woproriiszasaz  MIINDINANHNNN

(22) Data de Dep6sito: 30/05/2007 (51) Int.CL.:
. o ) (43) Data da Publicacao: 10/01/2012 C12P 21/00
Repuyblll;:ba‘Federa!’wa do B!?E«IIV (RP' 2140) C12N 15/01

o do Comérsio Extarior
Institute ezl diay B

(54) Titulo: METODO DE OTIMIZACAO DO CODON

(30) Prioridade Unionista: 30/05/2006 US 60/809,536,
14/02/2007 US 60/901,687, 14/02/2007 US 60/901,687, 30/05/2006
US 60/809,536

(73) Titular(es): Dow Global Technologies Inc.

(72) Inventor(es): Charles Douglas Hershberger, Steven J.
Stelman, Thomas M. Ramseier

(74) Procurador(es): Dannemann ,Siemsen, Bigler &
Ipanema Moreira

(86) Pedido Internacional: PCT US2007012719 de
30/05/2007

(87) Publicacao Internacional: WO 2007/142954de
13/12/2007

(67) Resumo: METODO DE OTIMIZACAO DO CODON. A
presente invencdo refere-se a uma expressdo heteréloga em uma
bactéria de Pseudomonas hospedeira de uma sequéncia de
polinucleotideo otimizada codificando uma proteina.




10

15

20

25

30

\\\l\‘\{l)l\lll\\\\(\))!ﬁ\lxl\\\ll\ﬂl‘\lﬁﬂl@\lll\\llg\\\\\ll\

Relatério Descritivo da Patente de Invencédo para "METODO DE
OTIMIZAGAO DO CODON".
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido reivindica a prioridade ao Pedido Provisério dos Es-
tados Unidos N2 de Série: 60/901.687, depositado em 14 de fevereiro de
2007, e ao Pedido Provisério dos Estados Unidos N de Série: 60/809.536,
depositado em 30 de maio de 2006, cujas divulgagdes sao incorporadas por

referéncia em suas totalidades.
CAMPO DA INVENCAO |
A presente invengao refere-se, de um modo geral, aos métodos

para otimizar os genes para a expressao bacteriana. A invengdo adicional-
mente se refere a um sistema de banco de dados e ferramentas para a ana-
lise dos genes otimizados.

ANTECEDENTES DA INVENCAQ

Diversas bactérias tém sido usadas como células hospedeiras
para a preparag¢ao de proteinas recombinantes heterdlogas. Uma desvanta-
gem significativa de numerosos sistemas bacterianos € o seu uso de cédons
raros, que é muito diferente dos cédons preferenciais nos genes humanos. A
presenca destes cddons raros pode resultar na expressao retardada e redu-
zida de genes recombinantes. Em certos aspectos, uma sequéncia de aci-
dos nucléicos pode ser modificada para codificar uma variante de polipepti-
deo recombinante, onde cédons especificos da sequéncia de acidos nucléi-
cos tenham sido alterados para cédons que sejam favorecidos por um hos-
pedeiro particular e possa resultar em niveis aumentados de expressao (ver,
por exemplo, Haas et al., Curr. Biol. 6:315, 1996; Yang et al., Nucleic Acids
Res. 24:4592, 1996). ,

O processo de otimizar a sequiéncia de nucleotideos que codifica
uma proteina expressa de modo heterélogo pode ser uma etapa importante
para aperfeicoar os rendimentos da expressao. As exigéncias de otimizagao
podem incluir as etapas de aperfeicoar a capacidade do hospedeiro de pro-
duzir a proteina exdégena, bem como as etapas de auxiliar o pesquisador em

projetar eficientemente constru¢cbes de expressao. Embora os pre¢cos para a
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sintese de DNA em escala de gene tenham declinado significativamente nos
anos recentes, o investimento na sintese de um gene otimizado para este
propésito pode ser caro. Portanto, é importante que uma analise meticulosa
seja conduzida para assegurar que todas as exigéncias de projeto tenham
sido adequadamente satisfeitas, antes de prosseguir com a sintese. Além
disso, o processo de avaliar os genes sintéticos candidatos e produzir relato-
rios dos resultados desta andlise capazes de serem lidos por seres humanos
é um processo que consome tempo.

Embora existam diversas ferramentas para o célculo de cédons
preferenciais, estas ferramentas ndo sédo geralmente projetadas para relatar
o uso do cédon em um contexto utilizavel. Uma vez que estas ferramentas
nao comparam um uso calculado com um padréo de referéncia, requer-se
tipicamente uma formatagdo manual novamente dos dados de saida para
distinguir a presenca dos cédons raros em relagédo ao sistema de expressao
de hospedeiro. A visualizagdo espacial dos cdédons raros ao longo da se-
quiéncia de genes traduzida deve também ser efetuada manualmente. Assim,
requer-se o treinamento substancial do usuario, incluindo a importagao da
sequéncia desejada para o formato correto para cada aplicagao.

BREVE SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengdo inclui uma sequéncia de polinucleotideo

sintético que tenha sido otimizada para a expresséo heteréloga em uma cé-
lula hospedeira bacteriana, tal como o Pseudomonas fluorescens.

A presente invengao também proporciona um método de produ-
zir uma proteina recombinante no citoplasma da célula bacteriana, incluindo
otimizar uma seqiiéncia de polinucleotideo sintético para a expressao hete-
réloga em um hospedeiro bacteriano, onde o polinucleotideo sintético com-
preende uma sequéncia de nucleotideos codificando uma proteina, tal como
um antigeno. O método também inclui ligar a seqiéncia de polinucleotideo
sintético otimizada em um vetor de expressao e transformar a bactéria hos-
pedeira com o vetor de expressdo. O método adicionalmente inclui cultivar a
bactéria hospedeira transformada em um meio de cultura adequado, apro-

priado para a expressdo da proteina, e isolar a proteina. O hospedeiro de
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bactéria selecionado pode ser o Pseudomonas fluorescens.

As outras modalidades da presente invenc¢ao incluem os méto-
dos de otimizar as seqliéncias de polinucleotideos sintéticos para a expres-
sdo heteréloga em uma célula hospedeira, por identificagcdo e modificagao
dos cédons raros a partir da sequéncia de polinucleotideo sintético que se-
jam raramente usados no hospedeiro. Além disso, estes métodos podem
incluir a identificacdo e a modificagdo de sequéncias internas putativas de
sitios ligadores ribossémicos, bem como a identificagdo e a modificagdo de
repeticoes alongadas dos nucleotideos G ou C a partir da sequéncia de poli-
nucleotideo sintético. Os métodos podem também incluir a identificagao e a
minimizagdo das estruturas secundarias de mRNA nas regides de RBS e
codificagdo do gene, bem como a modificagdo de sitios de restricdo de en-
zimas indesejaveis a partir das seqiéncias de polinucleotideos sintéticos.

A presente invengao também proporciona a anadlise em série e a
geracao de relatério automaticas de um gene usando um banco de dados e
ferramentas para calcular o uso do cédon a partir de uma sequéncia bruta e
graficamente relatar a posigao dos cédons raros ao longo da sequéncia de
DNA traduzida. Onde forem projetadas versdes candidatas multiplas de um
gene particular, efetua-se uma analise de todas as versdes para determinar
o melhor candidato para a sintese. Esta comparagao, juntamente com uma
comparagdo das versoes candidatas com aquela de um coédon preferencial
de referéncia, é apresentada em um formato util capaz de ser lido por ser
humano.

BREVE DESCRICAO DAS DIVERSAS VISTAS DOS DESENHOS

A figura 1 ilustra um fluxograma mostrando as etapas que po-

dem ser usadas durante a otimizacao de uma seqiéncia de polinucleotideo
sinteético;

As figuras 2 e 3 ilustram os perfis de uso dos cédons raros mos-
trando a posigéo e a distribuicdo dos cédons raros ao longo de uma sequén-
cia de proteina traduzida na cepa de P. fluorescens MB214; e

A figura 4 ilustra uma modalidade de um esquema de banco de

dados para o banco de dados do gene da presente invengao.
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DESCRICAQO DETALHADA DA INVENCAQ
A presente invencao é descrita mais completamente nas partes

que se seguem com referéncia aos desenhos que acompanham, nos quais
sao mostradas as modalidades preferidas da invengao. Esta invengéao pode,
entretanto, ser incluida em muitas formas diferentes e ndao deve ser interpre-
tada como limitada as modalidades descritas neste documento; preferivel-
mente, estas modalidades sao proporcionadas de modo que esta divulgagao
seja meticulosa e completa, e transmita inteiramente o escopo da invengao
para aqueles versados na técnica.

A invengao, de um modo geral, refere-se a um processo para
preparar uma proteina recombinante heteréloga em uma célula hospedeira
procaridtica. O uso do cédon da célula hospedeira para os genes da célula
hospedeira é determinado. Os cdédons que ocorrem de modo raro sao modi-
ficados com os cdédons que ocorrem frequentemente no acido nucléico que
codifica a proteina recombinante heterdloga na célula hospedeira. A célula
hospedeira é entdo transformada com o acido nucléico que codifica a protei-
na recombinante e o acido nucléico recombinante é expresso.

Conforme usados aqui, os termos "modificar" ou "alterar", ou
quaisquer formas deles, significam modificar, alterar, trocar, eliminar, substi-
tuir, remover, variar, ou transformar.

A presente invengdo também se refere as seqiéncias de polinu-
cleotideos sintéticos que codificam uma proteina. As modalidades da pre-
sente invencao também proporcionam a expressao heterdloga de um polinu-
cleotideo sintético em um hospedeiro bacteriano. As outras modalidades
incluem uma expressdo heteréloga de um polinucleotideo sintético em
Pseudomonas fluorescens. As modalidades adicionais da presente invencao
também incluem as sequiéncias de polinucleotideos otimizadas codificando
uma proteina recombinante que podem ser expressam usando um sistema
de expressao heterdloga a base de Pseudomonas fluorescens. Uma outra
modalidade da presente invengcdo também inclui uma expressao heterdloga
de um polinucleotideo sintético no citoplasma de Pseudomonas fluorescens.

A modalidade adicional da presente invencao também inciui uma expressao
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heterdloga de um polinucleotideo sintético no periplasma de Pseudomonas
fluorescens. ‘

Nos sistemas de expressao heteréloga, as etapas de otimizagao
podem aperfeigoar a capacidade do hospedeiro de produzir a proteina exo-
gena. A expressao da proteina € governada por um hospedeiro de fatores
incluindo aqueles que afetam a transcrigdo, o processamento do mRNA, e a
estabilidade e a iniciacao da tradu¢éo. As etapas de otimizagao do polinu-
cleotideo podem incluir as etapas de melhorar a capacidade do hospedeiro
de produzir a proteina exégena, bem como as etapas de auxiliar o pesquisa-
dor em projetar eficientemente as construgdes de expressao. As estratégias
de otimizagao podem incluir, por exemplo, a modificacdo das regides de ini-
ciacao da traducgao, a alteragdo dos elementos estruturais de mRNA, e o uso
de diferentes cédons preferenciais. Os paragrafos a seguir discutem os pro-
blemas potenciais que podem resultar na expressao heterdloga reduzida da
proteina, e as técnicas que podem superar estes problemas.

- Uma éarea que pode resultar na expressao heterdloga reduzida
da proteina é uma pausa traducional induzida pelo cédon raro. Uma pausa
traducional induzida pelo cédon raro inclui a presenga de cédons no polinu-
cleotideo de interesse que sao raramente usados no organismo hospedeiro,
que pode ter um efeito negativo sobre a tradugdo da proteina devido a sua
escassez na unido de tRNA disponivel. Um método de aperfeigoar a tradu-
cdo Gtima no organismo hospedeiro inclui efetuar a otimizagdo do codon, o
que pode resultar nos cédons raros do hospedeiro sendo modificados nas
sequiéncias de polinucleotideos sintéticos.

Uma outra area que pode resultar na expressao heterdloga re-
duzida da proteina é por iniciagdo traducional alternada. A iniciagéo tradu- -
cional alternada pode incluir uma seqiéncia de polinucleotideo sintético i-
nadvertidamente contendo motivos capazes de funcionar como um sitio liga-
dor de ribossomo (RBS). Estes sitios podem resultar na iniciagdo da tradu-
¢cao de uma proteina truncada a partir de um sitio de gene interno. Um me-
todo de reduzir a possibilidade de produzir uma proteina truncada, a qual
pode ser dificil de remover durante a purificagao, inclui modificar as sequén-
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cias internas putativas do RBS a partir de uma sequéncia de polinucleotideo
otimizada.

Uma outra area que pode resultar na expressao heterdloga re-
duzida da proteina é através do deslizamento da polimerase induzido pela
repeticdo. O deslizamento da polimerase induzido pela repeticdo envolve as
repeticoes das sequiéncias de nucleotideos que tenham sido mostradas cau-
sarem o deslizamento ou a falha da DNA polimerase, o que pode resultar
nas mutagdes de deslocamento. Tais repeticbes podem também causar o
deslizamento da RNA polimerase. Em um organismo com uma tendéncia por
altos teores de G+C, pode haver um grau maior de repeticdes compostas de
repeticdes de nucleotideos G ou C. Portanto, um método de reduzir a possi-
bilidade de induzir o deslizamento da RNA polimerase inclui alterar as repe-
ticoes alongadas dos nucleotideos G ou C.

Uma outra area que pode resultar na expressao heteréloga re-
duzida da proteina é através das estruturas secundarias interferentes. As
estruturas secundarias podem sequestrar a seqiiéncia do RBS ou o cédon
de iniciagao e tém sido correlacionadas a uma redug¢ao na expressao da pro-
teina. As estruturas de lago de haste podem também estar envolvidas na
pausa transcricional e na atenuagao. Uma sequéncia de polinucleotideo oti-
mizada pode conter estrutura secundaria minima nas regides do RBS e de
codificacao do gene da sequéncia de nucleotideos, para permitir a transcri-
¢ao e a tradugao aperfeicoadas.

Uma outra area que pode efetuar a expressao heterdloga da
proteina sdo os sitios de restricao: Por modificagao dos sitios de restricao
que poderiam interferir com a subclonagem subsequente das unidades de
transcricdo nos vetores de expressado hospedeiros, pode ser otimizada uma
sequéncia de polinucleotideo.

A otimizagao de uma sequéncia de DNA pode afetar negativa ou
positivamente a expressao do gene ou a produgao de proteina. Por exemplo,
a modificagdo de um cédon menos comum com um cédon mais comum po-
de afetar a meia-vida do mRNA ou alterar a sua estrutura por introducéo de

uma estrutura secundaria que interfere com a tradugao da mensagem. Pode,
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portanto, ser necessario, em certas situagdes, alterar a mensagem otimizada.

Todo, ou uma parte de um gene pode ser otimizado. Em alguns
casos, a modulacado desejada da expressao é atingida otimizando-se essen-
cialmente o gene inteiro. Em outros casos, a modulagéo desejada sera atin-
gida otimizando-se parte do, porém nao todo o gene.

O uso do cédon de qualquer seqliiéncia de codificagao pode ser
ajustado para atingir uma propriedade desejada, por exemplo, altos niveis de
expressdo em um tipo especifico de célula. O ponto de partida para tal otimi-
zagdo pode ser uma sequiéncia de codificagdo com 100% de cédons comuns,
ou uma sequéncia de codificagdo que contenha uma mistura de codons co-
muns € nao-comuns.

Duas ou mais seqUéncias candidatas que difiram em seu uso do
cédon podem ser geradas e testadas para determinar se elas possuem a
propriedade desejada. As sequéncias candidatas podem ser avaliadas u-
sando um computador para pesquisar quanto a presenga de elementos re-
guladores, tais cofno silenciadores e sequéncias reforgcadoras, e para pes-
quisar quanto a presenca de regides da seqiéncia de codificagdo que pode-
riam ser convertidas em tais elementos reguladores por uma alteracdao no
uso do codon. Os critérios adicionais podem incluir o enriquecimento para
nucleotideos particulares, por exemplo, A, C, G ou U, os cédons preferenci-
ais para um aminoacido particular, ou a presenga ou a auséncia de estrutura
secundaria ou terciaria de mRNA particular. O ajuste para a sequéncia can-
didata pode ser feito com base em diversos tais critérios.

As sequéncias candidatas promissoras sdo construidas e entéao
avaliadas experimentalmente. Os candidatos multiplos podem ser avaliados
independentemente um do outro, ou o processo pode ser iterativo, usando o
candidato mais promissor como um novo ponto de partida, ou combinando
as regides de dois ou mais candidatos para produzir um novo hibrido. Po-
dem ser incluidas rodadas adicionais de modificagao e avaliagao.

A modificagdo do uso do cdédon de uma sequéncia candidata
pode resultar na criagdo ou na destruicdo de um elemento positivo ou nega-

tivo. Em geral, um elemento positivo refere-se a qualquer elemento cuja alte-
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racao ou remogao da sequiéncia candidata possa resultar em uma diminui-
¢ao na expressao da proteina terapéutica, ou cuja criacdo possa resultar em
um aumento na expressao de uma proteina terapéutica. Por exemplo, um
elemento positivo pode incluir uma sequéncia reforgadora, um promotor, um
elemento promotor a jusante, um sitio de ligacao de DNA para um regulador
positivo (por exemplo, um ativador transcricional), ou uma sequéncia res-

ponsavel por conferir ou modificar uma estrutura secundaria ou terciaria de

- mRNA. Um elemento negativo refere-se a qualquer elemento cuja alteragao

ou remogao da seqt:énéia candidata possa resultar em um aumento na ex-
pressao da proteina terapéutica, ou cuja criagao resultaria em uma diminui-
¢ao na expressao da proteina terapéutica. Um elemento negativo inclui um
silenciador, um sitio de ligagcao de DNA para um regulador negativo (por e-
xemplo, um repressor transcricional), um sitio de pausa transcricional, ou
uma sequéncia que seja responsavel por conferir ou modificar uma estrutura
secundaria ou terciaria de mRNA. Em geral, um elemento negativo surge
mais frequentemente do que um elemento positivo. Assim, qualquer altera-
¢ao no uso do codon que resulte em um aumento na expressao da proteina
€ mais provavel de ter surgido da destruicdo de um elemento negativo, ao
invés da criagdo de um elemento positivo. Além disso, a alteragdao da se-
quéncia candidata é mais provavel de destruir um elemento positivo do que
criar um elemento positivo. Em uma modalidade, uma seqiéncia candidata é
escolhida e modificada de modo a aumentar a producao de uma proteina
terapéutica. A seqliéncia candidata pode ser modificada, por exemplo, alte-
rando-se sequencialmente os cédons ou alterando-se aleatoriamente os c6-
dons na seqliéncia candidata. Uma sequiéncia candidata modificada é entao
avaliada por determinagdo do nivel de expressao da proteina terapéutica
resultante ou por avaliagdo de um outro pardmetro, por exemplo, um para-
metro correlacionado ao nivel de expressao. Escolhe-se uma sequéncia
candidata que produza um nivel aumentado de uma proteina terapéutica,
comparada a uma sequéncia candidata inalterada.

Em uma outra abordagem, um ou um grupo de cédons pode ser

modificado, por exemplo, sem referéncia a proteina ou estrutura da mensa-



10

15

20

25

30

gem, e testado. Alternativamente, um ou mais cédons podem ser escolhidos
em uma propriedade de nivel de mensagem, por exemplo, posicdo em uma
fegiéo de teor de GC predeterminado, por exemplo, alto ou baixo, posi¢cao
em uma regido tendo uma estrutura tal como uma sequéncia intensificadora
ou silenciador, posicdo em uma regido que possa ser modificada para intro-
duzir uma estrutura, tal como uma sequéncia intensificadora ou silenciador,
posicdo em uma regido tendo, ou predita ter, estrutura secundaria ou tercia-
ria, por exemplo, emparelhamento dentro da cadeia, emparelhamento entre
cadeias, posi¢cdo em uma regido nao tendo, ou predita nao ter, estrutura se-
cundaria ou tercidria, p.ex, emparelhamento dentro da cadeia ou entre ca-
deias. Uma regido modificada particular é escolhida se ela produzir o resul-
tado desejado.

Os métodos que geram sistematicamente sequéncias candida-
tas sdo uteis. Por exemplo, um ou um grupo, por exemplo, um bloco conti-
nuo, de cédons, em diversas posicoes de uma sequéncia de acidos nucléi-
cos sintética, pode ser modificado com cédons comuns (ou com codons nao
comuns, se, por exemplo, a sequéncia de partida tiver sido otimizada) e a
sequéncia resultante avaliada. Os candidatos podem ser gerados otimizando
(ou nao otimizando) uma dada "janela" de cédons na seqUéncia para gerar
um primeiro candidato, e entdo movendo a janela para uma nova posi¢ao na
seqliéncia, e otimizando (ou ndo otimizando) os cédons na nova posigéao sob
a janela para proporcionar um segundo candidato. Os candidatos podem ser
avaliados determinando o nivel de expressao que eles proporcionam, ou
avaliando um outro parametro, por exemplo, um parédmetro correlacionado
com o nivel de expressao. Alguns parametros podem ser avaliados por ins-
pecdo ou de modo computacional, por exemplo, a sua posse ou privagao de
teor de GC alto ou baixo; um elemento de sequéncia, tal como uma sequén-
cia reforgadora ou um silenciador; estrutura secundaria ou terciaria, por e-
xemplo, emparelhamento dentro da cadeia ou entre cadeias.

Em certas modalidades, a sequéncia de acidos nucléicos otimi-
zada pode expressar a sua proteina, em um nivel que seja pelo menos
110%, 150%, 200%, 500%, 1.000%, 5.000% ou mesmo 10.000% daquele
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expresso pela sequéncia de acidos nucléicos que nao tenha sido otimizada.

Conforme ilustrado pela figura 1, o processo de otimizagao pode
comegar pela identificacdo da sequéncia de aminoacidos desejada a ser ex-
pressa de modo heterdlogo pelo hospedeiro. A partir da sequéncia de ami-
nodacidos, uma sequéncia de polinucleotideo ou DNA candidata pode ser
projetada. Durante o projeto da seqiiéncia de DNA sintética, a frequéncia do
uso do coédon pode ser comparada com o uso do cdédon do organismo de
expressao hospedeiro e os cédons raros do hospedeiro podem ser modifica-
dos na sequéncia sintética. Adicionalmente, a sequéncia de DNA candidata
sintética pode ser modificada para remover os sitios de restricao de enzimas
indesejaveis e adicionar ou alterar quaisquer sequéncias de sinais, ligadores
ou regides nao traduzidas desejados. A sequéncia de DNA sintética pode
ser analisada quanto a presenca de estrutura secundaria que possa interferir
com o processo de traducgao, tal como as repeticoes de G/C e as estruturas
de laco. Antes da sequéncia de DNA candidata ser sintetizada, o projeto de
seqléncia otimizada pode ser checado para verificar que a sequéncia codifi-
ca corretamente a sequéncia de aminoacidos desejada. Finalmente, a se-
quéncia de DNA candidata pode ser sintetizada usando praticas de sintese
de DNA, tais como aquelas conhecidas na técnica.

Em uma outra modalidade da invengao, o uso do cédon geral
em um organismo hospedeiro, tal como Pseudomonas fluorescens, pode ser
utilizado para otimizar a expressao da sequéncia de polinucleotideo heterd-
loga. Podem ser avaliadas a porcentagem e a distribuicdo dos cédons que
raramente seriam considerados como preferidos para um aminoacido parti-
cular no sistema de expressao de hospedeiro. Os valores de 5% e 10% de
uso podem ser usados como valores de corte para a determinagdo dos c6-
dons raros. Por exemplo, os cédons listados na TABELA 1 tém uma ocor-
réncia calculada de menos do que 5% no genoma de Pseudomonas fluores-
cens MB214 e seriam geralmente evitados em um gene otimizado, expresso

em um hospedeiro de Pseudomonas fluorescens.
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TABELA 1

Aminoacido(s) Coédon(s) Usado(s) % de Ocorréncia

G Gly GGA 3,26

I lle ATA 3,05

L Leu CTA 1,78
CTT 4,57

TTA 1,89

R Arg AGA 1,39
AGG 2,72

CGA 4,99

S Ser TCT - 4,18

Uma variedade de células hospedeiras pode ser usada para a
expressdo de um produto de gene heterdlogo. A célula hospedeira pode ser
selecionada a partir de uma populagédo apropriada de células de E. coli ou
células de Pseudomonas. As pseudomdnadas e as bactérias intimamente
relacionadas, como usadas neste documento, sdo co-extensivas com o gru-
po definido aqui como "Subgrupo de Proteobactérias Gram(-) 1". O "Subgru-
po de Proteobactérias Gram(-) 1" é mais especificamente definido como o
grupo de Proteobactérias pertencente as familias e/ou aos géneros descritos
como incidindo naquela "Parte" taxonémica chamada "Bastdes e Cocos Ae-
robicos Gram-Negativos" por R. E. Buchanan e N. E. Gibbons (eds.), Ber-
gey's Manual of Determinative Bacteriology, pp. 217-289 (82 ed., 1974) (The
Williams & Wilkins Co., Baltimore, Md., EUA) (nas partes que se seguem,
"Bergey (1974)"). A célula hospedeira pode ser selecionada a partir do Sub-
grupo de Proteobactérias Gram-Negativas 18, que é definido como o grupo
de todas as subespécies, variedades, cepas, e outras unidades subespeciais
da espécie Pseudomonas fluorescens, incluindo aquelas pertencentes, por
exemplo, aos que se segue (com o ATCC ou outros numeros de depdsitos
da(s) cepa(s) ilustrativa(s) mostrados em paréntese): P. fluorescens biotipo
A, também chamado biovar 1 ou biovar | (ATCC 13525); P. fluorescens bi6-
tipo B, também chamado biovar 2 ou biovar Il (ATCC 17816); P. fluorescens
biétipo C, também chamado biovar 3 ou biovar Il (ATCC 17400); P. fluores-
cens biétipo F, também chamado biovar 4 ou biovar IV (ATCC 12983); P.
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fluorescens bidtipo G, também chamado biovar 5 ou biovar V (ATCC 17518);
P. fluorescens biovar VI; P. fluorescens Pf0-1; P. fluorescens Pf-5 (ATCC
BAA-477); P. fluorescens SBW25; e P. fluorescens subsp. cellulosa (NCIMB
10462).

A célula hospedeira pode ser selecionada a partir do Subgrupo
de Proteobactérias Gram-Negativas 19, que é definido como o grupo de to-
das as cepas de P. fluorescens biétipo A, incluindo a cepa de P. fluorescens
MB101, e seus derivados.

Em uma modalidade, a célula hospedeira pode ser quaisquer
das Proteobactérias da ordem Pseudomonadales. Em uma modalidade par-
ticular, a célula hospedeira pode ser quaisquer das Proteobactérias da fami-
lia Pseudomonadaceae. Em uma modalidade particular, a célula hospedeira
pode ser selecionada a partir de um ou mais dos que seguem: Subgrupo de
Proteobactérias Gram-negativas 1, 2, 3, 5,7, 12, 15, 17, 18 ou 19.

As cepas adicionais de P. fluorescens que podem ser usadas na
presente invencédo incluem P. fluorescens Migula e P. fluorescens Loitokitok,
tendo as seguintes designagcdes de ATCC: [NCIB 8286]; NRRL B-1244; cepa
NCIB 8865 COl; cepa NCIB 8866 CO2; 1291 [ATCC 17458; IFO 15837,
NCIB 8917; LA; NRRL B-1864; pirrolidina; PW2 [ICMP 3966; NCPPB 967;
NRRL B-899]; 13475; NCTC 10038; NRRL B-1603 [6; IFO 15840]; 52-IC;
CCEB 488-A [BU 140]; CCEB 553 [DEM 15/47]; IAM 1008 [AHH-27]; IAM
1055 [AHH-23]; 1 [IFO 15842]; 12 [ATCC 25323; NIH 11; den Dooren de
Jong 216]; 18 [IFO 15833; WRRL P-7]; 93 [TR-10]; 108[52-22; IFO 15832},
143 [IFO 15836; PL]; 149 [2-40-40; IFO 15838]; 182 [IFO 3081; PJ 73]; 184
[IFO 15830]; 185[W2 L-1]; 186 [IFO 15829; PJ 79]; 187 [NCPPB 263]; 188
[NCPPB 316]; 189 [PJ227; 1208]; 191 [IFO 15834; PJ 236; 22/1]; 194 [Klinge
R-60; PJ 253]; 196 [PJ 288]; 197 [PJ 290]; 198[PJ 302]; 201 [PJ 368]; 202
[PJ 372]; 203 [PJ 376]; 204 [IFO 15835; PJ 682]; 205[PJ686]; 206 [PJ 692],
207 [PJ 693]; 208 [PJ 722]; 212 [PJ 832]; 215 [PJ 849]; 216 [PJ885]; 267 [B-
9]; 271 [B-1612]; 401 [C71A; IFO 15831; PJ 187]; NRRL B-3178 [4; IFO
15841]; KY8521; 3081; 30-21; [IFO 3081]; N; PYR; PW; D946-B83 [BU 2183;
FERM-P 3328]; P-2563 [FERM-P 2894; IFO 13658]; IAM-1126 [43F]; M-1;
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A506 [A5-06]; A505[A5-05-1 ]; A526 [A5-26]; B69; 72; NRRL B4290; PMW6
[NCIB 11615]; SC 12936; A1 [IFO 15839]; F 1847 [CDC-EB]; F 1848 [CDC
93]; NCIB 10586; P17; F-12; AmMS 257; PRA25; 6133D02; 6519E01; Ni;
SC15208; BNL-WVC; NCTC 2583 [NCIB 8194]; H13; 1013 [ATCC 11251,
CCEB 295]; IFO 3903; 1062; ou Pf-5.

A transformacédo das células hospedeiras de Pseudomonas com
o(s) vetor(es) pode ser efetuada usando qualquer metodologia de transfor-
macgao conhecida na técnica, e as células hospedeiras bacterianas podem
ser transformadas como células intactas ou como protoplastos (isto &, inclu-
indo os citoplastos). As metodologias de transformacao incluem as metodo-
logias de poragao, por exemplo, eletroporagao, fuséo de protoplasto, conju-
gacdo bacteriana, e tratamento com cation divalente, por exemplo, tratamen-
to com cloreto de calcio ou tratamento com CaCl/Mg**, ou outros métodos
bastante conhecidos na técnica. Ver, por exemplo, Morrison, J. Bact.,
132:349-351 (1977); Clark-Curtiss e Curtiss, Methods in Enzymology,
101:347-362 (Wu et al., eds, 1983), Sambrook et al., Molecular Cloning, A
Laboratory Manual (22 ed. 1989); Kriegler, Gene Transfer and Expression: A
Laboratory Manual (1990); e Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel
et al., eds., 1994)).

Conforme usado neste documento, o termo "fermentagao” inclui
tanto as modalidades nas quais é empregada a fermentagao literal, quanto
as modalidades nas quais sdo empregados outros modos de cultura nao
fermentativos. A fermentacdo pode ser efetuada em qualquer escala. Nas
modalidades da presente invencdo, o meio de fermentagdo pode ser sele-
cionado a partir dentre meios ricos, meios minimos, e meios de sais mine-
rais; um meio rico pode também ser usado. Em uma outra modalidade, um
meio minimo ou um meio de sais minerais € selecionado. Ainda em uma ou-
tra modalidade, um meio minimo é selecionado. Em mais uma outra modali-
dade, um meio de sais minerais € selecionado. Os meios de sais minerais
sao geralmente usados.

O meio de sais minerais consiste em sais minerais e uma fonte

de carbono, tal como, por exemplo, glicose, sacarose, ou glicerol. Os exem-
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plos de meios de sais minerais incluem, por exemplo, o0 meio M9, o meio de
Pseudomonas (ATCC 179), o meio de Davis e Mingioli (ver, BD Davis e ES
Mingioli (1950) em J. Bact. 60:17-28). Os sais minerais usados para preparar
0s meios de sais minerais incluem aqueles selecionados a partir dentre, por
exemplo, fosfatos de potassio, sulfato ou cloreto de amédnio, sulfato ou clore-
to de magnésio, e minerais residuais, tais como cloreto de calcio, borato, e
sulfatos de ferro, cobre, manganés, e zinco. Nenhuma fonte de nitrogénio
organico, tal como peptona, triptona, aminoacidos, ou um extrato de levedu-
ra, é incluido em um meio de sais minerais. Em vez disso, uma fonte de ni-
trogénio inorganico é usada e esta pode ser selecionada a partir dentre, por
exemplo, sais de amoénio, aménia aquosa, € amobnia gasosa. Um meio de
sais minerais pode conter glicose como a fonte de carbono. Em comparagéo
com 0S meios dé sais minerais, 0s meios minimos podem também conter
sais minerais e uma fonte de carbono, porém podem ser suplementados
com, por exemplo, baixos niveis de aminoacidos, vitaminas, peptonas, ou
outros ingredientes, embora estes sejam adicionados em niveis muito mini-
mos.

Em uma modalidade, os meios podem ser preparados usando
os diversos componentes listados abaixo. Os componentes podem ser adi-
cionados na seguinte ordem: primeiro o (NH4)HPO4, o KH,PO4 e &cido citri-
co podem ser dissolvidos em aproximadamente 30 litros de agua destilada;
entdo, uma solugao de microelementos pode ser adicionada, seguida pela
adicdo de um agente antiespuma, tal como o Ucolub N 115. Entéo, apds a
esterilizacdo a quente (tal como em aproximadamente 121 graus C), as so-
lugbes estéreis de glicose MgSO, e tiamina-HCI| podem ser adicionadas. O
controle do pH em aproximadamente 6,8 pode ser atingido usando amoénia
aquosa. A agua destilada estéril pode entdo ser adicionada para ajustar o
volume inicial para 371 menos o estoque de glicerol (123 mL). As substan-
cias quimicas estdo comercialmente disponiveis a partir de diversos forne-
cedores, tais como a Merck. Este meio pode permitir um cultivo em densida-
de de células alto (HCDC) para o crescimento da espécie de Pseudomonas

e bactérias relacionadas. O HCDC pode iniciar como um processo em bate-
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lada, o qual é seguido por um cultivo de batelada alimentada de duas fases.
Apds o crescimento ilimitado na parte da batelada, o crescimento pode ser
controlado em uma taxa especifica reduzida por um periodo de 3 tempos de
duplicagao, nos quais a concentragdo de biomassa pode ser aumentada di-
versas vezes. Os detalhes adicionais de tais procedimentos de cultivo sdo
descritos em Riesenberg, D.; Schulz, V.; Knorre, W. A.; Pohl, H. D.; Korz, D.;
Sanders, E. A.; Ross, A.; Deckwer, W. D. (1991) "High cell density cultivation
of. Escherichia coli, at controlled specific growth rate" J Biotechnol: 20(1) 17-
27. TABELA-US- 00005 TABELA 5 Composicao do meio Concentragao ini-
cial do componente KHoPO,4 13,3 gl'' (NH4)2HPO, 4,0 g I Acido citrico 1,7 g
" MgS0.4-7H.0 1,2 g I'' Solugdo de metais residuais 10 milI™ Tiamina HCI
4,5 mg I'' Glicose-H2O 27,3 g I" Antiespuma Ucolub N115 0,1 ml I'' Solugéo
de alimentacdo MgS04-7H20 19,7 g I'' Glicose-H,O 770 g I'' NH3 23 g Solu-
¢do de metais residuais 6 g I'' citrato de Fe(lll) 1,5 g I MnCl>-4H,0 0,8 g I
ZmCH,COOI»-2H,0 0,3 g I'' H3BO3 0,25 g I'' NazMoO4-2H,0 0,25 g I'' CoCl,
6H,0 0,15 g I'' CuCl, 2H,0 0,84 g I'' sal de Na, de &cido etileno diaminote-
tracético 2H,0 (Titriplex lll, Merck).

As seqliéncias descritas neste pedido podem ser homdlogas
(terem identidade similar). As proteinas e/ou as sequéncias de proteinas sao
"homodlogas" quando elas forem derivadas, natural ou artificialmente, de uma
proteina ou sequéncia de proteinas ancestral comum. Similarmente, os aci-
dos nucléicos e/ou as seqliéncias de acidos nucléicos sao homdlogas quan-
do eles forem derivados, natural ou artificialmente, de um acido nucléico ou
sequéncia de acidos nucléicos ancestral comum. Por exemplo, qualquer aci-
do nucléico de ocorréncia natural pode ser modificado por qualquer método
de mutagénese disponivel para incluir um ou mais cédons seletores. Quando
expresso, este acido nucléico mutagenizado codifica um polipeptideo com-
preendendo um ou mais aminoacidos nao naturais. O processo de mutagao
pode, obviamente, alterar de modo adicional um ou mais codons padroes,
desse modo alterando um ou mais aminoacidos padrdoes na proteina mutan-
te resultante também. A homologia é geralmente deduzida a partir da simila-
ridade das sequéncias entre dois ou mais acidos nucléicos ou proteinas (ou
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suas sequéncias). A porcentagem exata de similaridade entre as sequéncias,
que é util em estabelecer a homologia, varia com o &cido nucléico e a prote-
ina em questdo, porém usa-se rotineiramente tdo pouco quanto 25% de si-
milaridade das sequéncias para estabelecer a homologia. Podem também
ser usados niveis mais elevados de similaridade das sequéncias, por exem-
plo, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99%

ou mais, para estabelecer a homologia. Os métodos para determinar as por-

centagens de similaridades das sequéncias (por exemplo, BLASTP e

BLASTN usando parametros preestabelecidos) sdo descritos neste docu-
mento e estao, em geral, disponiveis.

Os polipeptideos podem compreender uma sequéncia de sinal
(ou lider) na extremidade N terminal da proteina, a qual orienta de modo co-
traducional ou pds-traducional a transferéncia da proteina. O polipeptideo
pode também ser conjugado a um ligador ou outra sequéncia para a facili-
dade da sintese, purificagdo ou identificagdo do polipeptideo (por exemplo,
poli-His), ou para aumentar a ligagao do polipeptideo a um suporte sélido.

Quando comparando as sequéncias de polipeptideos, duas se-
quéncias sédo ditas serem "idénticas" se a sequéncia de aminoacidos nas
duas sequéncias for igual quando alinhada para a correspondéncia maxima,
como descrito abaixo. As comparagdes entre as duas sequéncias sao tipi-
camente efetuadas comparando-se a sequiéncia sobre uma janela de com-
paracdo para identificar e comparar as regides locais da similaridade das
sequiéncias. Uma "janela de comparagao"”, como usada neste documento,
refere-se a um segmento de pelo menos cerca de 20 posi¢des contiguas,
normalmente 30 a cerca de 75, 40 a cerca de 50, em que uma sequéncia
pode ser comparada a uma sequéncia de referéncia do mesmo numero de
posicoes contiguas apos as duas sequéncias serem alinhadas de modo oti-
mo.

O alinhamento 6timo das sequéncias para comparagao pode ser
conduzido usando o programa Megalign no software integrado Lasergene do
software bioinformatics (DNASTAR, Inc., Madison, Wis.), usando parametros

preestabelecidos. Este programa inclui diversos esquemas de alinhamento
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descritos nas seguintes referéncias: Dayhoff, M. O. (1978) A model of evolu-
tionary change in proteins - Matrices for detecting distant relationships. Em
Dayhoff, M. O. (ed.) Atlas of Protein Sequence and Structure, National Bio-
medical Research Foundation, Washington D.C. Vol. 5, Supl. 3, pags. 345
358; Hein J. (1990) Unified Approach to Alignment and Phylogenes pags.
626 645 Methods in Enzymology vol. 183, Academic Press, Inc., San Diego,
Calif.; Higgins, D. G. e Sharp, P. M. (1989) CABIOS 5:151 153; Myers, E. W.
e Mulier W. (1988) CABIOS 4:11 17; Robinson, E. D. (1971) Comb. Theor
11:105; Santou, N. Nes, M. (1987) Mol. Biol. Evol. 4:406 425; Sneath, P. H.
A. e Sokal, R. R. (1973) Numerical Taxonomy -- the Principles and Practice
of Numerical Taxonomy, Freeman Press, San Francisco, Calif.; Wilbur, W. J.
e Lipman, D. J. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 80:726 730.

Alternativamente, o alinhamento o6timo das sequéncias para
comparagao pode ser conduzido pelo algoritmo de identidade local de Smith
e Waterman (1981) Add. APL. Math 2:482, pelo algoritmo de alinhamento de
identidade de Needleman e Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443, pela busca
por métodos de similaridade de Pearson e Lipman (1988) Proc. Natl. Acad.
Sci. EUA 85: 2444, por implementagbes computadorizadas destes algorit-
mos (GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA, e TFASTA no Pacote de Softwares
Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Dr.,
Madison, Wis.), ou por inspec¢ao.

Um exemplo de algoritmos que podem ser adequados para de-
terminar a porcentagem de identidade das sequéncias e similaridade das
sequiéncias sao os algoritmos BLAST e BLAST 2.0, que sao descritos em
Altschul et al. (1977) Nucl. Acids Res. 25:3389 3402 e Altschul et al. (1990) J.
Mol. Biol. 215:403 410, respectivamente. O BLAST e o BLAST 2.0 podem
ser usados, por exemplo, com os parametros descritos neste documento,
para determinar a porcentagem de identidade das sequéncias para os poli-
nucleotideos e os polipeptideos da invencao. O software para efetuar as a-
nalises por BLAST esta publicamente disponivel através do National Center
for Biotechnology Information. Para as sequéncias de aminoacidos, uma ma-

triz de pontuacao pode ser usada para calcular a pontuagao cumulativa. A
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extensdo dos acertos de palavras em cada dire¢@o € interrompida quando: a
pontuagdo cumulativa de alinhamento diminui pela quantidade X a partir de
seu valor maximo atingido; a pontuagdao cumulativa vai para zero ou abaixo
devido ao acumulo de um ou mais alinhamentos de residuos de pontuacgéao
negativa; ou o fim de uma ou outra sequiéncia é atingido. Os parametros do
algoritmo BLAST W, T e X determinam a sensibilidade e a velocidade do
alinhamento.

Em uma abordagem, a "porcentagem de identidade das sequén-
cias" € determinada corhparando-se duas seqliéncias otimamente alinhadas
sobre uma janela de comparagéo de pelo menos 20 posi¢des, onde a porgao
da sequéncia de polipeptideos na janela de comparagao pode compreender
adicdes ou remogdes (isto é, lacunas) de 20 por cento ou menos, normai-
mente 5 a 15 por cento, ou 10 a 12 por cento, em compara¢gdo com as se-
guéncias de referéncia (Qque nao compreendem adigdes ou remogdes) para o
alinhamento 6timo das duas sequéncias. A porcentagem é calculada deter-
minando-se o nimero de posi¢gdes nas quais ocorre o residuo de aminoacido
idéntico em ambas as sequéncias para produzir o numero de posi¢cdes corre-
lacionadas, dividindo-se o nimero de posigdes correlacionadas pelo numero
total de posicdes na sequéncia de referéncia (isto €, o tamanho da janela) e
multiplicando-se os resultados por 100 para produzir a porcentagem de iden-
tidade das sequéncias.

Dentro de outras modalidades ilustrativas, as sequéncias otimi-
zadas de cédons podem incluir um polipeptideo, o qual pode ser um polipep-
tideo de fusdao que compreende os polipeptideos multiplos como descritos
neste documento, ou que compreende pelo menos um polipeptideo como
descrito neste documento e uma seqiiéncia nao relacionada, tal como uma
proteina de tumor conhecida. Um par de fusdo pode, por exemplo, auxiliar
em proporcionar epitopos auxiliadores T (um par de fusdo imunoldgico), pre-
ferivelmente epitopos auxiliadores T reconhecidos por seres humanos, ou
pode auxiliar em expressar a proteina (uma sequéncia reforgcadora da ex-
pressdo) em rendimentos maiores do que a proteina recombinante nativa.

Certos pares de fusdo preferidos sdo pares de fusdo tanto imunologicos
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quanto reforcadores da expressado. Outros pares de fusdo podem ser sele-
cionados de modo a aumentar a solubilidade do polipeptideo ou capacitar o
polipeptideo de ser alvejado para os compartimentos intracelulares deseja-
dos. Ainda adicionalmente, os pares de fusdo incluem as marcas de afinida-
de, que facilitam a purificagcdo do polipeptideo.

Os po‘Iipeptl’deos de fusao podem geralmente ser preparados
usando técnicas padrdes, incluindo a conjugacao quimica. De preferéncia,
um polipeptideo de fusdo é expresso como um polipeptideo recombinante,
permitindo a produgéo de niveis aumentados, em relagdo a um polipeptideo
nao fundido, em um sistema de expressao. Resumidamente, as sequéncias
de acidos nucléicos codificando os componentes de polipeptideos podem
ser formadas separadamente, e ligadas em um vetor de expressao apropria-
do. A extremidade de 3' da sequéncia de DNA codificando um componente
de polipeptideo ¢ ligada, com ou sem um ligador de peptideo, a extremidade
de 5' de uma sequiéncia de DNA codificando o0 segundo componente de poli-
peptideo de modo que os quadros de leitura das seqiéncias estejam em
fase. Isto permite a tradugcédo para um polipeptideo de fusao individual que
conserva a atividade biolégica de ambos os polipeptideos componentes.

Uma sequéncia ligadora de peptideo pode ser empregada para
separar o primeiro e o segundo componentes de polipeptideos por uma dis-
tancia suficiente para assegurar que cada polipeptideo duplique em suas
estruturas secundarias e terciarias. Tal sequéncia ligadora de peptideo é
incorporada no polipeptideo de fusdao usando praticas padrdoes bastante co-
nhecidas na técnica. As sequéncias ligadoras de peptideos adequadas po-
dem ser escolhidas com base nos seguintes fatores: (1) sua capacidade de
adotar uma conformacgao estendida flexivel; (2) sua incapacidade de adotar
uma estrutura secundaria que poderia interagir com os epitopos funcionais
sobre o primeiro e o segundo polipeptideos; e (3) a auséncia de residuos
hidrofébicos ou carregados que poderiam reagir com os epitopos funcionais
sobre o polipeptideo. As sequéncias ligadoras de peptideos preferidas con-
tém residuos Gly, Asn e Ser. Outros aminoacidos neutros proximos, tais co-

mo Thr e Ala, podem também ser usados na sequéncia ligadora. As sequén-
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cias de aminoacidos que podem ser empregadas utiimente como ligadoras
incluem aquelas divulgadas em Maratea et al., Gene 40:39 46, 1985; Murphy
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 83:8258 8262, 1986; Pat. U.S. N°
4.935.233 e Pat. U.S. N2 4.751.180. A sequéncia ligadora pode geralmente
ser de 1 a cerca de 50 aminoacidos de comprimento. As sequéncias ligado-
ras nao sao requeridas quando o primeiro € o segundo polipeptideos tiverem
regides de aminoacidos N terminais nao essenciais que podem ser usadas
para separar os dominios funcionais e impedir a interferéncia estérica.

As sequéncias de DNA ligadas sao operavelmente ligadas a e-
lementos reguladores transcricionais ou traducionais adequados. Os ele-
mentos reguladores, responsaveis pela expressao do DNA, estédo localiza-
dos somente 5' em relagao a sequéncia de DNA codificando os primeiros
polipeptideos. Similarmente, os cddons de interrupgao requeridos para finali-
zar os sinais de terminagao de tradugao e transcrigao estao somente presen-
tes 3' em relagao a sequéncia de DNA codificando o segundo polipeptideo.

A presente invengao também proporciona a analise em série e a
geracao de relatério automaticas de um gene usando um banco de dados e
ferramentas para calcular o uso do coédon a partir de uma sequiéncia bruta e
graficamente relatar a posi¢cao dos cédons raros ao longo da seqiéncia de
DNA traduzida. Diversas novas ferramentas foram desenvolvidas para auxi-
liar neste processo, onde a analise e a geracao de relatério sdo completadas
automaticamente, reduzindo o tempo requerido gasto por um pesquisador.

Nos estagios iniciais do esbogo do projeto, uma sequéncia de
codificacao de proteina pode ser avaliada para determinar se é conveniente
a otimizagao de todo ou parte do gene. Embora ndo haja critério absoluto em
fazer esta determinagdao, uma estratégia envolve a avaliagdo da porcenta-
gem e a distribuicao de cédons que seriam considerados raramente preferi-
dos para um aminoacido particular no sistema de expressao de hospedeiro.
Os valores de 5% e 10% de uso sdao comumente usados como valores de
corte para a determinacao dos cédons raros. Por exemplo, os coédons lista-
dos na Tabela 1 tém uma ocorréncia calculada de menos do que 5% no ge-

noma de MB214, e seriam preferencialmente evitados em um gene otimiza-
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do a ser expresso neste hospedeiro. Para verificar se um gene de interesse
poderia ser expresso de modo heterdlogo sem a otimizagao, pode-se deter-
minar que porcentagem de cédons raros existe naquele gene e se eles resi-
dem em posi¢cdes que poderiam ter um efeito deletério sobre a expressao
(isto é, proximos a extremidade de 5' do gene ou concentrados juntos nos
agrupamentos).

Para lidar com estas questdes, a ferramenta da presente inven-
¢do é projetada para calcular o uso do cdédon a partir de uma seqiiéncia de
ORF bruta e graficamente relatar a posicao dos cdédons raros ao longo de
uma sequéncia de DNA traduzida. Adicionalmente, uma tabela de cores co-
dificadas pode ser apresentada para comparar 0 uso do cédon do gene a-
presentado com aquele dos cédons preferenciais de referéncia de MB214.
Para permitir a portabilidade, remover a dependéncia sobre qualquer pacote
de bioinformaticA de suporte particular e proporcionar a facilidade de uso, a
nova ferramenta pode ser escrita como um programa CGl inteiramente na
linguagem de programacao Perl, e ser acessivel como um formulario via um
navegador.

Em uso, uma seqliiéncia de nucleotideos nao formatada é colo-
cada no formulario e apresentada, e os relatorios formatados sao retornados.

Os resultados da amostra sao mostrados nas Figuras 2 e 3, e na Tabela 2.

Tabela 2

>
>

AA | Cddon Uso Usodo | Dife- Cddon Uso Uso do Dife-
MB214 Gene renga MB214 Gene renca

GCA 9,82 18,18 -8,36 AAC 75,63 63,64 11,99

GCC 50,65 9,09 41,56 AAT 24,37 36,36 | -11,99

GCG 30,30 0,00 30,30 CCA 12,52 66,67 | -54,15

GCT 9,23 72,73 | -63,50 CCC 26,76 0,00 26,76

TGC 79,33 0,00 79,33 CCG 48,94 0,00 48,94

TGT 20,67 100,00 | -79,33 CCT 11,78 33,33 | -21,565

GAC 67,10 41,67 25,43 CAA 34,05 66,67 | -32,62

GAT 32,90 58,33 | -25,43 CAG | 6595 33,33 32,62

GAA 54,89 27,27 27,62 AGA 1,39 27,27 | -25,88

GAG 45,11 72,73 | -27,62 AGG 2,72 9,09 -6,37

TTC 68,10 62,50 5,60 CGA 4,99 0,00 4,99

MIMMmMO[O|O(O|X|X>{>]|>
DID|D|DVIO|O|{O|O|V|D|Z|2

TTT 31,90 37,50 -5,60 CGC 55,83 0,00 55,83
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AA | Cédon Uso Uso do Dife- AA | Cddon Uso Uso do Dife-
MB214 Gene renca MB214 Gene renga

G GGA 3,26 28,57 | -25,31 R CGG 13,81 18,18 -4,37
G GGC 63,53 0,00 63,53 R CGT 21,25 45,45 -24,20
G GGG 13,92 28,57 | -14,65 S AGC 40,26 12,50 27,76
G GGT 19,29 42,86 | -23,57 S AGT 9,69 37,50 | -27.81
H CAC 63,13 50,00 13,13 S TCA 5,19 25,00 | -19,81

H CAT 36,87 50,00 | -13,13 S TCC 18,92 12,50 6,42
| ATA 3,05 18,18 | -15,13 S TCG 21,75 0,00 21,75
| ATC 73,52 18,18 55,34 S TCT 4,18 12,50 -8,32
| ATT 23,44 63,64 | -40,20 T ACA 5,95 18,18 | -12,23
K AAA 36,51 9,09 27,42 T ACC 65,39 45,45 19,94
K AAG 63,49 90,91 -27,42 T ACG 19,72 0,00 19,72
L CTA 1,78 0,00 1,78 T ACT 8,94 36,36 | -27,42

L CTC 14,12 13,64 0,48 \ GTA 8,97 0,00 8,97
L CTG 57,10 22,73 34,37 \ GTC 26,59 8,33 18,26
L CTT 4,57 31,82 | -27,25 \Y GTG 56,02 41,67 14,35
L TTA 1,89 4,55 -2,66 \ GTT 8,43 50,00 -41,57

L TTG 20,55 27,27 -6,72 w TGG | 100,00 | 100,00 0,00
M ATG 100,00 | 100,00 0,00 Y TAC 69,23 80,00 | -10,77
Y TAT 30,77 20,00 10,77

A Tabela 2 representa uma tabela da freqiéncia de codons, lis-
tando para cada par de aminoacido/cédon: i) a porcentagem de frequéncia
do cédon no MB214, ii) a porcentagem de freqiéncia do cédon no gene ana-
lisado, e iii) a porcentagem de diferenga entre o uso no gene analisado ver-
sus o MB214. O destaque indica o uso do cédon no MB214 de menos do
que 10%. O destaque de valores "0,00" na coluna de Uso do Gene indica um
cddon raro que nao é usado na sequéncia analisada.

As Figuras 2 e 3 ilustram os resultados dos perfis de uso dos
cddons raros, mostrando a posigdo e a distribuicao dos cédons raros ao lon-
go de uma sequéncia de proteina traduzida. Os cédons destacados séo re-
presentados com menos do que 5% e 10% de frequéncia na cepa de P. fluo-
rescens MB214 nas Figuras 2 e 3, respectivamente. A porcentagem global e
o0 numero absoluto de cédons incidindo abaixo de 5% ou 10% de uso sao
também indicados seguindo a sequéncia traduzida nas Figuras 2 e 3, res-
pectivamente.

O banco de dados e as ferramentas para anélise dos genes oti-
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mizados sao também proporcionados. Assim que um gene tiver sido anali-
sado e uma determinacao feita que a sintese de uma versao otimizada do
gene é garantida, uma ou mais versoes sintéticas do gene podem ser proje-
tadas. Cada um dos candidatos de projeto do gene resultantes pode ser
analisado antes da sintese, para assegurar o cumprimento com todos os
critérios de projeto. Para guardar a trilha dos genes apresentados, os crité-
rios de projeto associados, e as versdes de candidatos sintéticos resultantes
a serem analisadas, um banco de dados relacional & proporcionado para
armazenar esta informacgao.

Para funcionar com o cédigo Perl existente em um ambiente Li-
nux, em uma modalidade particular da inveng¢ao, o PostgreSQL foi selecio-
nado como o banco de dados relacional. Os dados podem ser introduzidos
no, e extraidos do, banco de dados criado usando, por exemplo, 0 mddulo
DBl de Perl. O esquema do banco de dados pode ser projetado para permitir
a flexibilidade em selecionar elementos a serem incluidos na unidade de
transcricao sintética (por exemplo, sequéncia de proteina, sequéncia lider, e
UTR's). Os vetores de expressao e os hospedeiros podem ser definidos para
assegurar a compatibilidade do gene sintético com os multiplos sitios de clo-
nagem dos vetores e os coédons preferenciais dos hospedeiros. Os motivos
que devem ser evitados na sequéncia final podem também ser definidos, e
as versoOes sintéticas candidatas para cada gene podem ser armazenadas.
Uma modalidade representativa do esquema do banco de dados para o
banco de dados do gene ¢ ilustrada na figura 4, com 0s nomes de arquivo
no banco de dados real representados em letra minuscula.

Para facilitar a entrada de dados no banco de dados sem reque-
rer experiéncia em SQL, em uma modalidade particular da invengéao, uma
interfface com o usuario foi desenvolvida consistindo em formularios HTML
gerados por CGl. A interface com o usuario pode também pr?)porcionar uma
camada de checagem de erros para assegurar que todos os valores introdu-
zidos sejam validos.

A introdugao de um novo gene requer um formulario HTML ge-
rado por CDI completado e o aperto de um botao ENVIAR. Os valores po-
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dem ser introduzidos no formulario livremente nas caixas de texto ou sele-
cionados a partir de menus predefinidos ativar e caixa de selegao. Estes
menus podem ser construidos automaticamente a partir dos valores atual-
mente disponiveis no banco de dados. Novos valores podem ser adiciona-
dos para cada menu clicando-se em um respectivo hiperlink "Adicionar”, o
que gera um novo formulario HTML especifico para aquela entrada de dados.
Se forem detectados erros no envio, o usuario pode ser retornado para o
formulario e apresentado com mensagens descrevendo as corregdes neces-
sarias que devem ser feitas. Todos os valores anteriormente introduzidos
podem ser conservados sobre o formulario de modo que somente os valores
relacionados ao erro possam ser modificados ou introduzidos novamente.

Apds introduzir um novo gene, uma cotagao pode ser requerida
de um fornecedor externo para o projeto e a sintese do gene candida-
to/unidade de transcrigdo. O processo pode ser iniciado introduzindo infor-
macdo na pagina do site da internet do fornecedor. Para facilitar este pro-
cesso e impedir erros de entrada de dados, uma ferramenta pode ser pro-
porcionada que permita a preparagado dos dados necessarios diretamente do
banco de dados para o formato requerido. Esta ferramenta pode permitir que
um usuario gere a informacgao requerida para uma cotagao selecionando um
nome do gene a partir de um menu ativar automaticamente gerado de todos
os genes disponiveis no banco de dados, na hora que a pagina foi carregada.
Assim que um gene for selecionado, o pressionamento de um botao ENVIAR
gera um formulario com trés campos que pode ser colocado diretamente no
formulario de requisicdo de cotagdo do fornecedor. Um hiperlink para esta
pagina pode também ser proporcionado.

Devido a redundancia no cédigo genético, existem diversas se-
quéncias de codificacdo diferentes que podem ser geradas para um candida-
to de gene sintético. Os fornecedores tipicamente proporcionardo multiplas
versdes sintéticas candidatas para cada gene, para permitir que um pesqui-
sador selecione a versao que mais proximamente seja compativel com os
critérios de projeto requeridos. Estas sequéncias podem ser adicionadas ao

banco de dados e associadas com o envio do respectivo gene usando a re-
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de. O nome do gene pode entao ser selecionado a partir de um menu ativar
automaticamente gerado, e um nimero da versao, a seqiéncia, e quaisquer
comentarios descritivos podem ser introduzidos. Assim que enviado, o pipe-
line de andlise automatizado pode ser corrido para determinar qual das ver-
soes enviadas no banco de dados € a melhor para a sintese.

Um programa (por exemplo, um programa Perl) pode ser inclui-
do para automatizar o processo de avaliagao de cada versao sintética candi-
data, para assegurar o cumprimento com os critérios de projeto como envia-
dos para o banco de dados. Cada versao de gene sintético pode ser extraida
do banco de dados, juntamente com as especificagcoes de projeto relevantes,
e corrida através de uma série de analises. Esta analise pode incluir uma ou
mais das que seguem:

1) O GCG (disponivel do Accelrys Software, Inc., San Diego,
CA) CODONFREQUENCY pode ser corrido para determinar o uso do cédon
da versao sintética. Os arquivos de saida sdo analisados e a presencga de
quaisquer cédons raros, definida por uma porcentagem do valor de corte
armazenado no banco de dados para cada gene, pode ser detectada;

2) O GCG MAPSORT pode ser corrido para determinar a pre-
sen¢a de quaisquer enzimas de restricdo indesejadas que possam interferir
com a subclonagem futura. A lista de enzimas de restricao avaliadas pode
ser extraida do banco de dados através de relacdes entre enzimas, vetores
de expressao, e genes. Os arquivos de saida podem ser analisados para
detectar a presenca de qualquer sitio de restricdo a partir da lista de enzi-
mas;

3) O GCG FINDPATTERNS pode ser corrido para detectar a
presenca de quaisquer motivos de seqiéncia que devam ser evitados na
versao sintética. Cada padrao pode ser definido no banco de dados, junta-
mente com o numero de combina¢des inadequadas toleradas para aquele
padrao especifico. Os arquivos de saida podem ser analisados para detectar
a presenca de quaisquer dos motivos de sequéncia deletérios definidos;

4) Um programa (por exemplo, um programa Perl) pode ser cor-
rido para detectar a resisténcia de quaisquer estruturas de lago de haste
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presentes. O programa pode sequenciaimente correr o GCG STEMLOOP
para encontrar posicdes de lagos de hastes putativas na sequéncia, extrair
as coordenadas destes lagos, e entdao correr as coordenadas dos lagos atra-
vés do GCG MFOLD para determinar a energia livre da estrutura de lago. Os
resultados de saida podem ser classificados por energia livre e os dados
para os cinco lagos mais fortes podem ser extraidos. Adicionalmente, a e-
nergia livre do lago mais forte pode ser relatada para propdsitos comparati-
vOS; e

5) o GCG BESTFIT pode ser corrido para comparar as tradu-
cbes de peptideos das sequéncias de DNA nativas e sintéticas, para asse-
gurar que nenhuma mutagdo tenha sido introduzida por erro. As sequéncias
traduzidas podem ser geradas por GCG TRANSLATE. Os resultados de sai-
da podem ser analisados e relatados. |

Um relatério pode ser gerado no formato ‘HTML para visualiza-
cdo ou impressdao em um navegador da Web ou no Microsoft Word. O relato-
rio pode incluir um relatério de resumo dos resultados das analises na forma
de tabelas. Por exemplo, conforme ilustrado na Tabela 3, uma coluna pode
ser proporcionada para cada versao sintética e uma linha para cada analise.
TABELA 3

Critérios vi v2 v3

Cédons Raros
>5 G'souC's

Sequéncia de SD de Gene In-
terno

Estrutura de lago de haste de
gene interno mais forte

Sitios de restricao unicos

A proteina codificada pelo gene
sintético é idéntica a sequiéncia
de proteina original

Neste modo, um pesquisador pode comparar os resultados para
cada versao e selecionar a versdo mais adequada para a sintese. Se a ana-

lise indicar que nenhuma das versdes atende os critérios de projeto, podem
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ser requeridas versOes adicionais e a analise pode ser corrida novamente
até que uma versdo adequada seja obtida. O relatério pode também incluir
os dados brutos a partir de cada andlise, para propésitos de documentacgéo.
Os dados para cada versao de gene podem ser organizados por analise efe-
tuada e as partes relevantes dos dados de saida podem ser destacadas pa-
ra a facilidade de leitura.

A presente invencao é'explicada em maior detalhe nos Exem-
plos que se seguem. Estes exemplos sdo pretendidos como ilustrativos da
invencdo e nao sao para serem considerados como limitagao dela.
EXEMPLOS
EXEMPLO 1
Projeto de Gene Sintético a partir de P. fluorescens

Uma regido do DNA contendo uma sequiéncia de Shine-
Dalgamo 6tima e um sitio de enzima de restricdo Spel unico foi adicionada a
montante da sequéncia de codificagdo. Uma regidao do DNA contendo trés
cédons de interrupcdo e um sitio de enzima de restricdo Xhol unico foi adi-
cionada a jusante da sequéncia de codificagdao. Todos os cédons raros ocor-
rendo no Pfenex ORFome com menos do que 5% de uso do cédon foram
modificados para evitar o bloqueio ribossémico. Todos os sitios ligadores
ribossOmicos de genes internos que eram iguais ao padrao aggaggtns.iodtg
com duas combinagdes inadequadas ou menos foram modificados para evi-
tar os produtos de proteinas truncadas. As extensdes de cinco ou mais nu-
cleotideos C, ou cinco ou mais G foram eliminadas para evitar o deslizamen-
to da RNA polimerase. As estruturas de lagos de hastes de genes internos
fortes, especialmente aquelas cobrindo o sitio ligador ribossémico, foram
modificadas. O gene sintético foi sintetizado por DNA2.0, Inc. (Menlo Park,
CA).
EXEMPLO 2
Projeto de Gene Sintético a partir de P. fluorescens

Os aminoacidos da metionina 21 até a glutamina 520 foram in-
cluidos no produto de proteina expresso final. Todos os cédons raros ocor-
rendo no Pfenex ORFome com menos do que 5% de uso do coédon foram
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modificados para evitar 0 bloqueio ribossémico. Todos os sitios ligadores
ribossémicos de genes internos que eram iguais ao padrao aggaggtns.odtg
com duas combinac¢des inadequadas ou menos foram modificados para evi-
tar os produtos de proteinas truncadas. As extensdes de cinco ou mais nu-
cleotideos C, ou cinco ou mais G foram eliminadas para evitar o deslizamen-
to da RNA polimerase. As estruturas de lagos de hastes de genes internos
fortes, especialmente aquelas cobrindo o sitio ligador ribossémico, foram
modificadas. Uma sequiéncia de DNA codificando o lider de secreg¢ao peri-
plasmatico pbp de 24 aminoéacidos foi fundida a extremidade de 5' da se-
quéncia otimizada. Uma regidao do DNA contendo uma seqiéncia de Shine-
Dalgamo é6tima e um sitio de enzima de restricdo Spel unico foi adicionada a
montante da seqiiéncia de codificacdo. Uma regiao do DNA contendo trés
codons de interrupgado e um sitio de enzima de restricao Xhol unico foi adi-
cionada a jusante da sequéncia de codificacao. O gene sintético foi sinteti-
zado por DNA2.0, Inc.

A presente invencdo nao é para ser limitada no escopo pelas
modalidades especificas descritas neste documento. De fato, diversas modi-
ficacoes da invencao, além daquelas descritas aqui, tornar-se-ao aparentes
para aqueles versados na técnica a partir da descricao precedente. Tais mo-

dificagdes sao pretendidas incidir no escopo das reivindicagdes em anexo.
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REIVINDICACOES

1. Método de produzir uma proteina recombinante compreen-
dendo:

otimizar uma sequéncia de polinucleotideo sintético para a ex-
pressdo heterdloga em uma bactéria de Pseudomonas fluorescens hospe-
deira, em que o polinucleotideo sintético compreende uma sequéncia de nu-
cleotideos codificando uma proteina;

ligar a seqUéncia de polinucleotideo sintético otimizada a um
vetor de expressao;

transformar a bactéria de Pseudomonas fluorescens hospedeira
com o vetor de expressao;

cultivar a bactéria de Pseudomonas fluorescens hospedeira
transformada em um meio de cultura adequado, apropriado para a expres-
sao da proteina; e

isolar a proteina.

2. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que a otimizagao
da sequéncia de polinucleotideo sintético para a expressao heterdloga na
bactéria de Pseudomonas fluorescens hospedeira adicionalmente compre-
ende identificar e modificar os céodons raros a partir da sequéncia de polinu-
cleotideo sintético que sejam raramente usados na bactéria de Pseudomo-
nas fluorescens hospedeira.

3. Método de acordo com a reivindicagao 2, em que a otimizagao
da sequéncia de polinucleotideo sintético para a expressao heterdloga na
bactéria de Pseudomonas fluorescens hospedeira adicionalmente compre-
ende identificar e modificar as sequiéncias internas putativas de sitios ligado-
res ribossOmicos a partir da sequiéncia de polinucleotideo sintético.

4. Método de acordo com a reivindicagao 2, em que a otimizagao
da sequéncia de polinucleotideo sintético para a expressao heteréloga na
bactéria de Pseudomonas fluorescens hospedeira adicionalmente compre-
ende identificar e modificar as repeticbes alongadas dos nucleotideos G ou
C a partir da sequiéncia de polinucleotideo sintético.

5. Método de acordo com a reivindicacao 2, em que a otimizagao
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da sequéncia de polinucleotideo sintético para a expressao heterdloga na
bactéria de Pseudomonas fluorescens hospedeira adicionalmente compre-
ende identificar e minimizar a estrutura secundaria de mRNA nas regides de
RBS e codificagdo do gene da sequéncia de polinucleotideo sintético.

6. Método de acordo com a reivindicagcao 2, em que a otimizagao
da sequéncia de polinucleotideo sintético para a expressao heteréloga na
bactéria de Pseudomonas fluorescens hospedeira adicionalmente compre-
ende identificar e modificar os sitios de restricao de enzimas indesejaveis a
partir da sequiéncia de polinucleotideo sintético.

7. Método de acordo com a reivindicagao 2, em que a identifica-
¢do e a modificacdo dos cédons raros compreendem identificar e modificar
os cddons tendo uma ocorréncia de menos do que 10% no genoma bacteri-
ano de Pseudomonas fluorescens.

8. Método de acordo com a reivindicagdo 2, em que a identifica-
cdo e a modificagdo dos cédons raros compreendem identificar e modificar
os coédons tendo uma ocorréncia de menos do que 5% no genoma bacteria-
no de Pseudomonas fluorescens.

9. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que a otimizagao
da sequéncia de polinucleotideo sintético para a expressao heteréloga adi-
cionalmente compreende identificar e modificar os cédons a partir da se-
quéncia de polinucleotideo sintético para aumentar a expressao.

10. Método de acordo com a reivindicagao 2, em que a modifica-
¢do dos codons raros compreende substituir os cédons raros por coédons de
ocorréncia frequente.

11. Método de produzir uma proteina recombinante compreen-
dendo:

identificar e modificar os codons raros a partir da sequéncia de
polinucleotideo sintético que sejam raramente usados na bactéria de Pseu-
domonas hospedeira,

identificar e modificar as sequéncias internas putativas de sitios
ligadores ribossémicos a partir da seqiéncia de polinucleotideo sintético;

identificar e modificar as repeticdes alongadas dos nucleotideos
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G ou C a partir da seqliiéncia de polinucleotideo sintético;

identificar e minimizar a estrutura secundaria de mRNA nas regi-
oes de RBS e codificacdo do gene da sequéncia de polinucleotideo sintético;

identificar e modificar os sitios de restricdo de enzimas indeseja-
veis a partir da seqliéncia de polinucleotideo sintético para formar uma se-
quéncia de polinucleotideo sintético otimizada,

ligar a seqléncia de polinucleotideo sintético otimizada a um
vetor de expressao;

transformar a bactéria de Pseudomonas hospedeira com o vetor
de expressao;

cultivar a bactéria de Pseudomonas hospedeira transformada
em um meio de cultura adequado, apropriado para a expressao da proteina;
e

isolar a proteina.

12. Método de acordo com a reivindicacao 11, em que a bactéria
de Pseudomonas hospedeira € o Pseudomonas fluorescens.

13. Método de acordo com a reivindicagao 11, em que a bactéria
de Pseudomonas hospedeira é a cepa de Pseudomonas fluorescens MB10T.

14. Método de acordo com a reivindicacdo 12, em que a identifi-
cagao e a modificagdo dos cédons raros compreendem identificar e modifi-
car os codons tendo uma ocorréncia de menos do que 10% no genoma bac-
teriano de Pseudomonas fluorescens.

15. Método de acordo com a reivindicagao 12, em que a identifi-
cacdo e a modificagdo dos cédons raros compreendem identificar e modifi-
car os codons tendo uma ocorréncia de menos do que 5% no genoma bacte-
riano de Pseudomonas fluorescens.

16. Método de analisar os genes otimizados, compreendendo:

proporcionar um banco de dados de otimizagao de genes para a
bactéria de Pseudomonas fluorescens,

introduzir os dados dos genes no banco de dados;

identificar os vetores de expressao ou os hospedeiros;

emitir uma requisicdo de sintese de um gene candidato ou uni-
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adicionar as sequéncias de genes otimizados no banco de da-
dos;

avaliar uma ou mais versoes sintéticas do(s) gene(s) candida-
to(s) sintetizado(s) para assegurar o cumprimento com a requisi¢do de sin-
tese; e

analisar a uma ou mais versoes sintéticas do(s) gene(s) candida-
to(s).

17. Método de acordo com a reivindicagao 16, adicionalmente
compreendendo gerar um relatério dos resultados da analise da uma ou
mais versoes sintéticas do(s) gene(s) candidato(s).

18. Método de acordo com a reivindicagéo 16, em que a analise
da uma ou mais versdes sintéticas do(s) gene(s) candidato(s) compreende a
analise do(s) gene(s) candidato(s) por inspe¢do ou computacionalmente.

19. Método de acordo com a reivindicagao 16, em que a analise
da uma ou mais versdes sintéticas do(s) gene(s) candidato(s) compreende a
analise do nivel de expressao proporcionado pelo(s) gene(s) candidato(s).

20. Método de acordo com a reivindicagao 16, em que a analise
da uma ou mais versdes sintéticas do(s) gene(s) candidato(s) compreende a
andlise da sua posse ou privagdo de teor de GC alto ou baixo, de um ele-
mento de sequiéncia, ou da estrutura do(s) gene(s) candidato(s).
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RESUMO B
Patente de Invencao: "METODO DE OTIMIZA(;AO DO CODON" !
A. presente invengao refere-se a uma expressao heterologa em
~uma bactéria de Pseudomonas hospedeira de uma sequéncia de pohnucleo-

5 tndeo otumizada codlﬂcando uma protema
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