separar a mistura de
dgua e &lcool por destilacdo. Racgdes, tais como cultivares
dedicados (e. g., milho, trigo, cevada, batatas,
switchgrass, Miscanthus, madeira de 4&dlamo), residuos e
desperdicios agricolas (e. g., palha de arroz, forragem de
milho, palha de trigo, bagaco de cana, cascas de arroz,
fibra de milho, polpa de beterraba acucareira, polpa de
citrinos e cascas de citrinos), desperdicios de
silvicultura (e. g., desbastes de folhosas e resinosas,
residuos de folhosas e resinosas a partir de operacdes
madeireiras, aparas de madeira e serradura), residuos
urbanos (e. g., fraccdo de papel de residuos sdlidos
municipais, residuos de madeira municipais, residuos verdes
municipais), residuos de madeira (e. g., —residuos de
serracao, residuos de pasta de papel, residuos de
construcdo, residuos de demolicdo, aparas de madeira e
serradura) e papel wusado ou outros materiais contendo
agcucar, amido e/ou celulose podem ser convertidos em
aclcares e depois em 4&alcool por fermentacdo com levedura.
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Alternativamente, os materiais contendo acucares podem ser

convertidos directamente em dlcool por fermentacéo.

Transesterificacéao: Uma reacgao exemplificativa para

2

converter 6leo em biodiesel é denominada
transesterificacdo. O processo d transesterificacdo reage
um dalcool (como metanol) com o6leos triglicéridos contidos
em Oleos vegetais, gorduras animais ou gorduras recicladas,
formando ésteres alquilicos de &acido gordos (biodiesel) e
glicerina. A reaccgdo requer calor e um catalisador de base
forte, tal como hidréxido de sddio ou hidréxido de

potdssio.

Biodiesel: O biodiesel ¢é uma mistura de ésteres alquilicos
de &cido gordos feitos a partir de 6leos vegetails, gorduras
animais ou gorduras recicladas. O Biodiesel pode ser
utilizado como um combustivel para veiculos na sua forma
pura, mas € habitualmente utilizado como um aditivo de
petréleo diesel para reduzir niveis de particulas, mondxido
de carbono, hidrocarbonetos e tdxicos aéreos partir de

veiculos a diesel.

Hidrdlise: inclui hidrdélise de um composto, e. g., uma
biomassa, tal como um material lenhoceluldsico, catalisada

utilizando uma enzima da presente invencao.

Cogeracdo: € a producdo simultdnea de mais de uma forma de
energia utilizando um unico combustivel e instalacgao. Num
aspecto, a cogeracao de biomassa tem um crescimento mais
potencial do que a geracao de biomassa isoladamente porque

a cogeracao produz calor e electricidade.
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Num aspecto, 0s polipéptidos da invencao podem ser
utilizados em conjunto com outras enzimas, e. g., hidrolases ou
enzima que tém actividade celuloliticas, e. g., uma glucanase,
endoglucanase, manase e/ou outra enzima, para produzir um
combustivel, tal como um Dbioalcool, e. g., um bioetanol,
biometanol, biobutanol ou biopropanocl, ou biodiesel, a partir de
qualgquer material orgénico, e. g., uma biomassa, tal como
composicgdes derivadas de plantas e animais, incluindo qualguer
cultivar agricola ou outra matéria-prima renovavel, um residuo
agricola ou um residuo animal, o0s componentes organicos de
residuos municipais e industriais, ou residuos ou restos de
construgdo ou demolicdo, ou microrganismos, tais como algas ou

levedura.

Num aspecto, os polipéptidos da invencao sdo utilizados nos
processos para converter biomassa lenhocelulésica num
combustivel (e. g., um biodlcool, e. g., um bioetanol,
biometanol, biobutanol ou biopropanol, ou biodiesel), ou, caso
contrario, sdo wutilizados em processos para hidrolisar ou
digerir biomateriais de modo qgue possam ser utilizados como um
combustivel (e. g., um biodlcool, e. g., um bioetanol,
biometanol, biobutanol ou biopropanocl, ou biodiesel) ou para
tornar mais facil que a biomassa seja processada num

combustivel.

Num aspecto alternativo, os polipéptidos da invencéo,
incluindo a mistura de enzimas ou “cocktails” da invencdo, sao
utilizados em processos para um processo de transesterificacéao
que reage um alcool (como etanol, propanol, butanol, propanol,
metanol) com um 6leo triglicérido contido num d&éleo vegetal,
gordura animal ou gorduras recicladas, formando ésteres
alquilicos de &acido gordos (biodiesel) e glicerina. Num aspecto,

0 biodiesel é feito a partir de 6leo de soja ou dleos de cozinha
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reciclados. As gorduras animais, outros &leos vegetais e outros
6leos reciclados podem também ser utilizados para produzir o
biodiesel, dependendo dos seus custos e disponibilidade. Noutro
aspecto, misturas de todos os tipos de gorduras e &leos séo

utilizadas para produzir um combustivel de biodiesel.

As enzimas da invencado, incluindo a mistura de enzimas ou
“cocktails” da invencao, podem também ser utilizados na
refinacao da glicerina. 0 subproduto glicerina contém
catalisador e sabdes nao reagidos que sao neutralizados com um
dcido. A Adgua e o alcool sao removidos para produzir 50% a 80%
de glicerina em bruto. Os contaminantes remanescentes incluem
gorduras e 6leos nao reagidos, gque podem ser processados
utilizando os polipéptidos da invencdo. Nas grandes instalacdes
de biodiesel da invencado, a glicerina pode ser ainda purificada,
e. g., até pureza de 99% ou mais, para as indastrias

farmacéuticas e cosméticas.

Os combustiveis (incluindo biodlcools, tals como bioetandis,
biometandis, biobutandis ou biopropandis, ou biodiesels) feitos
utilizando os polipéptidos da invencgao, incluindo a mistura de
enzimas ou “cocktails”, podem ser utilizados com oxigenados de
combustivel para melhorar as caracteristicas de combustédo. 2
adicdo de oxigénio resulta numa combustdo mais completa, a qual
reduz as emissdes de mondxido de carbono. Isto & outro beneficio
ambiental da substituicdo de combustiveis de petrdleo com
biocombustiveis (e. g., um combustivel da invencao) . Um
biocombustivel feito utilizando as composicdes desta invencao
pode ser misturado com gasolina para formar uma mistura E10
(cerca de 5% a 10% de etanol e cerca de 90% a 95% de gasolina),
mas pode ser utilizado em concentragdes mais elevadas, tal como
E85 ou na sua forma pura. Um biocombustivel feito utilizando as

composicdes e/ou métodos desta invencdo pode ser misturado com
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diesel de petrdédleo para formar uma mistura B20 (20% de biodiesel
e 80% de diesel de petrdleo), embora outros niveis de mistura

possam ser utilizados até B 100 (biodiesel puro).

A divulgacao também proporciona processos utilizando enzimas
desta invencao para fazer biocombustiveis (incluindo biodlcoois,
tais como biocetandis, biometandis, biobutandis ou biopropandis,
ou biodiesels) a partir de composicdes compreendendo uma
biomassa, e. g., uma fonte derivada de plantas, tal como uma
biomassa lenhoceluldsica. O material de biomassa pode ser obtido
a partir de cultivares agricolas, como um subproduto da producédo
de alimentos ou racgdes, ou como produtos residuais, incluindo
produtos residuais lenhoceluldsicos, tais como residuos
vegetais, papel residual ou residuos ou restos de construcgao
e/ou demolicdo. Os exemplos de fontes vegetals ou de residuos
vegetais adequadas para tratamento com polipéptidos da invencéao
incluem lamindria, algas, graos, sementes, caules, folhas,
cascas, vagens, espigas de milho, forragem de milho, palha,
cana—-de-acucar, bagaco de cana—-de—-acucar, ervas (e. g.,
erva-indiana, tal <como Sorghastrum mitans; ou switchgrass,
e. g., espécies de Panicum, tal como Panicum virgatum) e
semelhantes, assim como madeira, cavacos de madeira, pasta de
madeira e serradura. Os exemplos de residuos de papel adequados
para tratamento com polipéptidos da invencdo incluem papel de
fotocdpia rejeitado, papel de impressora de computador, papel de
caderno, papel de Dbloco, papel de médguina de escrever e
semelhantes, assim como jornais, revistas, cartdo e materiais de
empacotamento baseados em papel. O0Os exemplos de residuos e
restos de construgdo e demolicdao incluem madeira, entulho de

madeira, aparas de madeira e serradura.

Numa forma de realizacdo, as enzimas, incluindo a mistura de

enzimas ou *“cocktails” da i1nvencdo podem ser utilizadas em
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conjunto com meios mais “tradicionais” de produzir etanol,
metanol, propanol, Dbutanol, propanol e/ou diesel a partir de
biomassa, e. g., como métodos compreendendo hidrolisar materiais
lenhoceluldésicos ao submeter material lenhoceluldsico seco num
reactor a um catalisador compreendido de uma solucao diluida de
um acido forte e um sal metdlico; isto pode diminuir a energia
de activagao, ou a temperatura, da hidrdélise da celulose para
obter rendimentos mais elevados de acgucar; ver, e. g., Patentes

U.S. N° 6660506 e 6423145.

Outro método exemplificativo que incorpora a utilizacdo das
enzimas da invencgao, incluindo a mistura de enzimas ou
“cocktails” da invencao, compreende hidrolisar uma biomassa,
incluindo gqualquer material lenhocelulédsico, e. g., contendo
hemicelulose, celulose e lenhina, ou qualquer outro
polissacarido gque possa ser hidrolisado, ao submeter o material
a um passo da hidrdélise de primeira fase num meio aquoso a uma
temperatura e pressao escolhidos para efectuar primeiro a
despolimerizacdo da hemicelulose sem grande despolimerizacao da
celulose em glucose. Este passo resulta numa suspensac em gue a
fase aquosa liquida contém monossacaridos dissolvidos
resultantes da despolimerizacdo da hemicelulose e uma fase
s6lida contendo celulose e lenhina. Um passo de hidrdédlise de
segunda fase pode compreender condicgdes tais que, pelo menos,
uma 1importante porcdo da celulose é despolimerizada, resultando
tal passo numa fase aquosa liquida contendo produtos de
despolimerizacdo dissolvidos/soluveis de celulose. Ver, e. g.,
Patente U.S. N° 5536325. As enzimas da invencdo (incluindo as
misturas da invencao ou *“cocktails” de enzima) sao adicionadas

em qualgquer fase deste processo exemplificativo.

Outro método exemplificativo que incorpora a utilizacado de

enzimas da invencgao, incluindo a mistura de enzimas ou
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“cocktails” da invencao, compreende o processamento de um
material de biomassa contendo lenhocelulose através de uma ou
mais fases de hidrdlise acida diluida com cerca de 0,4% a 2% de
dcido forte; e tratamento de um componente lenhoceluldsico
sd®lido ndo reagido do material de biomassa hidrolisado acido por
deslenhificacéo alcalina para produzir precursores para
termoplédsticos biodegraddveis e derivados. Ver, e. g., Patente
U.S. N° 6409841. As enzimas da invencao podem ser adicionadas em

qualquer fase deste processo exemplificativo.

Um outro método exemplificativo que incorpora a utilizacéao
das enzimas da invencao, 1incluindo a mistura de enzimas ou
“cocktails” da invencédo, compreende pré-hidrolisar material
lenhoceluldésico num reactor de pré-hidrdlise; adicionar um
ligquido acidico ao material lenhocelulédsico sdélido para fazer
uma mistura; aquecer a mistura a temperatura da reaccdo; manter
a temperatura da reacgao durante tempo suficiente para
fraccionar o material lenhoceluldésico numa porcdao solubilizada
contendo, pelo menos, cerca de 20% da 1lenhina do material
lenhoceluldésico e uma fraccdo sdélida contendo celulose; remover
uma porcao solubilizada a partir da fraccado sdélida a temperatura
da reaccdo ou perto desta, em que a celulose na fraccao sdélida é
tornada mais susceptivel a digestdo enzimdtica; e recuperar uma
porcédo solubilizada. Ver, e. g., Patente U.S. N° 5705369. As
enzimas da invencdo podem ser adicionadas em qualquer fase deste

processo exemplificativo.

A divulgacao proporciona métodos para fazer composicdes
combustiveis para motor (e. g., para motores de ignicao com
faisca) com base em hidrocarbonetos liquidos misturados com um
alcool de grau de combustivel feito utilizando uma enzima da
invencao. Num aspecto, o0s combustiveis feitos por utilizacdo de

uma enzima da invencao compreendem, e. g., misturas etandlicas
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de géds liquido de carvdo ou gas liquido natural. Num aspecto, um
co-solvente é 2-metiltetra-hidrofurano (MTHF) derivado de

biomassa. Ver, e. g., Patente U.S. N° 6712866.

Num aspecto, os métodos da divulgacao para a degradacgao
enzimatica de lenhocelulose, e. g., para a producgado de
biocombustiveis (incluindo biodlcooilis, tals como bioetandis,
biometandis, Dbiobutandéis ou Dbiopropandis, ou biodiesels) a
partir de material 1lenhocelulédsico, pode também compreender a
utilizacdo de tratamento ultrassdénico do material de biomassa;

ver, e. g., Patente U.S. N° 6333181.

Noutro aspecto, os métodos da divulgagao para produzir
biocombustiveis (incluindo biodlcoois, tals como bioetandis,
biometandis, Dbiobutandéis ou Dbiopropandis, ou biodiesels) a
partir de um substrato celuldsico compreende proporcionar uma
mistura reaccional na forma de uma suspensdo compreendendo
substrato celuldsico, uma enzima desta invencdo e um agente de
fermentacdao (e. g., dentro de uma vaso reaccional, tal como um
biorreactor semi-continuo alimentado a sdélidos) e a mistura
reaccional é feita reagir sob condig¢des suficientes para iniciar
e manter uma reacgao de fermentacdo (como descrito, e. g., no
Pedido de Pat. U.S. N° 20060014260). Num aspecto, os calculos
experimentais ou tedricos podem determinar uma frequéncia de
alimentacado o6ptima. Num aspecto, quantidades adicionais do
substrato celuldésico e da enzima sdo proporcionadas no vaso
reaccional num intervalo de acordo com a frequéncia de

alimentacdo optimizada.

Um processo exemplificativo para fazer Dbiocombustiveis
(incluindo biodlcoois, tais como biocetandis, biometandis,
biobutandéis ou biopropandis, ou biodiesels) €& descrito nas

Publicag¢des de Pedidos de Pat. U.S. N° 20050069998; 20020164730;
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e num aspecto compreende fases de moagem da biomassa
lenhoceluldsica (e. g., até um tamanho de 15-30 mm), submeter o
produto obtido a pré-tratamento de explosdo de vapor (e. g., a
uma temperatura de 190-230 °C) durante entre 1 e 10 minutos num
reactor; recolher o material pré-tratado num ciclone ou produto
de fabrico relacionado; e separar as fracgdes liquida e sdlida
por filtracdo num filtro-prensa, introduzir a fraccgdo sdélida num
depdsito de fermentagdo e adicionar uma ou mais enzimas da
inveng¢do, e. g., uma enzima celulase e/ou beta-glucosidase

(e. g., dissolvida em tampao citrato pH 4,8).

Um outro processo exemplificativo para fazer biocombustiveis
(incluindo biodlcoois, tais como bioetandis, biometandis,
biobutandéis ou Dbiopropandis, ou biodieseiss) compreendendo
biocetandis, biometandis, biobutandis ou biopropandis utilizando
enzimas da invencao compreende pré-tratar um material inicial
compreendendo uma matéria-prima lenhoceluldsica compreendendo,
pelo menos, hemicelulose e celulose. Num aspecto, o material
inicial compreende batatas, soja (colza), cevada, centeio,
milho, avelia, trigo, beterrabas ou cana-de—acgucar ou um
componente ou residuo ou subproduto da producdo de alimento ou
ragcdo. O material inicial (“matéria-prima”) ¢é feito reagir em
condigcdes que quebram a estrutura da fibra vegetal para
efectuar, pelo menos, uma hidrdélise parcial da hemicelulose e
celulose. As condigdes de qguebra compreendem, e. g., submeter o
material inicial a uma temperatura média de 180 °C a 270 °C, a
pH 0,5 a 2,5, durante um periodo de cerca de 5 segundos a
60 minutos; ou temperatura de 220 °C a 270 °C, a pH 0,5 a 2,5,
durante um periodo de 5 segundos a 120 segundos, ou equivalente.
Isto produz um matéria-prima com acessibilidade aumentada para
ser digerida por uma enzima, e. g., uma enzima celulase da

invencao. Patente U.S. N° 6090595.
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As condigdes exemplificativas para utilizar enzimas da
invencdo na hidrdélise do material lenhoceluldsico incluem
reaccdes a temperaturas entre cerca de 30 °C e 48 °C e/ou um pH
entre cerca de 4,0 e 6,0. Outras condigdes exemplificativas
incluem uma temperatura entre cerca de 30 °C e 60 °C e um

PH entre cerca de 4,0 e 8,0.

Podem ser utilizadas glucanases (ou celulases), mananases,
xilanases, amilases, xantanases e/ou glicosidases, e. g.,
celobio-hidrolases, mananases e/ou beta-glucosidases na
conversdao de biomassa em combustiveis e na producdo de etanol,

e. g., como descrito nos Pedidos PCT N° W00043496 e WO08100857.

Podem ser utilizadas glucanases (ou celulases), mananases,
xilanases, amilases, Xxantanases e/ou glicosidases, e. g.,
celobio-hidrolases, mananases e/ou beta-glucosidases em
combinagdo com a fitase (e. g., enzima da 1invencgdo) para

produzir acgucares fermentdveis e biomassa contendo glucano gque
podem ser convertidos em combustivel etanol. Podem ser
utilizadas amilases, glucoamilases, pulanases, glucoisomerase,
alfa-glucosidase e semelhantes, em combinagcdo com a fitase
(e. g., enzima da invencgao) para converter amido em agucares ou

etanol fermentdvel. Ver, por favor, Pedido PCT N° W02005/096804.

Processamento de grdo seco de destilacgdo

Noutro aspecto, as enzimas da invencado podem ser utilizadas
para tratar/processar “soluveis secos de destilacao (DDS)”,
“grdaos secos de destilacao (DDS)”, “soluveis de destilacao
condensados (CDS)"”, “graos humidos de destilacdao (DWG)” e “graos
secos de destilacao com soluveis (DDGS)”; os graos secos de
destilacdao podem ser um subproduto cereal de um processo de

destilagcdo e podem incluir soluveis. Estes processos podem
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compreender subprodutos vegetais de moagem a seco , e. ¢., para
aplicacdes de racao, e. g., para aves domésticas, bovinos,
suinos e outros animais de c¢riacao. Assim, as enzimas da
invencdo podem ser utilizadas para tratar/processar graos,
e. g., cereals, qgue sao subprodutos de qgualquer processo de
destilacao, incluindo processos que utilizam qualguer fonte de
grdao, por exemplo, as fontes tradicionais de fabricantes de
cerveja ou, alternativamente, de uma instalacdao produtora de
etanol (fédbrica, moinho ou semelhantes). As enzimas da invencéo
podem ser wutilizadas para tratar/processar mosto a secar de
destilarias; este mosto pode ser utilizado subsequentemente para
uma variedade de fins, e. g., como forragem para animais de
criacao, especialmente ruminantes; assim a divulgacéao
proporciona métodos para processar forragem para animais de
criagao, tal como ruminantes, e forragem processada por enzima

compreendendo fitases desta invencéo.

As fitases desta invencado podem ser utilizados isoladamente
ou com outras enzimas Ppara processar ‘“soluveis secos de
destilagao (DDS)”, *“graos secos de destilacao (DDS)”, *“soluveis
de destilacao condensados (CDS)"”, “graos humidos de destilacéao
(DWG)"” e *"graos secos de destilacdao com soluveis (DDGS)”. Por
exemplo, as fitases desta invencdo podem ser utilizadas em
qualquer passo de um processo de produto alcodélico como
ilustrado na Figura 14. As fitases desta invencdo podem ser
utilizadas para aumentar a biodisponibilidade do fdésforo em
qualgquer biocombustivel, ou potencial biocombustivel, incluindo
féosforo encontrado em “soluveis secos de destilagdo (DDS)”,
“graos secos de destilacao (DDS)”, “soluveis de destilacao
condensados (CDS)”, “graos humidos de destilacao (DWG)"” e “graos
secos de destilacdo com soluveis (DDGS) "  (ver, e. g., C.

Martinez Amezcua, 2004 Poultry Science 83:971-976).
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Bebidas alcodlicas ou producdo de alcool bebivel

As fitases desta invencao podem também ser utilizadas no
processamento de graos secos de destilacado para a produgao de
dlcool - &dlcool como em “bebidas alcodlicas”, e. g., producgdo de
cerveja ou whiskey (para além da utilizacdo no processamento de
biomassa para fazer biocombustiveis). As fitases desta invencao
podem ser utilizadas em instalagdes de etanol, e. g., para
processar graos, tal como milho. Os graos secos de destilacgéo
podem ser feitos através primeiro de moagem de um grao (e. g.,
milho) até uma consisténcia grosseira e sua adicdo a 4agua
quente. Apds arrefecer, a levedura é adicionada e a mistura
fermenta durante diversos dias a uma semana. Os sdélidos
remanescentes apds fermentacgdo sdo as graos de destilacgado. As
fitases desta invencdao podem ser utilizadas em qualquer passo

deste processo.

Formulagdes

A invencao proporciona novas formulacgdes compreendendo
fitases, e. g., como aquelas aqui descritas, e formulacdes para
fitases, incluindo formulag¢des que incluem as novas fitases da
invencao. As fitases da invencado podem ser utilizadas ou
formuladas isoladamente ou como uma mistura de fitases ou
fitases e outras enzimas, tais como xilanases, celulases,
proteases, lipases, amilases, ou enzimas redox, tals como
lacases, peroxidases, catalases, oxidases ou redutase. Podem ser
formuladas numa forma sdélida, tais como um pd, uma preparacgao
liofilizada, um granulo, um comprimido, uma barra, um cristal,
uma céapsula, um pilula, uma pastilha ou numa forma ligquida, tais

como uma solugao aquosa, um aerossol, um gel, uma pasta, uma
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suspensao, uma emulsdo agquosa, um creme, uma capsula ou numa
suspensao vesicular ou micelar. As formulagdes da invengao podem
compreender qualquer ou uma combinacgao dos seguintes
ingredientes: ©polidis, tais como um ©polietilenoglicol, um
polivinildlcool, um glicerol, um acucar, tais como uma sacarose,
um sorbitol, uma trealose, uma glucose, uma frutose, uma
maltose, uma manose, um agente de gelificacdo, tais como uma
goma de guar, uma carragenina, um alginato, dextranas, derivados
celuldsicos, uma pectina, um sal, tais como um cloreto de sdédio,
um sulfato de sdédio, um sulfato de amdénio, um cloreto de calcio,
um cloreto de magnésio, um cloreto de =zinco, um sulfato de
zinco, um sal de um Aacido gordo e um derivado de &cido gordo, um
quelante de metal, tais como um EDTA, um EGTA, um citrato de
sédio, um agente antimicrobiano, tais como um &dcido gordo ou um
derivado de &cido gordo, um parabeno, um sorbato, um benzoato,
um composto modulador adicional para bloquear o impacto de uma
enzima, tais como uma protease, uma proteina volumosa, tais como
uma BSA, um hidrolisado de trigo, um composto de borato, um
aminodcido ou um péptido, um composto modulador apropriado de pH
ou temperatura, um emulsionante, tal como um detergente nao
idénico e/ou idénico, um agente redox, tais como uma
cistina/cisteina, um glutationo, um glutationo oxidado, um
composto reduzido ou antioxidante, tal como um &acido ascdédrbico,
uma cera ou 6leo, ou um dispersante. Reticulacdo e modificacgéao
proteica, tais como ©pegilacdo, modificacdo de 4&cido gordo,
glicosilagcdao podem também ser utilizados para melhorar a

estabilidade da enzima.

Medigdo de Paradmetros Metabdlicos

Os métodos da divulgacdo envolvem evolugao de célula inteira

ou engenharia de célula inteira, de uma célula para desenvolver
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uma nova estirpe celular tendo um novo fendtipo através de
modificacdo da composicdo genética da célula, em que a
composicdo genética é modificada por adicdo a célula de um &cido
nucleico da invencao. Para detectar o novo fendétipo, pelo menos,
um parémetro metabdélico de uma célula modificada € monitorizado
na célula numa escala temporal de “tempo real” ou “em linha”.
Num aspecto, uma pluralidade de célula, tal como uma cultura
celular, ¢é monitorizada em “tempo real” ou “em linha”. Num
aspecto, uma pluralidade de parédmetros metabdlicos é

monitorizada em “tempo real” ou “em linha”.

A andlise de fluxo metabdlico (MFA) é baseada num contexto
bioguimico conhecido. Uma matriz metabdlica independentemente
linear ¢é construida com base na lei de conservacao de massa e na
hipétese de pseudo-estado estaciondrio (PSSH) em metabolitos
intracelulares. Na pratica dos métodos, sdo estabelecidas redes

metabdélicas, incluindo:

e identificar todos as vias de substratos, produtos e
metabolitos intermedidrios

e identificar todas as reaccg¢des quimicas que interconvertem
0s metabolitos da via, a estequiometria das reaccgdes da
via,

e identificar todas as enzimas que catalisam as reaccdes, as
cinéticas reaccionais das enzimas,

e as 1interacgdes reguladoras entre os componentes da via,
e. g., 1interacc¢des alostéricas, interacgdes enzima-enzima,
etc.

e compartimentalizag¢do intracelular das enzimas ou qualquer
outra organizacdo supramolecular das enzimas e

e a presenca de guaisquer gradientes de concentracao dos
metabolitos, enzimas ou moléculas efectoras ou barreiras de

difusdo ao seu movimento.
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Uma vez construida a rede metabdlica para uma dada estirpe,
a apresentacdao matemdtica por nocdao de matriz pode ser
introduzida para estimar os fluxos metabdélicos intracelulares se

os dados em linha do metaboloma estiverem disponiveis.

O fendtipo metabdlico baseia-se nas alteracgdes de toda a
rede metabdlica dentro de uma célula. 0O fendtipo metabdlico
baseia-se na alteracao da wutilizacdo da via relativamente a
condigdes ambientais, regulacao genética, estado de
desenvolvimento e gendtipo, etc. Num aspecto, apds o calculo em
linha da MFA, o comportamento dindmico das células, seu fendtipo
e outras propriedades sado analisadas ©por investigacdo da
utilizacdao da via. Por exemplo, se a fonte de glucose for
aumentada e o oxigénio diminuido durante a fermentacao de
levedura, a utilizacdo da via respiratdério serd reduzida e/ou
parada, e a wutilizacdo das vias fermentativas dominara. O
controlo do estado fisioldégico de culturas celulares tornar—-se-a
possivel apds andlise da via. Os métodos podem ajudar a
determinar como manipular a fermentacao por determinacdo de como
alterar a fonte de substrato, temperatura, utilizacao de
indutores, etc. para controlar o estado fisioldgico das células
para se moverem num sentido desejavel. Na pratica dos métodos,
os resultados da MFA podem também ser comparados com os dados do
transcritoma e proteoma para conceber experiéncias e protocolos

para engenharia metabdlica ou arranjo combinatdério génico, etc.

Na pratica dos métodos, qualguer novo ou modificado fendtipo
pode ser conferido e detectado, incluindo caracteristicas novas
ou melhoradas na célula. Qualquer aspecto de metabolismo ou

crescimento pode ser monitorizado.
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Monitorizagcdo da expressdo de um transcrito de ARNm

Num aspecto, o fendtipo manipulado compreende aumentar ou
diminuir a expressdao de um transcrito de ARNm ou gerar novos
transcritos numa célula. O transcrito de ARNm, ou mensageiro,
pode ser detectado e quantificado através de qualquer método
conhecido na técnica, incluindo, e. g., transferéncia de
Northern, reacc¢des quantitativas de amplificacdo, hibridacao em
matrizes e semelhantes. As reaccgdes quantitativas de
amplificacdo incluem, e. g., PCR quantitativa, incluindo, e. g.,
reacgcdao em cadeia da polimerase quantitativa de transcricao
reversa ou RT-PCR; RT-PCR guantitativa em tempo real, ou “RT-PCR
cinético em tempo real” (ver, e. g., kreuzer (2001) Br. J.

Haematol. 114:313-318; Xia (2001) Transplantation 72:907-914).

Num aspecto, o fendtipo manipulado €& gerado por inactivacéao
da expressao de um gene homdélogo. A sequéncia codificante do
gene ou um ou mais elementos de controlo transcricionais podem
ser inactivados, e. g., promotores ou intensificadores. Assim, a
expressao de um transcrito pode ser totalmente abolida ou apenas

diminuida.

Num aspecto, o fendétipo manipulado compreende o aumento da
expressdo de um gene homdélogo. Este pode ser realizado por
inactivagdo de um elemento de controlo negativo, incluindo um
elemento regulador transcricional que actua em cis—- ou trans- ou

mutacdo de um elemento de controlo positivo.

Como discutido abaixo em detalhe, um ou mais, ou todos os
transcritos de uma célula podem ser medidos por hibridacadao de
uma amostra compreendendo transcritos de uma célula, ou acidos

nucleicos representativos ou complementares aos transcritos de
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uma célula, por hibridacdo com 4&cidos nucleicos imobilizados

numa matriz.

Monitorizagcdo da expressdo de polipéptidos, péptidos e

aminodcidos

Num aspecto, o fendétipo manipulado compreende o aumento ou
diminuicdo da expressao de um polipéptido ou gerar novos
polipéptidos numa célula. Os polipéptidos, péptidos e
aminodcidos podem ser detectados e quantificados através de

qualquer método conhecido na técnica, incluindo, e. g.,

ressonéncia magnética nuclear (RMN) , espectrofotometria,
radiografia (radiomarcacao de proteina), electroforese,
electroforese capilar, cromatografia liquida de elevado
desempenho (HPLC), cromatografia de camada fina (TLC),

cromatografia de Thiperdifusdo, varios métodos imunoldgicos,
e. g., imunoprecipitacao, imunodifusao, imuno-electroforese,
radioimunoensaios (RIA), imunocensaio de adsorcdo ligado a enzima
(ELISAh), ensaios imuno-fluorescentes, electroforese em gel
(e. g., SDS-PAGE) , coloracao com anticorpos, separacao de
células activadas por fluorescéncia (FACS), espectrometria de
massa de pirdlise, espectrometria de infravermelho com
transformadas de Fourier, espectrometria de Raman, GC-MS e
espectrometrias de massa de electrosspray LC e de electrosspray
tandem cap-LC e semelhantes. As novas biocactividades também
podem ser rastreadas utilizando métodos ou as suas variacdes,
descritos na Patente U.S. N° 6057103. Além disso, como discutido
abaixo em detalhe, um ou mais, ou todos o0s polipéptidos de uma

célula podem ser medidos utilizando uma matriz proteica.

A marcacdo fracciondria de '’C dirigida biossinteticamente

de aminodcidos proteicos pode ser monitorizada por alimentacdo
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de uma mistura de compostos de fonte de carbono nao marcados e
marcados uniformemente com C» numa rede de biorreacgao. A
andlise do perfil de marcacao resultante permite uma
caracterizacadao detalhada da topologia da rede e a determinacéo
das razdes do fluxo metabdlico dos aminoédcidos; ver, e. g.,

Szyperski (1999) Metab. Eng. 1:189-197.

Os seguintes exemplos sdo pretendidos para ilustrar, mas nao
limitar, a invencadao. Embora os processos descritos nos exemplos
sejam tipicos daqueles que podem ser utilizados para realizar
determinados aspectos da invencao, outros processos conhecidos

dos especialistas na técnica podem também ser utilizados.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Caracterizacao da actividade de fitases

exemplificativas da invencgéo

Este Exemplo descreve a caracterizacdo da actividade de
fitase de polipéptidos da invencao, gue sao modificacgdes de
sequéncia (as denominadas fitases “evoluidas”) de fitase
parental da SEQ ID N°:2 e um ensaio exemplificativo da
actividade de fitase. Este ensaio de actividade de fitase pode
ser utilizado para determinar se um polipéptido tem actividade

suficiente para estar dentro do admbito da invencgao reivindicada.

Apds geragcao dos polipéptidos da invengao por expressao das
sequéncias de Aacidos nucleicos modificadas por GSSM da invencéo,
os polipéptidos de fitase “evoluidos” - apenas espécies
exemplificativas de mutacdo simples de residuo neste estudo -
foram purificados e depois tratados termicamente (pH 7,0, 0,01%

de Tween) a varias temperaturas durante 30 minutos. Apds o passo

310



de tratamento térmico, as amostras (20 ul) foram ensaiadas com 0
substrato de fluorescéncia (180 uL) 4 mM de DiFMUP a pH 5,5. As

velocidades foram comparadas as velocidades de cada amostra néo

tratada correspondente. Os resultados sao ilustrados na
Figura 5.

Noutro estudo, as fitases “evoluidas” da invencao
compreendendo mutacdes simples “misturadas”, 1. e., fitases

contendo multiplas mutacgdes, foram cultivadas de um dia para o
outro em LBCARB100™ (LBcarbl00) a 30 °C. 100 ulL de cada cultura
(mutante misturado) foram tratados termicamente num
termociclador de 72 °C a 100 °C. 20 wulL da cultura tratada
termicamente foram misturados com 180 uL de 4 mM de DiFMUP a
PH 5,5. As velocidades foram comparadas as velocidades de cada
amostra nao tratada correspondente; como resumido na Figura 6. A
Tabela dilustrada na Figura 7 resume graficamente os dados
(arredondados a décima mais prdéximo) utilizados para gerar o

grafico da Figura 6.

A amostra 1 a 21 corresponde as mutacgdes simples
“misturadas” da SEQ ID N°:2 parental, como ilustrado na tabela
da Figura 9; assinale-se que a fitase “evoluida” numero 10 tem
uma modificacdo de residuo de sequéncia (da SEQ ID N°:2) que néao
foi introduzida por GSSM; esta mutacdo foi introduzida por acaso
aleatdério e pode ndo ter qualguer relevincia para a estabilidade
térmica desta fitase exemplificativa da invengado. Também,
assinale—-se que as fitases exemplificativas 19, 20 e 21 marcadas
com ** tém marcadores (6xHis) de histidina no C-terminal
(-RSHHHHHH) . A Figura 9 ilustra as fitases exemplificativas
tendo modificagdes multiplas de residuo relativamente a
SEQ ID N°:2 parental; como aqui descrito em detalhe. A Figura 10

ilustra as fitases exemplificativas tendo modificag¢des tnicas de
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residuo relativamente a SEQ ID N°:2 parental; como aqui descrito

em detalhe.

A Figura 11 ilustra esquematicamente um ensaio
exemplificativo de fitase da invencdo utilizando o substrato de
fluorescéncia 4-metilumbeliferil-fosfato (MeUMB-fosfato, cuja
estrutura € também ilustrada): (i) a fitase ¢é desafiada pelo
calor durante 20 minutos, 72 °C, PH 4,5; e a 80 °C a
pH fisioldgico (pH 7,4); e (ii) a actividade residual é testada

a 37 °C, pH 4,5:

e Medir a actividade residual a pH elevado e baixo,
e Calcular a actividade residual relativamente ao tipo

selvagem apds tratamento térmico.

A Figura 12 ilustra esquematicamente um outro ensaio
exemplificativo de fitase da invencgdao utilizando também o
substrato de fluorescéncia MeUMB-fosfato: (1) a fitase &
desafiada pelo calor durante 30 minutos, 86 °C, pH 5,5; e (ii) a

actividade residual é testada a 37 °C, pH 4,5:

¢ Medir a actividade residual relativamente a variante 6X de
controlo,
e Seleccionar acertos e re-ensaiar a restringéncia mais

elevada para seleccionar variantes superiores.

Este ensaio foi utilizado para rastrear bibliotecas de
variantes de GSSM (da SEQ ID N°:1), por ensaio da actividade de
fitase dos polipéptidos que codificam. A Figura 13 1ilustra
esquematicamente o protocolo para este rastreio de biblioteca
(como descrito na Figura 12), em que o tamanho de biblioteca

rastreado é 24576 variantes.

Lisboa, 8 de Janeiro de 2014
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REIVINDICACOES

Acido nucleico isolado, sintético ou recombinante,

compreendendo

(a) uma sequéncia de 4&cidos nucleicos codificando um
polipéptido tendo uma actividade de fitase e tendo,
pelo menos, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% ou mais de
identidade de sequéncia para a SEQ ID N°:1, e tem uma
modificagcdo nucleotidica em que o0s nucledétidos nas
posicdes 139 a 141 da SEQ ID N°: 1 estdo alterados para
TTT ou TTC, em que o polipéptido tem termostabilidade

melhorada relativamente a fitase da SEQ ID N°:2;

(b) um &cido nucleico codificando um polipéptido tendo
uma actividade de fitase e tendo, pelo menos, 95%, 96%,
97%, 98% ou 99% ou mais de identidade de sequéncia para
a SEQ ID N°:2, e tem uma modificacdo de aminocdcido em
que o aminocdcido alanina na posicdo de aminodcido 47 da
SEQ ID N°:2 é alterado para uma fenilalanina, em que o
polipéptido tem termostabilidade melhorada

relativamente a fitase da SEQ ID N°:2;

(c) a sequéncia de &acidos nucleicos de (a) ou (b)
codificando um polipéptido tendo uma actividade de
fitase mas que carece de: uma sequéncia de sinal ou uma
sequéncia de proproteina, ou uma sequéncia promotora

homéloga;

(d) o Aacido nucleico de gqualquer de (a) a (c)
codificando um polipéptido tendo uma actividade de

fitase e compreendendo ainda uma sequéncia de
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aminodcidos heterdloga, ou o acido nucleico de qualquer
de (a) a (c) compreendendo ainda uma sequéncia de

nucledétidos heterdloga;

(e) o é&cido nucleico de (d), em que a sequéncia de
aminodcidos heterdloga compreende ou consiste numa
sequéncia codificando uma sequéncia de sinal heterdéloga
(lider), ou um marcador ou um epitopo, ou a sequéncia
de nucledtidos heterdloga compreende um promotor
heterdlogo ou codificando uma sequéncia de

direccionamento; ou

(f) wuma sequéncia de 4dcidos nucleicos totalmente
complementar a sequéncia de acidos nucleicos de

qualgquer de (a) a (e).

Acido nucleico isolado, sintético ou recombinante, da
reivindicagdo 1, em que o acido nucleico compreende ainda,
pelo menos, uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete,
oito, nove, dez, onze, doze ou todas as treze das
modificacdes de sequéncia de pares de bases nucleotidicos

para a SEQ ID N°:1, seleccionado do grupo consistindo de:

0os nucledétidos nas posigdes 289 a 291 sao GTT, GTC, GTA
ou GTG;

0s nucledétidos nas posigdes 289 a 291 sao GAA ou GAG;

08 nucledétidos nas posicdes 406 a 408 sao CAT ou CAC;

0s nucledétidos nas posicgdes 475 a 477 sao GTT, GTC, GTA
ou GTG;

0s nucledétidos nas posicgdes 475 a 477 sao GAA ou GAG;

os nucledtidos nas posicgdes 487 a 489 sao CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA ou AGG;



0s nucledétidos nas posicdes 490 a 492 sao CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA ou AGG;

0s nucledétidos nas posicdes 502 a 504 sao CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA ou AGG;

0s nucledtidos nas posigdes 535 a 537 sao CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA ou AGG;

o0s nucledétidos nas posicgdes 676 a 678 sao GAT ou GAC;

0s nucledétidos nas posicdes 697 a 699 sao TGG;

0s nucledétidos nas posicdes 823 a 825 sao GTT, GTC, GTA
ou GTG;

0os nucledétidos nas posicdes 865 a 867 sao GCT, GCC, GCA
ou GCG;

0s nucledétidos nas posicgdes 1045 a 1047 sao TAT ou TAC;
e

0s nucledtidos nas posicgdes 1087 a 1089 sao CCA, CCC,
CCG ou CCT,

em gque o ©polipéptido tem termostabilidade melhorada

relativamente a fitase da SEQ ID N°:2.

Cassete de expressao, vector, veiculo de clonagem, vector de
expressdo, vector de clonagem (i) compreendendo o &cido
nucleico da reivindicacdo 1 ou 2, ou contendo ai um &cido
nucleico da reivindicagcdo 1 ou 2; ou (i1ii) a cassete de
expressao, vector, veiculo de clonagem, vector de expressao,
vector de clonagem de (i), em que o veiculo de clonagem
compreende ou € um vector viral, um plasmideo, um fago, um
fagemideo, um cosmideo, um fosmideo, um bacteridéfago ou um
cromossoma sintético e, opcionalmente, o vector wviral
compreende um vector de adenovirus, vectores retrovirais ou
um vector viral adeno-associado e, opcionalmente, a cassete
de expressdo, vector, veiculo de clonagem, vector de

expressdo, vector de clonagem compreende ou estd contido num
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cromossoma sintético bacteriano (BAC), um plasmideo, um
vector de bacteridéfago derivado de P1 (PAC), um cromossoma
sintético de levedura (YAC), um cromossoma sintético de

mamifero (MAC).

Célula transformada ou célula hospedeira (i) compreendendo:
0 acido nucleico da reivindicacdo 1 ou 2, ou a cassete de
expressao, vector, veiculo de clonagem, vector de expressao,
vector de clonagem da reivindicacdo 3; ou (ii) a célula
transformada ou célula hospedeira de (i), em que a célula é
uma célula bacteriana, uma célula de mamifero, uma célula
fungica, uma célula de levedura, uma célula de insecto ou
uma célula vegetal; (iii) a célula transformada ou célula
hospedeira de (ii), em que a célula bacteriana ¢é qualquer
espécie dentro dos géneros Escherichia, Bacillus,
Streptomyces, Salmonella, Pseudomonas ou Staphylococcus, ou
Escherichia «coli, Lactococcus lactis, Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Salmonella typhimurium ou Pseudomonas

fluorescens.

Planta ou semente transgénica (i) compreendendo: o 4acido
nucleico da reivindicacdo 1 ou 2, ou a cassete de expressao,
vector, veiculo de clonagem, vector de expressao, vector de
clonagem da reivindicacdo 3, ou a célula transformada ou
célula hospedeira da reivindicacdao 4; ou (ii) planta ou
semente transgénica de (i),

e, opcionalmente, em que a planta € uma planta de milho, uma
planta de batata, uma planta de tomate, uma planta de trigo,
uma planta oleaginosa, uma planta de colza, uma planta de
soja ou uma planta de tabaco, ou uma planta forrageira e/ou
de ragdo para um animal, ou para um animal ruminante,

e, opcionalmente, em que a planta forrageira ou de racao é

ou compreende feno, milho, milho painc¢o, soja, trigo, trigo
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mourisco, cevada, alfalfa, centeio, uma erva anual, sorgo,
erva—-do—-sudao, erva de veldt ou erva de buffel; ou a semente
¢ uma semente de milho, uma semente de trigo, uma
oleaginosa, uma semente de colza, uma semente de soja, uma
semente de palma, uma semente de girassol, uma semente de
sésamo, um amendoim ou uma semente de amendoim, uma semente
de alfalfa, uma semente de algoddo, uma semente de céartamo,
uma semente de sorgo, uma semente de aveia, uma semente de
centeio, uma semente de milho painco, uma semente de cevada,
uma semente de arroz, uma semente de ervilha, ou uma semente
de planta de tabaco,

e, opcionalmente, a planta ¢é milho, alfalfa, girassol,
Brassica, soja, cana-de-acucar, algoddo, cartamo, amendoim,
sorgo, trigo, aveia, centeio, milho painco, cevada, arroz,
coniferas, ervilha, feijao, soja, batata, Dbatata-doce,

mandioca, inhame, balizeiro ou beterraba acucareira.

Polipéptido isolado, sintético ou recombinante, de fitase

compreendendo

(a) uma sequéncia de aminodcidos tendo, pelo menos,
95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia
para a SEQ ID N°:2 e codificada por um &cido nucleico
compreendendo uma modificacgcdo nucleotidica, em que os
nucledétidos nas posicgdes 139 a 141 da SEQ ID N°: 1 sao
TTT ou TTC, em que o polipéptido tem termostabilidade

melhorada relativamente a fitase da SEQ ID N°:2;

(b) uma sequéncia de aminoacidos tendo, pelo menos,
95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia
para a SEQ ID N°:2 e tem uma modificacdo de aminoéacido
em que o aminodcido alanina na posicdo de aminodcido 47

da SEQ ID N°:2 é alterado para uma fenilalanina, em qgue
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o) polipéptido tem termostabilidade melhorada

relativamente a fitase da SEQ ID N°:2;

(c) o polipéptido de (a) ou (b) tendo uma actividade de
fitase mas carece de: uma sequéncia de sinal ou uma

sequéncia de proproteina;

(d) o polipéptido de qualquer de (a) a (c) tendo uma
actividade de fitase e compreendendo ainda uma

sequéncia heterdloga;

(e) o polipéptido de (d), em que a sequéncia de
aminodcidos heterdloga compreende ou consiste numa
sequéncia de sinal heterdloga (lider), ou um marcador
ou um epitopo, ou a sequéncia heterdloga compreende um
péptido de identificacao ou uma sequéncia de

direccionamento; ou

(f) o polipéptido de qualquer de (a) a (e), em que (i)
0 polipéptido estda glicosilado, ou o polipéptido
compreende, pelo menos, um local de glicosilacao, (ii)
0 polipéptido (i) em qgue a glicosilacdo ¢é uma
glicosilagao ligada por N ou uma glicosilagdo ligada
por 0O; (i1ii) o polipéptido de (i) ou (ii) em que o
polipéptido estda glicosilado apds ter sido expresso
numa célula de levedura; ou (iv) o polipéptido (iii) em
que a célula de levedura é uma de P. pastoris ou uma de

S. pombe.

Polipéptido isolado, sintético ou recombinante, da

reivindicacao 6, em que

sequéncia de aminodcidos compreende ainda, pelo menos,

duas, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez,
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onze, doze, ou todas as treze das modificacdes de residuo de
aminodcidos para a SEQ ID N°:2, seleccionado do grupo

consistindo emde

0 aminodcido cisteina na posicdo de aminodcido 97 da
SEQ ID N°:2 & alterado para uma valina;

0 aminodcido cisteina na posicdo de aminodcido 97 da
SEQ ID N°:2 é alterado para um acido glutémico;

o aminodcido treonina equivalente na posicdo de
aminodcido 136 da SEQ ID N°:2 ¢é alterado para uma
histidina;

0 aminodcido asparagina na posicdo de aminocacido 159 da
SEQ ID N°:2 & alterado para uma valina;

0 aminodcido asparagina na posicdo de aminoacido 159 da
SEQ ID N°:2 é alterado para um acido glutémico;

o aminodcido treonina equivalente na posicdo de
aminodcido 163 da SEQ ID N°:2 ¢é alterado para uma
arginina;

0 aminodcido &cido aspartico na posicdo de aminoacido
164 da SEQ ID N°:2 é alterado para uma arginina;

o0 aminodcido &cido glutédmico na posicdo de aminoacido
168 da SEQ ID N°:2 & alterado para uma arginina;

o aminodcido glicina na posicdo de aminodcido 179 da
SEQ ID N°:2 é alterado para uma arginina;

o aminodcido cisteina na posicdo de aminodcido 226 da
SEQ ID N°:2 é alterado para um acido aspéartico;

o0 aminodcido valina na posicdo de aminodcido 233 da SEQ
ID N°:2 é alterado para um triptofano;

o aminodcido glutamina na posicdo de aminocdcido 275 da
SEQ ID N°:2 & alterado para uma valina;

0 aminodcido arginina na posicdo de aminodcido 289 da

SEQ ID N°:2 é alterado para uma alanina;



o aminodcido treonina na posicdo de aminodcido 349 da
SEQ ID N°:2 & alterado para uma tirosina; e
o aminodcido leucina na posicdo de aminodcido 363 da

SEQ ID N°:2 & alterado para uma prolina,

em que o ©polipéptido tem termostabilidade melhorada

relativamente a fitase da SEQ ID N°:2.

Método para produzir um polipéptido recombinante da
reivindicagcdo 6 ou reivindicacao 7 compreendendo 0S8 Passos
de: (a) proporcionar um acido nucleico da reivindicacdo 1 ou
2; e (b) expressar o 4&acido nucleico do passo (a) sob
condicgdes que permitem a expressao do polipéptido,
produzindo assim um polipéptido recombinante,

e, opcionalmente, o método compreende ainda a transformacao
de uma célula hospedeira com o &acido nucleico do passo (a)
seguido pela expressdao do 4acido nucleico do passo (a),
produzindo assim o polipéptido recombinante numa célula

hospedeira transformada.

Método para hidrolisar um inositol-hexafosfato em inositol e

fosfato inorgédnico compreendendo:

(1) (a) proporcionar um  polipéptido tendo uma
actividade de fitase, em gque o polipéptido compreende a
sequéncia de aminodcidos da reivindicacgao 6 ou 7, ou um
polipéptido codificado pelo acido nucleico da
reivindicacdo 1 ou 2; (b) proporcionar uma composicao
compreendendo um inositol-hexafosfato; e (c) colocar em
contacto o polipéptido do passo (a) com a composicdao do
passo (b) sob condicgbdes em que o polipéptido hidrolisa
0 inositol-hexafosfato para produzir inositol e fosfato

inorganico;



10.

11.

(i1) o método de (i), em que as condigdes compreendem
uma temperatura entre cerca de 37 °C e cerca de 70 °C,
entre cerca de 50 °C e cerca de 80 °C, ou entre cerca
de 60 °C e cerca de 90 °C; ou

(1ii) o método de (i) ou (ii), em qgue a composicgao

compreende um &cido fitico.

Método para a decruagem de 6leo compreendendo:
(a) proporcionar um polipéptido tendo uma actividade de
fitase, em qgue o polipéptido compreende a sequéncia de
aminodcidos da reivindicacdo 6 ou 7, ou um polipéptido
codificado pelo 4&cido nucleico da reivindicagao 1 ou 2;
(b) proporcionar uma composicdao compreendendo um 6leo
vegetal; e (c) colocar em contacto o polipéptido do passo
(a) e o 6leo vegetal do passo (b) sob condicgdes em que o
polipéptido pode clivar uma ligacao inositol-fosfato

inorganico, conduzindo assim a decruagem do d6leo vegetal.

Método para produzir uma matriz de distribuicdo enzimdtica

em pastilhas comestiveis, compreendendo:

(a) proporcionar o polipéptido da reivindicacado 6 ou 7,
ou um polipéptido codificado pelo &cido nucleico da
reivindicacdo 1 ou 2; (b) proporcionar um grao, um
germe de grao ou um substrato a base de grédo; e (c)
combinar o polipéptido de (a) e o grao, germe de grao
ou substrato a base de grdao de (b) para formar uma
matriz de distribuicao enzimdatica em pastilhas
comestiveis, em que a matriz de distribuicado comestivel
¢ formada por formacdo de pastilhas para produzir uma
particula e, opcionalmente, as pastilhas sdao feitas sob
condigdes compreendendo a aplicacao de vapor,

opcionalmente as pastilhas sao feitas sob condigdes
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12.

13.

14.

compreendendo a aplicacdao de uma temperatura superior a
80 °C durante cerca de 5 minutos e, opcionalmente, a
pastilha compreende uma enzima fitase que compreende
uma actividade especifica de, pelo menos, 350 a cerca

de 900 unidades por miligrama de enzima.

Método nao terapéutico para distribuir um suplemento de
enzima fitase a um animal ou humano, o referido método

compreendendo:

(a) preparar uma matriz de distribuicdao em pastilhas
comestiveis num método de acordo com a reivindicacao 11
e

(b) administrar a matriz de distribuigdo enzimatica

comestivel ao animal ou humano.

Método para processar sementes de milho e sSorgo
compreendendo (a) proporcionar um polipéptido tendo uma
actividade de fitase, em que o polipéptido compreende o
polipéptido da reivindicagcdo 6 ou 7; (b) proporcionar uma
composicdo compreendendo uma agua de maceracdo de milho ou
dgua de maceracdo de sorgo, e (c) colocar em contacto o
polipéptido do passo (a) e a composicdao do passo (b) sob
condigdes em que o polipéptido pode clivar uma ligacao

inositol-fosfato inorgénico.

Composicao para melhorar (retardar o progresso, tratar ou
prevenir) a osteoporose compreendendo o polipéptido da
reivindicacdao 6 ou 7; em qgue, opcionalmente, o polipéptido
estd glicosilado e em que a actividade de fitase ¢é

termotolerante ou termoestavel.
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15.

16.

Preparacdao de ©proteina compreendendo o polipéptido da
reivindicacdao 6 ou 7, em gue a preparacao de proteina
compreende um liquido, uma pasta, um pd, um spray, uma
suspensao, uma composicao/formulacdo liofilizada, um sdlido,
um geltab, uma pilula, um implante, um gel, ou uma
formulacdo farmacéutica, um alimento ou uma ragdo ou um seu

suplemento.

Composicao compreendendo o polipéptido da reivindicacdo 6 ou
7, em que a composicdo é seleccionada de uma unidade Pronto-
a-Comer (MRE) de refeicdo autdénoma, uma bebida, um agente
hidratante, um comprimido mastigdvel, uma barra nutritiva,
um produto cozido, um cereal de pequeno almoc¢o, um produto
farmacéutico, uma formulacado dietética, uma refeicdao de
soja, um alimento, uma racdo e uma matriz de distribuicéo

enzimatica em pastilhas comestiveis.

Lisboa, 8 de Janeiro de 2014
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Figura 5

Retengio de Actividade de Fitases Purificadas por GSSM™ com Mutagbes Simples apds Tratamento Térmico de 30 minutos

(pH 7.0, .01% Tween20)
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Figura 6

Retencao de Actividade de Mutantes de fitase GeneReassembly™
apoés 30 min de Tratamento Térmico

WT=SEQIDN°2
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Temperatura (°C)

Fitase N° 72] 72.6f 74} 75.7| 78.4{ 80| B0.5| 81.7] 83.2{ B85.7] 88.6] 91.9] 95.9| 96.9| 98.6{ 99.6{ 100
1 100{ 100[ 100{ 100[ 100] 100| 94.7| 90.0{ 90.2{ 428] 81 05 0.7 05 0.7} 05 0.4
2 100} 100 100{ 100| 100] 100] 94.2| 85.7} 753] 489 118/ 09/ 06| 05 08 0.6
3 100{ 100 100} 100| 100] 100f 94.5 87.3] 91.5{ 48.8 03] 03

4 100 100[ 100j 100 100| 100} 94.3| 925! 94.2| 637 11.7] 12[ 08 08| 0.8 038 09
5 100| 100 100) 100| 100] 100j 90.3| 90.8] 88.8] 633] 121 11 1.0/ 09] 09 08 1.0
8 100] 100} 100{ 100| f00{ 100| 98.0] 93.5| 842} 545| 128 13} 0.0{ 08f 06} 06 10
7 100} 100! 100| 100| 100] 100{ 94.6] 87.3 71.7] 176 07} 02] 02{ 01 03[ 0.2
8 100 100{ 100| 100| 100| 100 99.5| 99.5| 100.5{ 75.3] 144| 05| 01j 014 014f 04 0.5
9 100} 100{ 100{ 100] 100] 100| 91.8{ 822| 77.5| 58.2| 122y 14[ 11 1.0 1.2
10* 100 100] 100] 100| 100] 100} 94.6] 95.8] 91.7{ 66.6] 11.7] 05 02{ 03] 05 04 04
il 100[ 100{ 100; 100| 100{ 100} ©6.6| B2.8 6450 152 1.6 11 11 12 1.2] 1.2
12 100] 100{ 100| 100| 100| 100 93.2| 88.8| 83.6) 53.8| 115 03] 03] 03] 03} 03 04
13 100| 100{ 100{ 100| 100{ 100{ 92.4| B2.7] 70.6| 538| 110] 08 04 04 0.5| 20.8
14 100 100] 100] 100| 100] 100] 103.0] 93.4| 98.8] 774 173 02| 02 01} 01 0.2} 041
15 100] 100 100( 100| 100{ 100| 81.7| 92.2] 89.4| 622| 129 02 03] -02f 02 0.2
16 100{ 100] 100] 100l 100 100] ©3.2]| 91.4| 89.2] 387 106/ 03] 02 02{ 02{ 0.1 0.2
17 100! 100 100| 100( 100 100| 98.0] 84.7] 84.3] 470| 101 02| 02| 0.2 02| 02
18 100} 100| 100 100{ 100} 100| 89.2] 858 88.2] 485 94 07/ 08 04 05 04] 02
g™ 100| 100 100f 100{ 100| 100| 89.2| 92.1] 85.5| 544| 110 04 02/ 02 02 0.3 0.2
20 100] 100] 100} 100 100| 100| 89.4| 88.8] 76.6] 70.8| 122! 03] 0.2 02| 02} 0.2
21 100 100| 100] 100[ 100} 100| 106.1] 93.9 63.8{ 127 10{ 086} 06/ 06] 05 0.6
WT (SEQIDN°2) | 100] 77.4] 51.7| 19.5] 5.28] 26/ 04] 03] 00| 00{ 0.0} 00 00 0.0f 00f 0.0 0.0

Figura 7
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Figura 8
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Figura 9

Mutacdes Possiveis
Fitase
evoluida N° | N° Mutacées | A47F | €97V | C97E | T136H [ N159V| N1SSE! T163R | D164R| E168R | G179R| C226D V233W|[ Q275V| R289A | T349Y |L363P
10X A47F C97E | T136H | N159V G179R| C226D|V233W| Q275V| R289A | T349Y
10X Ad7F C97E N159V T163R | D164R G179R [ C226D|V233W| Q275V T349Y
10X A47F T136H | N159V. T163R | D164R G179R| C226D|V233W| Q275V T349Y
4 12X A4TF T136H ] N15gV T163R| D164R| E168R [ G179R{ C226D ] V233W| Q275V [ R289A | T349Y
5 12X A47F | CO7V T136H | N159V T163R E168R | G179R] C226D ]| V233wW| 0275V | R289A | T349Y
[ 12X A47F | CI7V T136H | N159V T163R | D164R| E168R | G179R| C226D | V233wW] Q275V T349Y
7 11X A47F T136H | N159V T163R | D164R| E168R | G179R| C226D| V233W) Q275V T349Y
8 11X A47F C97E | T136H | N159V T163R | D164R G179R|[ 2260 | V233W| Q275V T349Y
9 12X AdTF C97E { T136H | N15gV T163R | D164R| E168R| G179R V233W| Q275V| R289A | T349Y
10* 2X A4T7F C97E | T136H N159E [ T163R| D164R G179R Vv233wW| Q275V| R289A | T349Y |L363P
11 1X A47F | C97V T136H | N158V T163R | D164R G179R V233W| Q275V [ R289A | T349Y
12 13X A47F C97E | T136H | N159V T163R | D164R| E168R| G179R| C2260[v233W| Q275V| R289A [ T348Y
13 10X A4TF CS7E N159V D164R G179R| C226D|Vv233W] Q275V| R289A | T349Y
4 12X A47F C97E N159V T163R | D164R| E168R| G179R| C226D | V233W| Q275V| RZ289A | T349Y
5 13X Ad7F | CO7V T136H N159E | T163R | D164R| E168R| G179R| C226D | V233W| Q275V | R289A | T349Y
6 oX A4TF C97E | T136H | N159V. T163R G179R| C226D | V233W| Q275V T349Y
17 2X A47F C97E | T136H | N159V T163R | D164R| E168R| G179R| C226D{Vv233wW| Q275V T349Y
18 1X Ad7 T136H N159E [ T163R | D164R G179R] C226D [ V233W| Q275V| R289A | T349Y
g+ 89X A47F [136H | N158V D164R G179R| C226D [ V233wW| Q275V T349Y
20** 10X A47F | CO7V [136H] N159V D164R G179R| C226D | V233W[ Q275V T349Y
21 9X A4TF | C97V r136H| N159V D164R G179R V233w| Q27sv T349Y
22 6X A47F [136H | N159V C226D| V233w T349Y

* Poss::i uma evolugao adicional {L363P} ndo introduzida por GSSM™. Esta mutacdo foi introduzida por acaso aleatério e pode ou ndo ter qualquer
r ia para a ili térmica
** Possui um marcador Histidina (RSHHHRHH} C- terminal adicional
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Figura 10

Posigoes de

Nucleotido

de Codao

Amino Alterado
Amino Acido na 3 - "
Ggssm™ Original para de Codao Ne 1 Originai para minoacido Mutado
AATF A F 47 139-141 GCC T TTT, T7C
Cco7v (o] \4 97 289-291 TGT GTT GTT, GTC, GTA, GTG
C97E C E 97 289-291 TGT GAG GAA, GAG
T136H T H 136 406-408 ACC CAT CAT, CAC
GTC or

N159V N \4 159 475477 AAC GTG GTT, GTC, GTA, GTG
N159E N E 159 475-477 AAC GAG GAA, GAG
T163R T R 163 487-489 ACT CGG CGT, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG
D164R D R 164 490-492 GAC CGG CGT, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG
E168R E R 168 502-504 GAG CGG CGT, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG
G179R G R 179 535-537 GGG CGG CGT, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG
C2260 C D 226 676678 TGT GAT GAT, GAC
V233w \' w 233 697-699 GTA TGG TGG
Q275v Q Vv 275 823-825 CAA GTG GTT, GTC, GTA, GTG
R289A R A 289 865-867 CGC GCT GCT, GCC, GCA, GCG
T349Y T Y 349 1045-1047 ACG TAT TAT, TAC
L363P L P 363 1087-1089 CTA CCA CCA, CCC, CCG, CCT
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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\
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v
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