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(57) Resumo: A presente invengéo refere-se a um processo para
melhorar os niveis de produgdo de proteinas ou peptideos
recombinantes ou melhorar o nivel de proteinas ou peptideos
recombinantes ativos expressos em células hospedeiras. A invengéo e
um processo de comparar dois perfis genéticos de uma célula que
expressa uma proteina recombinante e modificar a célula para alterar
a expressao de um produto de gene que é sobre-regulado em resposta
a expressao da proteina recombinante. O processo pode melhorara
produgédo de proteina ou pode melhorar a qualidade da proteina, por
exemplo, aumentando a solubilidade de uma proteina recombinante.
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Descritivo da Patente de Invengédo para "PROCESSO PARA
EXPRESSAO DE PROTEINA MELHORADA ATRAVES DE ENGENHARIA
DE CEPA".

REFERENCIA CRUZADA AQ PEDIDO DE PATENTE RELACIONADO

o Este pedido de patente reivindica prioridade ao Pedido Provisério
US N° 60/591.489, depositado em 26 de julho de 2004.
CAMPO DA INVENCAO |

A presente invengéb refere-se ao campo de produgao de proteina,

e em particular ¢ um processo para melhorar os niveis de prod'ugéo de pro-
teinas ou peptideos recombinantes ou melhorar o nivel de proteinas ou pep-
tideos recombinantes ativos expressos em células hospedeiras.
ANTECEDENTES

Mais que 155 proteinas e peptideos recombinantementes produ-

zidos foram aprovados pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) parao
uso como farmacos e vacinas de biotecnologia, com outros 370 em experi-
mentagdes clinicas. Diferente das terapéuticas de molécula pequena que sédo
produzidas através de sintese quimica, as proteinas e peptideos sdao mais
eficazmente produzidos em células vivas. Em muitos casos, a célula ou or-
ganismo foi geneticamente modificado para produzir ou aumentar a producgao
da proteina.

Quando uma célula € modificada para produzir quantidades
grandes de uma proteina alvo, a célula é colocada sob tensdo e freqiiente-
mente reage induzindo ou suprimindo outras proteinas. A tensdo que uma
célula hospedeira sofre durante a produgao de proteinas recombinantes pode
aumentar a expressao, por exemplo, de proteinas especificas ou co-fatores

para causar degradagao da proteina recombinante sobre-expressada. A ex-

- pressdo aumentada de proteinas compensatdrias pode ser contra-produtiva a

meta dé expressar niveis altos de proteina recombinante ativa, de compri-
mento total. Expressao diminuida ou caréncia de expressdo adequada de
outras proteinas pode causar desdobramento e agregacao da pvroteina re-
combinante. Embora seja conhecido que uma célula sob tens3o alterara seu

perfil de expresséao de proteina, ndo é conhecido em qualquer exemplo dado
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que proteinas especificas serdo sobre-reguladas ou sub-reguladas.
MICROARRANJOS

Tecnologia de microarranjo pode ser usada para identificar a

presencga e nivel de expressio de um nimero grande de polinucleotideos em

'um ensaio simples. Ver por exemplo patente U.S. N° 6.040.138, depositada

em 15 de setembro de 1995, patente U.S. N° 6.344.316, depositada em 25 de
junho de 1997, patente U.S. N° 6.261 ;776, depositada em 15 de abril de 1999,
patente U.S. N° 6.403.957, depositada em 16 de outubro de 2000, patente U.S.
N° 6.451.536, depositada em 27 de setembro de 2000, patente U.S. N°
6.532.462, depositada em 27 de agosto de 2001, patente U.S. N° 6.551.784,
depositada em 9 de maio de 2001, patente U.S. N° 6.420.108, depositada em
9 de fevereiro de 1998, patente U.S. N° 6.410.229, depositada em 14 de
dezembro de 1998, patente U.S. N° 6.576.424, depositada em 25 de janeiro -
de 2001, patente U.S. N° 6.687.692, depositada erh 2 de novembro de 2000,

“patente U.S. N° 6.600.031, depositada em 21 de abril de 1998 e patente U.S.

N° 6.567.540, depositada em 16 de abril de 2001, todas atribuidas a Affyme-
trix, Inc. . _

Patente U.S. N° 6.607.885 de E. |. duPont de Nemours e Co.
descreve métodos para perfilar e identificar as alteragdes de expressido de
gene apos submeter uma célula bacteriana a expressdo alterando as condi-
¢oes mediante comparagéo de uma primeira e segunda medicdo de micro-
arranjo.

Wei et al. usou uma analise de microarranjo para investigar perfis
de expressdo de gene de E. coli com indugéo de gene de lac (Wei Y., et al.
(2001) High-density microarray-mediated gene expression profiling of Es-
cherichia coli. J Bacteriol. 183(2):545-56). Outros grupos também investiga-
ram os perfis transcripcionais regulados apés mutagao de genes endégenos
ou delegdo de genes reguladores (Sabina, J., et al (2003) Interfering with
Different Steps of Protein Synthesis Explored by Transcriptional Profiling of
Escherichia coli K-12 J Bacteriol. 185:6158-6170; Lee JH (2003) Global
analyses of transcriptomes and proteomas of a parent strain and an

L-threonine-overproducing mutant strain. J Bacteriol. 185(18):5442-51; Kabir
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MM, et al. (2003) Gene expression patterns for metabolic pathway in pgi
knockout Escherichia coli with and without phb genes based on RT-PCR J
Biotechnol. 105(1-2):11-31; Eymann C., et al. (2002) Bacillus subtilis func-
tional genomics: global characterization of the stringent response by proteoma
and transcriptome analysis. JBacteriol. 184(9):2500-20.

Gill et al. descreve o uso de tecnologia de microarranjo para i-
dentificar alteragdes na expressao de genes relacionados a tensdo em E. coli

apos expressao de proteinas de fusdo recombinantes de cloranfenicol acetil-

‘transferase (Gill et al. (2001) Genomic Analysis of High-Cell-Density Recom-

binant Escherichia coli Fermentation and "Cell Conditioning” for Improved
Recombinant Protein Yield Biotech. Bioengin. 72:85-95). O perfil de trans-
cricdo de gene de tensdo, compreendendo apenas 16% do genoma total, em
densidade de célula alta foi usado para avaliar estratégias de “"condiciona-
mento de Célula" para alterar os niveis das chaperonas, proteases e outras
proteinas intracelulares antes da sobre-expressao da proteina recombinante.
As estratégias para "condicionamento” envolveram manipulagao farmacol6-
gica das células, incluindo através de tratamentos de ditiotreitol e etanol.
Asai et al. descreve o uso de analise de microarranjo para identi-
ficar genes alvos ativados por sobre-expressao de certos fatores sigma que

sdo tipicamente induzidos apos tensées de célula (Asai K., et al. (2003) DNA

microarray énalysis of Bacillus subtilis sigma factors of extracytoplasmic

function family. FEMS Microbiol. Lett. 220(1):155-60). Células que so-
bre-expressam fatores sigma como também genes reporteres ligados aos
promotores de fator sigma foram usadas para mostrar indu¢do de gene re-
gulada por tenséo. |

Choi et al. descreveu a analise e sobre-regulagdo de genes me-
tabdlicos que sdo sub-regulados em culturas de batelada de alta densidade
de E. coli que expressa proteina de fu‘séo de fator de crescimento similar a
insulina humana (IGF-k) (Choi et al. (2003) Enhanced Production of Insu-
lin-Like Growth Factor | Fusion Protein in Escherichia coli by Coexpression of
the Down-Regulatéd Genes ldentified by Transcriptome Profiling App. Envir.
Microbio. 69:4737-4742). O foco deste trabalho estava nas. alteragcbes me-
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tabolicas que ocorrem durante as condigbes de alta densidade apos indugdo
de proteina. Genes que foram sub-regulados apos indugdo de producdo de
proteina recombinante durante condigdes de crescimento de densidade alta

foram identificados e genes metabdlicos especificos que tinham sido

“sub-regulados foram expressados em células produzindo 1GF-ls recombinante.

O trabalho mostrou que aumentando a produc;éd metabdlica de certas bases
de nucleotideo e aminoacidos' poderia aumentar a produgdo de proteina e
aquelas taxas de crescimento poderiam ser modificadas aumentando a ex-
pressdo de uma molécula transportadora metabélicé sub-regulada. Estas
estratégias foram projetadas pafa alterar o ambiente celular para reduzir
tensdes metabdlicas associadas a produgdo de proteina em geral ou com
cultura de densidade alta.

DEGRADACAO DE PROTEINA

Degradagéao indesejada de proteina recombinante apresenta um

obstaculo ao uso eficiente de certos sistemas de expressao. A expressio de
proteinas exdgenas frequentemente induz respostas de tensio erh células
hospedeiras que podem ser, por exemplo, defesas naturais a uma fonte de
carbono limitada. Todas as células contém um ndmero grande de genes ca-
pazes de produzir proteinas degradativas. Nao é possivel prognosticar quais
proteases serdo reguladas por um hospedeiro dado em resposta a expressao
de uma proteina recombinante paftic'ular. Por exemplo, as bactérias P. fluo-
rescens contém até 200 proteases e proteinas relacionadas a protease.

No citoplasma de E. coli, a protedlise é em geral realizada por um
grupo de proteases e moléculas de co-fator. Etapas de degradagdo mais
precoces sao realizadas por cinco Hsps ATP-dependentes: Lon/La FtsH/HfIB,
CIpAP, CIpXP e ClpYQ/HsIUV (Gottesman S (1996) Proteases and their tar-
gets in Escherichia coli. Annu. Rev. Genet. 30:465-506). Junto com FtsH (uma
protease associada a membrana interna, o sitio ativo desta opéem-se ao
citoplasma), CIpAP e ClpXP s&o responsaveis pela degradagdo de proteinas
modificadas em seus términos carboxila pela adicao da cauda de desestabi-
lizagao nao-polar AANDENYALAA (Gottesman S, et al. (1998) The ClpXP and
CIpAP proteases degrade proteins with carboxil-terminal peptide tails added
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by the SsrA-tagging system. Genes Dev. 12:1338-1347; Herman C, et al.
(1998) Degradation of carbdxi-terminal-tagged cytoplasmic proteins by the
Escherichia coli protease HfIB (FtsH). Genes Dev. 12:1348-1355). -

v . Varios métodos foranﬁ tomados para evitar degradagao durante a
producdo de proteina recombinante. Um método € produzir cepas hospe-
deiras que carregam mutagdes em um gene de protease. Baneyx e Georgiou,
por exemplo, utilizaram uma cepa deficiente de protease para melhorar o

rendimento de uma proteina de fusao de proteina A-B—Iactamasé (Baneyx F,

"Georgiou G. (1991) Construction and characterization of Escherichia coli s-

trains deficient in multiple secreted proteases: protease |l degrades hi-
gh-molecular-weight substrates in vivo. J Bacteriol 173: 2696-2703). Park et al.
usou um método mutacional similar para melhorar a atividade da proteina
recombinante 30% comparada com a cepa de origem de E. coli (Park S. et al.
'(1999) Seéretory production of recombinant prbtein by a high cell density
culture of a protease negative mutant Escherichia coli strain. Biotechnol. Progr.
15:164-167). Patentes U.S. N°s 5.264.365 e 5.264.365 descrevem a cons-
trucdo de E. coli deficiente de protease, particularmente multiplas cepas de-
ficientes de protease, para produzir polipeptideos proteoliticamente sensiveis.
Publicagao de PCT N° WO 90/03438 descreve a produgdo de cepas de E. coli
que incluem cepas deficientes de protease ou cepés incluindo um inibidor de
protease. Similarmente, Publicagdo de PCT N° WO 02/48376 descreve cepas
de E. coli deficientes em proteases DegP e Prc.

DOBRAMENTO DE PROTEINA

Outro obstaculo principal na produgao de proteinas recombinan-

tes em células hospedeiras é que a célula freqlientemente ndo é adequa-
damente equipada para produzir proteina soluvel ou ativa. Embora a estrutura

primaria de uma proteina seja definida por sua seqiéncia de aminoacido, a

" estrutura secundaria € definida pela presenga de hélices alfas ou folhas beta,

e a estrutura ternaria por ligagdes covalentes entre extensdes de proteina
adjacentes, como ligagdes de dissulfeto. Ao expressar proteinas recombi-
nantes, particularmente em grande escala, a estrutura secundaria e terciaria

da propria proteina é de importancia critica. Qualquer alteragdo significativa
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em estrutura de proteina pode render uma molécula funcionalmente inativa,
ou uma proteina com atividade biolégica significativamente reduzida. Em
muitos casos, uma célula hospedeira expressa moduladores de dobramento

(FMs) que sdo necessarios para producio apropriada de proteina recombi-

‘nante ativa. Porém, nos niveis altos de expressdo em geral requeridos para

produzir produtos de biotecnologia utilizaveis, economicamente satisfatérios,
uma célula fréqUentemente nao podé produzir modulador ou moduladores de
dobramento nativo suficiente para processar a proteina recombinante.

Em certos sistemas de expressdo, superprodugao de proteinas
exogenas pode ser acompanhada por seu desdobramento e segregacao em
agregados insoluveis. Em células bacterianas, estes agregados sdo conhe-
cidos comb corpos de inclusdo. Em E. coli, a rede de moduladores/ chape-
ronas de dobramento inclui a familia de Hsp70. A chaperona de Hsp70 prin-
cipal, DnaK, impede agregacao da 'protel'na e suporta eficazmente o redo-
bramento das proteinas estragadas. A incorporagéo de proteinas de choque
térmico em agregados de proteina pode facilitar a desagregagado. Porém,
prote‘ina,s processadas para corpos de inclusdo podem, em certos casos, ser
restabelecidas através de processamento adicional da fragdo insolavel. Pro-
teinas encontradas em corpos de inclusdo tipicamente tém que ser purifica-
das através de etapas multiplas, incluindo desnaturagao e renaturagéb.
Processos de renaturagdo tipicos ‘para proteinas alvejadas por corpo de in-
clusdo envolvem tentativas de dissolver o agregado em desnaturante con-
centrado e remogao subsequente do desnaturante por diluicdo. Agregados |
sdo frequentemente formados novamente neste estagio. O processamento
adicional soma custo, ndo ha nenhuma garantia que o redobramento in vitro
rendera produto biologicamente ativo, e as proteinas restabelecidas podem
incluir quantidades grandes de impurezas de fragmento.

Um método para reduzir agregacao de proteina & através de
engenharia de fermentagcdo, mais comumente reduzindo a temperatura de
cultivo (ver Baneyx F (1999) /n vivo folding of recombinant proteins in Esche-
richia coli. In Manual of Industrial Microbiology and Biotechnology, Ed. Davies
et al. Washington, DC: American Society for Microbiology ed. 2:551-565 e
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referéncias nele). A mais recente realizagao que dobramento de proteina in
vivo é assistida por chaperonas moleculares, que promove a isomerizagao
apropriada e alvejamento celular de outros polipeptideos transientemente
interagindo com intermediarios de dobramentos, e por foldases, que acelera
as etapas limitativas de taxa ao longo da via de dobramento, forneceu mé-

todos adicionais para combater o problema de formag&o de corpo de incluséo

(ver por exemplo Thomas JG et al. (1997). Molecular chaperonas, folding

catalysts and the recovery of active recombinant proteins from E. coli: to fold or
to refold. Appl/ Biochem Biotechnol, 66:197-238). '

: Em certos casos, a sobre-expressao de chaperonas foi observada
aumentar os rendimentos soltveis de proteinas propensas a agregagao (ver
Baneyx, F. (1999) Recombinant Protein Expression in E. coli Curr. Opin. Bi-
otech. 10:411-421 e referéncias nele). O processo ndo parece envolver dis-
solugdo dé corpos de inclusdo recombinantes pré-formados mas esta rela-
cionado ao dobramento melhorado das cadeias de proteina recentemente
sintetizadas. Por exemplo, Nishihara et al. co-expressou groESL e
dnaJK/grpE no citoplasma para melhorar a estabilidade e acumulacgio de
Cryj2 recombinante (um alergénio de polen de cedro japonés) (Nishihara K,
Kanemori M, Kitagawa M, Yanagi H, Yura T. 1998. Chaperone coexpression

plasmids: differential and synergistic roles of DnaK-DnaJ-GrpE and Gro-

EL-GroES in assisting folding of an allergen of Japanese cedar pollen, Cryj2, =~

in Escherichia coli. Appl. Environ. Microbiol. 64:1694). Lee e Olins também
co-expressaram GroESL e DnaK e aumentaram a acumulagéo de procola-
genase humana em dez vezes (Lee S, Olins P. 1992. Effect of overproduction
of heat shock chaperones GroESL and DnaK on human procollagenase
production in Escherichia coli. JBC 267:2849-2852). O efeito benéfico asso-
ciado a um aumento na concéntragéo intracelular destas chaperonas parece
altamente dependente da natureza da proteina superproduzida, e o sucesso
ndo é de forma alguma garantido. |

Uma necessidade existe por processos para desenvolvimento de
cepas hospedeiras que mostram produgao, atividade ou solubilidade melho-

radas de proteina ou peptideo recombinante para reduzir os custos de fa-
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bricagao e aumentar o rendimento dos produtos ativos.
E, portanto, um objetivo da invencdo fornecer processos para
melhorar expressao de proteina recombinante em um hospedeiro.

E um outro objetivo da invengdo fornecer processos que au-

“mentam os niveis de expressdo em células hospedeiras expressando prote-

inas ou peptideos recombinantes.

E outro objetivo da invén(;éo fornecer processos para aumentar
0s niveis de proteina soltvel feita em sistemas de expresséo recombinante.

E ainda outro objetivo da invengéo fo,rnecﬁer processos para au-
mentar os niveis de proteina ativa feita em sistemas de expressédo recombi-
nante. '
SUMARIO -

Um processo é fornecido para melhorar a expresséo de uma
proteina ou peptideo recombinante compreendendo:

i) expressar a proteina ou peptideo recombinante em uma célula
hospedeira;

i) analisar um perfil genético da célula e identificar um ou mais
produtos de gene endogeno que sdo sobre-regulados na expressdo ou so-
bre-expressao da proteina ou peptideo recombinante; e

iii) alterar a expressao de um ou mais produtos de gene enddgeno
identificados geneticamente modificando a célula.

O processo pode fornecer expressdao methorada como medida
por rendimentos melhorados de proteina, ou pode melhorar a recuperagéo da
proteina ativa, por exemplo aumentando a solubilidade da proteina recom-
binante expressa, ou uma proteina ou peptideo relacionado.

Usando este processo, pode ser determinado quais das muitas
proteinas celulares sdo "escolhidas" pela célula para compensar a expresséo
da proteina recombinante estranha, e esta informac3o pode levar ao desen-
volvimento de sistemas de expressao de proteina mais eficazes. Por exemplo,
é conhecido que, tipicamente, uma célula seletivamente sobre-regulara uma
ou mais proteases para degradar uma proteina recombinante sobre-expres-

sada. Porém, pode néo ser prognosticado com antecedéncia- qual(is) prote-
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ase(s) a célula sobre-regulara para compensar a tensao causada por qual-
quer proteina recombinante dada. Analise do perfit genético da célula por
microarranjo ou tecnologia equivalente pode identificar quais proteases sao
sobre-reguladas em uma célula dada em resposta a produgdo de proteina
exogena. Esta informacao é depois usada para geneticamente modificar a
célula para diminuir a expressao destas proteases particulares, poupando
outras proteinas que sdo uteis ou até mesmo neceésérias para homeostase
de célula. |

Como outro exemplo, uma célula pode seletivamente so-
bre-regular um ou mais moduladores ou co-fatores de dobramentos para
aumentar a capacidade de dobramento ou 'solu'bilidade.'da proteina recom-
binante. Novamente, ndo pode ser prognosticado com antecedéncia quais
moduladores ou co-fatores de dobrafnentos serao selecionados em um sis-
tema dado para ajudar no processamento de Uma proteina recombinante
especifica. Analisando o perfil genético através de microarranjo ou tecnologia
equivalente permite a identificagdo dos mbduladores ou co-fatores de do-
bramentos que foram sobre-regulados. Com base nesta informagao, a célula
€ geneticamente modificada para 'aulmentar a expressdo dos moduladores ou
co-fatores de dobramentos selecionados preferidos pela célula para a prote-
ina recombinante dada. Esta modificacdo pode aumentar o percentual de
proteina ativa se restabelecida, enquanto minimizando o impacto prejudicial
em homeostase de célula.

Portanto, o rendimento e/ou atividade e/ou solubilidade da pro-
teina recombinante pode(m) ser aumentado(s) ou modificando o organismo
hospedeiro ou aumentando ou diminuindo é expressdo de uma proteina
compensatéria (isto € uma proteina que € sobre-regulada em resposta a

tensdo de célula dada) de uma maneira que é seletiva e que deixa outros

“mecanismos benéficos inteiros da célula.

O processo pode ser usado iterativamente até a expressdo de
proteina recombinante ativa ser otimizado. Por exemplo, usando o processo
descrito acima, a célula ou organismo hospedeiro é geneticamente modifi-

cado para sobre-regular, sub-regular, knock-in ou knock-out uma ou mais
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proteinas compensatorias identificadas. A célula ou organismo hospedeiro
assim modificado pode depois ser cultivado para expressar a proteina re-
combinante, ou uma proteina ou peptideo relacionado, e proteinas compen-

satorias adicionais identificadas por meio de microarranjo ou analise equiva-

lente. A célula ou organismo hospedeiro modificado € depois de novo gene-

ticamente modificado para sobre-regular, sub-regular, knock-in ou knock-out
as proteinas compensatorias adicionais selecionadas. Este processo pode
ser iterado até uma célula ou organismo hospedeiro ser obtido que exibe
expressdo maxima de ativo e/ou proteina solivel sem enfraquecimento in-
devido do organismo ou célula hospedeira. Estas etapas por exemplo podem
ser repetidas por exemplo, uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito,
nove, ou dez ou mais vezes.

Em outra modalidade, o processo também compreende: iv) ex-
pressar a proteina ou peptideo recombinante em uma ceélula geneticamente
modificada. Em ainda outra modalidade, o processo também compreende: v)
analisar um segundo perfil genetico da célula geneticamente modificada ex-
pressando proteina ou peptideo recombinante e identificando um ou mais
produtos de gene adicionais que séo diferencialmente expressos na célula
modificada que expressa a proteina ou peptideo recombinante. Em uma outra
modalidade, o processo adicionalmente compreende: vi) alterar a expressao
de um ou mais produtos de gene adicionais identificados para fornecer uma
célula modificada duplé. Opcionalmente, a proteina ou peptideo recombinante,
ou uma proteina ou peptideo relacionado, pode ser expressado na célula
modificada dupla. Os produtos de gene diferencialmente regulados identifi-
cados na célula modificada podem ser sobre ou sub-regulados quando
comparados a célula hospedeira ou quando comparados a célula modificada
que nao expressa proteina ou peptideo recombinante.

Em ainda outra modalidade, o processo também compreende: iv)
analisar um segundo perfil genético de uma célula geneticamente modificada
expressando a proteina ou peptideo recombinante e identificar um ou mais
produtos de gene adicionais que sao diferencialmente expressos na célula

modificada que n&o esta expressando a proteina ou peptideo recombinante.
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Em uma outra modalidade, o processo adicionalmente compreende: v) alterar
a expressdo de um ou mais produtos de gene adicionais identificados na
célula modificada para fornecer uma célula modificada dupla. Os produtos de
gene diferencialmente regulados identificados na célula modificada podem
ser sobre ou sub-regulados quando comparados a célula ou organismo
hospedeiro ou quando comparados & célula modificada que nao expressa a
proteina ou peptideo recombinante.

Em uma modalidade especifica, um processo € fornecido para

‘melhorar a expressdo de uma proteina ou peptideo recombinante compre-

endendo: i) expressar a proteina ou peptideo recombinante em uma célula
hospedeira; ii) analisar um perfil genético da célula e identificar pelo menos
uma protease que é sobre-regulada quando a proteina ou peptideo recom-
binante & expressado; e iii) alterar a expressdo de uma protease identificada
geneticamente modificando a célula ou organisrrio hospedeiro para reduzir a
expressao da protease sobre-regulada. Em uma outra modalidade, o pro-
cesso compreende alterar a expresséo de pelo menos uma segunda protease
identificada na célula modificada para fornecer uma célula modificada de
prdtease dupla. Em outra modalidade, o processo também compreende: iv)
expressar a proteina ou peptideo recombinante, ou uma proteina ou peptideo
relacionado, em uma célula modificada de protease. Em outra modalidade, o
processo também compreende analisar um segundo perfil genético da célula
modificada de protease para identificar um ou mais produtos de gene adi-
cionais que sao diferencialmente expressos na célula modificada.

Em outra modalidade, um processo € fornecido para melhorar a
expressdo de uma proteina ou peptideo recombinante compreendendo: i)
expressar a proteina ou peptideo recombinante em uma célula hospedeira; ii)

analisar um perfil genético da célula e identificar pelo menos um modulador de

“dobramento sobre-regulado (FM) que € sobre-regulado apds sobre-expres-

sdo da proteina ou peptideo recombinante; e iii) alterar a expressdo de pelo
menos um modulador de dobramento identificado geneticamente modificando
a célula para fornecer uma célula modificada de FM. Em uma outra modali-

dade, o processo compreende alterar a expressao de pelo menos um se-
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gundo modulador de dobramento identificado na célula modificada para for-
necer uma célula modificada de FM duplo. Em outra modalidade, o processo
também Comp'reende: iv) expressar a proteina ou peptideo recombinante, ou

uma proteina ou peptideo relacionado, em uma célula modificada de FM. Em

outra modalidade, o processo também compreende analisar um segundo

perfil genético da célula modificada de FM para identificar um ou mais pro-
dutos de gene adicionais que sao d‘iferencialmente expressos na célula mo-
dificada. '

O termo "perfil genético” como aqui usado é significado para in-
cluir uma analise de genes em um genoma, mRNA transcrito de genes no
genoma (ou o cDNA equivalente), produtos de transcrigado que foram modi-
ficados por uma célula como variantes de encaixe de genes em sistemas
eucaribticos, ou proteinas ou peptideos translados de genes em um genoma,
incluindo proteinas que sdo modificadas pela célula ou transladada de vari-
antes de encaixe de mRNA transladado do genoma. Um perfil genético é
significado incluir mais de um gene ou produto de gene, e tipicamente inblui
um grupo de pelo menos 5, 10, 50, 100 ou mais genes ou produtos de gene
que sdo analisados. ’

Em uma modalidade, o perfil genético analisado pode ser um
perfil de transcriptoma, isto € um perfil dos produtos de transcri¢do de genes
do genoma. O processo pode incluir analisar o perfil de transcriptoma usando
um microarranjo ou tecnologia equivalente. Nesta modalidade, o microarranjo
pode incluir os pares de ligagéo para pelo menos.uma porgao do transcrip-
toma da célula hospedeira, e tipicamente inclui amostras de pares de Iigagéo
para os produtos de gene de pelo menos 50% do genoma do organismo. Mais
tipicamente, o microarranjo inclui amostras de pelo menos 80%, 90%, 95%,
98%, 99% ou 100% dos pares de ligagao para produtos de gene no genoma
da célula hospedeira. |

Em uma modalidade separada, o microarranjo pode incluir um
subconjunto selecionado'de pares de ligagao para genes ou produtos de gene
que representam classes de produtos que s&o afetadas pela expressdo de

proteina recombinante. Exemplos n&o-limitativos incluem proteases putativas
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-ou conhecidas, co-fatores de proteases ou proteinas similares a protease;

moduladores de dobramentos, moduladores co-fatores de dobramentos ou
proteinas que podem melhorar o dobramento ou solubilidade da' proteina,;
fatores de transcrigao; proteinas envolvidas em estabilidade de acido nucléico
ou iniciacao translacional; cinases; receptores extracelulares ou intracelulares;

enzimas metabdlicas; co-fatores metabdlicos; proteinas de envelope; fatores

de sigma; proteinas ligadas a membrana; proteinas de transmembrana; pro-

teinas associadas a membrana e genes de manutengdo. O perfil genético

‘pode ser analisado medindo a ligagdo dos genes expressos da célula hos-

pedeira que expressa a proteina ou peptideo recombinante para o microar-
ranjo. O perfil de transcriptoma pode também ser analisado usando ensaios
de ndo-microarranjo como ensaios de mancha, incluindo ensaios de northern
blot, ou colunas revestidas com pares de ligag&o.
| Em outra modalidade, o perfil genético analisado pode ser um
perfil de proteoma, isto € um perﬂl das proteinas produzidas de genes em um |
organismo dado. O processo pode incluir analisar o perfil de proteoma usando,
por exemplo, eletroforese bidimensional. Técnicas como espectrometria de
massa em combinagdo com ferramentas de separagado como eletroforese em
gel bidimensional ou cromatografia liquida multidimensional, podem também
ser usadas no processo. Em eletroforese bidimensional, as proteinas sepa-
radas podem incluir proteinas de pelo menos 10% do proteoma do organismo.
Mais tipicamente, proteinas de pelo menos 20%, 30%, 40%, 60%, 80% ou
90% das proteinas no proteoma da célula hospedeira sdo separados e ana-
lisados através de técnicas como tingimento de proteinas e/ou espectrometria
de massa. |

Em modalidade adicional, o perfil de proteoma é analisado u-

sando espectrometria de massa. Ha varias técnicas relacionadas que usam

. cromatografia liquida (LC) acoplada a espectrometria de massa (MS) e es-

pectrometria de massa de tandem (MS/MS) para identificar proteinas e medir
sua abundancia relativa. Freqlentemente, uma amostra € marcada com um

marcador de is6topo pesado que permite a comparag¢do com a outra amostra

sem alterar as propriedades quimicas. Por exemplo, em uma amostra a cis-
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teina de aminoacido pode ser marcada com um marcador que contém oito
atomos de hidrogénio. A outra amostra € marcada com um marcador que
contém oito atomos de deutério ("pesado”) no lugar de (+8 Daltons). Os dados

de MS podem ser usados para encontrar pares de peptideos de 8 Daltons

‘separadamente e quantificar a diferenga. Dados de MS/MS dos mesmos

peptideos fornecem uma aproximagao de seqi]éhcia primaria, e a proteina ID.
Outros experimentos identificam aé proteinas in vivo mediante cultivo das
células com aminoacidos "pesados”. Estes tipos de técnicas podem ser u-
sados para identificar milhares de proteinas em um experimento simples e
estimar a abundancia relativa se bresente em ambas as amostras (ver Goo-
diett DR e Aebersold RH (2001). Mass Spectrometry in Proteomics. Chem
Rev101:269-295). ICAT € um tipo de MS/MS, representa Marcadores de Afi-
nidade Codificados de Isotopo (ver Gygi SP, Rist B, Gerber SA, Turecek F,
Gelb MH, e Aebersold RH (1999). Quantitative analysis of complex protein
mixtures using isotope-coded affinity tags. Nat Biotech 17:994-999).

Em outra modalidade, o processo pode incluir analisar o perﬁI’ de
proteoma usando, por exemplo, um microarranjo. Nesta modalidade, o arranjo
pode incluir os pares de ligagao para pelo menos uma porgao das proteinas
expressas pela celula hospedeira sob condi¢gbes de crescimento apropriadas,
e tipicamente inclui os pares de ligagdo para proteinas de pelo menos 10% do
proteoma do organismo. Mais tipicamente, o microarranjo inclui os pares de
ligagdo para proteinas de pelo menos 20%, 30%, 40%, 60%, 80% ou 90% das
proteinas no proteoma da célula hospedeira. Os pares de ligagao podem ser
anticorpos que podem ser fragmentos de anticorpo como fragmentos de an- -
ticorpo de cadeia simples. Em uma modalidade separada, o microarranjo
pode ihcluir os pares de ligagao para um subconjunto selecionado de prote-
inas do proteoma, incluindo, por exemplo, proteinas de protease putativa ou
moduladores de dobramentos putativos. O microarranjo pode tipicamente
também incluir um conjunto de pares de ligagdo para proteinas que sdo u-
sadas como controles. O perfil genético pode ser analisado medindo a ligagao
das proteinas da célula hospedeira que expressa a proteina ou peptideo re-

combinante aos pares de ligagdo no microarranjo. O perfil de proteoma pode
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também ser analisado em um formato de ensaio padrio, como um ensaio de
Elisa ou um ensaio de western blot padrao.

As amostras no perfil genético podem ser analisadas individual-
mente ou agrupadas em agrupamentos. Os agrupamentos podem tipica-
mente. ser agrupados por similaridade em expressao de gene. Em modali-
dades particulares, 0s agrupamentos podem ser agrupados como genes que
séo sobre-regulados a uma extensdo similar ou genes que s&o sub-regulados
a uma extensao similar. |

O gene sobre-regulado identificado é tipicamente identificado
comparando um perfil genético da célula hospedeira que expressa a proteina
ou peptideo recombinante a um perfil genético da célula hospedeira que nao
expressa a proteina ou peptideo recombinante. Em uma outra modalidade,
uma célula hospedeira que expressa uma proteina homéloga é analisada
para a priméira proteina recombinante. '

O genoma da célula hospedeira que expressa a proteina ou
peptideo recombinante pode ser modificado através de recombinagao, por
exemplo recombinagdo homdloga ou recombinagdo heterdloga. O genoma
pode também ser modificado por mutagéo de um ou mais nucleotideos em
uma estrutura de leitura aberta que codifica um gene, particularmente uma
protease identificada. Em outra modalidade, a célula hospédeira € modificada
incluindo um ou mais vetores que codificam um inibidor de um gene ou pro-
duto de gene identificado, como um inibidor de protease. Em outra modali-
dade, a célula hospedeira ¢ modificada por inibicdo de um promotor que pode
ser um promotor nativo. Em uma modalidade separada, a célula hospedeira é
modificada incluindo um ou mais vetores que codificam um gene, tipicamente
um modulador de dobramento ou um co-fator de um modulador de dobra-
mento. Em outra modalidade, a célula hospedeira € modificada intensificando
um prdmotor para um modulador de dobramento identificado ou um co-fator
para um modulador de dobramento, incluindo adicionando um promotor e-
x6geno ao genoma da célula hospedeira.

A célula hospedeira pode ser qualquer célula capaz de produzir

proteina ou peptideo recombinante. Em uma modalidade, a célula hospedeira
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€ um procarioto, como uma célula bacteriana incluindo, mas nao limitada a
uma espécie de Escherichia ou uma de Pseudonaonas. A célula hospedeira
pode ser uma célula de Pseudomonas como uma célula de P. fluorescens.

Em outras modalidades, a célula hospedeira € uma célula de E. coli. Em outra

modalidade a célula hospedeira é uma célula eucaribtica, por exemplo uma

célula de inseto, incluindo mas nao limitado a uma célula de uma espéecie de
Spodoptera, Trichoplusia, Drosophi/a ou Estignaene, ou uma célula mamifera,
incluindo mas nao limitada a uma célula murina, uma célula de hamster, uma
de macaco, uma de primata ou uma célula humana. Em outra modalidade, a
célula hospedeira é uma célula de planta, incluindo, mas ndo limitada a, uma
célula de tabaco, milho, uma célula de uma espécie de Arabidopsis, célula de
batata ou arroz. Em outra modalidade, um organismo inteiro é analisado no
processo, incluindo mas néo limitado a um organismo transgénico.

Em uma modalidade, os genes ou produtos de gene compensa-
térios sobre-regulados identificados sdo uma ou mais proteases e/ou um ou
mais moduladores de dobramentos. Em certas modalidades, um gene-ou
produto de gene identificado pode também ser uma subunidade de uma
protease ou um modulador de dobramento ou um co-fator de uma protease ou
um co-fator de um modulador de dobramento. Em uma modalidade, o gene
identificado pode ser selecionado de uma peptidase serina, treonina, cisteina,
aspértico ou metalo. Em certas outras modalidades, o gene ou produto de
gene identificado pode ser selecionado de hslV, hslU, cipA, clpB e clpX. O
gene ou produto de gene identificado pode também ser um co-fator de uma
protease. Em outra modalidade, o gene ou produto de gene identificado € um
modulador de dobramento. Em certas modalidades, o gene ou produto de
gene ‘-identificado pode ser selecionado de uma proteina de éhaperona; uma
foldase, uma peptidil prolil isomerase e uma isomerase de ligagéo de dissul-
feto. Em uma modalidade, o gene ou produto de gene identificado pode ser
selecionado de htpG, cbpA, dnaJ, dnaK e fkbP. Em uma modalidade, um gene
ou produto de gene homologo ao gene sobre-regulado identificado € modifi-
cado no genoma do hospedeiro.

O processo pode levar a producdo aumentada de proteina ou
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peptideo recombinante em uma célula hospedeira, por exemplo, aumentando
a quantidade de proteina por grama de proteina de hospedeiro (proteina de
célula total) em uma quantidade dada de tempo, ou aumentando a quantidade
de comprimento de tempo durante o qual a célula ou organismo esta produ-
zindo a proteina recombinante. A produgao aumentada pode otimizar a efi-
ciéncia da célula ou organismo, por exemplo, diminuindo a despesa de e-
nergia, aumentando o uso de recursos disponiveis‘ ou diminuindo os reque-

rimentos para suplementos de crescimento em meios de crescimento. A

‘producdo aumentada pode também resultar em um nivel aumentado de

proteina recuperavel ou peptideo, como proteina soluvel, produzido por
grama de recombinante ou por grama de proteina de célula hospedeira.

‘A invengao também inclui uma célula hospedeira recombinante
melhorada que é produzida pelo processo reivindicado.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1 é um grafico de uma comparagao de crescimento (den-

sidade optica com o passar do tempo) de cépas diferentes de P. fluorescens.
As células foram induzidas com 0,3 M de IPTG em 24 h ap6s inoculagao. As
cepas s3o0: DC280 que abriga o vetor vazio pDOW1339, DC240 que produz a
enzima de nitrilase citoplasmica solavel e DC271 que produz a hGH peri-
plasmica parcialmente insoltvel. DC206, a cepa parental de DC280, DC240 e
DC271, foi incluida como um controle. As amostras foram tiradasem 0 e 4 h
de indugéo pos-IPTG para isolamento de RNA e profilagdo da expresséo de
gene, como indicado pelas setas.

| Figura 2 é um grafico de agrupamento hierarquico de todos os
genes de cepas de P. fluorescens DC280, DC240 e DC271 em 12 agrupa-
mentos em 4 h apos IPTG quando comparados em 0 h IPTG (indicado no
fundo da figura). Com base no valor e tendéncia, os genes foram aglomerados
e agrubados usando o algoritmo de agrupamento hierarquico de Spotfire
DecisionSite. Linhas pontilhadas indicam pontos de dados que foram filtrados
devido a qualidade de manchas fraca ou baixo nivel de expressdo. O eixo
geométrico x representa a comparagéo de cada cepa; 0 eixo geometrico y

representa o valor de expressédo com relagao 4 h atras para antes da indugao
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de IPTG. Todos os FMs identificados sado realgados. Agrupamento 7 mostra 2
genes de FM e 2 de subunidade de protease que sdo altamente expressos em
cepa DC271, que superproduzem a proteina de hGH periplasmica. Os genes
de FM restantes sdo agrupados no agrupamento 6. |

Figura 3 € uma analise de agrupamento hierarquico do agrupa-
mento 6 da Figura 2. No agrupamento 8 novo, dois moduladores de dobra-
mentos, DnaK e DnaJ, foram identificados ambos destes mostraram niveis de
expressdo mais altos para produgéo de proteina recombinante periplasmica
similar ao HsIVU, CbpA e HtpG previamente identificado. Agrupamento 6
mostra onde o resto dos FMs estao agrupados. .

Figura 4 é um diagrama de Venn mostrando a protease so-
bre-regulada e FMs dos trés conjuntos de experimentos na Tabela 5, 6 e 7.
Como resumido na Tabela 5, 6 e 7, a lista de genes foi organizada em es--
quema de Venn para realgar a sobréposigéo da lista de gene entre os trés
conjuntos de experimentos indicados no canto. Para cada gene, a razdo de
cada experimento foi exibida com 2 como um corte.

Figura 5 € um grafico da analise de sequéncia dos genes hslV
(RXF01961) e hslU (RXF01957) de P. fluorescens gerados por Artemis. O
diagrama de uso de codon (painel do topo) indica que o limite de gene esta
correto. Este & confirmado pelos melhores homdlogos das sequéncias de
proteina de HslV e HslU de P. aeruginosa como indicado em baixo dos genes
de RXF01961 e RXF01957. O diagrama de contagem de qualidade de Phrap
mostra que a qualidade de sequéncia € boa, isto é a linha de contagem esta
acima da linha horizontal indicando uma qualidade melhor que 1 erro em 10
kb (painel med’iano). As caixas apontadas brancas abertas abaixo dos genes
mostram a localizagdo das sondas geradas para uso nos experimentos de
microarranjo de DNA.

Figura 6 é uma ilustragdo esquematica de uma construgdo de
mutante de hs/U onde um produto de PCR de aproximadamente 550 bp de
hslU (caixa azul claro) foi ligado no vetor de clonagem TOPO TA2.1 (circulo).
O plasmideo resultante foi transformado em células de P. fluorescens com-

petentes e colbnias resistentes a canamicina (kan) foram analisadas em PCR
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diagnostica para confirmar a construgdo de uma mutagao de insergao no gene
de hslU.

Figura 7 € um grafico de uhs ensaios de curva de crescimento
comparando cepa do tipo selvagém com de mutante de hs/U que superproduz
hGH ou pbp::hGH em meio de produgao de frasco de agitagdo. As setas in-
dicam pontos de tempo onde foram tiradas as amostras.

Figura 8 € uma imagem de analise de SDS-PAGE das cepas

'DC271 e DC373 que expresSam pbp::hGH. As amostras de DC271 (tipo
-selvagem, W) e DC373 (mutante de hs/U, M) foram tiradas logo antes da

indugdo da proteina (0 h) e depois 4 h, 8 h, 24 h, e 30 h apés adigdo de IPTG.
Ffagﬁes soluveis (S) e insolliveis (i) foram preparadas para cada amostra
analisada. A produgéo de hGH nao processado e processado ¢ indicada pelas
setas. O marcador (Ma) de peso molecular (MW) é mostrado a direita dos
géis. | '

Figura 9-é uma imagem da analise de SDS-PAGE das cepas
DC369 e DC372 que expressam hGH no citoplasma. As amostras foram ti-
radas de DC369 (tipo selvagem, W) e DC372 (mutante de hs/U, M) logo antes
daindugdo da proteina (0 h) e depois 4 h, 8 h, 24 h, 30 h e 50 h apds adigao de
IPTG. Frages soluveis (S) e insoluveis (l) foram preparadas para cada a-
mostra analisada. A produgao de hGH é indicada por uma seta. O marcador
(Ma) de peso molecular (MW) é mostrado a direita dos géis. |

Figura 10 € um grafico de cur\)as de créscimento de cepas que
expressam a proteina de fusdo de hGH::COP. As cepas incluem: DC369 que
expressa hGH apenas (ndo fundido com COP) como um controle negativo;
HJ104, o tipo selvagem que expressa hGH::COP; HJ105, o mutante de hs/U
que expressa hGH::COP.

Figura 11 € um grafico das medig¢bes da atividade de fluorescén-

cia verde para cepas que expressam a proteina de fusdo de hGH::COP u-

sando um fluorimetro. Cinco OD600 de cultura de célula foram ensaiadas
para cada cepa abrigando hGH ou hGH::COP em pontos de tempo diferentes
apos indugdo de IPTG. As cepas testadas incluem: DC369 que expressa hGH

apenas (ndo fundido com COP) como um controle negativo; HJ104, o tipo
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| selvagem que expressa hGH::COP; HJ105, o mutante de hs/U que expressa

hGH::COP. A tabela inserida mostra o percentual de aumento da fluorescén-

cia relativa no mutante de hs/U comparado ao tipd selvagem em pontos de

tempo diferentes apés indugdo de IPTG.

Figura 12 é uma representacgao pictorica do processo de medir
abundancia relativa de mRNA entre duas amostras.

Figura 13 € uma representacao da construcdo de delegao cro-
mossémica de gene de hslUV na cepa pyrF-negativa. A. Plasmideo
PDOW2050 contém fragmentos de DNA de 505 bp e 634 bp flanqueando o
gene de hs/UV. Uma vez que plasmideo de suicidio pDOW2050 ndo pode
replicar em P. fluorescens, as células resistentes a tetraciclina apenas serao
geradas ab()s um evento de recombinagéo simples em uma das regides
homodlogas que integram o plasmideo inteiro no genoma. B. Células resis-
tentes a tetraciclina contém o plasmideo inteiro integrado no genoma. Estas

células também contém o gene de pyrF codificado do plasmideo. Selegéo

" para células que tém o segundo evento recombinante ocorreu através de

células de colocagdo em placa em placas de agar suplementadas com FOA,
que em cepas pyrfF-positivas, sao convertidas em um composto toxico. C. A
cepa de delegao cromossOmica foi confirmada por analise de seqlienciagao.

Figura 14 € um grafico de fluorescéncia relativa com o passar do
tempo para medigbes de atividade .de'ﬂuorescéncia verde para as cepas que
expressam a proteina de fusao de hGH::COP usando um fluorimetro. Dupli-
catas foram usadas tanto para cepa de delegdo do tipo selvagem (HJ104)
como de hs/UV (HJ117).

Figura 15 sdo imagens de géis de SDS-PAGE de cepas que ex-
pressam hGH com ou sem moduladores de dobramentos GrpE-DnakJ. A-
mostras foram removidas em varios tempos apds indugdo por IPTG (O, 4, 8,
24 e 48 h), normalizadas em OD600 de 20 e lisadas usando EasyLyse. As
fragOes soluveis (S) insollveis (1) foram separadas em um Critério de BioRad
15% de Tris HCI gel de SDS-PAGE e tingido com Coomassie.
DESCRICAO DETALHADA

Um processo é fornecido para melhorar a expressdo de uma
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proteina ou peptideo recombinante compreendendo i) expressar a proteina ou
peptideo recombinante em uma célula hospedeira; ii) analisar um perfil ge-
nético da célula e identificar um ou mais produtos de gene sobre-regulados
enddégenos, incluindo uma ou mais proteases ou moduladores de dobra-
mentos que sdo sobre-regulados na expressao da proteina ou peptideo re-
combinante; e iii) alterar a express&o de um ou mais produtos de gene iden-
tificados geneticamente modificando a célula. Em outra modalidade, o pro-

cesso também compreende expressar a proteina ou peptideo recombinante

‘em uma célula geneticamente modificada. Em outra modalidade, o processo

também compreende analisar um segundo perfil genético da célula geneti-
camente modificada para identificar um ou mais produtos de gene adicionais
que sdo diferencialmente expressos na célula modificada. Em uma outra
modalidade, o processo compreende alterar a expressao de pelo menos um
segundo produto de gene identificado na célula modificada para fornecer uma
célula modificada dupla. O processo pode fornecer expressao melhorada
como medido por rendimentos melhorados de proteina, ou pode melhorar a
recuperagdo de proteina ativa, por exemplo,aumehtando solubilidade da
prdteina recombinante expressa. -

Mais em geral, a invengao inclui um processo para melhorar a
expressdo de uma proteina ou peptideo recombinante em uma célula ou
organismo hospedeiro compreendendo: .

i) expressar a proteina ou pepﬁdeo recombinante na célula ou
organismo hospedeiro recombinante; |

ii) analisar um perfil genético da célula recombinante para identi-
ficar um gene compensatdrio ou produto de gene que é expressado em um
nivel mais alto na célula recombinante que em um de uma célula hospedeira
que nao foi modificada para expressar a proteina recombinante ou uma célula
recombinante que nao esta expressando a proteina recombinante; e

iii) alterar a expressao do gene compensatério ou produto de gene
identificado na célula recombinante através de modificacdo genética para
fornecer uma célula recombinante modificada que alcanga um aumento na

expressio, atividade ou solubilidade de proteina recombinante.
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Ao longo do relatério descritivo, quando uma faixa for fornecida,
deveria ser entendido que os componentes sdo significados ser indepen-

dentes. Por exemplo, uma faixa de 1-6 significa indépendentemente 1,2, 3,4,

50u 6.

As etapas do processo sao descritas em mais detalhe abaixo.
ETAPA |: MODIFICACAO GENETICA DE CELULA OU_ ORGANISMO
HOSPEDEIRO PARA EXPRESSAR UMA PROTEINA OU PEPTIDEO RE-
COMBINANTE EM UMA CELULA HOSPEDEIRA

Na primeira etapa do processo, uma célula hospedeira € modifi-

cada para ter a capacidade para expressar uma proteina ou peptideo re-
combinante. A célula hospedeira pode ser modificada usando qualquer téc-
nica conhecida na técnica. Por exemplo, a proteina recombinante pode ser
expressada de um vetor de expresséo que € exdégeno ao genoma da célula e
que ¢é transfeccionado ou transformado na célula. A construgdo de vetores de
expressdo como também técnicas para transfecgdo ou transformacdo é
descrita abaixo. A célula hospedeira pode também ser modificada para ex-
pressar uma proteina ou peptideo recombinante de uma insergdo genémica
como descrito abaixo. Um gene que codifica a proteina ou peptideo recom-

binante pode ser inserido no genoma da célula ou organismo hospedeiro

‘através de técnicas como recombinagdo homologa ou heterdloga. Estas téc-

nicas sao descritas abaixo.

A proteina'ou peptideo recombinante pode ser expressado sob o
controle de um elemento que requer manipulagado adicional da célula. Por
exemplo, tratamento quimico da célula pode ser requerido para iniciar ou
intensificar a expressa@o de proteina ou de peptideo. Os elementos de pro-
motor e de repressor que governam a expressao de proteinas ou peptideos
recombinantes nas células hospedeiras sao descritos abaixo e sdo bem co-
nhecidos na técnica. Estes podem incluir elementos de promotor com base no
promotor "tac” responsivo a IPTG.

SELECAO DE UMA CELULA OU ORGANISMO HOSPEDEIRO

O processo da invengéao pode ser usado em qualquer sistema

hospedeiro dado, incluindo de origem eucariética ou procaribtica. O processo
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é em geral limitado apenas pela disponibilidade de informagdo bastante ge-
nética para andlise de um perfil genético para identificar um gene identificado.
Embora seja em geral tipico que as sequéncias representativas de uma
porcentagem grande do genoma' estdo disponiveis, por exemplo pelo menos
50%,  60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% ou 100% das sequéncias ex-
pressas ou encontradas no genoma, transcriptoma ou proteoma, a invengao
pode ser praticada usando apenas uma porgao das seqﬂéncias no genomé,

transcriptoma ou proteoma. Em particular, em circunstancias quando a in-

- formagao disponivel incluir informagao sobre um grupo de sequéncias rela-

cionadas, como um grupo metabolicamente ligado, apenas uma porgao pe-
quena das sequéncias representativas do genoma pode ser usada para o
processo da invengdo. O processo é também néo limitado as proteinas re-
combinantes particulares sendo expressadas, como um aspecto fundamental
do proceséo a capacidade é racional e iterativamente para sistemas de ex-
pressao de projeto com base em técnicas para identificar alteragdes celulares |
que ocorrem em uma celula hospedeira na expressao de proteinas ou pep-
tideos recombinantes e para modular a célula hospedeira usando procedi-
mentos conhecidos na técnica.

A célula hospedeira pode ser qualquer célula capaz de produzir
proteina ou peptideo recombinante. Em uma modalidade, a célula hospedeira
€ uma célula microbiana, isto €, uma célula de uma bactéria, fungo, levedura
ou outros eucariotas unibelulares, procariotos e virus. Os sistemas comu-
mente usados para pfoduzir proteinas ou peptideos recombinantes incluem
certas células bacterianas, particularmente E. coli, por causa de seus reque-
rimentos de crescimento relativamente baratos e capacidade de potencial
para produzir proteina em culturas de batelada grandes. Levedura é também

usada para expressar proteinas e peptideos biologicamente relevantes, par-

- ticularmente para propdsitos de pesquisa. Sistemas incluem Saccharornyces

cerevisiae ou Pichia pastoris. Estes sistemas sdo bem caracterizados, for-
necem em geral niveis aceitaveis de expressdo de proteina total e sio
comparativamente rapidos e baratos. Sistemas de expressdo de célula de

inseto também emergiram como uma alternativa para expressar proteinas
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recombinantes em forma biologicamente ativa. Em alguns casos, proteinas
corretamente dobradas que sdo pos-translacionalmente modificadas podem
ser produzidas. Sistemas de expressédo de célula mamifera, como células de

ovario de hamster chinés, também foram usados para a expressao de pro-

teinas recombinantes. Em uma escala pequena, estes sistemas de expressao

sdo freqlientemente eficazes. Certos biolc')gicds podem ser derivados de
proteinas mamiferas, particularmente em aplicagbes de saude animal ou
humana. Em outra modalidade, a célula hospedeira € uma célula de planta,
incluindo, mas nao limitada a, uma célula de tabaco, milho, uma célula de uma
espécie de Arabidopsis, célula de batata ou de arroz. Em outra modalidade,
um organismo multicelular é analisado ou modificado no processo, incluindo
mas nao limitado a um organismo transgénico. Técnicas para analisar e/ou
modificar um organismo multicelular sdo em geral com base nas técnicas
descritas para modificar as células descritas abaixo.

_ Em uma modalidade, a célula hospedeira pode ser um proca-
rioto- como uma célula bacteriana incluindo, mas nao limitada a uma .es-
pécie de Escherichia ou Pseudomonas. Células bacterianas tipicas séo
descritas, por exemplo, em "Biological Diversity:‘ Bacteria and Archaeans”,
a chapter ofthe On-Line Biology Book, fornecido por Dr MJ Farabee
do Estrella Mountain Community College, Arizona, USA em URL:
http://www.emc.maricopa.edu/facuity/farabee/BIOBK/BioBookDiversity 2.html.

Em certas modalidades, a célula hospedeira pode ser uma célula
de Pseudomonas, e pode tipicamente ser uma célula de P. fluorescens. Em
outras modalidades, a célula hospedeira pode também ser uma célula de E.
coli. Em outra modalidade a célula hospedeira pode ser uma célula eucari6-
tica, por exemplo uma célula de inseto, incluindo mas nao limitada a uma
célula de uma espécies de Spodoptera, Trichoplusia, Drosophila ou Estig-
mene, ou uma célula mamifera, incluindo mas nao limitada a uma célula mu-
rina, uma célula de hamster, um macaco, um primata ou uma célula humana.

Em certas fnodalidades, a célula hospedeira € uma célula de
Pseudomonad, e pode ser por exemplo um organismo de P. fluorescens.

Em uma modalidade, a célula hospedeira pode ser um membro
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de qualquer da taxa bacteriana. A célula pode, por exemplo, ser um membro
de qualquer espécie de eubactéria. O hospedeiro pode ser um membro
qualquer um da taxa: Acidobacteria, Actinobacteira, Aquificae, Bacteroidetes,
Chlorobi, Chlamydiae, Choroflexi, Chrysiogenetes, Cyanobacteria, Deferri-
bacterés, Deinococcus, Dictyoglomi, Fibrobacteres, Firmicutes, Fusobacteria,
Gemmatimonadetes, Lentisphaerae, Nitrospirae, Planctomycetes, Proteo-
bacteria, Spirochaetes, Thermodesulfobacteria, Thermomicrobia, Thermoto-
gae, Thermus (Thermales) ou Verrucomicrobia. Em uma modalidade de uma
célula hospedeira eubacteriana, a célula pode ser um membro de qualquer
espécie de eubactéria, excluindo Cyanobacteria.

O hospedeiro bacteriano pode também ser um membro de
qualquer espécie de Proteobacteria. Uma célula hospedeira proteobacteriana
pode ser um membro de qualquer um da taxa Alphaproteobacteria, Beta-
proteobactéria, Gammaproteobacteria, Deltaprofeobacteria ou Epsilonprote-
obacteria. Além disso, o hospedeiro pode ser um membro de qualquer um da |
taxa A/phapfoteobacteria, Betaproteobacteria, or Gamrnaproteobacteria, e
um membro de qualquer espécie de Gammaproteobécteria.

' Em uma modalidade de um hospedeiro Gammaproteobacteriano,
o hospedeiro serda o membro de qualquer um da taxa Aeromonadales, Alte-
romonadales, Enterobacteriales, Pseudomonadales ou Xanthomonadales; ou
um membro de qualquer especie dos Enterobacteriales ou Pseudomonadales.
Em uma modalidade, a célula hospedeira pode ser da ordem Enterobacteri-
ales, a célula hospedeira sera um membro da familia Enterobacteriaceae, ou
um membro de qualquer um dos géneros EMinia, Escherichia ou Serratia; ou
um membro do género Escherichia. Em uma modalidade de uma célula
hospedeira da ordem Pseudomonadales, a célula hospedeira sera um mem-

bro da familia Pseudomonadaceae, até mesmo do género Pseudomonas.

“Hospedeiros de proteobacterianos gama incluem os membros das espéecies

Escherichia coli e membros das espécies Pseudomonas fluorescens.
Outros organismos de Pseudomonas podem também ser uteis.
Pseudomonads e éspécies estritamente relacionadas incluem Proteobacteria

Gram (-) Subgrupo 1, que inclui o grupo de Proteobacteria que pertence as
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familias e/ou gé'neros descritos como "Gram-Negative Aerobic Rods and
Cocci" por R.E. Buchanan e N.E. Gibbons (eds.), Bergey's Manual of Deter-
minative Bacteriology, pags. 217-289 (82 ed., 1974) (The Williams & Wilkins
Co., Baltimore, MD, USA) (doravante "Bergey (1974)"). A tabela a seguir

apresenta estes familias e géneros de organismos.

As familias e géneros listados na Parte, "Gram-Negative Aerobic
Rods and Cocci" (em Bergey (1974))

Gluconobacter
- Pseudomonas
Familia I. Pseudomonadaceae
Xanthomonas

Zoogloea

Azomonas
Familia 1l. Azotobacteraceae Azotobacter

Beijerinckia

Derxia

Agrobacterium
Familia lll. Rhizobiaceae

Rhizobium

Familia IV. Methylomonadaceae Methylococcus

Methylomonas

Halobacterium
Familia V. Halobacteriaceae

Halococcus

Acetobacter
Alcaligenes
Bordetella

Brucella

Outros géneros

Francisella

Thermus

"Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 1" também inclui Proteobacte-

ria que seria classificada neste titulo de acordo com os critérios usados na
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classificagdo. O titulo também inclui grupos que foram previamente classifi-
cados nesta se¢ao mas nao sao mais, como os géneros Acidovorax, Bre-
vundimonas, Burkholderia, Hydrogenophaga, Oceanimonas, Ralstonia e
Stenotrophomonas, o género Sphingomonas (e o género Blastomonas, dele
derivado), que foi criado reagrupando organismos pertencentes (e previa-
mente chamados espécie de) ao género Xanthomonas, ao género Acido-
monas, que foi criado reagrupando os organismos pertencentes ao génerb

Acetobacter conforme definido em Bergey (1974). Além disso, hospedeiros

“podem incluir células do género Pseudomonas, Pseudomonas enalia (ATCC

14393), Pseudomonas nigrifaciens (ATCC 19375) e Pseudomonas putrefa-
ciens (ATCC 8071), que foram reclassificados respectivamente como Alte-
romonas haloplanktis, Alteromonas nigrifaciens e Alteromonas putrefaciens.
Similarmente, por exemplo, Pseudomonas acidovorans (ATCC 15668) e
Pseudomohas testosteroni (ATCC 11996) foram reclassificados como Co-
mamonas acidovorans e Comamonas testosteroni, respectivamente; e
Pseudomonas nigrifaciens (ATCC 19375) e Pseudomonas piscicida (ATCC
15057) foram reclassificads respectivamente como Pseudoalteromonas ni-
grifaciens e Pseudoalteromonas pisCicida. "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo
1" também inclui Proteobacteria classificadas como pertencentes a qualquer
uma das familias: Pseudomonadaceae, Azotobacteraceae (agora frequen-
temente chamada pelo _sinénimo, o "grupo de Azotobacter" de Pseudomo-
nadaceae), Rhizobiaceae e Methylomonadaceae (agora freqlientemente
chamada pelo sinénirho, "Methylococcaceae"). Consequentemente, além
daqueles géneros do contrario descritos aqUi, outros géneros de Proteobac-
terial caindo dentro de "Proteobacteria Gra‘m(-) Subgrupo 1" incluem: 1)
bactérias do grupo de Azotobacter do género Azorhizophilus; bactérias da
familia Pseudomonadaceae dos géneros Cellvibrio, Oligella e Teredinibacter,
3) bactérias da familia Rhizobiaceae dos géneros Chelatobacter, Ensifer,
Liberibacter (também chamado "Candidatus Liberibacter") e Sinorhizobium; e
4) bactérias da familia Methylococcaceae dos géneros Methylobacter, Meth-
ylocaldum, Methylomicrobium, Methylosarcina e Methylosphaera.

Em outra modalidade, a célula hospedeira é selecionada de
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"Proteobacteria Gram (-) Subgrupo 2". "Proteobacteria Gram (-) Subgrupo 2" é
definido como o grupo de Proteobacteria dos géneros a seguir (com os nu-
meros totais das cepas depositadas publicamente disponiveis listadas no

catalogo destes indicadas entre paréntese, todas depositadas na ATCC,

~exceto como do contrario indicado): Acidomonas (2); Acetobacter (93); Glu-

conobacter (37); Brevundimonas (23); Beijjerinckia (13); Derxia (2); Brucella
(4); Agrobacterium (79); Chelatobacter (2); Ensifer (3); Rhizobium (144), Si-
norhizobium -(24); Blastomonas (1), Sphingomonas (27); Alcaligenes (88);
Bordetella (43); Burkholderia (73); Ralstonia (33); Acidovorax (20); Hydro-
genophaga (9); Zoogloea (9); Methylobacter (2); Methylocaldum (1 em
NCIMB), Methylococcus (2); Methylomicrobium (2); Methylomonas (9); Meth-

ylosarcina ‘(1); Methylosphaera; Azomonas (9); Azorhizophilus (5); Azoto-

“bacter (64); Cellvibrio (3); Oligella (5); Pseudomonas (1139); Francisella (4);

Xanthomonas (229); Stenotrophomonas (50); e Oceanimonas (4).

Espécies de célula hospedeira exemplares de "Proteobacteria
'Gram.(-) Subgrupo 2" incluem, mas n&o séo limitadas as bactérias a seguir
(com os numeros -de depdsito de ATCC ou outros de cepa(s) exemplar(es)
destas mostrados entre paréntese): Acidomonas methanolica (ATCC 43581);
Acetobacter aceti (ATCC 15973); Gluconobacter oxidans (ATCC 19357);
Brevundimonas diminuta (ATCC 11568); Beijerinckia indica (ATCC 9039 e
ATCC 19361); Derxia gumrnosa (ATCC 15994); Brucella melitensis (ATCC
23456), Brucella abortus (ATCC 23448); Agrobacterium tumefaciens (ATCC
23308), Agrobacterium radiobacter (ATCC 19358), Agrobacterium rhizogenes
(ATCC 11325); Chelatobacter heintzii (ATCC 29600); Ensifer adhaerens
(ATCC 33212); Rhizobium leguminosarum (ATCC 10004); Sinorhizobium
fredii (ATCC 35423); Blastomonas natatoria (ATCC 35951); Sphingomonas
paucimobilis (ATCC 29837); Alcaligenes faecalis (ATCC 8750); Bordetella
pertussis (ATCC 9797); Burkholderia cepacia (ATCC 25416); Ralstonia pic-
kettii (ATCC 27511), Acidovorax facilis (ATCC 11228); Hydrogenophaga flava
(ATCC 33667); Zoogloea ramigera (ATCC 19544); Methylobacter luteus
(ATCC 49878); Methylocaldum gracile (NCIMB 11912); Methylococcus cap-
sulatus (ATCC 19069), Methylomicrobium agile (ATCC 35068); Methy/orho-
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nas methanica (ATCC 35067); Methylosarcina fibrata (ATCC 700909); Meth-
ylosphaera hansonii (ACAM 549); Azomonas agilis (ATCC 7494); Azorhizo-
philus paspali (ATCC 23833); Azotobacter chroococcum (ATCC 9043); Cell-
vibrio mixtus (UQM 2601); Oligella urethralis (ATCC 17960); Pseudomonas
aeruginoéa (ATCC 10145), Pseudomonas fluorescens (ATCC 35858); Fran-
cisella tularensis (ATCC 6223); Stenotrophomonas ma/tophilia (ATCC 13637);
Xanthomonas campestris (ATCC 33913); e Oceanimonas doudoroffii (ATCC
27123). '

Em outra modalidade, a célula hospedeira é selecionada de
"Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 3". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 3" é
déﬁnida como o grupo de Proteobacteria dos seguintes géneros: Brevundi-
monas; Agrobacterium; Rhizobium; Sinorhizobium; Blastomonas; Sphingo-
monas; Alcaligenes; Burkholderia; Ralstonia; Acidovorax; Hydrogenophaga,
Methy/obaéter, Methylocaldum; Methylococcus; Methylomicrobium; Meth-
ylomonas; Methylosarcina; Methylosphaera; Azomonas; Azorhizophilus; A-
zotobacter; Cellvibrio; Oligella; Pseudomonas; Teredinibacter; Francisella;
Stenotrophomonas; Xanthomonas; e Oceanimonas.

Em outra modalidade, a célula hospedeira é selecionada de
"Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 4". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 4" é
definida como o grupo de Proteobacteria dos seguintes géneros: Brevundi-
monas; Blastomonas, Sphingomonas; Burkholderia; Ralstonia; Acidovorax;
Hydrogenophaga; Methylbbacter, Methylocaldum; Methy/ococcus; Methylo-
microbium; Methylomonas; Methylosarcina; Methylosphaera; Azomonas; A-
zorhizophilus; Azotobacter, Cellvibrio; Oligella; Pseudomonas; Teredinibacter,
Francisella; Stenotrophomonas;, Xanthomonas; € Oceanimonas.

| Em outra modalidade, a célula hospedeira & selecionada de
"Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 5". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 5" é
deﬁnidé como o grupo de Proteobacteria dos seguintes géneros: Methylo-
bacter; Methylocaldum; Methylococcus; Methylomicrobium; Methylomonas;
Methylosarcina; Methylosphaera; Azomonas; Azorhizophilus; Azotobacter,
Cellvibrio; Oligella; Pseudomonas; Teredinibacter, Francisella; Stenotro-

phomonas; Xanthomonas; e Oceanimonas.
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A célula hospedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria
Gram(-) Subgrupo 6". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 6" é definida como o
grupo de Proteobacteria dos seguintes géneros: Brevundimonas; Blastomo-

nas; Sphingomonas; Burkholderia; Ralstonia; Acidovorax; Hydrogenophaga;

' Azomonas; Azorhizophilus; Azotobacter, Cellvibrio; Oligella; Pseudomonas,

Teredinibacter, Stenotrophomonas, Xanthomonas; e Oceanimonas.

A célula hospedeira pode ser selecionada de "Protecbacteria
Gram(-) Subgrupo 7". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 7" & definida como o
grupo de Proteobacteria dos seguintes géneros: Azomonas; Azorhizophilus;
Azotobacter, Cellvibrio; Oligella; Pseudomonas; Teredinibacter, Stenotro-
phomonas; Xanthomonas; e Oceanimonas.

A célula hospedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria
Gram(-) Subgrupo 8". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 8" € definida como o
grupo de Proteobacteria dos seguintes géneros: Brevundimonas; Blastormo-
nas; Sphingomonas; Burkholderia; Ralstonia; Acidovorax; Hydrogenophaga;
Pseudomonas; Stenotrophomonas; Xanthomonas; e Oceanimonas.

A célula hospedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria
Gram(-) Subgrupo 9". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 9" é definida como o
grupo de Proteobacteria dos seguintes géneros: Brevundimonas; Burkholde-
ria; Ralstonia; Acidovorax; Hydrogenophaga; Pseudomonas; Stenotropho-
monas; e Oceanimonas. |

A célula hospedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria
Gram(-) Subgrupo 10". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 10" é definida como
o grupo de Proteobacteria dos seguintes géneros: Burkholderia; Ralstonia;
Pseudomonas, Stenotrophomonas; € Xanthomonas.

| Em outra modalidade, a célula hospedeira é selecionada de

"Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 11". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 11"
é definida como o grupo de Proteobacteria dos seguintes géneros: Pseudo-
monas; Stenotrophomonas;, e Xanthomonas. A célula hospedeira pode ser
selecionada de '"Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 12". "Proteobacteria
Gram(-) Subgrupo 12" é definida como o grupo de Proteobacteria dos se-

guintes géneros: Burkholderia, Ralstonia; Pseudomonas. A célula hospedeira
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pode ser selecionada de '"Proteobacteria Gram(-) Subgrupc 13". "Proteo-
bacteria Gram(-) Subgrupo 13" € definida como o grupo de Proteobacteria dos
seguintes géneros: Burkholderia; Ralstonia; Pseudomonas; e Xanthomonas.
A célula hospedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria Gram(-) Sub-
grupo 14". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 14" & definida como o grupo de

Proteobacteria dos seguintes géneros: Pseudomonas e Xanthomonas. A

célula hospedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria Gram(-) Subgrupd

15". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 15" & definida como o grupo de Pro-

‘teobacteria do género Pseudomonas.

| A célula hospedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria
Gram(-) Subgrupo 16". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 16" é definida como
o grupo de Proteobacteria das seguintes espécies de Pseudomonas (com os
nameros de deposito da ATCC ou outros de cepa(s) exempla(es) mostrada(s)
entre paréhteses): Pseudomonas abietaniphila (ATCC 700689); Pseudomo-
nas aeruginosa (ATCC 10145); Pseudomonas alcaligenes (ATCC 14909);
Pseudomonas anguilliseptica .(ATCC 33660); Pseudomonas citronellolis
(ATCC 13674), Pseudomonas flavescens (ATCC '51555); Pseudomonas
mendocina (ATCC 25411); Pseudomonas nitroreducens (ATCC 33634);
Pseudomonas oleovorans (ATCC 8062); Pseudomonas pseudoalcaligenes
(ATCC 17440); Pseudomonas resinovorans (ATCC 14235); Pseudomonas

straminea (ATCC 33636); Pseudomonas agarici (ATCC 25941), Pseudomo-

nas alcaliplaila; Pseudomonas alginovora; Pseudomonas andersonii; Pseu-
domonas a'splenii (ATCC 23835); Pseudornonas azelaica (ATCC 27162);
Pseudomonas beijerinckii (ATCC 19372); .Pseudomonas borealis; Pseudo-
monas boreopolis (ATCC 33662); Pseudomonas brassicacearum; Pseudo-
monaé butanovora (ATCC 43655); Pseudomonas cellulosa (ATCC 55703);
Pseudomonas aurantiaca (ATCC 33663); Pseudomonas chlororaphis (ATCC
9446, ATCC 13985, ATCC 17418, ATCC 17461); Pseudomonas fragi (ATCC
4973); Pseudomonas Ilundensis (ATCC 49968); Pseudomonas taetrolens
(ATCC 4683); Pseudornonas cissicola (ATCC 33616); Pseudomonas coro-
nafaciens; Pseudomonas diterpeniphila; Pseudomonas elongata (ATCC

10144); Pseudomonas flectens (ATCC 12775); Pseudomonas azotoformans;
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Pseudomonas brenneri;, Pseudomonas cedrella; Pseudomonas corrugata
(ATCC 29736); Pseudomonas exagitagdoientalis; Pseudomonas fluorescens
(ATCC 3'5858); Pseudomonas gessardii, Pseudomonas libanensis; Pseu-
domonas mandelii (ATCC 700871); Pseudomonas marginalis (A\TCC 10844);

Pseudomonas migulae; Pseudomonas mucidolens (ATCC 4685); Pseudo-

monas orientalis; Pseudomonas rhodesiae; Pseudomonas synxantha (ATCC
9890); Pseudomonas tolaasii (ATCC 33618); Pseudornonas veronii (ATCC
700474); Pseudomonas frederiksbergensis, Pseudomonas geniculata (ATCC
19374); Pseudomonas gingeri; Pseudomonas graminis; Pseudomonas gri-
montii; Pseudomonas halodenitrificans; Pseudomonas halophila; Pseudo-
monas hibiscicola (ATCC 19867); Pseudomonas huttiensis (ATCC 14670);
Pseudomohas hydrogenovora; Pseudomonas jessenii (ATCC 700870);
Pseudomonas kilonensis;, Pseudomonas lanceolata (ATCC 14669); Pseu-
domonas lini; Pseudomonas margihata (ATCC 25417); Pseudomonas me-
phitica (ATCC 33665); Pseudomonas denitrificans (ATCC 19244); Pseudor-
nonas pertucinogena (ATCC 190); Pseudomonas pictorum (ATCC 23328);
Pseudomonas psychrophila; Pseudornonas fulva (ATCC 31418); Pseudo-
monas monteilii (ATCC 700476); Pseudomonas mosselii, Pseudomonas ory-
Zihabitans (AT CC 43272), Pseddomonas plecoglossicida (ATCC 700383);
Pseudomonas putida (ATCC 12633); Pseudornonas reactans; Pseudornonas
spinosa (ATCC 14606), Pseudomonas balearica; Pseudomonas luteola
(ATCC 43273); Pseudomonas stutzeri (ATCC 17588); Pseudomonas amyg-
dali (ATCC 33614); Pseudomonas avellanae (ATCC 700331); Pseudomonas
caricapapayae (ATCC 33615); Pseudomonas cichorii (ATCC 10857); Pseu-
domonas ficuserectae (ATCC 35104); Pseudomonas fuscovaginae; Pseu-
domonas meliae (ATCC 33050); Pseudornonas syringae (ATCC 19310);
Pseudomonas viridiflava (ATCC 13223); Pseudomonas therrnocarboxidovo-
rans (ATCC 35961); Pseudomonas thermotolerans; Pseudomonas thiverva-
lensis; Pseudomonas vancouverensis (ATCC 700688); Pseudomonas
wisconsinensis; e Pseudomonas xiamenensis.

A célula -hospedeiré pode ser selecionada da "Proteobacteria

Gram(-) Subgrupo 17". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 17" é definida cdmo
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o grupo de Proteobacteria conhecida na técnica como as "Pseudomonads
fluorescentes” incluindo aquelas pertecentes, por exemplo, as seguintes es-
pécies de Pseudomonas: Pseudomonas azotoformans, Pseudomonas
brenneri; Pseudomonas cedrellé; Pseudomonas corrugata; Pseudomonas
exagitégéoientalis; Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas gessardii,
Pseudomonas libanensis; Pseudomonas mandelii; Pseudomonas marginalis;
Pseudomonas migulae; Pseudomonas mucidolens; Pseudomonas orientalis;

Pseudomonas rhodesiae; Pseudomonas synxantha; Pseudomonas tolaasii; e

- Pseudomonas veronii.

A célula hospedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria
Gram(-) Subgrupo 18". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 18" é definida como
o grupo de todas as subespécies, variedades, cepas e outras unidades
sub-especiais das espécies Pseudomonas fluorescens, incluindo aquelas
pertecenteé, por exemplo, as seguintes (com 0s numeros de depésito de
ATCC ou outros de cepa(s) exemplar(es) mostrados entre parénteses): |
Pseudomonas fluorescens biofipo A, também chamada biovar 1 ou biovar |
(ATCC 13525); Pseudomonas fluorescens biotipo B, também chamada biovar
2 ou biovar Il (ATCC 17816); Pseudomonas fluorescens biotipo C, também
chamada biovar 3 ou biovar Ill (ATCC 17400); Pseudomonas fluorescens
biotipo F, também chamada biovar 4 ou biovar IV (ATCC 12983); Pseudo-
monas fluorescens biotipo G, também chamada biovar 5 ou biovar V (ATCC
17518); Pseudomonas fluorescens biovar VI; Pseudomonas fluorescens
Pf0-1; Pseudomonas ﬂuorescens-Pf—S (ATCC BAA-477); Pseudomonas flu-
oréscens SBW?25; and Pseudomonas ﬂuofescens subsp. cellulosa (NCIMB
10462). ' '

_ A célula hospedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria
Gram (-) Subgrupo 19". "Proteobacteria Gram (-) Subgrupo 19" € definida
como d grupo de todas as cepas de Pseudomonas fluorescens biotipo A. Uma
cepa tipica deste biotipo é a cepa de-P. fluorescens MB101 (ver patente US N°
5.169.760 de Wilcox), e derivados desta. Um exemplo de um derivado desta é
a cepa de P. fluorescens MB214, construida inserindo no I6cus de asd cro-

mossAmico de MB 101 (gene de aspartato desidrogenase), uma construgdo
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nativo de E. coli de Placl-lacl-lacZYA (isto é em que PlacZ foi deletado).

Cepas de P. fluorescens adicionais que podem ser usadas na
presente 'invengéo incluem Pseudomonas fluorescens Migula e Pseudomo-
nas fluorescens Loitokitok, enquanto tendo as designagdes de ATCC a seguir:

A célula hospedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria
Gram(-) Subgrupo 19". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 19" é definida como
o grupo de todas as cepas de Pseudbmonas fluorescens biotipo A. Uma cepa
tipica A tipica deste biotipo é cepa de P. fluorescens MB101 (ver Patente US
N° 5.169.760 de Wilcox), e derivados destes. Um exemplo de um derivado
deste é a cepa de P. fluorescens MB214, construida inserindo dentro do I6cus
de asd cromossdmico de MB 101 (gene de aspartato desidrogenase), a
construgéo‘ nativa de P1acl-lacl-lacZYA de E. coli (isto € em que PlacZ foi
deletado). »

Cepas adicionais de P. Fluorescens que podem ser usadas na
presente invengdo incluem Pseudomonas fluorescens Migula e Pseudomo-
nas fluorescens Loitokitok, tendo as seguintes designacoes da ATCC: [NCIB
8286]; NRRL B-1244; NCIB 8865 cepa CO1; NCIB 8866 cepa CO2; 1291
[ATCC 17458]j IFO 15837; NCIB 8917; LA; NRRL B-1864; pirrolidina; PW2
[ICMP 3966; NCPPB 967; NRRL B-899]; 13475; NCTC 10038; NRRL B1603
[6; IFO 15840}, 52-1C; CCEB 488-A [BU 140]; CCEB 553 [IEM 15/47j; IAM
1008 [A1-H-27]; IAM 1055 [AHH-23]; 1 [IFO 15842]; 12 [ATCC 25323; NTH 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 LA]; 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 [PJ 686]; 206
[PJ 692]; 207 [PJ 693]; 208 [PJ 722]; 212 [PJ 832]; 215 [PJ 849]; 216 [PJ 885];
267 [B-9]; 271 [B-1612]; 401 [C71A, I[FO 15831; PJ 187]; NRRL B-3178 [4; IFO
15841]; KY 8521; 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;
A506 [A5-06]; A505 [A5-05-1]; A526 [A5-26]; B69; 72; NRRL B-4290; PMW6
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[NCIB 11615]); SC 12936; Al [IFO 15839]; F 1847 [CDC-EB]; F 1848 [CDC 93];
NCIB 10586; P17, F-12; AmMS 257; PRA25; 6133D02; 6519E01; N1,
SC15208; BNL-WVC; NCTC 2583 [NCIB 8194]; H13; 1013 [ATCC 11251;
CCEB 295]; IFO 3903; 1062; ou Pf-5.

| Outros hospedeiros adequados incluem aqueles classificados em
outras partes da referéncia, como Proteobactérias Gram (+). Em uma moda-
lidade, a célula hospedeira é um E. coli. A seqiléncia de genoma para E. coli
foi estabelecida para MG1655 de E. coli (Blattner, et al. (1997) The complete

‘genome sequence of Escherichia coli K-12 Science 277(5331): 1453-74) e

microarranjo de DNA estao comercialmente disponiveis para K12 de E. coli
(MWG Inc, High Point, NC). E. coli pode ser cultivado em um meio rico como
Luria-Bertani (LB) (10 g/L de triptona, 5 g/L de NaCl, 5 g/L de extrato de le-
vedura) ou um meio minimo definido como M9 (6 g/L de Na,HPOQ,, 3 g/L de
KH,PO4, 1' g/L de NH4CI, 0,5 g/L NaCl, pH 7,4)' com uma fonte dé carbono
apropriada como 1% de glicose. Habitualmente, uma cultura durante a noite |
de células de E. coli é diluida e inoculadas em meio fresco rico ou minimo em
um frasco agitador ou um fermentador e crescida a 37°C.
| Um hospédeiro pode também ser de origem mamifera, como uma
célula derivada de um mamifero incluindo qualquer mamifero humano ou
nao-humano. Mamiferos podem incluir, mas ndo sdo limitados a primatas,
macacos, porcino, ovino, bovino, roedores, ungulado_, porcos, suinos, ovelha,
carneiro, cabras, gado,_ cervos, mulas, cavalos, macacos, bugios, cachorros,
gatos, ratos e camundongos. '
Uma célula hospedeira pode témbém ser de origem de planta.
Qualquer planta pode ser selecionada para a identificacdo de genes e se-
quéncias reguladoras. Exemplos de alvos de planta adequados para o iso-
lamento de genes e seqliéncias reguladoras incluiriam mas ndo limitariam a
alfafa, macga, abricd, Arabidopsis, alcachofra, racula, aspargos, abacate, ba-
nana, cevada, feijoes, beterraba, amora-preta, mirtilo, brécolos, cou-
ve-de-bruxelas, repolho, 6leo de canola, cantalupo, cenoura, mandioca,
mamona, couve-flor, aipo, cereja, chicoria, coentro, citrico, clementinas, trevo,

coco, café, milho, algodao, oxicoco, pepino, abeto de Douglas, berinjela, en-
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divia, escarola, eucalipto, funcho, figos, alho, cabaco, uva, toronja, melao
honeydew, jicama, kiwi, alface, alho-porrd, limdo, lima, pinheiro-amarelo,
linhaga, manga, meldo, cogumelo, nectarina, noz, aveia, 6leo de palma, éleo

de colza, quiabo, azeitona, cebola, laranja, uma planta ornamental, palma,

‘mamao, salsa, pastinaca, ervilha, péssego, amendoim, péra, pimenta, caqui,

pinheiro, abacaxi, musa, ameixa, roma, alamo, batata, jerimum, marmelo,
pinho, radicchio, rabanete, colza, framboesa, arroz, centeio, sorgo, pinheiro
do Sul, feijao-soja, espinafre, abobora, morango, beterraba-agucareira, ca-
na-de-agucar, girassol, batata-doce, liquidambar, mexerica, cha, tabaco, to-
mate, triticale, grama, nabo, uma videira, melancia, trigo, inhames e abobrinha.
Em algumas modalidades, plantas uteis no processo sdo Arabidopsis, milho,
trigo, feijdo-soja e algodao. 4

Para expressao de uma proteina ou peptideo recombinante, ou-
para modulagao de um gene compensatorio idenﬁﬁcado, qualquer promotor
de planta pode ser usado. Um promotor pode ser um promotor de RNA po-
Iimeraée Il de planta. Elementos incluidos em promotores de planta podem
ser uma caixa de TATA ou caixa de Goldberg-Hogness, tipicamente posi-
cionada aproximadamente 25 a 35 pares de base a montante (5') do sitio de
iniciagao de transcrigéo, e a caixa de CCAAT, localizada entre 70 e 100 pares
de base a montante. Em plantas, a caixa de CCAAT pode ter uma seqliéncia
de consenso diferente que a seqijéncia funcionalmente analoga dos promo-
tores mamiferos (Messing et al., Em: Genetic Engineering of Plants, Kosuge
et al,, eds., pags. 211-227, 1983). Virtualmente além disso, todos promotores
incluem sequéncias de ativagdo ou intensificadores adicionais a montante
(Benoist e Chambon, Nature 290:304-310, 1981; Gruss et al., Proc. Nat. Acad.
Sci. USA 78:943-947, 1981; e Khoury e Gruss, Cell 27:313-314, 1983) es-
tendendo-se por volta de -100 bp a -1.000 bp ou mais a montante do sitio de
iniciagéao de transcrig&o.
EXPRESSAO DE PROTEINA OU PEPTIDEO RECOMBINANTE

Como descrito abaixo, uma célula ou organismo hospedeiro pode

ser criado para expressar proteina ou peptideo recombinante usando técnicas

padrao. Por exemplo, proteina recombinante pode ser expressada de um
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vetor ou de um gene exogeno inserido no genoma do hospedeiro. Vetores que
podem ser usados para expressar proteinas exdgenas sdo bem conhecidos
na técnica e sao descritos abaixo. Genes para expressar proteina ou peptideo
recombinante podem também ser inseridos no genoma usando técnicas como
recombinagao homologa ou heteréloga, como descritas abaixo.

A proteina ou peptideo recombinante pode ser expressado apos
indugdo com um composto quimico sob expresséo de um gene enddgeno ou

de produto de gene. A proteiha recombinante pode também ser expressa

‘quando a célula hospedeira for colocada em um ambiente particular. Ele-

mentos promotores especificos sdo descritos abaixo. Estes incluem, mas nao
sdo limitados a, promotores que podem ser induzidos sob tratamento da cé-
lula com quimicas como IPTG, benzoato ou antranilato.
PROTEINAS/PEPTIDEOS RECOMBINANTES

A celula hospedeira foi projetada para expressar uma proteina ou

peptideo recombinante. Este pode ser de qualquer espécie e de qualquer |
tamanho. Porém, em certas modalidades,' a proteina ou peptideo recombi-
nante € uma proteina ou peptideo terapeuticamente atil. Em algumas moda-
lidades, a proteina pode ser uma proteina mamifera, por exemplo uma pro-
teina humana, e pode ser, por exemplo, um fator de crescimento, uma citocina,

um quimiocina ou uma proteina de sangue. A proteina ou peptideo recom-

binante pode ser expressado primariamente em uma forma inativa na célula

hospedeira. Em certas modalidades, a proteina ou peptideo recombinante é
menos que 100 kD, menos que 50 kD ou menos que 30 kD em tamanho. Em
modalidades de ceratina, a proteina ou peptideo recombinante € um peptideo
de pelo menos 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ou 100 aminoacidos.

Vetores de expressao existentes permitem a produgéo de prote-
ina recombinante em E. coli. Para todos estes sistemas de expressao de
proteina procedimentos de clonagem rotineiros como descritos mais cedo
podem ser seguidos (Sambrook, et al. (2000) Molecular cloning: A laboratory
manual, terceira edigdo, Cold Spring Harbor, Nova lorque, Cold Spring Harbor
Laboratory Press).

O sistema expressdo Champion® pET fornece um nivel alto de
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producgdo de proteina. Expressdo € induzida do promotor de T7lac forte. Este
sistema tira proveito da atividade alta e especificidade da bacteriéfago T7
RNA poli'mera'se para transcri¢gao de nivel alto do 'gene de interesse. O ope-

rador de lac localizado na regido de promotor fornece regulagdo mais firme

que os vetores baseados.em T7 tradicionais, melhorando a estabilidade do
‘plasmideo e viabilidade da célula (Studier, F. W. e B. A. Moffatt (1986) Use of

bacteriophage T7 RNA polymerase to direct selective high-level expression of
cloned genes Journal of Molecular Biology 189(1): 113-30; Rosenberg, et al.
(1987) Vectors for selective expression of cloned DNAs by T7 RNA poly-
merase Gene 56(1): 125-35). O sistema de expressao de T7 usa o promotor
de T7 e T7 RNA polimerase (T7 RNAP) para transcrigao de nivel alto do gene
de interesse. Expressao de nivel alto é alcangada em sistemas de expressao
de T7 porque o T7 RNAP é mais processiva que E. coli RNAP nativa e & de-
dicada a transcricdo do gene de interesse. Expres.séo do gene identificado €
induzida fornecendo uma fonte de T7 RNAP na célula hospedeira. Isto é rea-
lizado usando um hospede de E. coli de BL21 contendo uma cépia cromos-
sdmica do gene de T7 RNAP. O gene de T7 RNAP esta sob o controle do
promotor lacUV 5 que pode ser induzido por IPTG. T7 RNAP & expressado em
inducéo e transcreve o gene de interesse.

O sistema de expressao de pBAD permite expressao firmemente
controlada, titulavel da proteina recombinante através da presenca de fontes
de carbono especificas como glicose, glicerol e arabinose (Tight regulation,
modulation, and high-level expression by vectors. containing the arabinose
PBAD promote" Journal of Bacteriology 177(14): 412130). Os vetores de
pBAD sao proj‘etados exclusivamente para dar controle' preciso nos niveis de
expressao. Expresséo de gene heterdélogo dos vetores de pBAD ¢ iniciada no
promotor de araBAD. O promotor é positiva e negativamente regulado pelo
produto do gene de araC. AraC é um regulador transcripcional que forma um
complexo com L-arabinose. Na auséncia de L-arabinose, o dimero de AraC
bloqueia a transcrigdo. Para ativagao transcripcional maxima dois eventos sdo
requeridos: (i.) L-arabinose ligue a AraC permitindo a transcricdo comegar. (ii.)
O complexo de proteina de ativador de cAMP (CAP)-cAMP liga ao DNA e
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estimula a ligagao de AraC na localizagao correta da regiao de promotor.

O sistema de expressao de trc permite nivel alto, expresséo re-
gulada em E. coli do promotor de trc. Os vetores de expressao de trc foram
otimizados para expressao de genes eucarioticos em E. coli. O promotor de
trc é um promotor hibrido forte derivado dos promotores triptofano (trp) e
lactose (lac). Ele é regulado pelo operador de /acO e o produto do gene de
lac® (Brosius, J. (1984’) Toxicity of an overproduced foreigh gene product in
Escherichia coli and its use in plasmid vectors for the selection of transcription
terminators Gene 27(2): 161-72). '

A invengdo também inclui a célula hospedeira recombinante
melhorada que € produzida pelo processo reivindicado. Em uma modalidade,
a invengao inclui uma célula produzida pelo processo descrito. Em outra
modalidade, a invengao inclui uma célula ou organismo hospedeiro que ex-
pressa uma proteina recombinante que foi geneticamente modificada para
reduzir a expressdo de pelo menos duas proteases. Em outras modalidades,
a invengao inclui uma célula ou organismo hospedeiro que expressa uma
proteina recombinante que foi geneticamente modificada para reduzir a ex-
pressdo de pelo menos uma protease selecionada do grupo que consiste em
produtos de genes de hslV, hslU, clpX, clpA e clpB, e em certas submoda-
liddes, a célula ou organismo foi modificado para reduzir a expressdo de HslV
ou HslU. Em certas modalidades, a célula ou organismo ‘hospedeiro modifi-
cado expressa uma protéina derivada mamifera récombinante, e pode ex-
pressar proteina derivéda que pode ser horménio de crescimento humano
para um humano recombinante. A célula pode ser modificada por qualquer
técnica conhecida na técnica, por exemplo por uma técnica em que pelo -
menos um gene de protease € knock-out do genoma, ou mutando pelo menos

um gene de protease para reduzir a expressao de uma protease, ou alterando

- pelo menos um promotor de pelo menos um gene de protease para reduzir

expressao de uma protease.
Em outra modalidade, hospedeiro ou organismo que expressam
uma proteina recombinante que é apresentada que foi geneticamente modi-

ficada para aumentar a expresséo de pelo menos um, pelo menos dois mo-
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duladores de dobramentos, ou pelo menos trés moduladores de dobramentos.
Em certas submodalidades, os moduladores de dobramentos ndo sao subu-
nidades de modulador de dobramentos. O modulador de dobramento pode

ser selecionado do grupo que consiste em produtos de genes de cbpA, hipG,

“dnaK, dnadJ, fkbP2, groES e groEL, e, em certas submodalidades, pode ser

htpG ou cbpA. A célula ou organismo hospedeiro podem, em um exemplo
nao-limitativo, expressar uma proteiha mamifera, como uma proteina humana.
A proteina pode ser hormdnio de crescimento humano. O modulador ou
moduladores de dobramento podem ser aumentados, por exemplo, incluindo
um vetor de expressao como descrito aqui na célula. A expressao de modu-
lador de dobramento pode também ser aumentada, por exemplo, mutando um
promotor de um modulador de dobramento ou subunidade de modulador de
dobramento. Uma célula ou organismo hospedeiro_ que expressa uma prote--
ina recombinante pode também ser geneticamente modificado para aumentar
a expressao de pelo menos um modulador de dobramento e diminui a ex-
pressdo de pelo menos uma protease ou proteina de protease. Organismos
compreendendo uma ou mais células produzidas pelo processo descrito es-
tdo também inclusos na invengéo. '

ETAPA |I: ANALISE DE UM PERFIL GENETICO PARA IDENTIFICAR UM
GENE OU PRODUTO DE GENE COMPENSATORIO QUE E EXPRESSADO
EM UM NIVEL MAIS ALTO NA CELULA RECOMBINANTE

O processo da invengao inclui analisar um perfil genético da cé-

lula recombinante para identificar um gene compensatério ou produto de gene
que sao expressados a um nivel mais alto na célula recombinante que em ou
uma célula hospedeira que nao foi modificada para expressar a proteina re-
combinante ou uma célula recombinante que nao estao expressando a pro-
teina recombinante.

Um "perfil genético” como aqui usado pode incluir genes em um

genoma, mRNA transcreveram de genes no genoma ou cDNA derivaram de

'mRNA transcrito de genes no genoma. Um perfil genético pode também in-

cluir produtos de transcricdo que foram modificados por uma célula como

variantes de encaixe de genes em sistemas eucariéticos, ou proteinas
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transladadas dos genes em um genoma, incluindo proteinas que sao modi-
ficadas pela célula ou transladadas de variantes de encaixe de mRNA trans-
ladado do genoma. Um perfil genético € significado referir-se somente a ana-
lise simulténea de entidades multiplas, como em um arranjo ou outro sistema
de multiplexagao, incluindo analise de borrdo simultdnea mdltipla ou croma-
tografia de coluna com pares de ligagado de multiplos ligados ao pacote. De
acordo com a invengéo, pelo menos 5, 10, 25, 50, 70, 80, 90 ou 100 ou maié

genes ou produtos de gene sdo analisados simultaneamente.

' TRANSCRIPTOMA

Em uma modalidade, o perfil genético analisado € um perfil de
transcriptoma. Um transcriptoma completo refere-se ao conjunto completo de
transcrigdbes de mRNA produzidas pelo genoma de uma s6 vez. Ao contrario
do genoma, o transcriptoma é dindmico e varia consideravelmente em cir-
cunstancias divergentes devido aos padrao diferentes de expressao de gene.
Transcriptomicos, o estudo do transcriptoma, € um meio inclusivo de identi- |
ficar padrao de expressdo de gene. O transcriptoma analisado pode incluir o
conjunto conhecido completo de genes transcritos, isto é o contetdo de
mRNA ou cDNA correspondente de uma célula ou organismo hospedeiro de
hospedeiro. O cDNA pode ser uma cadeia de nucleotideos, um polinucleoti-
deo, nucleotideo, molécula de &cido nucléico isolados ou qualquer fragmento
ou complemento destes que originou recombinante ou Sinteticamente e é
bifilamentar ou unifilamentar, de codificagdo e/ou de nao-codificagdo, um
éxon ou um intron de uma molécula de DNA gendémica, ou combinado com
carboidratd, lipidios, proteina ou elementos ou substancias inorganicas. A
cadeia de nucleotideo pode ser pelo menos 5, 10, 15, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 ou 100 nucleotideos em comprimento. O transcriptoma pode também in-

cluir apenas uma porgdo do conjunto conhecido de transcrigbes genéticas.

- Por exemplo, o transcriptoma pode incluir menos que 98%, 95, 90, 85, 80, 70,

60 ou 50% das transcrigdes conhecidas em um hospedeiro. O transcriptoma
pode também ser alvejado a um conjunto especifico de genes.
Em uma modalidade, o processo de triagem pode incluir triagem

usando um arranjo ou um microarranjo para identificar um perfil genético. Em
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outra modalidade, o perfil de transcriptoma pode ser analisado usando pro-
cessos conhecidos como hibridizagdo em ensaios de borrdo como northern
blots. Em outra modalidade, o processo pode incluir processos com base em

PCR como RT-PCR que podem quantificar a expressdo de um conjunto par-

“ticular de genes. Em uma modalidade da invengdo, um gene identificado, por

exemplo uma proteina de modulador de dobramento (FM) ou proteina de
protease, isto € uma protease, peptidase, ou polipeptideo ou co-fator asso-
ciado, é identificada por um processo de triagem de processamento alto. -

O processo pode incluir analisar o perfil de transcriptoma usando
um microarranjo ou técnica equiVaIente. Nesta modalidade, o microarranjo
pode incluir pelo menos uma porgdo do genoma transcrito da célula hospe-
deira, e tipicamente inclui os pares de ligagao para amostras de genes de pelo
menos 50% dos genes transcritos do organismo. Mais tipicamente, o micro-
arranjo ou técnica equivalente inclui os pares de ligagdo para amostras de

pelo menos 80%, 90%, 95%, 98%, 99% ou 100% dos genes transcritos no

genoma da célula hospedeira. Porém, em uma modalidade separada, o mi-

croarranjo pode incluir os pares de ligagdo para um subconjunto selecionado
de genes do gendma, incluindo mas nao limitados a, genes de protease pu-
tativos ou genes de modulador de dobramento putativos. Um microarranjo ou -
técnica equivalente pode tipicamente também incluir os pares de ligagao para
um conjunto de genes que séo usédos como controles, como genes de ma-
nutengdo. Um microarranjo ou técnica equivalente pode também incluir genes
crescidos em cachos em grupos como genes que codificam para proteinas
degradativas, moduladores e co-fatores de dobramentos, proteinas metab6-
licas como proteinas envolvidas em metabolismo de glicose ou aminoacido ou
sintese de nucleobase, fatores de transcricdo, fatores de estabilizacdo de
acido nucléico, genes regulados de sinal extracelular como cinases e recep-
tores ou proteinas de andaime. '

Um microarranjo € em geral formado ligando um numero grande
de péres de ligagao distintos que podem incluir polinucleotideos, aptameros,
quimicas, anticorpos-ou outras proteinas ou peptideos a um suporte solido

como um microfatia, lamina de vidro ou outros, em um padrao definido.
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Contatando o microarranjo com uma amostra obtida de uma célula de inte-
resse e detectando a ligagao dos pares de ligagao expressos na célula que
hibridam com as sequéncias na fatia, o padrao formado pelos polinucleoti-
deos de hibridizagdo permite a identificagdo de genes ou agrupamentos de
genes Cjue sao expressados na célula. Alem disso, onde cada membro ligado
ao suporte solido for conhecido, a identidade dos pares de hibridizagdo com
os da amostra de acido nucléico pode ser identificada. Uma tecnologia de
resisténcia de microarranjo ¢ que permite a identificacdo da expressao de
gene de diferencial simplesmente comparando os padrao de hibridizagdo.

Exemplos de processos de triagem de processamento alto in-
cluem hibridizagao de mRNA de célula hospedeira ou cDNA substanciaimente
correspondente, para um/uns arranjo(s) hidrolizavel(is) ou microarranjo(s). O
arranjo ou microarranjo pode ser um ou mais arranjo(s) de oligbmeros ou
polimeros de acido nucléico ou de analogos de acido nucléico. Em uma
modalidade, o(s) arranjo(s) ou microarranjo(s) sera(do) independente ou co-
letivamente um/uns arranjo(s) bu microarranjo(s) amplo(s) em genoma de
célula hospedeira, contendo uma populagéao de oligc“imeros ou polimeros de
acido nucléico ou de analogos de acido nucléico cujas sequéncias de nucle-
otideo sdo hidrolizaveis em porgdes representativas de todos os genes co-
nhecidos codificar ou prognosticados como codificando F'Ms‘na cepa de ce-
lula hospedeira ou todos os genes conhecidos codificar ou prognosticados
codificar proteases ou proteinas de protease na cepa de célula hospedeira.
Um microarranjo amplo em genoma inclui sequiéncias que ligam a uma porgao
representativa de todas das sequéncias de estrutura de leitura aberta (ORF)
conhecidas ou prognosticadas, como de mRNA ou cDNA correspondente do
hospedeiro.

As sequéncias de oligonucleotideo ou analogos no arranjo tipi-

camente hibridam com as seqliéncias de mMRNA ou de cDNA correspondentes

da célula hospedeira e tipicamente compreendem uma sequéncia de nucleo-
tideo complementar a pelo menos uma por¢édo de uma seqiéncia de mRNA
ou cDNA hospedeira, ou uma seqiiéncia homéloga a seqiiéncia de mRNA ou

de cDNA hospedeira. Filamentos de DNA simples com seqiiéncias comple-
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mentares podem emparelhar entre si e formarem moléculas bifitamentares.
Microarranjo em geral aplicam-se ao principio de hibridizagdo em um formato
altamente paralelo. Em vez de um identificado, milhares de identificados po-

tenciais diferentes podem ser arranjados em um suporte sélido de miniatura.

'Em vez de uma Unica sonda de DNA marcado, uma mistura complexa de

moléculas de DNA marcado é usada, preparada do RNA de um tipo de célula
ou tecido particular. As abundancias de moléculas de DNA marcado indivi-
duais nesta sonda complexa tipicamente refletem os niveis de expreSséo dos
genes correspondentes. Em um processo simplificado, quando hibridar com o
arranjo, as sequéncias abundantes gerardo sinais fortes é sequéncias raras
gerardo sinais fracos. A resisténcia do sinal pode representar o nivel de ex-
pressao de'gene na amostra original.

Em uma modalidade, um arranjo ou microarranjo amplo em ge--
noma sera usado. Em uma modalidade, o arranjo ‘representa mais que 50%
das estruturas de leitura aberta no genoma do hospedeiro, ou mais que 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% ou 100% das estruturas de leitura aberta conhecidas no
genoma. O arranjo pode também representar pelo menos uma porgao de pelo
menos 50% das seqliéncias conhecidas codificar proteina na célula hospe-
deira. Em modalidades separadas, o arranjo representa mais que 50% dos
genes ou genes putativos da célula'hospedeira, ou mais que 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% ou 100% dos genes conhecidos ou genes putativos. Em uma modalidade,
mais de um oligonucleotideo ou analogo podem ser usados para cada gene
ou sequéncia de gene putativo ou estrutura de leitura aberta. Em uma moda-
lidade, estes multiplos oligonucleotideos ou analogos representam porgoes
diferentes de um gene conhecido ou sequiéncia de gene putativo. Para cada
gene ou sequéncia de gene putativo, de cerca de 1 a cerca de 10000 ou de 1
a cerca de 100 ou de 1 a cerca de 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10 ou menos
oligonucleotideos ou analogos podem estar presentes no arranjo.

Um microarranjo ou um arranjo ou microarranjo amplo em ge-

noma completo pode ser preparado de acordo com qualquer processo co-
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nhecido na técnica, com base no conhecimento das(s) sequéncia(s) do ge-
noma de célula hospedeira, ou das seqiéncias de codificagao propostas no
genoma, ou com base no conhecimento das sequéncias de mRNA expreésas
na célula hospedeira ou organismo hospedeiro.

Para tipos diferentes de células hospedeiras, o mesmo tipo de
microarranjo pode ser aplicado. Os tipos de microarranjo incluem microarranjo

de DNA complementar (cDNA) (Schena, M., et al. (1995) Quantitative moni-

toring of gene expression patterns with a complementary DNA microarray.

‘Science 270:467-70) e microarranjo de oligonucleotideo (Lockhart, et al.

(1996) Expression monitoring by hybridization to high-density oligonucleotide
arrays. Nat Biotechnol 14:1675-80). Para microarranjo de cDNA, o fragmento
de DNA de uma estrutura de leitura aberta parcial ou inteira € impresso nas
laminas. As caracteristicas de hibridizagdo podem ser diferentes ao longo da
lamina pordue porcoes diferentes das moléculas podem ser impressas em
localizagdes diferentes. Para os arranjos de oligonucleotideo, oligos 2080 mer |
podem ser sintetizados ou in sftu (na fatia) ou por sintese convencional se-
guida por imobilizagdo na fatia, porem em geral todas as sondas s&o proje-
tadas para ser similares com respeito a.temperatura de hibridizagao e afini-
dade de ligagao (Butte, A. (2002) The use and analysis of microarray data. Nat
Rev Drug Discov 1:951-60). |

Na analise do perfil de transcriptoma, os oligbmeros ou polimeros

de acido nucléico ou de andlogos de acido nucléico podem ser RNA, DNA, ou
um analogo de RNA ou DNA. Tais analogos de acido nucléico sdo conhecidos
na técnica e incluem, por exemplo: acidos nucléicos de peptideo (PNA); a-
cidos nucléicos de arabinose; acidos nucléicos de altritol; acidos nucléicos
ligados (BNA), por exemplo, acidos nucléicos ligados a 2'-0,4'-C-etileno e
acidos nucléicos ligados a 2'-0,4'-C-metileno; acidos nucléicos de cicloexenila;
acidos vnucléicos com base em nucleotideo 2',5'-ligado; acidos nucléicos de
morfolino (unidades de morfolino nucleobase-substituidas conectadas, por
exemplo, através de ligagdes de fosforodiamidato); analogos de acido nu-
cléico substituidos na cadeia principal, por exemplo, acidos nucléicos

2'-substituidos, em que pelo menos um dos atomos de carbono 2' de um acido
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nucléico do tipo 'oligo ou polissacarideo ou analogo é independentemente
substituido com, por exemplo, qualquer um de um grupo halo, tio, amino,
alifatico, oxialifatico, tioalifatico ou aminoalifatico (em que alifatico é tipica-
mente C4-Cy alifatico). '

Oligonucleotideos ou analogos de oligonucleotideo no arranjo
podem ser de tamanho uniforme e, em uma modalidade, podem ser cerca de
10 a cerca de 1000 nucleotideos, cerca de 20 a cerca de 1000, 20 a cerca de
500, 20 a cerca de 100, cerca de 20, cerca de 25, cerca de 30, cerca de 40,
cerca de 50, cerca de 60, cerca de 70, cerca de 80, cerca de 90-ou cerca de
100 nucleotideos de comprimentd. '

O arranjo de sondas de oligonucleotideo pode ser um arranjo de
densidade alta compreendendo mais que cerca de 100, ou mais que cerca de
1.000 ou mais sondas de oligonucleotideo diferentes. Tais arranjos de den-
sidade alta podem compreender uma densidade dé sonda de mais que cerca
de 60, mais em geral maior que cerca de 100, mais em geral maior que cerca
de 600, freqlentemente maior que cerca de 1000, mais frequientemente maior
que cerca de 5.000, o mais frequentemente maior que cerca de 10.000, tipi-
camente maior que cerca de 40.000 mais tipicamente maior que cerca de
100.000, e em certas circunstancias é maior que cerca de 400.000 sondas de
oligonucleotideo diferentes por cm? (onde oligonucleotideos diferentes refe-
rem-se aos oligonucleotideos que tém seqiiéncias diferentes). As sondas de
oligonucleotideo variam de cerca de 5 a cerca de 500, ou cerca de 5 a 50, ou
de cerca de 5 a cerca de 45 nucleotideos, ou de cerca de 10 a cerca de 40
nucleotideos e 0 mais tipicamente de cerca de 15 a cerca de 40 nucleotideos
em comprimento. Arranjos particulares contém sondas que variam de cerca
de 20 a cerca de 25 oligonucleotideos em comprimento. O arranjo pode
compreender mais que 10, ou mais que 50, ou mais que 100, e tipicamente
mais de 1000 sondas de oligonucleotideo especificas para cada gene identi-
ficado. Em uma modalidade, o arranjo compreende pelo menos 10 sondas de
oligonucleotideo diferentes para cada gene. Em outra modalidade, o arranjo
tem 20 ou menos oligonucleotideos complementares a cada gene. Embora

uma superficie de arranjo planar seja tipica, o arranjo pode ser fabricado em
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uma superficie de virtualmente qualquer forma ou até mesmo em superficies
multiplas.

O arranjo pode também compreender sondas de controle de
disparidade. Onde tais controles de disparidade estao presentes, a etapa de
quantificacdo pode compreender calcular a diferenga em intensidade do sinal
de hibridizagdo entre cada uma das sondas de oligonucleotideo e sua sonda
de controle de disparidade correspondente. A quantiﬁcagéo pode também

compreender calcular a diferenga média em intensidade do sinal de hibridi-

-zagao entre cada uma das sondas de oligonucleotideo e sua sonda de con-

trole de disparidade correspondente para cada gene.

| Em alguns formatos de ensaio, a sonda de oligonucleotideo pode
ser presa, isto &, através de ligagdo covalente, a um suporte sélido. Arranjos
de oligonucleotideo podem ser quimicamente sintetizados através de pro-
cessos de sintese de polimero imobilizado paralela ou por processos de
sintese de polimero de direcionada por luz, por exemplo em substratos de |
poli-L-lisina como 1&minas. Arranjos quimicamente sintetizados sdo vantajo-
sos em que a preparagdo da sonda ndo requer clonagem, uma etapa de
amplificagdo de acido nucléico ou sintese enzimatica. O arranjo inclui sondas
de teste que sao sondas de oligonucleotideo cada uma destas tem uma se-
quéncia que é complementar a uma subseqiéncia de um dos genes (ou 0
mRNA ou o cRNA antissense correspondente) cuja expressdo € para ser
detectada. Além disso, o arranjo pode conter con‘troles de normalizagao,
controles deé disparidade e controles do nivel de expressdo como descritos
aqui. '

Um arranjo pode ser projetado para incluir um oligonucleotideo de -
hibridizagdo por gene conhecido em um genoma. Os oligonucleotideos ou
pares de ligagao equivalentes podem ser 5-amino modificados para suportar
Iigag:éo‘ covalente as laminas revestidas com epoxi. Os oligonucleotideos
podem ser projetados para reduzir hibridizagdo cruzada, por exemplo redu-
zindo a identidade de sequéncia para menos que 25% entre os oligonucleo-
tideos. Em geral, a temperatura de fundigio dos oligonucleotideos é anali-

sada antes de o projeto do arranjo assegurar teor de GC consistentee Tm, e a
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estrutura secundaria dos pares de ligacao de oligonucleotideo € otimizada.
Para perfilagao de transcriptoma, a estrutura secundaria é tipicamente mini-
mizada. Em uma modalidade, cada oligonucleotideo € impresso em pelo

menos duas localizacdes diferentes na lamina para aumentar a precisao.

'Oligonucleotideos de controle podem também ser projetados com base nas

seqliéncias de diferentes espécies que a célula ou organismo hospedeiro
para mostrar ligagdo de base. |

As amostras no perfil genético podem ser analisadas individual-
mente ou agrupadas em agrupamentos. Os agrupamentos podem tipica-
mente ser agrupados por similaridade em expressao de gene. Em uma mo-
dalidade, os agrupamentos podem ser individualmente agrupados como ge-
nes que séoréguladds a uma extensao similar em uma célula hospedeira. Os
agrupamentos podem também incluir grupos de genes que sao regulados a

uma extensao similar em uma célula hospedeira recombinante, por exemplo

genes que sdo sobre-regulados ou sub-regulados a uma extensdo similar

comparada a uma célula hospedeira ou uma célula modificada ou uma inal-
terada. Os agrupamentos podem também incluir grupos relacionados por
estrutura de gvene ou de proteina, fungdo ou, no caso de um arranjo de
transcriptoma, por colocagao ou agrupamento dos pares de ligagdo aos genes
no genoma do hospedeiro. Grupos de pares de ligagdo ou grupos de genes ou
proteinas analisados podem incluir‘genes selecionados de, mas nao limitados
a: genes que codificam para proteases putativas ou conhecidas, co-fatores de
proteases ou proteinas similares a protease; moduladores de dobramentos,
co-fatores de moduladores de dobramentos ou proteinas que poderiam me-
lhorar o dobrarhento ou solubilidade da proteina; fatores de transcrigéo; pro-
teinas envolvidas em estabilidade de acido nucléico ou iniciagéovtranslacional;
cinases; receptores extracelulares ou intracelulares; enzimas metabdlicas;
co-fatores metabdlicos; proteinas de envelope; fatores de sigma; proteinas
ligadas @ membrana; proteinas de transmembrana; proteinas associadas a

membrana e genes de manutengao.

PROTEOMA

Em outra modalidade, o perfil genético analisado é um perfil de
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proteoma. O proteoma de um hospedeiro € o conjunto completo de proteinas
produzidas pelo genoma de uma s6 vez. O proteoma é em geral muito mais
complexo que o genoma ou o transcriptoma: porque cada proteina pode ser
quimicamente modificada apos a sintese. Muitas proteinas sdo clivadas du-
rante a produgéo, fosforiladas, acetiladas, metiladas, ou tem grupos carboi-
drato acrescentados a elas, dependendo da célula hospedeira. O proteoma é

também muito dinémicq. Protedmicos, o estudo do proteoma, pode abranger

- varios aspectos diferentes da estrutura de proteina, expressao de proteina e

funcao. As técnicas para andlise de proteoma nao sao tao diretas quanto as
usadas em transcriptomicos. Porém, uma vantagem dos protedmicos é que
as moléculas funcionais da célula estao sendo estudadas.

O processo pode incluir técnicas que medem os niveis de ex-
pressdo de proteina, interagdes de proteina-proteina, interagbes de protei-
na-molécula pequena ou atividades enzimaticas. Em uma modalidade, o
proteoma € analisado usando um processo de triagem que inclui medigéo de
tamanho de certas proteinas, tipicamente usando espectrometria de massa.
Em uma modalidade, a técnica para analisar o perfil de proteoma inclui hibri-
dizagdo de um anticorpo com uma proteina de interesse. Por exemplo, o
processo pode incluir processos de western blot como conhecido na técnica
ou pode incluir cromatografia de coluna. O processo pode também incluir
processos padrdo como triagem de Elisa conhecida na técnica. O processo
pode também incluir Iigagéo de pares de ligagdo modificados de acido nu-
cléico que podem ser éptémeros ou podem ser proteina ou os pares de li-
gagao quimica para proteinas ou fragmento's de peptideo no proteoma e um
processo de triagem pode incluir amplificaqéo dos acidos nucléicos. O pro-
cesso podek também incluir compostos quimicos que ligam as proteinas ou
frégmentos de proteinas em um proteoma e o processo pode incluir medigcdo
da Iiga§éo através de meios quimicos. A medigdo pode também incluir me-
digado dos produtos de reagdo em uma reagao quimica, ou por ativagdo de um
fluoréforo. Técnicas como espectfometria de massa em combinagao com
ferramentas de separagao como eletroforese em cromatografia liquida em gel

bidimensional ou multidimensional, pode também ser usado no processo.
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Tipicamente, o processo inclui uma técnica de triagem de processamento alto.
O processo da invengao pode incluir analisar o perfil de proteoma
usando, por exemplo, eletroforese bidimensional. Este € um método para a

separagao e identificagdo das proteinas em uma amostra através de deslo-

‘camento em duas dimensdes orientadas em angulos retos um ao outro. Isto

permite a amostra separar em uma area maior, aumentando a resolugdo de
cada componente. A primeira dimensao é tipicamente com base na carga de
uma molécula particular enquanto a segunda dimens&o pode ser com base no
tamanho de uma molécula. Na primeira dimensao, as'proteinas'séo resolvi-
das de acordo com seus pontos isoelétricos usando eletroforese de gradiente
de pH imobilizado (IPGE), focalizagao isoelétrica (IEF) ou eletroforese de
gradiente de pH de no-equilibrio. Sob condigées padrao de temperatura e
concentragdo de uréia, os pontos de focalizagdo observados da grande mai--
oria das proteinas estritamente aproxima-se dos pontos isoelétricos prog-
nosticados calculados das composi¢gdes de aminoacido das proteinas. Em
geral, a primeira etapa apds a preparagdo de uma amostra do hospedéiro
inclui operar a amostra junto de um gradiente de pH, um processo conhecido
como focalizagdo isoelétrico. Os gradientes de pH podem ser gerados a-
crescentando anfélitos a um gel de acrilamida. Esta € uma mistura de espé-
cies anfotéricas com uma faixa de valores de pl. Os gradientes de pH podem
também ser gerados adicionando Immobilines que é similar aos anfélitos mas
foram imobilizados dentro do gel de poliacrilamida produzindo um gradiente
de pH imobilizado que nao necessita ser pré-focalizado.

A segunda dimensdo em eletroforese bidimensional pode ser
separagao por tamanho de proteinas. As proteinas podem ser separadas de
acordo com seu peso molecular aproximado usando poli-acrilamida-eletro-
forese de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). A técnica é extensamente
usada e conhecida na técnica. A idéia basica é revestir as proteinas com um
detergente (SDS) que reveste todas as proteinas em uma amostra e negati-
vamente as carrega. As proteinas sao depois submetidas a eletroforese em
gel. Os géis podem tipicamente ser géis de acrilamida e pode estar em um

gradiente de densidade. A carga colocada no gel empurra as proteinas a-
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través do gel com base no tamanho. Em eletroforese bidimensional, as pro-
teinas separadas podem incluir proteinas de pelo menos 10% do proteoma do
organismo. Mais tipicam‘ente,'as proteinas de pelo menos 20%, 30%, 40%,

60%, 80% ou 90% das proteinas'no proteoma da célula hospedeira sdo se-

. paradas e analisadas através de técnicas como tingimento de proteinas e/ou

espectrometria de massa.

O processo da invengao pode também incluir analisar o perfil de
.proteoma usando um microarranjo. Nesta modalidade, o midroarranjo_pode
incluir os pares de ligagao para pelo menos uma por¢ao das proteinas ex-
pressas pela célula hospedeira sob condigbes de crescimento apropriadas, e
tipicamente inclui os pares de ligagdo para proteinas de pelo menos 5% do
proteoma do organismo. Mais tipicamente, o microarranjo inclui os pares de
ligagdo para proteinas de pelo menos 10%, 20%, 30%, 40%, 60%, 80% ou
90% das proteinas no proteoma da célula hospedeira. Os pares de ligagdo
podem ser anticorpos que podem ser fragmentos de anticorpo como frag-
mentos de anticorpo de cadeia éimples. Os pares de ligagdo podem também
incluir aptdmeros que sdo moléculas incluindo acidos nucléicos que ligam as
proteinas especificas ou por¢des de proteinas. Em uma modalidade separada,
o] mvicroarranjo pode incluir pares de ligagao para um subconjunto selecionado
de proteinas do proteoma, incluindo, por exemplo, proteinas de protease
putativas ou moduladores de dobramento putativos. O fnicroarranjo pode
tipicamente também incluir um conjunto de pares de ligagdo para proteinas
que sdo usadas como controles. O perfil genético pode ser analisado medindo
a ligagao das proteinas da célula hospedéira que expressa a proteina ou
peptideo recombinante aos pares de ligagdo no microarranjo.

O formato de arranjo de proteina mais simples em geral consiste

~ em um numero grande de reagentes de captura de proteina ligados as

manchas definidas em um material de suporte planar. Este arranjo € depois
exposto a uma amostra de proteina complexa. A ligagao das proteinas de
analito especificas as manchas individuais pode depois ser monitorada u-
sando métodos diferentes. Em casos onde os analitos foram pré-marcados

com uma tintura fluorescente, a ligagdo pode ser diretamente monitorada
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usando um escaner de fluorescéncia. Frequentemente o anticorpo no formato
do tipo sanduiche classico é usado em que dois reagentes de ligagdo de
proteina simultaneamente ligam ao mesmo antigeho: um anticorpo € imobi-
lizado sobre a superficie, e o outro é fluorescentemente marcado ou conju-
gado com uma enzima que pode produzir um produto fluorescente, lumi-
nescente ou colorido quando fornecido com o substrato apropriado.
Anticorpos monoclonais ou seus fragmentos de ligagdo de anti-
geno sao correntemente uma escolha para agentes de captura devido a sua
especificidade alta, afinidade e estabilidade. Eles foram usados em uma va-
riedade de ensaios de perfilagdo de proteina de analito simples classicos
como ensaios imunoabsorventes ligados a enzima (ELISA) desde os anos
setenta. Ad'icionalmente, bibliotecas de exibicao de fago dos fragmentos de
anticorpo oferecem o potencial para produgéo de anticorpo em escalas pro--
tedmicas. Estas bibliotecas podem ser usadas para isolar os agentes de li-
gagao de afinidade aita contra proteina identificada em um prazo significati-
vamente mais curto que é possivel com processos com base em imunizagéo.
Exibicao de ribossoma e exibigdo de mRNA sdo processos adicionais, com-
pletamente in vitro, que contam ligagéo fisica das proteinas de biblioteca a
suas sequéncias de mRNA de codificagdo. Tais processos tém sido usados
com sucesso para selecionar reagentes de ligagdo de afinidade alta para
proteinas identificadas (Wilson, Ds; et al. (2001) The use of mMRNA display to
select high-affinity protein-binding peptides Proc Nat | Acad Sci USA
08:3750-3755). Varios grupos tomaram um método diferente para desen-
volver reagentes de captura de proteina de afinidade alta para biofatias de
proteina. Por exemplo, os aptdmeros foram usados, que sdo moléculas de
RNA ou DNA unifilamentares que originam de experimentos de sele¢éo in
vitro (denominados SELEX: evolugdo sistematica de ligandos por enrique-
cimento exponencial) com afinidades altas para proteinas. Um outro desen-
volvimento em tecnologias de aptdmero é assim-chamado fotoaptameros.
Estas moléculas tém um atributo adicional que intensifica sua utilidade como
reagentes de captura de proteina. Elas carregam o grupo de reticulagdo fo-

toativavel 5'-bromodeoxiuridina que, quando ativado por luz UV, pode causar
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reticulagao covalente com as proteinas identificadas ligadas (Petach, H &
Gold, L (2002) Dimensionality is the issue: use of photoaptamers in protein
microarrays Curr Opin Biotechnol 13:309-314). O evento de foto-reticulagao
fornece uma segunda dimensao de especificidade similar a ligagdo de um
anticorpo de detecgdo secundario em um imunoensaio em sanduiche.

Uma ampla variedade de substratos de superficie e quimicas de

ligagao foi avaliada pela imobilizagdo de agentes de captura em microarranjo

de proteina. Um modo para imobilizar as proteinas em um suporte sélido

‘conta com interagdes nao-covalentes com base em hidrofébico ou interagdes

de van der Waals, ligagado de hidrogénio ou forgas eletrostéaticas. Exemplos de
imobilizagao eletrostatica incluem o uso de materiais como laminas de vidro
revestidas com nitrocelulose e polilisina ou aminopropil silano. Microarranjos
de proteina foram também fabricados por meio de adsorg3o fisica sobre as
superficiesAde plastico de placas de 96 cavidades. Um exemplo de ligagao
covalente de proteinas a superficie foi descrito por MacBeath e Schreiber |
(MacBeath, G & Schreiber, SL(2000) Printing proteins as microarrays for hi-
gh-throughput function determination Science 289:1760-1763). Devido a afi-
nidade muito alta de estreptavidina para biotina, a imobilizagdo de proteinas
biotiniladas sobre as superficies de estreptavidina pode ser considerada
quase covalente (Peluso, P et al. (2003) Optimizing antibody immobilization
strategies for the construction of protein microarrays Anal Biochem
312:113-124). Outras estratégias foram descritas (X-ray photoelectron spec-
troscopy and radiometry studies of biotin-derivatized poly(L-lysine)-grafted-
poly(ethyle'ne glycol) monolayers on metal oxides (Langmuir) 7313-7322;
Ruiz-Taylor, LA et al. (2001) Monolayers of derivatized poly(L-lysine)-grafted
poly(ethylene glycol) on metal oxides as a class of biomolecular interfaces
Proc Natl Acad Sci U S A 2001, 98:852-857; Espejo A, Bedford MT. (2004)
Protein-domain microarrays Processes Mol Biol. 264:173-81; Zhu, H. et al.
(2001) Global analysis of protein activities using proteome chips. Science
Express).

As amostras no perfil genético podem ser analisadas individual-

mente ou agrupados em agrupamentos. Os agrupamentos podem tipica-
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mente ser agrupados por similaridade em expressao de gene. Em uma mo-
dalidade, os agrupamentos podem ser individualmente agrupados como
proteinas que sao reguladas a uma extensdo similar em uma célula hospe-

deira. Os agrupamentos podem também incluir grupos de proteinas que sao

‘reguladas a uma extens&o similar em uma célula hospedeira recombinante,

por exemplo, que é sobre-regulado ou sub-regulado a uma extensdo similar
comparada a uma célula hospedeira ou uma célula modificada ou uma inal-
terada. Os agrupamentos podem também incluir grupos relacionados por
estrutura de proteina, fungao ou processamento. Grupos de pares de ligagao
de proteina em um arranjo, ou grupos de proteinas analisados em um ensaio
diferente como eletroforese bidimensional, podem ser selecionados de, mas
nao sao Iimitados a: proteases putativas ou conhecidas, co-fatores de pro-
teases ou proteinas similares a protease; moduladores de dobramentos,
co-fatores de moduladores de dobramentos ou proteinas que poderiam me-
Ihorar o dobramento ou solubilidade da proteina; fatores de transcrigéo; pro-
teinas envolvida na estabilidade de acido nucléico ou iniciagéo translaciohal;
cinases; receptores extracelulares ou intracelulares; enzimas metabodlicas;
co-fatores metabdlicos; proteinas de envelope; e genes de manuteng3o.
METABOLOMA

Processos de analise protedmica permitem determinar a abun-

dancia e distribuicdo de muitas proteinas simultaneamente. Porém, as con-

seqliéncias funcionais de alteragbes para o proteoma sao relatadas apenas

- indiretamente. Outro método é medir os niveis destas moléculas pequenas,

ou metabdlitos. Um perfil genético analisado no processo da invengao pode
desse modo incluir um perfil metabolémico. Processos para analisar o me-
taboloma de um hospedeiro especifico incluem cromatografia de gas, cro-
matografia liquida de pressao alta e eletroforese capilar para separar meta-
bélitos de acordo com varias propriedades quimica e fisicas. As moléculas
podem depois ser identificadas usando processos como especfrometria de
massa. |

DETECCAO/ANALISE

O processo inclui analisar um perfil genético para identificar um
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gene ou produto de gene compensatoério que € expressado a um nivel mais
alto na célula recombinante. Em geral, esta etapa inclui o monitoramento da
expressao (por exemplo detecgdo e ou quantificagdo da expresséo) de uma
multiddo de genes ou produtos de gene. A expressao € em geral monitorada
detectando a ligagdo dos produtos de gene de célula hospedeira para um
perfil de transcriptoma, proteoma ou de metaboloma como descrito acima. A
analise da ligagdo pode envolver uma comparagao da ligagao entre uma cé-

lula hospedeira recombinante que expressa. proteina ou peptideo recombi-

‘nante e uma célula hospedeira pura ou uma célula hospedeira recombinante

que n3o expressa a proteina ou peptideo.
DETECCAO

Esta etapa inclui o monitoramento da expressdo (por exemplo
detecgao e ou quantificagdo da expressdo) de uma multiddo de genes ou
‘produtos dé gene. A expressao é em geral monitorada detectando a ligagao
dos produtos de gene de célula hospedeira a um perfil de transcriptoma,
proteoma ou metaboloma como descrito acima. Tipicamente, pelo menos
cerca de 10 genes, ou pelo menos cerca de 100, ou pelo menos cerca de
1000 e ou pelo menos cerca de 10.000 genes diferentes podem ser ensaiados
de uma vez. O processo pode envolver fornecer um fundo geral de acidos
nucléicos identificados compreendendo transcrigdes de RNA de um ou mais
dos ditos genes, ou &acidos nucléicos derivados das transcrigbes de RNA,;
hibridar o fundo geral de acidos nucléicos com um arranjo de sondas de oli-
gonucleotidéo imobilizadas em uma superficie onde o arranjo compreende
mais de 100 oligonucleotideos diferentes é cada oligonucleotideo diferente
esta localizado em uma regiao predeterminada da dita superficie, cada oli-
gonucleotideo diferente é ligado a superficie através de pelo menos uma
ligagdo covalente, e as sondas de oligonucleotideo sdo complementares as
transcrigﬁes de RNA ou acidos nucléicds derivados das transcrigdes de RNA;
e quantificar os acidos nucléicos hibridados no arranjo. Uma representagao
pictérica de uma técnica para monitorar a expressio de um produto de gene
entre duas amostras ¢é descrita na Figura 12.

O processo pode também envolver fornecer um fundo geral de
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proteinas celulares. Estes podem ser derivados de- lisados celulares que sdo
feitos através de células de lise usando detergentes ou tensoativos; usar lise
osmotica; usar alteragbes térmicas, como ciclos de congelamento-desconge-

lamento; usar dispositivos mecanicos ou usar alteragdes de pressio. Tipi-

‘camente as quimicas sao incluidas no processo de lise de uma célula ou

siétema de células que inibem certas proteinas, como proteases, particular-
mente proteases ndo-especificas, para limitar a degradagdo das proteinas.
Além disso, lisados de célula sao tipicamente mantidos em ou abaixo de 4°C,
e podem ser mantidos em ou abaixo de 0°C ou em ou abaixo de 20°C durante
o processamento. Os lisados de célula podem ser separados antes de outro
processamento, por exemplo por cromatografié de exclusdo de tamanho,
permuta de ions ou cromatografia de matriz de afinidade como usando HPLC.

Tipicamente, o produto genético identificado, mRNA, cDNA,
proteina ou metabélito € marcado com um marcad‘or ou sonda detectavel. O
marcador ou sonda pode ser uma ou mais moléculas fluorescentes ou fluo-
roforos. Estes podem incluir moléculas comercialmente disponiveis como Cy3
e Cy5 ligados, por exemplo, a nucleotideos particulares que podem ser in-
corporados em um cDNA transcritos reverso para fornecer moléculas detec-
taveis para triagem. Em uma modalidade, uns primeiros fluoréforos sdo in-
corporados em uma amostra do hospedeiro e um segundo fluoréforo é in-
corporado em uma amostra de um- hospedeiro expressando proteina ou
peptideo recombinante. Em uma modalidade, o primeiro fluoréforo e segundo
fluoréforo emitem diferentes comprimentos de onda de luz. Nesta modalidade,
a ligagdo das amostras do hospedeiro e do hospedeiro expressando proteina
recombinante pode ser monitorada no mesmo ensaio. Em outra modalidade,
os fluoréforos séo excitados com diferentes comprimentos de onda de luz. Em
outra modalidade, o primeiro e segundo fluoréforo é excitado ou emite luz no
mesmo comprimento de onda. Nesta modalidade, as amostras do hospedeiro
e da proteina recombinante expressando hospedeiro sdo tipicamente moni-
toradas em ensaios diferentes.

O processo pode adicionalmente incluir uma etapa de quantificar

a hibridizagdo dos acidos nucléicos ou proteinas ou metabdlitos quimicos
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identificados. A quantificacdo pode incluir medigdo dos niveis de transcrigao
de um ou mais genes. Tipicamente o fundo geral de acidos nucléicos identi-
ficados €, por exemplo; um em que a concentragdo dos acidos nucléicos
identificados (transcrigdes de pré-mRNA, transcricdes de mRNA ou acidos
nucléicos derivados das transcrigdes de RNA) € proporcional aos niveis de
expressdo de genes que codificam aqueles acidos nucléicos identificados.
Para analise de transcriptoma, o fundo geral de acidos nucléicos

pode ser marcado antes, durante ou apds hibridizagdo, embora os acidos

‘nucléicos sejam tipicamente marcados antes da hibridizagdo. Marcagdes de

fluorescéncia sao tipicamente usadas, frequentemente com um fluoréforo
simples, e, onde marcagao de fluorescéncia for usada, quantificagao dos
acidos nucléicos hibridados pode ser por quantificacdo de fluorescéncia do
acido nucléico hibridado fluorescentemente marcado. Tal quantificagdo é
facilitada pélo uso de um escaner a laser confocal ou microscépio de fluo-
rescéncia, como um microscopio de fluorescéncia confocal que pode ser
equipado com um estagio autorhatizado para permitir varredura automatica do
arranjo e que pode ser equipado com um sistema de aquisi¢ao de dados para
registro de medicdo automatizado e processamento subsequente da infor-
magdo de intensidade de fluorescéncia. Dispositivos para ler tais arranjos

incluem os modulos de CloneTracker®, ImaGene®, GeneSight® e a base de

dados de GeneDirector®,‘ disponivel de Biodiscovery, Inc., El Segundo, Calif.,

ou a leitora GeneChip®, disponivel de Affymetrix, Santa Clara Inc., Calif. Em
uma modalidade, hibrid'izagéo ocorre em severidade baixa (por exemplo cerca
de 20°C a cerca de 50°C, ou cerca de 3050 a cerca de 40°C, ou cerca de
37°C). Hibridizagao pode incluir lavagens subseqiientes'em severidade pro- -
gressivamente crescente até um nivel desejado de especificidade de hibri-
dizagao ser alcangado.

| Quantificagédo do sinal de hibridizagao pode ser por quaisquer
dispositivos conhecidos a alguém versado na técnica. Porém, em uma mo-
dalidade, quantificagado € alcangada pelo uso de um escéaner de fluorescéncia
confocal. Dados séo tipicamente avaliados calculando a diferenga em inten-

sidade de sinal de hibridizagao entre cada sonda de oligonucleotideo e sua
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sonda de controle de disparidade correspondente. Tipicamente, esta dife-
renga pode ser calculada e avaliada para cada gene. Certos processos ana-
liticos s&o fornecidos aqui. "

Técnicas foram desenvolvidas para preparar sondas de hibridi-
'zagéo bacterianas apropriadas (ver, por exemplo Choi et al. (2003) App. Envir.
Microbic. 69:4737-4742). Por exemplo, as células podem ser armazenadas
em um agente estabilizante de RNA como RNAlater (Ambion, Austin, TX).
RNA é em geral purificada em trés etapas: (1) isolamento do RNA total, (2)
remogdo do DNA contaminante e (3) limpeza total do' RNA total. RNA total
pode ser isolado e depois misturado com iniciadores de hexamero aleatérios e
transcriptase reversa para fazer o cDNA. Tipicamente pelo menos uma sonda
fluorescente é incorporada no cDNA. Em uma modalidade, uma sonda fluo-
rescente € incorporada, em outra modalidade mais de uma sonda, por e--
xemplo 2, 3, 4, 5 ou mais sondas fluorescentes sio incorporadas nas mesmas
amostras de cDNA ou diferentes. Em um hospedeiro eucariético, o fundo
geral dos acidos nucléicos identificados pode também ser o mRNA de poIiA+
total isolado de uma amostra bioldgica, ou cDNA feito por transcrigao reversa
do RNA ou cDNA de segundo filamento ou RNA transcrita do intermediario de
cDNA bifilamentar.

' Corantes fluorescentes sdo tipicamente incorporados em molé-
culas de cDNA durante a reagao de. transcricdo reversa. Devido a estrutura de
mRNA diferente entre procariotes (bactérias) e eucariotes (levedura, células
mamiferas, etc.), iniciadores diferentes podem ser usados, porém iniciadores
aleatdrios podem ser usados em ambos os casos, € iniciadores de oligo-dT
podem ser usédos em eucariotes que tem caudas de poliA. Um processo
alternativo € marcagdo de amino-alila para aumentar a intensidade de sinal.
Este processo incorpora analogos de nucleotideo caracterizando um grupo
quimicamente reativo ao qual um corante fluorescente pode ser ligado apos a
reacdo de transcrigdo reversa (Manduchi, E., et al. (2002) Comparison -of
different labeling processes for two-channel high-density micro array experi-
ments. Physiol Genomics 10:169-79).

O fundo geral de acidos nucléicos identificados pode ser tratado
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para reduzir a complexidade da amostra e assim reduzir o sinal de base obtido
na hibridizacdo. Os termos "base" ou "sinal de base" referem-se aos sinais de
hibridizagao resultantes da ligagao nao-especifica, ou outras interagoes, entre
os acidos nucléicos identificados marcados e os componentes do arranjo de
oligonucleotideos (por exemplo, as sondas de oligonucleotideo, sondas de
controle, o substrato de arranjo, etc.). Em um método, um fundo geral de
mRNAs, derivado de uma amostra biologica, & hibridado com um fundo geral
de oligonucleotideos compreéndendo as sondas de oligonucleotideo pre-
sentes no arranjo. O fundo geral de acidos nucléicos hibridado é depois tra-
tado com RNase A que digere as regioes unifilamentares. Os complexos de
hibridizagao bifilamentares restantes sdo depois desnaturados e as sondas de
oligonucleotideo sdo removidas, deixando um fundo geral de mRNAs inten-
sificado para aqueles mMRNAs complementares as sondas de oligonucleotideo
no arranjo. |

Em outro método para redugdo de base, um fundo geral de
mRNAs derivado de uma amostra biologica é hibridado com oligonucleotideos
identificados emparelhados especificos onde os oligonucleotideos identifi-
cados emparelhados especificos sdo complementares as regiées flanque-
ando as subseqUéncias dos mMRNAs complementares as sondas de oligonu-
cleotideo no arranjo. O fundo geral de acidos nucléicos hibridado é tratado
com RNase H que digere as seqi]éncias,de acido nucléico hibridadas (bifi-
lamentares). As sequiéncias de acido nucléico unifilamentares restantes que
tém um comprimento cerca de equivalente a regido flanqueada pelos oligo-
nucleotideos identificado emparelhados espéciﬁcos sao depois isoladas (por
exemplo através de eletroforese) e usadas como o fundo geral de acidos
nucléicos para monitorar a expresséo de gene.

Um terceiro método para redugao de base envolve eliminar ou
reduzir a representacdo no fundo geral de mensagens de mRNA identificadas
pré-selecionadas particulares (por exemplo, mensagens que s&o sobre-ex-
pressadas caracteristicamente na amostra). Este processo envolve hibridar
com uma sonda de oligonucleotideo que é complementar a mensagem

pré-selecionada identificada de mRNA ao fundo geral de mRNAs de poliA+
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derivados de uma amostra biologica. A sonda de oligonucleotideo hibrida com
o mRNA de poliA+ pré-selecionado particular ao qual é complementar. O
fundo geral de acidos nucléicos hibridado é tratado com RNase H que digere a

regido bifilamentar (hibridada) assim separando a mensagem de sua cauda

‘de poliA+. Isolamento ou amplificagdo (por exemplo, usando uma coluna de

oligo dT) do mRNA de poliA+ no fundo geral depois fornece um fundo geral
que tem uma representagao reduzida ou nenhuma da mensagem de mRNA
pré-selecionada identificada.

ANALISE

O gene identificado € tipicamente identificado comparando um
perfil genético da célula hospedeira que expressa a proteina ou peptideo
recombinahte a um perfil genético da célula hospedeira que ndo expressa a
proteina ou peptideo recombinante. Em modalidades iterativas, o gene iden--
tificado a ser modificado é identificado comparando um perfil genético da
célula que sera modificada (a segunda célula) a célula da qual foi modificada
(a primeira célula). O gene identificado ¢ identificado comparando um pérﬁl
genético da segunda célula a um perfil genético da primeira célula e identifi-
cando um ou mais genes da expressao da qual é aumentado na segunda
célula.

Microarranjos de cDNA medem a abundancia de mRNA relativa
entre duas amostras. Uma sérié de amostra de ponto de tempo de
p6s-indugéo pode ser comparada a amostra de pré-indugdo para a mesma
cepa (perfil de expressédo temporal), ou as amostras de pos-indugdo podem
ser comparadas com as cepas diferentes no mesmo ponto de tempo. A
comparagdo pode ser através do uso de um programa de computagdo, como
GeneSight®. Por exemplo, quando usar um microarranjo usando um mar-
cador fluorescente, uma intensidade de mancha pode ser medida para cada
amostra ligada ao arranjo (por exemplo uma sequéncia de DNA). A intensi-
dade de mancha pode depois ser corrigida para base e a razéo da intensidade
para as amostras do hospedeiro versus o hospedeiro expressando a proteina
ou peptideo recombinante, ou para o hospedeiro expressando a proteina ou

peptideo recombinante comparado ao hospedeiro modificado que expressa a
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proteina ou peptideo recombinante, pode ser medido. A razdo fornece uma
medida para identificar os genes que s&o sobre-regulados ou a expressao da
qual € aumentado sob expressao da proteina ou peptideo recombinante, ou
sob modificagao da célula hospedeira para permitir identificacao de um gene
identificado.

Para identificar se um gene é sobre-regulado, uma razao padrao
ou "corte' € estabelecida. A razao de corte pode ser prdjetad‘a para superar os
.efeitos de ruido de base associados a um ensaio particular. Em geral, qual-
‘quer razao de mais que 1 entre as medi¢gdes pode designar um gene so-
bre-regulado. Porém, variacdo entre os ensaios pode requerer uma razao
méis alta que 1, por exemplo 1,5, ou mais que 2, ou mais que 2,5, ou mais que
3, ou mais que 3,5 ou mais que 4 ou mais que 4,5, ou mais que 5 ou mais que
6, ou mais que 7, ou mais que 8, ou mais que 9 ou mais que 10. O padrao
pode ser estabelecido antes do processo, contando com padrdo conhecidos
na técnica, ou pode ser estabelecido durante as medi¢oes comparando as |
razbes de niveis de genes ou produtos de gene de confrole, COmo genes de
manutencao. '

ETAPA Ill: EXPRESSAO VARIAVEL DO GENE OU PRODUTO DE GENE
COMPENSATORIO IDENTIFICADO GENETICAMENTE MODIFICANDO A
CELULA PARA FORNECER UMA CELULA RECOMBINANTE MODIFICADA
QUE ALCANCA UM AUMENTO NA EXPRESSAO DE PROTEINA RECOM-
BINANTE, ATIVIDADE OU SOLUBILIDADE. |

GENES COMPENSATORIOS IDENTIFICADOS

Os genes ou produtos de gene 'compensatérios que sao identifi-

cados na etapa ii), ou analogos homaélogos, co-fatores ou subunidades destes,

sdo usados para projetar estratégias para geneticamente modificar a célula ou

~ aumentar, diminuir, knock-in ou knock-out a expressdo de um ou mais genes

identiﬁCados. As sequéncias de gene identificadas podem ser usadas em
bases de dados publicos para projetar estratégias, particularmente projetar
constructos para modular expressdo de um gene através das técnicas des-
critas acima. Tais técnicas sdo bem conhecidas.

Em uma modalidade, o gene ou genes identificados sao pelo
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menos uma proteése putativa, uma proteina similar a protease, um co-fator ou
subunidade de uma protease. Em outras modalidades, o gene ou genes i-
dentiﬂcadds sao pelo menos um modulador de ddbramento, modulador de
dobramento putativo, co-fator ou subunidade de um modulador de dobra-
mento. Em certas modalidades, um gene identificado é uma subunidade de
uma protease. Em uma modalidade, o gene ou genes identificados podem ser
uma serina, treonina, cisteina, aspértico ou metalo peptidase. Em uma mo-
dalidade, o gene ou genes identificados podem ser selecionados de hslV,
hslU, clpA, clpB e clpX. O gene identificado pode também ser um co-fator de
uma protease. Em outra modalidade, o gene ou genes identificados sao um
modulador de dobramento. Em algumas modalidades, o gene ou genes i-
dentificados podem ser selecionados de uma proteina de chaperona, uma
foldase, uma peptidil prolil isomerase e uma isomerase de ligagao de dissul-
feto. Em algumas modalidades, o gene ou genes identificados podem ser
selecionados de htpG, cbpA, dnaJd, dnaK e fkbP.

Genes bacterianos sdo organizados em operons que sdo ag'ru-
pamentos de gene que codificam as proteinas necessarias para executar a
fungdo coordenada como biossintese de um aminoacido dado. Portanto, em
uma modalidade, o gene identificado faz parte de um operon. Em uma mo-
dalidade particular, o gene identificado € um operon que codifica para uma ou
mais proteinas com atividade de protease sozinho ou em combinagéo, ou é
um operon que codifica para uma ou mais proteinas com atividade modula-
dora de dobramento, incluindo foldases, chaperonas, e isomerases.
PROTEASES

Em uma modalidade da invencgao, a célula hospedeira € modifi-

cada reduzindo a expressao, inibindo ou removendo pelo menos uma prote-
ase do genoma. A modificagdo pode tambem ser mais de uma protease em
algumas modalidades. Em uma modalidade relacionada, a célula € modifi-
cada reduzindo a expressdo de um co-fator de protease ou proteina de pro-
tease. Em outra modalidade, a célula hospedeira é modificada por inibigdo de
um promotor para uma protease ou proteina relacionada que pode ser um

promotor nativo. A modificagdo de gene pode ser para modular uma proteina
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homologa ao gene identificado.

Na base de dados de MEROPS, peptidases sdo agrupadas em
clas e familias. As familias sdo grupos de peptidases funcionalmente similares
estritamente relacionadas. Familias sdo agrupadas por seu tipo catalitico: S,
serina; T, treonina; C, cisteina; A, aspartico; M, metalo e U, desconhecido.
Mais de 20 familias (denotadas S1 - S27) de serina protease foram identifi-
cadas, estas sao agrupadas em 6 clas (SA, SB, SC, SE, SF é SG) em base de

similaridade estrutural e outra evidéncia funcional. Estruturas sdo conhecidas

“por quatro dos clas (SA, SB, SC e SE). Treonina peptidases sao caracteri-

zadas por um nucleéfilo de treonina no término N da enzima madura. O e-
xémplo de tipo para este cla € o componente beta de proteasoma arqueano
de Thermoplasma acidophilum. Cisteina peptidases tém topologias molecu-
lares caracteristicas e sao peptidaSeS em que o nucledfilo é o grupo sulfidrila
de um residuo de cisteina. Cisteina proteases sao divididas em clas (protei-
nas que séo evolutivas relacionadas), e tambem sub-divididas em familias,
em base da arquitetura de seu diade ou triade catalitico:

Cla CA contém as familias de papaina (C1), calpaina (C2), es-
treptopaina (C10) e as peptidases ubiquitina-especificas (C12, C19), como
também muitas familias de endopeptidases de cisteina viral. - »

Cia CD contém as familias de clostripaina ('C11), gingipaina R
(C25), legumaina ,(C13),_caspase-1 (C14) e separina (C50). Estas enzimas
tém especificidades dominadas pelas interagées do éub-sitio 51.

Cla CE contém as familias de adenaina (C5) de adenovirus, a
Ulp1 protease eucaridtica (C48) e as YopJ proteases bacterianas (C55).

Cla CF contém apenas piroglutamil peptidase | (C15).

Cla PA contém as picornainas (C3), que provavelmente evoluiram
das serina peptidases e que formam a maior parte das enzimas neste cla.

Clas PB e CH contém as cisteina peptidases autoliticas.

Endopeptidases asparticas de origem vertebrada, flngica e re-
troviral foram caracterizadas. Aspartato peptidases sdo assim nomeadas
porque os residuos de Asp séo os ligantes da molécula de dgua ativada em

todos os exemplos onde os residuos cataliticos foram identificados, embora
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pelo menos uma enzima viral seja acreditada ter como Asp e uma Asn como
sua diade catalitica. Todas ou a maioria das aspartato peptidases sdo en-
dopeptidases. Estas enzimas foram atribuidas em clas (proteinas que sdo

evolutivas relacionadas), e também sub-divididas em familias, em grande

‘parte em base de sua estrutura terciaria.

Metaloproteases s&o as mais diversas dos quatro tipos principais
de protease, com mais de 30 familias identificadas até agora. Nestas enzimas,
um céation divalente, usualmente zinco, ativa a molécula de agua. O ion de
metal € mantido no lugar por ligantes de aminoacido, usualmente trés em
numero. Os ligantes de metal conhecidos sdo His, Glu, Asp ou Lys e pelo
menos um outro residuo € requerido para catalise que pode representar um
papel eletrofilico. Das metaloproteases conhecidas, quase a metade contém
um motivo de HEXXH que foi mostrado em estudos cristalograficos fazer
parte do sitio de ligagcdo de metal. O motivo de HEXXH é relativamente co-
mum, mas pode ser mais estritamente definidos para metaloproteases como
abXHEbbHbc onde 'a’ € mais frequentemente valina ou treonina e faz parte’do
sub-sitio do S1 em termolisina e neprilisina, 'b' € um residuo descarregado, e
'c’ um residuo hidrofébico. Prolina nunca é encontrada neste sitio, possivel-
mente porque quebraria a estrutura helicoidal adotada por este motivo em -
metaloproteases.

As peptidases associadas ao cla U tém um mecanismo catalitico
desconhecido como a dobra de proteina do dominio de sitio ativo e os resi-
duos de sitio ativo ndo foram relatados.

Certas proteases (por exemplo OmpT) podem adsorver na su- -
perficie dos corpos de inclusdo e podem degradar a proteina desejada en-
quanto estiver sendo redobrada. Portanto, certas proteinas identificadas po-
dem ser proteases ou proteinas de protease que aderem aos corpos de in-
clusdo e estes podem ser modificados, por exemplo, para reduzir a ligagao.

Proteases ou proteinas de protease podem também ser classifi-
cadas como Aminopeptidases; Dipeptidases; Dipeptidil-peptidases e tripepti-
dil peptidases; Peptidil-dipeptidases; Carboxipeptidases do tipo serina-tipo;

Metalocarboxipeptidases; Carboxipeptidases do tipo cisteina; Omegapepti-
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dases; Serina proteinases; Cisteina proteinases; Aspartico proteinases; Me-
talo proteinases; ou Proteinases de mecanismo desconhecido.
Aminopeptidases incluem citosol aminopeptidase (leucil amino-
peptidase), alanil aminopeptidaée de membrana, cistinil aminopeptidase,
tripeptideo aminopeptidase, prolil aminopeptidase, arginil aminopeptidase,

glutamil aminopeptidase, x-pro aminopeptidase, leucil aminopeptidase bacte-

riana, aminopeptidase termofilica, clostridial aminopeptidase, citosol alanil

aminopeptidase, lisil aminopeptidase, x-tkp aminopeptidase, triptofanil ami-

‘nopeptidase, metionil aminopeptidas, aminopeptidase d-estereospecifica,

aminopeptidase ey. Dipeptidases incluem x-his dipeptidase, x-arg dipeptidase,
x-metil-his dipeptidase, cis-gli dipeptidase, glu-glu dipeptidase, pro-x dipep-
tidase, x-pro dipeptidase, met-x dipeptidase, dipeptidase néo-estereoespeci- |
fica, citosol dipeptidase nado-especifica, dipeptidase de membrana, be-
ta-ala-his dipeptidase. Dipeptidil-peptidases e tripeptidil peptidases incluem
dipeptidil-peptidase i, dipeptidil-peptidase ii, dipeptidil peptidase iii, dipepti-
dil-peptidase v, dipeptidil-dibeptidase, tripeptidil-peptidase |, tripepti-
diI-peptidaSe i Peptidil-dipeptidases incluem peptidill-dipeptidase a e pepti-
diI-dipeptidase b. Carboxipeptidases‘ do tipo serina incluem pro-x carboxipep-
tidase lisossomal, D-ala-D-ala carboxipeptidase do tipo serina, carboxipepti-
dase C, carboxipeptidase D. Metalocarboxipeptidases incluem carboxipepti-
dase a, carboxipeptidase _B, lisina(arginina) carboxipeptidase, gly-X carboxi-
peptidase, alanina carboxipeptidase, muramoilpentapeptideo carboxipepti-
dase, carboxipeptidase h, glutamato carboxipeptidase, carboxipeptidase M,
muramoiltétrapeptideo carboxipeptidase, zinco d-ala-d-ala carboxipeptidase,
carboxipeptidase A2, pro-x carboxipeptidase de membrana, tubulinil-tir car-
boxipeptidase, carboxipeptidase t. Omegapeptidases incluem acilaminoa-
cil-peptidase, peptidil-glicinamidase, piroglutamil-peptidase I, beta-aspar-
til-peptidase, piroglutamil-peptidase Il, n-formilmetionil-peptidase, pteroilpo-
li-lgama]-glutamato carboxipeptidase, gama-glu-X carboxipeptidase, acilmu-
ramoil-ala peptidase. Serina proteinases incluem quimiotripsina, quimiotrip-
sina ¢, metridina, ’tripsina, trombina, Fator Xa de coagulagdo, plasmina, en-

teropeptidase, acrosina, protease alfa-litica, glutamila, endopeptidase, ca-
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tepsina G, fator de coagulagao viia, fator de coagulagdo ixa, cucumisi, prolil
oligopeptidase, fator de coagulagédo xia, braquiurina, calicreina de plasma,
calicreina de tecido, elastase pancredtica, elastase de leucécito, fator de

coagulagdo xiia, quimase, componente de complemento c1r55, componente

‘de complemento c1s55, convertase ¢3/c5 da via de complemento classico,

fator de complemento |, fator de complemento D, convertase ¢3/c5 da via de
complemento alternativa, cerevisina, hipodermina C, lisil endopeptidase,
endopeptidase 1a, gama-reni, venombin ab, leucil endopeptidase, triptase,
escutelarina, quexina, subtilisina, orizina, endopeptidase k, termomicolina,
termitase, endopeptidase SO, ativador de plasminogénio T, proteina C, en-
dopeptidase pancreédtica E, elastase pancreatica ii, serina endopeptidase
IGA-especifica, U-plasminogénio, ativador, venombina A, furina, mieloblastina,
semenogelase, granzima A ou proteinase de linfocito T citotdxico 1, granzima
B ou proteinase de linfocito T citotoxico 2, estreptogrisina A, treptogrisina B,
glutamil endopeptidase I, oligopeptidase B, fator de coagula¢do de limulo c,
fator de coagulagdo de limulo, enzima de coagulagdo de limulo, omptiha,
repressor lexa, peptidase lider bacteriana |, togavirina, flavirina. Cisteina
proteinases incluem catepsina B, papaina, ficina, quimiopapaina, asclepaina,
clostripaina, estreptopaina, actinideo, catepsina 1, catepsina H, calpaina,
catepsina t, glicila, endopeptidase, pré-coagulante de cancer, catepsina S,
picornaina 3C, picornaina 2A, cariéaina, ananaina, bromelaina de talo, bro-
melaina de fruta, legumaina, histolisaina, enzima de conversao de interleu-
cina 1-beta. Aspartico proteinases incluem pepsina A, pepsina B, gastricsina,
quimiosina, catepsina D, neopentesina, renina, retropepsina, enzima de
converséao de pré-opiomelanocortina, aspergilopepsina |, aspergilopepsina ll,
penicilopepsina, rizopuspepsina, endotiapepsina, mucoropepsina, candida-
pepsina, sacaropepsina, rodotorulapepsina, fisaropepsina, acrocilindropep-
sina, poliporopepsina, picnoporopepsina, escitalidopepsina a, escitalidopep-
sina b, xantomonapepsina, catepsina e pepsina de barreira, peptidase lider
bacteriana |, pseudomonapepsina, plasmepsina. Metalo proteinases incluem
atrolisina a, colagenase microbiana, leucolisina, colagenase intersticial, ne-

prilisina, envelisina, metaloendopeptidase iga-especifica, procolageno
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N-endopeptidase, timet oligopeptidase, neurolisina, estromelisina 1, meprina
A, procolageno C-endopeptidase, peptidil-lis metaloendopeptidase, astacina,
estromelisina, 2, matrilisina gelatinase, aeromonolisina, pseudolisina, termo-
lisina, bacilolisina, aureolisina, cocolisina, micolisina, metaloendopeptidase
beta-litica, peptidil-asp metaloendopeptidase, neutrofilo colagenase, gelati-
nase B, leishmanolisina, sacarolisina, autolisina, deuterolisina, serralisina,
atrolisina B, atrolisina C, atroxase, atrolisina E, atrolisina F, adamalisina, hor-
rilisina, ruberlisina, botropasina, botrolisina, ofiolisina, trimerelisina |, trimere-
lisina Il, mucrolisina, pitrilisina, insulisina, O-sialoglicoproteina endopeptidase,
russelisina, mitocondrial, intermediario, peptidase, dactilisina, nardilisina,
magnolisina, meprina B, peptidase de processamento mitocondrial, elastase
de macréfago, coriolisina, toxilisina. Proteinases de mecanismo desconhecido
incluem termopsina e complexo de endopeptidase multicatalitica.
Certas proteases de P. fluorescens sao listadas na Tabela A.
TABELA A

Classe Familia RXF Fungdo Curada | Gene Fisiologia

Homélogos de MEROPS

Aspartico peptidases

A8 (familia de peptidase Il de sinal)

RXF05383 Peptidase de Processamento de
sinal de lipo- numerosas lipopro-
proteina (ec teinas segregadas
3.4.23.36) bacterianas.

A24 (familia de prepilina peptidase do tipo IV)

RXF05379 Prepilina pepti- Este peptidase liga-
dase do tipo 4 do a membrana cliva
pilD (ec um peptideo lider
3.4.99.-) especializado de

prepilina do tipo 4
durante sua secre-
¢ao de muitas espé-
cies bacterianas.
Uma vez segrega-
das, as proteinas
processadas sao
requeridas para
fungdes incluindo
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Classe Familia RXF Fungdo Curada | Gene Fisiologia
formacgao de pilus do
tipo 4, toxina e outra
secrecao de enzima,
transferéncia de
gene e formagao de
biofilme.

Cisteina peptidases

C15 (familia de piroglutamil peptidase 1)

RXF02161 Pirrolidona car- Remogao de grupos
boxilato pepti- de piroglutamila de
dase (ec peptideos no catabo-
3.4.19.3) lismo de proteina

C40

RXF01968 Proteina asso-
ciada a invasao,
P60

RXF04920 Proteina asso-
ciada a invas3o,
P60

RXF04923 Proteina asso-
ciada a fosfa-
tase papq

C56 (familia de Pfpl endopeptidase)

RXF01816 Protease | (ec

34.--)
Metalopeptidases
MiI

RXF08773 | Alanina amino-
peptidase de
membrana (ec
3.411.2)

M3

RXF00561 Oligopeptidase | pr/C Degradacao de pep-

A (ec 3.4.24.70) tideos de sinal de
lipoproteina, e outros
oligopeptideos in-
tracelulares. Papel
na maturagao de
bacteriéfago pre-
cursor de P22 gp7.

RXF04631 Oligopeptidases
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Classe

Familia

RXF

Fung&o Curada

Gene

Fisiologia

Zn-dependentes

M4 (familia de termolisina)

RXF05113

Precursor de
metaloprotease
extracelular (ec
3.4.24.-)

M41 (familia de FtsH endopeptidase)

RXF05400

Proteina de
divisdo celular
ftsH (ec
3.4.24.-)

Papel proposto no
controle de qualida-
de proteolitica das
moléculas regulado-
ras e proteinas de
membrana, em le-
vedura.

M10

RXF04304

Serralisina (ec
3.4.24.40)

RXF04500

Serralisina (ec
3.4.24 .40)

RXF01590

Serralisina (ec
3.4.24 .40)

RXF04495

Serralisina (ec
3.4.24 .40)

RXF02796

Serralisina (ec
3.4.24.40)

M14 (familia de carboxipeptidase A)

RXF09091

Precursor de
zinco-carboxi-
peptidase (ec

3.4.17.-)
M16 (familia de pitrilisina)

RXF03441 Proteina de
sintese de co-
enzima pqq (ec
3.4.99.-)

RXF01918 Zinco protease
(ec 3.4.99.-)

RXF01919 Zinco protease
(ec 3.4.99.-)

RXF03699 Peptidase de
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Classe

Familia

RXF

Fungdo Curada

Gene

Fisiologia

processamento
(ec 3.4.24.64)

M17 (familia de leucil aminoptidase)

RXF00285

Citosol amino-
peptidase (ec
3.4.11.1)

Contribui para nutri-
¢ao bacteriana

M18

RXF07879

Aspartil amino-
peptidase (ec
3.4.11.21)

M20

RXF00811

Succinildiami-
nopimelato
dessuccinilase
(ec 3.5.1.18)

dapE

RXF04052

Xaa-His dipep-
tidase (ec
3.413.3)

RXF01822

Precursor de
carboxipepti-
dase G2 (ec
3.417.11)

RXF04892

N-acil-L-aminoa
cido amidoidro-
lase (ec
3.5.1.14)

M28 (familia de aminopeptidase Y)

RXF03488

Precursor de
proteina de
conversao de
isozima de fos-
fatase alcalina
(ec 3.4.11.-)

M42 (familia de gutamil ami

nopeptidase)

RXF05615 Aminopeptidase
de desbloqueio
(ec 3.4.11.-)
M22
RXF05817 O-sialoglicoprot

eina endopep-
tidase (ec
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Classe

Familia

RXF

Fungao Curada

Gene

Fisiologia

3.4.24.57)

RXF03065

Familia de pro-
teina de glico-
protease

M23

RXF01291

Endopeptidase
de parede ce-
lular, familia
M23/M37

RXF03916

Proteinas de
membrana re-
lacionadas as
metaloendo-
peptidases

RXF09147

Endopeptidase
de parede ce-
lular, familia
M23/M37

M24

RXF04693

Metionina ami-
nopeptidas (ec
3.411.18)

Provavel papel na
remogao cotransla-
cional de metionina
N-terminal

RXF03364

Metionina ami-
nopeptidase (ec
3.4.11.18)

Provavel papel na
remogao cotransla-
cional de metionina
N-terminal.

RXF02980

Xaa-Pro ami-
nopeptidase (ec
3.4.11.9)

Envolvido em modi-
ficagdo da proteina
retrocelular, na bac-
téria.

M48 (familia de Ste24 endopeptidase)

RXF05137

Proteina de
choque térmico
HtpX

RXF05081

Zinco metalo-
protease (ec
3.4.24.-)

M50 (familia de S2P protease)

RXF04692

Metaloprotease
de membrana




—e— e L

72

Classe Familia

RXF

Fungao Curada

Gene

Fisiologia

Serina peptidases

S1 (familia de quimiotripsina)

RXF01250 Protease do (ec
3.4.21)
RXF07210 Protease do (ec

3.4.21)

S8 (familia de subtilisina)

RXF06755

Serina protease
(ec 3.4.21.-)

RXF08517

Serina protease
(ec 3.4.21.-)

RXF08627

Serina protease
extracelular (ec
3.4.21.-)

RXF06281

Precursor de
serina protease
extracelular (ec
3.4.21.-)

RXF08978

Serina protease
extracelular (ec
34.21.-)

RXF06451

Serina protease
(ec 3.4.21.-)

S9 (familia de prolil oligopeptidase)

RXF02003

Protease ii (ec
3.4.21.83)

RXF00458

Hidrolase

S11 (familia

D-Ala-D-Ala ca

rboxipeptidase A)

RXF04657

D-alanil-D-alani
na endopepti-
dase (ec
3.4.99.-)

RXF00670

D-alanil-D-alani
na carboxipep-
tidase (ec

3.4.16.4)

S13 (familia

D-Ala-D-Ala peptidase C)

RXF00133

D-ala-
nil-meso-diamin
opimelato en-

Age na sintese e
remodelagem das
paredes de células




Classe

Familia

RXF

Fungdo Curada

Gene

Fisiologia

dopeptidase (ec
3.4.--)

bacterianas

RXF04960

D-ala-
nil-meso-diamin
opimelato en-
dopeptidase (ec
3.4.-.-)

S14 (familia

de CIpP endop

eptidase)

RXF04567

Subunidade
proteolitica de
Clp protease
atp-dependente
(ec 3.4.21.92)

clpP

Suposto contribuir
para eliminagio de
proteinas prejudiciais
no calor térmico

RXF04663

Subunidade
proteolitica de
Clp protease
atp-dependente
(ec 3.4.21.92)

clpP

Suposto contribuir
para eliminagao de
proteinas prejudiciais
no calor térmico

S16 (familia

de lon protease)

RXF04653

Protease
atp-dependente
La (3.4.21.53)

Suposto contribuir
para eliminagdo de
proteinas prejudiciais
no calor térmico

RXF08653

Protease
atp-dependente
La (3.4.21.53)

RXF05943

Protease
atp-dependente
La (3.4.21.53)

$24 (familia

de LexA)

RXF00449

Repressor de
LexA (ec
3.4.21.88)

RXF03397

Repressor de
LexA (ec
3.4.21.88)

$26 (familia

de peptidase d

e sinal I)

RXF01181

Peptidase de
sinal | {ec
3.4.21.89)

Cliva os peptideos
de sinal das protei-
nas segregadas

S33
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Classe

Familia

RXF

Fungdo Curada

Gene

Fisiologia

RXF05236

Prolina imino-
peptidase (ec
3.4.11.5)

Pip3

RXF04802

Prolina imino-
peptidase (ec
3.4.11.5)

Pip1

RXF04808

Prolina imino-
peptidase (ec
3.411.5)

Pip2

S$41 (familia de peptidase de processamento

C-terminal)

RXF06586

Protease cau-
da-especifica
(ec 3.4.21.-)

RXF01037

Protease cau-
da-especifica
(ec 3.4.21.-)

545

RXF07170

Penicilina Aci-
lase (ec
3.51.11)

pacB2

RXF06399

Penicilina Aci-
lase (ec
3.51.11)

pacB1

S49 (familia

de protease 1V)

RXF06993

Possivel prote-
ase sohb (ec
34.--)

RXF01418

Protease iv (ec
3.4.--)

S58 (familia

de DmpA amin

opeptidase)

RXF06308

D-aminopeptida
se (ec
3.4.11.19)

Treonina peptidases

T1 (familia de proteassoma)

RXF01961

Protease
atp-dependente
hslV (ec
3.4.25.-)

hsiv

Julgado contribuir
para eliminagao de
proteina prejudiciais
no choque térmico




Classe Familia RXF Fungdo Curada | Gene Fisiologia
T3 (familia gama-glutamiltransferase)
RXF02342 Gama-glutamil- | ggt?
transpeptidase
(ec2.3.2.2)
RXF04424 Gama-glutamil- | ggt2
transpeptidase
(ec2.3.2.2)
Peptidases ndo-classificadas
u32
RXF00428 Protease (ec
3.4.-.-)
RXF02151 Protease (ec
3.4.-.-)
u61
RXF04715 Muramoiltetra-
peptideo car-
boxipeptidase
(ec 3.4.17.13)
ue62
RXF04971 Proteina de pmbA O produto do gene
PmbA de PmbA ({Escheri-
chia col}) facilita a
secregdo do pepti-
deo antibidtico mi-
crocina B17, remo-
vendo um peptideo
lider de
26-aminoécido,
N-terminal (Madison
et al., 1997).
RXF04968 Proteina de
TidD
Proteases de nao-MEROPS
RXF00325 Proteina re-
pressora C2
RXF02689 Dipeptidase
microssomal
(ec 3.4.13.19)
RXF02739 Dipeptidase

membrana (ec
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Classe Familia RXF Fungao Curada | Gene Fisiologia
3.4.13.19)
RXF03329 Proteina citosé-
lica hipotética
RXF02492 Xaa-Pro dipep-
tidase (ec
3.4.13.9)
RXF04047 Familia de pro-
tease amino
terminal de
caax
RXF08136 Protease (pro-
teina similar a
transglutami-
nase)
RXF09487 Zinco metalo-
protease (ec
3.4.24.-)
Certas proteases de origem de E. coli sdo listadas na Tabela B.
TABELAB
Classe Familia | Cédigo Peptidase ou homologo Gene
(subtipo)
Aspartico A8 A08.001 Peptidase de sinal |l IspA
peptidases
A24 A24.001 Prepilina peptidase do tipo | etpN
IV (proteina de EtpN (plas-
mideo p0157))
A24.001 Prepilina peptidase do tipo | cofP
IV 1 (proteina de CofP)
A24.001 Prepilina peptidase do tipo | hofD/hopD/hopO
IV 1 (proteina de HofD)
A24.003 Prepilina peptidase do tipo | hopD/ECs4188
IV 2 (proteina de HopD)
A24 Peptidases da familia A24A | pppA/ORF_F310
nao-designada | ndo-designada (proteina de
ORF_F310)
A24 Peptidases da familia A24A | pilU
ndo-designada | ndo-designada (proteina de
PilU (plasmideo R721))
A24 Peptidases da familia A24A | bfpP/bfoG




Classe Familia | Codigo Peptidase ou homoélogo Gene
(subtipo)
nao-designada | nao-designada (proteina de
BfpP (plasmideo pMAR?2))
A24 Peptidases da familia A24A | PILU
nado-designada | nao-designada (proteina de
PilU)
A26 A26.001 Omptina ompT/ECS1663/
B0565
A26.005 Proteinase SopA SOpA
Cisteina C26 C26 Peptidases da familia C26 YC-
peptidases ndo-designada | nao-designada JL/Z2490/ECS18
75
C40 C40.004 spr g.p. (tipo Escherichia) spr
(proteina de spr)
C40 Peptidases da familia C40 | n-
nao-designada | ndo-designada (proteina de | JpC/C2104//2373
NIpC) 7/ECS2415
C40 Peptidases da familia C40 YafL
nao-designada | nado-designada (proteina de
Yafl)
C40 Peptidases da familia C40
néo-designada | ndo-designada (quitinase 3)
C40 Peptidases da familia C40 | ydhO
nao-designada | nao-designada (proteina de
YdhO)
C39 C39.005 Peptidase de processa- cvaB
mento de colicina V (prote-
ina de CvaB)
C39.005 Peptidase de processa- mtfB
mento de colicina V (prote-
ina de MtfB)
C39 Peptidases da familia C39 | mchF/MCLB
nao-designada | ndo-designada (proteina de
secregao de H47 de micro-
cina MchF)
C56 C56 Peptidases da familia C56 | yhbo
ndo-designada | ndo-designada (proteina de
YhbO)
C56 Peptidases da familia C56 | ¢4536

nao-designada

ndo-designada (proteina de
c4536)
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Classe Familia | Cddigo Peptidase ou homologo Gene
(subtipo)
Metalopep- | M1 M01.005 Alanil aminopeptidase (pro- | pepN
tidases teobactérias)
M3A M03.004 Oligopeptidase A priC/opdA
M03.005 Peptidil-dipeptidase Dcp dep/Z2160/ECS2
147
M03.005 Peptidil-dipeptidase Dcp dep
M41 M41.001 FtsH endopeptidase h-
fiB/fisH/ECS4057
M66 M66.001 StcE protease stcE
M15D | M15 Peptidases da subfamilia ddpX/vanX/B148
nao-designada | M15D nao-designada (pro- | 8/22222/ECS209
teina de VanX) 2
M16A M16.001 Pitrilisina ptr/ECs3678
M16B M16 Peptidases da subfamilia pqql/yddC
nao-designada | M16B nao-designada (pro-
teina de PqqL)
M17 M17.003 Aminopeptidase A (bacté- pepA/xerB
rias)
M17.004 PepB aminopeptidase pepB/Z3790/ECS
3389
M24A M24.001 Metionil aminopeptidase 1 map
M24B M24.003 X-Pro dipeptidase (bacté- pepQ/ECs4775
rias)
M24.004 Aminopeptidase P (bacté- pepP
rias)
M24 Peptidases da subfamilia y-
ndo-designada | M24B nao-designada (pro- | qhT/ypdF/B2385/
teina de YghT) 2924
M20A | M20.010 DapE peptidase (succinil da-
diaminopimelato dessucci- | pE/msgB/C2999
nilase)
M20 Peptidases da subfamilia ygey
néo-designada | M20A nao-designada (pro-
teina de YgeY)
M20B | M20.003 Peptidase T pepT/Z1832/ECS
1572
M20C | M20.007 X-His dipeptidase pepD/pepH/ECS0

264




Classe Familia | Codigo Peptidase ou homaologo Gene
(subtipo)
M20D | M20 Peptidases da familia M20D | ydaJ/ECs1922
nao-designada | ndo-designada (proteina de
YdaJ)
M28A | M28 Peptidases da subfamilia yfbL
ndo-designada | M28A nao-designada (pro-
teina de YfbL)
M28C | M28.005 IAP aminopeptidase iap
M42 M42 Peptidases da familia M42 | yjhO
ndo-designada | ndo-designada (proteina de
YijhO)
M42 Peptidases da familia M42 | frvX
nao-designada | ndo-designada (proteina de
FrvX)
M42 Peptidases da familia M42 | frvX/b2384/ypdE
ndo-designada | nao-designada (proteina de
FrvX)
M38 M38.001 Beta-aspartil dipeptidase iadA
M22 M22.001 O-sialoglicoproteina endo- | ygiD
peptidase
M22.002 Proteina de yeaZ ye-
aZ/C2211/22850/
ECS2516
M23B M23.006 YibP Peptidase (proteina de | yibP
YibP)
M23 Peptidases da subfamilia yebA
ndo-designada | M23B nao-designada (pro-
teina de YebA)
M48B M48.002 HtpX endopeptidase HrpX
M48 Peptidases da subfamilia YGGG/C3521
nao-designada | M48B ndo-designada
M48 Peptidases da subfamilia YFGC/C3011
ndo-designada | M48B nao-designada
M48 Peptidases da subfamilia YggG/Z4280/EC
ndo-designada | M48B nao-designada (pro- | S3811
teina de YggG)
M48 Peptidases da subfamilia ycal/C1047/2125
nao-designada | M48B ndo-designada (pro- | 5/ECS0992
teina de Ycal)
M50A | M50.004 Yael. protease (proteina de | ec-
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Classe Familia | Cddigo Peptidase ou homologo Gene
(subtipo)
YAEL) fE/YAEL/B0176/Z
0187/ECS0178/C
0213
M52 M52.001 HybD endopeptidase (pro- | hybD/ECS3878
teina de HybD)
M52.002 HyaD endopeptidase (pro- | hyaD
teina de HyaD)
M52.003 Hycl endopeptidase (pro- hycl/C3277
teina de Hycl)
Serina pep- | S1B S01.260 B1598 endopeptidase B1598
tidases
S1C S01.273 Protease Do htrA/degP
S01.274 DegQ hho-
Al/degQ/ECS410
7/24593
S01.275 DegS hhoB/degS
S6 S06.002 EspP g.p. (Escherichia coli) | espP/pssA
S06.003 Tsh peptidase (Escherichia | tsh/hbp
coli) (proteina de Tsh)
$06.003 Tsh peptidase (Escherichia | C0393
coli)
$06.004 Pet endopeptidase Sat
$06.004 Pet endopeptidase
S06.005 Pic endopeptidase (Shigella | she/pic
felxneri)
S6 Peptidases da familia S6 eatA
nado-designada | nao-designada (proteina de
eatA)
S6 Peptidases da familia S6 C0350
nao-designada | ndo-designada (proteina de
¢0350)
S6 Peptidases da familia S6 espC
nao-designada | ndo-designada (proteina de
EspC)
S6 Peptidases da familia S6 epeA

ndo-designada

nao-designada (proteiha de
epeA)

S6
nao-designada

Peptidases da familia S6 .
nao-designada
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Classe Familia | Codigo Peptidase ou homélogo Gene
(subtipo)

S8A S8 Peptidases da subfamilia
nao-designada | S8A n3o-designada

S9A S09.010 Oligopeptidase B ptrB
$09.010 Oligopeptidase B ptrB/C2255

S9X S9 Peptidases da familia S9 YF-
nao-designada | ndo-designada HR/C3060/b2534

/23802

S11 $11.002 Murein-DD-endopeptidase | pbpG

S$11.003 Proteina de ligagdo de pe- | dacC/Z1066/ECS
nicilina 6 0919

$11.003 Proteina de ligagdo de pe- | DacD/phsE/ECs2
nicilina 6 (proteina de liga- | 812
¢ao de penicilina pbp-6B)

S$11.003 Proteina de ligagdo de pe- | dacA
nicilina 6

S12 S12 Peptidases da familia S12 C2452

ndo-designada | ndo-designada (proteina de
c2452)
S12 Peptidases da familia S12 yaiH/C0480
nao-designada | nao-designada (proteina de
YaiH)
S13 S$13.001 D-Ala-D-Ala peptidase C dacB/ECs4061
S14 S$14.001 Endopeptidase Clp (tipo 1) | cloP/lopP/ECS04
91
S14 Peptidases da familia S14 Z0967/ECS0829
nao-designada | ndo-designada (proteina de
ECs0829)
S14 Peptidases da familia S14 H0022/22112/EC
ndo-designada | nao-designada (proteina de | S2960/L34
ECs2960)

S16 $16.001 Lon protease lon/deg/ECs0493
816 Peptidases da familia $S16 | lonB/Z1305/ECS
ndo-designada | ndo-designada (proteina de | 7039

ECS1039)
S16 Peptidases da familia S16 C1091
n&o-designada | ndo-designada (proteina de
c1091)
S24 $24.001 Repressor LexA (proteina lexA/exrA

de LexA)




82

Classe Familia | Codigo Peptidase ou homologo Gene
(subtipo)
$24.003 Proteina de UmuD
$24.003 Proteina de UmuD umuD/C1631
S26 S26A $26.001 Peptidase de
sinal |
$26.014 Proteina de transferéncia traF
de plasmideo de traF (pro-
teina de TraF)
S33 833 Peptidases da familia S33 bi-
nao-designada | ndo-designada (proteina de | oH/C4189//24767
BioH) /ECS4255
S41A $41.001 Protease de processamento | prc/tsp/ECS2540/
C-terminal 1 Z2877//C2239
S45 $45.001 Precursor de penicilina G pac
acilase
S49 $49.001 Protease IV sp-
PA/ECs2472//C2
170
$49.002 sohB endopeptidase sohB/ECS1844/Z
2538//C1737
S51 S$51.001 Dipeptidase E pepE
S54 S54 Peptidases da familia S54 C0741
ndo-designada | nao-designada (proteina de
c0741)
S54 Peptidases da familia S54 | glbG/C4201//Z47
nao-designada | ndo-designada (glicerofos- | 84/ECS4267
fato desidrogenase)
Treonina T1B T01.006 Componente de Hs1V de hslvV
peptidases HslUV peptidase
T2 T02.002 Asparaginase ybiK/Z1051m/C0O
913
T3 T03.001 Gama-glutamiltransferase 1 | ggt/C4246
(bacteriana)
S41A $41.001 Protease de processamento | prc/tsp/ECS2540/
C-terminal 1 Z22877//C2239
Peptidases | U6 U06.001 Mureina endopeptidase 1 me-
nao-classifi PA/ECs3212/C2
cadas 874
u32 U32 nao-designada Peptidases da

familia U32
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Classe Familia | Cédigo Peptidase ou homdlogo Gene
(subtipo)
ndo-designada
{proteina de
YdcP)
u32 Peptidases da familia U32 | yegQ/C2611
nao-designada | ndo-designada (proteina de
YegQ)
u32 Peptidases da familia U32 YH-
nao-designada | ndo-designada (proteina de | BU/C3911/Z4519
YhbU) /ECS4039
U35 U35 nao-designada Peptidases da
familia U35
néo-designada
u3s Peptidases da familia U35 | ECs4973

nao-designada

nao-designada (proteina de
ECs4973)

u49 U49.001 Lit protease (Es-
cherichia coli)
u61 U61.001 Muramo-
il-tetrapeptideo
carboxipeptidase
U611 Peptidases da familia U61 mccF
nao-designada | nao-designada (proteina de
MccF)
u62 U62.001 Peptidase de
processamento
de microcina 1
U62.002 Peptidase de processa- HdD/ECs4117
mento de microcina 2
M9G.035 Endopeptidase ECP 32

(Escherichia coli)
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Certas proteases de origem de S. Cerevisiae

sdo listadas na

Tabela C.
TABELA C
Classe Familia | Cédigo Peptidase ou homélogo Gene
(subtipo)
Aspartico A1 A01.015 Pepsina de barreira Bar1
peptidases
A01.018 Sacaropepsina pepd/pho9
A01.030 lapsina 1 iap3
A01.031 fapsina 2 mkc7
A01.035 lapsina 3 YPS3
A01.UPW Peptidases da familia A1 YPS7/D9476.8/Y
nao-designada DR349C
A01.UPW Peptidases da familia A1 YIR039C
nao-designada (proteina de
YIR039C)

A2D A02.022 Transposon de Ty3 (Sac- POL3/TY3-2
charomyces cerevisiae) orfB/TY3B
endopeptidase (retrotrans-
poson Ty3-1)

A11B A11.003 Transposon de Ty1 (Sac- Ty1B
charomyces cerevisiae)
endopeptidase (proteina B
de transposon Ty1-17)

A11.003 Transposon de Ty1 (Sac- Ty1B
charomyces cerevisiae)
endopeptidase (proteina B
de transposon Ty1)

A11.003 Transposon de Ty1 (Sac- Ty1B
charomyces cerevisiae)
endopeptidase (proteina B
de transposon Ty1)

A11X A11.UPW Peptidases da familia A11
nado-designada (retrotrans-
poson Ty4)

A22B A22.008 Proteina de YKL100c YKL100¢
(Saccharomyces cerevisia-

e)
Cisteina C1B C01.085 Bleomicina hidrolase (le- GAL6/YCP1/LAP
peptidases vedura) 3




Classe Familia | Codigo Peptidase ou homélogo Gene
(subtipo)

C2 C02.008 Calpaina-7 Y-
MR164C/Cpl1/Ri
m13

C12 C12.002 Ubiquitinil hidrolase YUH1 yuht

C13 C13.005 Glicosilfosfatidilinosi- d9798.2

tol:proteina transamidase

C19 C19.002 Ubp1 ubiquitina peptidase ubp1

C19.003 Ubp2 ubiquitina peptidase ubp2

C19.004 Ubp3 ubiquitina peptidase ubp3

C19.005 Doa4 ubiquitina peptidase DOA4

C19.006 Ubp5 ubiquitina peptidase ubpb

C19.079 UBP6 (Saccharomyces yfr010w
cerevisiae) (proteina de
YFRO 10W)

c1o.uPw Peptidases da familia C19 | YNL186W
ndo-designada (proteina de
YNL186W)

C19.UPW Peptidases da familia C19 | ubp9
néo-designada (UBP9)

C19.UPW Peptidases da familia C19 YBL0O67C
ndo-designada (proteina de
YBLO67C)

Cc19.UPwW Peptidases da familia C19 | UBP12/YBR058C
néo-designada (proteina de
YBRO58C)

C19.UPW Peptidases da familia C19 UBP16/YPLO72
ndo-designada (ubiquitina W/LPF12W
hidrolase 16 carbé-
xi-terminal)

C19.UPW Peptidases da familia C19 Y-
néo-designada (proteina de | MR304W/ym995
YMR304W) 2.06

c19.UPW Peptidases da familia C19 Y-
ndo-designada (proteina de | MR223W/ym995
YMR223W) 9.05

c1o.upw Peptidases da familia C19 | ubp7
néo-designada (UBP7)

C19.UPW Peptidases da familia C19 | ubp13

nao-designada (UBP13)




Classe Familia | Cédigo Peptidase ou homélogo Gene
(subtipo)
C44 C44.971 Glucosami-
na-frutose-6-fosfato amino-
transferase
C44.971 Glicosami- gfat
na-frutose-6-fosfato amino-
transferase (glicosami-
na-frutose-6-fosfato amino-
transferase)
C48 C48.001 Ulp1 endopeptidase YPL0O20c
C48.005 Ulp2 endopeptidase (pro- SMT4
teina de Smt4p)
C50 C50.001 Separase ESP1/YGR098C
C54 C54.001 ATG4 peptidase (Saccha- | Apg4/Aut?
romyces cerevisiae)
C56 C56.004 YDR533C g.p. (Saccha- Y-
romyces cerevisiae) DR533C/D9719.3
6
C56.UPW Peptidases da familia C56 | YPL280W
nao-designada (proteina de
YPL280W)
C56.UPW Peptidases da familia C56 | YOR391C
ndo-designada (proteina de
YOR391C)
134 134.001 Inibidor de sacaropepsina PAI3/YMR174C/
YM8010
Metalopep- | M1 M01.006 Ape2 aminopeptidase lap1/ape2
tidases
M01.007 Aap1' aminopeptidase AAP1
M01.007 Aap1' aminopeptidase
M01.017 Yin7 g.p. (Saccharomyces Yil137C
cerevisiae)
MO1.UPW Peptidases da familia M1 inl045w
néao-designada (proteina de
yni045w)
M3A M03.003 Sacarolisina prd1
M03.006 Peptidase intermediaria MiP1
mitocondrial
M16A M16.007 Axl1 peptidase axl1
M16.008 Ste23 peptidase ste23
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Classe Familia | Cédigo Peptidase ou homélogo Gene
(subtipo)
M16.UPA Peptidases da subfamilia Orf1
M16A nao-designada (pro-
teina de orf1)

M16B M16.003 Beta-subunidade de pepti- | mas1/mif1
dase de processamento
mitocondrial (beta)

M16C M16.UPC Peptidases da subfamilia YDR430C
M16C nao-designada (pro-
teina de YDR430C)

M16.UPC Peptidases da subfamilia YOL098C
M16C nao-designada (pro-
teina de YOL098C)

M16X | M16.971 Subunidade alfa de néo mas2/mif2
peptidase de peptidase de
processamento mitocondri-
al (alfa)

M16.974 UCR2_HUMANO (proteina | ucr2/cor2/qcr2
de nucleo de ubiquinol ci-
tocromo c reductase 2)
M18 M18.001 Aminopeptidase | ape1/lap4
M18.UPW Peptidases da familia M18 | YHR113W
nao-designada (proteina de
YHR113W)

M20A M20.005 Dipeptidase ndo-especifica | YFR044C
citosdlica

M20E M20.002 Gly-X Carboxipeptidase Cps1/cps

M20.002 Gly-X Carboxipeptidase AOE110, AO-
(pseudogene; deduzido da | E264, AOE130
sequéncia de nucleotideo
por MEROPS)

M22 M22.003 Mername-AA017 peptidase | YKR038C
(proteina de YKR038C)

M22.UPW Peptidases da familia M22 | QR17
nado-designada (proteina de
QRI7)

M24A M24.001 Metionil aminopeptidase 1 map1

M24.002 Metionil aminopeptidase 2 | ybl091¢c

M24B M24.009 Aminopeptidase P1 YLLO29w

M24.026 Homdlogo de aminopepti- YERO078C
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Classe Familia | Codigo Peptidase ou homdlogo Gene
(subtipo)
dase P (proteina de
YERO078C)
M24.UPB Peptidases da subfamilia yfrO06w
M24B nao-designada (pro-
teina de YFR0O06W)
M28A M28.001 Aminopeptidase Y ape3
M28E M28.006 Mername-AA063 peptidase | YDR415¢
(proteina de YDR415¢c)
M28X M28.974 Glutaminil ciclase YFR0O18C
M28.UPW Peptidases da familia M28 | YBRO74W
nao-designada (proteina de
YBRO074W)
M41 M41.002 Afg3 g.p. (Saccharomyces | agf3/yta10
cerevisiae) (proteina de
AGF3)
M41.003 m-AAA protease (proteina rcal/ytal2
de RCA1)
M41.004 i-AAA protease yme1/ytat/osd1
M48A | M48.001 Ste24 endopeptidase STE24
M48B M48.018 Oma1 endopeptidase Y-
(Saccharomyces cerevisia- | KRO87C/YKR407
e) (proteina de YKR087C)
M49 M49.001 Dipeptidil-peptidase Il YOLO57TW
M49.UPW Peptidases da familia M49
ndo-designada
M67A M67.001 Poh1 peptidase RPN11/MPR1/YF
RO0O4W
M67.002 Metaloenzima de dominio YDL216¢/D0888
Jab1/MPN
M67.973 Subunidade reguladora de | RPN8/YOR261C
ndo-ATPase de proteas-
soma 26S
Serina pep- | SIC S01.434 Nma111 endopeptidase yni123w
tidases (Saccharomyces cerevisia-
e) (proteina YNL123W)
S8A $508.052 Cerevisina prb1
S08.UPA Peptidases da subfamilia YSP3

S8A nao-designada (prote-
ina de YSP3)
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Classe Familia | Cédigo Peptidase ou homologo Gene
(subtipo)
S08.UPA Peptidases da subfamilia YCR54C
S8A nao-designada (prote-
ina de YCR54C)

S8B S08.070 Cexina kex2

S9B $09.005 Dipeptidil aminopeptidase A | ste13/yci1
$09.006 Dipeptidil aminopeptidase B | dap2

(fungo)

S9X S09.UPW Peptidases da familia S9 YNL320W
nao-designada (proteina de
Ynl320w)

S10 $10.001 Carboxipeptidase Y prc1
$10.007 Kex carboxipeptidase kex1
S10.UPW Peptidases da familia S10 | ybr139wW

ndo-designada (proteina de
YBR139W)
S16 $16.002 PIM1 endopeptidase lon/pim1
S26A $26.002 Protease de membrana imp1
interna mitocondrial 1 (1)
$26.012 Protease de membrana imp2
interna mitocondrial 2 (2)
S26B $26.010 Componente de 21 kDa de | sec?1
signalase (eucarioto)
S33.UPwW Peptidases da familia S33 ECM18/YDR125
nao-designada C
S33.UPW Peptidases da familia S33 | ECM18/YDR125
ndo-designada C
S54 $554.007 Proteina de Pcp1 (Saccha- | YGR101W
romyces cereviseae) (pro-
teina de YGR101W)

S59 §59.001 Nucleoporina 145 Nup145
Treonina T1A T01.010 Subunidade catalitica de pre3
peptidases proteassoma 1

T01.011 Subunidade catalitica de pupt
proteassoma 2

T01.012 Subunidade catalitica de pre2/prg1
proteassoma 3

T01.983 Subunidade de proteasso- | pup3

ma beta 3
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Classe Familia | Codigo Peptidase ou homdlogo Gene
(subtipo)
T01.984 Subunidade de proteasso- | pre?
ma beta 2
T01.986 Subunidade de proteasso- | pre7/prs3
ma beta 1
T01.987 Subunidade de proteasso- | pre4
ma beta 4
T1X T01.971 Subunidade de proteasso- | prs2/prc2
ma alfa 6
T01.972 Subunidade de proteasso- | pre8/prs4
ma alfa 2
T01.973 Subunidade de proteasso- | pre9/prs5
ma alfa 4
T01.974 Subunidade de proteasso- | pre6
ma alfa 7
T01.975 Subunidade de proteasso- | pup2
ma alfa 5
T01.976 Subunidade de proteasso- | pre5
ma alfa 1
T01.977 Subunidade de proteasso- | pre10/prs1/prc1
ma alfa 3
T3 T03.012 Gama-glutamiltransferase L8003.4
(Saccharomyces) (proteina
de YLR299w)
T5 T05.002 Precursor de ornitina acetil- | arg7/emc40/YMR
transferase 062C
Peptidases | U48 U48.001 Prenil protease 2 rcel
nao-classifi
cadas

MODULADORES DE DOBRAMENTOS

Os genes ou produtos de gene sobre-regulados identificados
podem ser um ou mais moduladores de dobramento. Moduladores de do-
bramento podem por exemplo ser proteinas de HSP70, proteinas de
HSP110/SSE, proteinas de HSP40 (relacionadas a DNAJ), proteinas simila-
res a GRPE, proteinas de HSP90, proteinas de CPN60 e de CPN10, chape-
roninas citosélicas, proteinas de HSP100, HSPs Pequena, Calnexina e cal-

reticulina, PDI e proteinas relacionadas a tiorredoxina, Peptidil-prolil isome-
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rases, Ciclofilina PPlases, proteinas de ligagdo de FK-506, Parvulina PPlases,
chaperoninas individuais, chaperonas proteina-especificas ou chaperonas
intramoleculares. Moduladores de dobramentos sdo em geral descritos em
"Guidebook to Molecular Chaperones and Protein-Folding Catalysts" (1997)
ed. M. Gething, Universidade de Melbourne, Australia.

As chaperonas molecular mais bem caracterizadas no citoplasma
de E. coli sd@o sistemas dependentes de DnaK-DnaJ-GrpE ATP- e de Gro-
EL-GroES. Com base em estudos in vitro e consideragdes de homologia,
varias proteinas citoplasmicas adicionais foram propostas para funcionarem
como chaperonas moleculares em E. coli. Estas incluem CipB, HtpG e IbpA/B
que, como DnaK-DnaJ-GrpE e GroEL-GroES, sdo proteinas de choque tér-
mico (Hsps) pertencendo ao regulon de tensdo. A conformacéo trans de li-
gagGes Pro € energicamente favorecida em cadeias de proteina nascentes;
porem, ~5% de todas as ligagdes de prolil peptideo sdo encontrados em uma
conformagio cis nas proteinas nativas. A isomerizagdo de trans para cis de
ligagGes de X-Pro ¢ limitativa em taxa no dobramento de muitos polipeptideos
e é catalisada in vivo através de peptidil prolil cis/trans isomerases (PPlases).
Trés PPlases citoplasmicas, SlyD, SIpA e fator desencadeador (TF), foram
identificadas até agora em E. coli. TF, uma proteina de 48 kDa associada as
subunidades ribossémicas de 50 S que foram postuladas cooperar com as
chaperonas em E. coli para garantir dobramento apropriado das proteinas
recentemente sintetizadas. Pelo menos cinco proteinas (tiorredoxinas 1 e 2, e
glutarredoxinas 1, 2 e 3, os produtos dos genes de trxA, trxC, grxA, grxB e
grxC, respectivamente) estdo envolvidos na redugzo de ligagdo em pontes de
dissulfeto que transientemente surgem nas enzimas citoplasmicas. Desse
modo, genes identificados podem ser proteinas ou chaperonas de formagéao
de ligagéo de dissulfeto que permitem formacgao de ligagéo de dissulfeto a-
propriada.

Certos moduladores de dobramento em O. fluorescens sao lis-

tados na Tabela D.



92 .

Tabela D
RXF Gene Fungédo Familia
GroES/EL
rxf02095 groES chaperona Hsp10
rxf06767:: groEL chaperona Hsp60
rxf02090
RXF01748 | ibpA Proteina de choque térmico pequena | Hsp20
(sHSP) IbpA PA3126; Age como um
retentor para dobramento de GroESL
RXF03385 | hscB proteina de chaperona hscB Hsp20
Hsp70 (DnaK/J)
rxf05399 dnaK chaperona Hsp70
RXF06954 | dnaK chaperona Hsp70
RXF03376 | hscA chaperona Hsp70
RXF03987 | cbpA Proteina de ligagdo de DNA curvada, | Hsp40
atividade similar a dnaJ
RXF05406 | dnaJ proteina de chaperona dnaJ Hsp40
RXF03346 | dnaJ chaperonas moleculares (familia de | Hsp40
DnaJ)
Hsp100 (Clp/Hsl)
RXF04587 | clpA subunidade de ligagdo de atp de clp | Hsp100
protease atp-dependente CIpA
RXF08347 | clpB proteina de ClpB Hsp100
RXF04654 | clpX subunidade de ligagdo de atp de clp | Hsp100
protease atp-dependente clpX
RXF01957 | hsiU subunidade de ligacdo de atp de hsl | Hsp100
protease atp-dependente hslU
RXF01961 hslvV subunidade de ligagdo de atp de hsl | Hsp100
protease atp-dependente hslV
Hsp33
RXF04254 | yrfl chaperonina de 33 kDa (homélogo | Hsp33
de proteina de choque témico 33)
(HSP33)
Hsp90
RXF05455 | htpG proteina de chaperona htpG Hsp90

SecB
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RXF Gene Funcéo Familia
RXF022311 | secB chaperona especifica de secregdo | SecB
SecB
Isomerases de ligagdo de dissulfeto
RXF07017 | dsbA dissulfeto isomerase DSBA oxidor-
reductase
RXF08657 | ds- dissulfeto isomerase DSBA oxidor-
bA/dsbC/d reductase
sbG/fernA
rxf01002 ds- dissulfeto isomerase DSBA oxidor-
bA/dsbC reductase/ Ti-
orredoxina
rxf03307 dsbC dissulfeto isomerase glutarredoxina/
Tiorredoxina
Rxf04890 dsbG dissulfeto isomerase glutarredoxina/
Tiorredoxina
Peptidiil-prolil cis-trans isomerases
RXF03768 | ppiA Peptidil-prolil cis-trans isomerase A | PPlase: tipo
(ec 5.2.1.8) ciclofilina
RXF05345 | ppiB Peptidil-prolil cis-trans isomerase B | PPlase: tipo
ciclofilina
RXF06034 | fkiB Peptidil-prolil  cis-trans isomerase | PPlase: tipo
FkiB FKBP
RXF06591 fkiB/fkbP | Peptidil-prolil cis-trans isomerase de | PPlase: tipo
proteina de ligagdo de fk506 (EC | FKBP
5.2.1.8)
RXFO05753 | fkiB/fkbP | Peptidil-prolil cis-trans isomerase (ec | PPlase: tipo
5.2.1.8) FKBP
RXF01833 | slyD Peptidil-prolil  cis-trans isomerase | PPlase: tipo
SlyD FKBP
RXF04655 | tig fator desencadeador, ppiase (ec | PPlase: tipo
5.2.1.8) FKBP
RXF05385 | yaad peptidil-prolil cis-trans isomerase de | PPlase: tipo
16 kDa do tipo FKBP provavel (EC | FKBP
5.2.1.8) (PPiase) (Rotamase)
RXF00271 | yaad Peptidil-prolil cis-trans isomerase (ec | PPlase: tipo
5.2.1.8) FKBP
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RXF Gene Funcao Familia
Chaperonas de montagem de pili (parecidas com papD)
RXF06068 | cup Proteina de chaperona cup papD de mon-
tagem de pili
RXF05719 | ecpD Proteina de chaperona ecpD papD de mon-
tagem de pili
RXF03406 | ecpD;csu | Proteina de chaperona ecpD papD de mon-
C tagem de pili
RXF04296 | ecpD;cup | Proteina de chaperona ecpD papD de mon-
tagem de pili
RXF04553 | ecpD;cup | Proteina de chaperona ecpD papD de mon-
tagem de pili
RXF04554 | ecpD;cup | Proteina de chaperona ecpD papD de mon-
tagem de pili
RXF05310 | ecpD;cup | Proteina de chaperona ecpD papD de mon-
tagem de pili
RXF05304 | ecpD;cup | Proteina de chaperona ecpD papD de mon-
tagem de pili
RXF05073 | gltF fungdo periplasmica de chaperona | papD de mon-
de montagem de pili gram-negativa | tagem de pili

Certos moduladores de dobramento em E. coli sdo listados na

Tabela E.
Tabela E

Acesso de | Uniprot ID Anotacgdo Familia
Uniprot
GroES/EL
P05380 CH10_ECOLI chaperonin de 10 kDa Hsp10
P06139 CH60_ECOLI chaperonin de 60 kDa Hsp60
Hsp70(DnaK/J)
P04475 DNAK_ECOLI Proteina de chaperona dnaK | Hsp70
P77319 HSCC_ECOLI | Proteina de chaperona hscC Hsp70
P36659 CBPA_ECOLI | Proteina de ligagdo de DNA Hsp40

curvada CbpA
P31680 DJLA_ECOLI Proteina similar a DnaJ, rscG | Hsp40
P08622 DNAJ_ECOLI Proteina de chaperona dnaJ Hsp40
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Acesso de | Uniprot ID Anotacao Familia
Uniprot
P29131 FTSN_ECOLI Proteina de divisao celular ftsN | Hsp40
P09372 GRPE_ECOLI | Proteina de GrpE GrpE
P31658 HCHA_ECOLI | Proteina de chaperona hchA" | Hsp31
Hsp100 (Clp/Hsl)
P15716 CLPA_ECOLI Subunidade de ligagdo de ATP | Hsp100
de Clp proteases
ATP-dependente
P03815 CLPB_ECOLI Proteina de ClpB Hsp100
P33138 CLPX_ECOLI Subunidade de ligagdo de ATP | Hsp100
de hsl proteases
ATP-dependente clpX
P32168 HSLU_ECOLI | Subunidade de ligagdo de ATP | Hsp100
de Clp protease
ATP-dependente, clpY
Proteina de choque térmico pequenas
P29209 IBPA_ECOLI Proteina de choque térmico de | Hsp16
16 kDa A
P29210 IBPB_ECOLI Proteina de choque térmico de | Hsp16
16 kDa B
Proteina de choque térmico de 16 kDa B
P36662 TORD_ECOLI | Proteina de chaperona torD TorD
P15040 SECB_ECOLI Proteina de exportagao de SecB
proteina secB
P45803 HSLO_ECOLI | Chaperonina de 33 kDa Hsp33
P10413 HTPG_ECOLI Proteina de chaperona htpG Hsp90
HscAB _
P36541 HSCA_ECOLI! | Proteina de chaperona hscA Hsp66
P36540 HSCB_ECOLI | Proteina de Co-chaperona Hsp20
hscB
Proteina veiculo de lipoproteina
P61316 LOLA_ECO.LI Precursor de proteina veiculo | LolA
de lipoproteina de membrana
externa
P61320 LOLB_ECOLI Precursor de loIB de lipopro- LolB
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Acesso de | Uniprot ID Anotacao Familia
Uniprot
: teina de membrana externa
Isomerases de ligagao de dissulfeto
¥ P24991 DSBA_ECOLI Tiol: precursor de dsbA de
proteina de interpermuta de
dissulfeto
P300018 DSBB_ECOLI proteina de formacgao de liga- | oxidorreductase
¢ao de dissulfeto de ligacdo de
dissulfeto
P21892 DSBC_ECOLI Tiol: precursor de dsbC de
proteina de interpermuta de
, dissulfeto
P36655 DSBD_ECOLI Tiol: precursor de dsbD de
proteina de interpermuta de
,, dissulfeto (EC 1.8.1.8) (Prote-
" ina-dissulfeto reductase)
P33926 DSBE_ECOLI Tiol: precursor de dsbE de

; proteina de interpermuta de
dissulfeto (proteina da biogé-

r nese de citocromo ¢ ccmG)

‘ P77202 DSBG_ECOLI | Tiol: precursor de dsbG de oxidorreductase
proteina de interpermuta de de ligagao de
dissulfeto dissulfeto

Peptidil-prolil cis-trans isomerases
P22257 TIG_ECOLI fator desencadeador PPlase: tipo
FKBP
P45523 FKBA_ECOLI precursor de fkpa de pepti- PPlase: tipo
dil-prolil cis-trans isomerase do | FKBP
tipo FKBP
P39311 FKBB_ECOLI peptidil-prolil cis-trans isome- | PPlase: tipo
rase de 22 kDa do tipo FKBP | FKBP
P22563 FKBX_ECOLI peptidil-prolil cis-trans isome- | PPlase: tipo
rase de 16 kDa do tipo FKBP | FKBP
P30856 SLYD_ECOLI peptidil-prolil cis-trans isome- | PPlase: tipo
rase do tipo FKBP slyD FKBP
P20752 PPIA_ECOLI precursor de peptidil-prolil PPlase: tipo

cis-trans isomerase A

ciclofilina




Acesso de | Uniprot ID Anotacao Familia
Uniprot
P23869 PPIB_ECOLI peptidil-prolil cis-trans isome- | PPlase: tipo
rase B - ciclofilina
P39159 PPIC_ECOLI peptidil-prolil cis-trans isome- | PPlase: tipo
rase C PPIC
P77241 PPID_ECOLI peptidil-prolil cis-trans isome- | PPlase: tipo
rase D PPIC
P21202 SURA_ECOLI precursor de surA de proteina | PPlase: tipo
de sobrevivéncia parvulina
Chaperonas de montagem de pili (similares a papD)
P53516 AFAB _ECOLI precursor de afaB de proteina | PapD de mon-
de chaperona tagem de pili
P33128 ECPD_ECOLI precursor de ecpD de proteina | PapD de mon-
de chaperona tagem de pili
P31697 FIMC_ECOLI precursor de fimC de proteina | PapD de mon-
de chaperona tagem de pili
W‘P77249 SFMC_ECOLI | precursor de sfmC de proteina | PapD de mon-
de chaperona tagem de pili
P75749 YBGP_ECOL! | precursor de ybgP de chape- | PapD de mon-
rona fimbrial hipotética tagem de pili
P40876 YCBF_ECOLI precursor de ycbF de chape- PapD de mon-
rona fimbrial hipotética tagem de pili
P75856 YCBR_ECOLI precursor de ycbR de chape- | PapD de mon-
rona fimbrial hipotética tagem de pili
P33342 YEHC_ECOLI | precursor de yehC de chape- | PapD de mon-
rona fimbrial hipotética tagem de pili
P77599 YFCS_ECOLI precursor de yfcS de chape- PapD de mon-
rona fimbrial hipotética tagem de pili
P28722 YHCA_ECOLI precursor de yhcA de chape- | PapD de mon-
rona fimbrial hipotética tagem de pili
P77616 YQIH_ECOLI precursor de yqiH de chape- PapD de mon-
rona fimbrial hipotética tagem de pili
P42914 YRAI_ECOLI precursor de yral de chapero- | PapD de mon-
na fimbrial hipotética tagem de pili




Certos moduladores de dobramento de S. cervisia sdo mostrados

na tabela F.
Tabela F

Acesso Uniprot ID Fonte GO Anotagdo Familia

Uniprot ‘

GroES/EL

P19882 | HS60_LEVE- GOA:interpro proteina de choque térmico Hsp60
DURA 60, precursor mitocondrial

P38228 TC62_LEVE- GOA:interpro chaperona mitocondrial Hsp60

-~ DURA TCM62
P38910 CH10_ LEVE- GOA:interpro proteina de choque térmico Hsp10
: DURA de 10 kDa mitocondrial

Hsp70 (DnaK/J)

P25491 MAS5 LEVE- | GOA:interpro proteina de importagdo de Hsp40
DURA proteina mitocondrial MASS5,

Ydj1

P10591 HS71_LEVE- PMID:9789005 | proteina de choque térmico Hsp70
DURA SSA1

P10592 HS72_LEVE- PMID:9448096 | proteina de choque térmico Hsp70
DURA SSA2

P11484 HS75_ LEVE- proteina de choque térmico Hsp70
DURA SSB1

P40150 HS76_ LEVE- proteina de choque térmico Hsp70
DURA SsSB2

P09435 HS73_LEVE- PMID:7867784 | proteina de choque térmico Hsp70
DURA SSA3

P22202 HS74_LEVE- proteina de choque térmico Hsp70
DURA SSA4

P25294 SIS1_LEVE- GOA:interpro proteina de SIS1 Hsp40
DURA

P32527 ZUO1_LEVE- | GO:0003754 Zuotina Hsp40
DURA

P35191 MDJ1_ LEVE- GOA:interpro proteina de MDJ1, precursor | Hsp40
DURA mitocondrial

P12398 HS77_LEVE- PMID:8654364 | proteina de chogue térmico Hsp70
DURA SSCH1, precursor mitocondrial

P38523 GRPE_LE- GOA:interpro homdlogo de proteina de GrpE
VEDURA GrpE, precursor mitocondrial, |

MGE1
P14906 SC63_LEVE- GOA:spkw proteina de translocagdo Hsp40
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Acesso Uniprot ID Fonte GO Anotagdo Familia

Uniprot

GroES/EL
DURA SEC63

P16474 GR78_LEVE- GRP 78, BIP, Kar2 Hsp70
DURA

P25303 SCJ1_LEVE- GOA:interpro proteina relacionada aDnaJ | Hsp40
DURA SCH

P39101 CAJ1_LEVE- GOA:interpro proteina de CAJ1 Hsp40
DURA

P48353 HLJ1_LEVE- GOA:interpro Proteina de HLJ1 Hsp40
DURA

P39102 XDJ1_LEVE- GOA:interpro Proteina de XDJ1 Hsp40
DURA

P52868 YGMS8_ LE- GOA:interpro proteina de 41,0 kDa hipoté- | Hsp40
VEDURA tica em regido intergénica de

CEG1-SOH1

P53940 YNH7_LEVE- | GOA:interpro proteina de 58,9 kDa hipoté- | Hsp40

DURA tica em regidao intergénica de
TPM1-MKS1

P38353 SSH1_ LEVE- homdlogo de proteina 61 de | Hsp70
DURA Séc -

P36016 LHS1_LEVE- GOA:spkw homdlogo de proteina 70 de | Hsp70
DURA choque térmico LHS1, SSI1

P38788 YHMA_LE- PMID:1105457 | homélogo de proteina 70 de | Hsp70
VEDURA 5 choque térmico YHR064C

Hsp110/Sse

P32589 HS78 LEVE- PMID:1048086 | homdlogo de proteina de SSE
DURA 7 choque térmico SSE1

P32590 HS79 LEVE- homdlogo de proteina de SSE
DURA choque térmico SSE2

Hsp100 (Clp/Hsl)

P31539 H104 LEVE- GOA:interpro proteina de choque térmico Hsp100
DURA 104

P33416 HSP7_LEVE- proteina de choque térmico Hsp100
DURA 78, precursor mitocondrial

P38323 MCX1_ LE- GOA:interpro chaperona similar a clpX Hsp100
VEDURA mitocondrial MCX1 ‘

Pequena proteina de chogue térmico

P15992 HS26 LEVE- PMID:1058124 | proteina de choque térmico Hsp pe-
DURA 7 26 queno
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Acesso Uniprot ID Fonte GO Anotagao Familia

Uniprot

GroES/EL

Prefoldina

P48363 PFD3_LEVE- GOA:interpro Subunidade de prefoldina prefoldina
DURA provavel 3

Q04493 PFD5_ LEVE- GOA:interpro subunidade de prefoldina 5 prefoldina
DURA

P43573 YFC3_ LEVE- GOA:interpro proteina de 91,4 kDa hipoté- | prefoldina
DURA tica na regido intergénica de

STE2-FRS2

P46988 PFD1_LEVE- GOA:spkw subunidade de prefoldina 1 KE2
DURA

P40005 PFD2_ LEVE- GOA:spkw subunidade de prefoldina 2 KE2
DURA

P53900 PFD4_LEVE- GOA:spkw subunidade de prefoldina 4 KE2

' DURA

P52553 PFD6_ LEVE- GOA:spkw subunidade de prefoldina 6 KE2
DURA

Hsp 90

P02829 HS82_ LEVE- GOA:interpro proteina de choque térmico Hsp90
DURA HSP82

P15108 HS83_ LEVE- GOA:interpro proteina de cognato de cho- | Hsp90
DURA que térmico HSC82

P06101 CC37_LEVE- GOA:spkw co-chaperona de Hsp90 Cdc37
DURA Cdc37

P33313 CNS1_LEVE- GOA:spkw supressor 7 de ciclofinila 1 CNS1
DURA

P15705 STIH_LEVE- PMID:8972212 | proteina de choque térmico
DURA STH

Calnexina

pP27825 CALX_LEVE- | GOA:spkw precursor de homdlogo de calnexina
DURA calnexina

Complexo T de chaperoninas citosdlicas

P12612 TCPA_LEVE- | GOA:interpro Proteina de complexo T 1, TCP-1,
DURA subunidade alfa Hsp60

P39076 TCPB_LEVE- | GOA:interpro Proteina de complexo T 1, TCP-1,
DURA subunidade beta Hsp60

P39078 TCPD_LEVE- | GOA:interpro Proteina de complexo T 1, TCP-1,
DURA subunidade delta Hsp60

P40413 TCPE_LEVE- | GOA:interpro Proteina de complexo T 1, TCPA1,
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Acesso Uniprot ID Fonte GO Anotagao Familia
Uniprot
GroES/EL
DURA subunidade epsilon Hsp60
P39077 TCPG_LE- GOA:interpro Proteina de complexo T 1, TCP-1,
VEDURA subunidade gama Hsp60
P42943 TCPH_LEVE- | GOA:interpro Proteina de complexo T 1, TCP-1,
DURA subunidade eta Hsp60
P47079 TCPQ_LE- GOA:interpro proteina de complexo T 1, TCP-1,
VEDURA subunidade teta Hsp60
P39079 TCPZ_LEVE- GOA:interpro Proteina de complexo T 1, TCP-1,
DURA subunidade zeta Hsp60
Proteina especifica
P48606 TBCA_LEVE- | GOA:spkw Chaperona tubuli- Proteina
DURA na-especifica A especifica
P53904 TBCB_LEVE- | GOA:spkw Chaperona tubuli- Proteina
DURA na-especifica B especifica
P46670 CIN2_ LEVE- GOA:spkw co-fator de dobragem de Proteina
DURA tubulina C Cin2 especifica
P40987 CIN1_LEVE- co-fator de dobragem de Proteina
DURA tubulina D Cin1 especifica
P39937 PAC2_LEVE- GOA:spkw co-fator de dobragem de Proteina
DURA tubulina E PAC2 especifica
P21560 CBP3_ LEVE- GOA:spkw proteina de CBP3, precursor | Proteina
DURA mitocondrial especifica
Q12287 COXS_LE- GOA:spkw chaperona de cobre de oxi- Proteina
VEDURA dase de citocromo ¢ especifica
P40202 LYS7_LEVE- GOA:interpro chaperona de cobre de su-
DURA perdxido dismutase 1
Q02774 SHR3_LEVE- | PMID:1056425 | Proteina de componente Proteina
DURA 5 secretorio SHR3 especifica
P38293 UMP1_LE- GOA:spkw Fator de maturacdo de pro- Proteina
VEDURA teassoma UMP1 especifica
P38784 VM22 _LEVE- | PMID:7673216 | proteina de montagem de Proteina
DURA ATPase vacuolar VMA22 especifica
P38072 SCO2_LEVE- | GOA:spkw Proteina de SCO2, precursor | proteina
DURA mitocondrial especifica
P53266 SHY1_LEVE- | PMID:1138989 | Proteina de SHY1 Proteina
DURA 6 especifica
P40046 VTC1_LEVE- GOA:spkw Chaperona de transportador | Proteina
DURA vacuclar 1 especifica
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Acesso Uniprot ID Fonte GO Anotagao Familia
Uniprot
GroES/EL
P38958 PT0O0_LEVE- PMID:1149800 | proteina de PET100, precur- | Proteina
DURA 4 sor mitocondrial especifica
Isomerases de ligagdo de dissulfeto
P17967 PDI_LEVE- PMID:1115798 | precursor de proteina dissul- | oxidorre-
DURA 2 feto isomerase ductase de
ligagao de
dissuffeto
P32474 EUG1_LEVE- | PMID:1115798 | precursor de EUG1 de pro- oxidorre-
DURA 2 teina dissulfeto isomerase ductase de
ligagao de
dissulfeto
Q12404 MPD1_LE- PMID:1115798 | precursor de MPD1 de dis- oxidorre-
VEDURA 2 sulfeto isomerase ductase de
ligagao de
dissulfeto
Q99316 MPD2_ LE- PMID:1115798 | precursor de proteina dissul- | oxidorre-
VEDURA 2 feto isomerase MPD2 (EC ductase de
53.4.1) ligagdo de
dissulfeto
Q03103 ERO1_LEVE- | PMID:9659913 | precursor de oxidorreductina | oxidorre-
DURA endoplasmica 1 (EC 1.8.4.-) | ductase de
(Proteina de oxidorreductase | ligagéo de
endoplasmica 1) dissulfeto
P388866 FMO1_LE- PMID:1007757 | Monooxigenase ti- oxidorre-
VEDURA 2 ol-especifica (EC 1.14.13.-) ductase de
{Monooxigenase flavi- ligagdo de
na-dependente) dissulfeto
Peptidil-prolil cis-trans isomerases
P14832 CYPH_LE- GOA:interpro ciclofilina de peptidil-prolil PPlase:
VEDURA cis-trans isomerase tipo ciclofi-
: A/Cpr1/Cyp1/CPH1/Scc lina
P23285 CYPB_LEVE- | GOA:interpro Ciclofilina de peptidil-prolil PPlase:
DURA cis-tfrans isomerase tipo ciclofi-
B/Cpr2/Cyp2 lina
P25719 CYPC_LE- GOA:interpro Peptidil-prolil cis-trans iso- PPlase:
VEDURA merase C/CYP3/CPR3, mi- tipo ciclofi-
tocondrial lina
P25334 CYPR_LE- GOA:interpro Peptidil-prolil cis-trans iso-
VEDURA merase CPR4/Scc3
P35176 CYPD_LE- GOA:interpro Peptidil-prolil cis-trans iso- PPlase:
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Acesso Uniprot ID Fonte GO Anotagéo Familia
Uniprot
GroES/EL
VEDURA merase D CypD/Cpr5 tipo ciclofi-
lina
P53691 CYP6_LEVE- PMID:1094276 | Peptidil-prolil cis-trans iso- PPlase:
DURA 7 merase CPR6 tipo ciclofi-
lina
P47103 CYP7_LEVE- PMID:1094276 | Peptidil-prolil cis-rans iso- PPlase:
DURA 7 merase CYP7 tipo ciclofi-
lina
P53728 CYP8_LEVE- GOA:interpro Peptidil-prolil cis-trans iso- PPlase:
DURA merase CYP8 tipo ciclofi-
lina
Q02770 Q02770 GOA:interpro Yp1064cp PPlase:
tipo ciclofi-
lina
P20081 FKBP_LEVE- GOA:interpro proteina de ligagdo de FK506 | PPlase:
DURA FKB1/RBP1 tipo FKBP
P32472 FKB2_LEVE- GOA:interpro proteina de ligagdo de FK506 | PPlase:
DURA FKBP-13/FKBP-15/FKB2, tipo FKBP
FPR2
P38911 FKB3_LEVE- GOA:interpro proteina nuclear de ligacdo PPlase:
DURA de FK506 tipo FKBP
FKBP-70/Npid6/Fpr3
Q06205 FKB4_ LEVE- GOA:interpro proteina de ligagdo de FK506 | PPlase:
DURA FPR4 tipo FKBP
P22696 ES- GOA:spkw proteina de ESS1 PPlase:
SI_LEVEDURA tipo parvu-
lina
Mista fracamente caracterizada
P27697 ABC1_LEVE- GOA:spkw proteina de ABC1, precursor | ABC1
DURA mitocondrial
P53193 YGB8_LEVE- | GOA:interpro proteina de 21,8 kDa hipoté- | Hsp20
DURA tica em regido intergénica de
CKB1-ATE1
P28707 YKL7_LEVE- PMID:9632755 | proteina de 24,1 kDa em P23/wos2
DURA regiao intergénica de
VMA12-APN1
P38932 VP45 _LEVE- PMID:1143282 | proteina associada a classfi- | similar a
DURA 6 cacao de proteina vacuolar 45 | SEC1
Q12019 MDN1_ LE- GOA:spkw midasina
VEDURA
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MANIPULACAQ GENETICA

Na etapa iii), o processo inclui alterar expressdo do gene ou

produto de gene compensatério identificado na célula recombinante através
de modificagdo genética para fornecer uma célula recombinante modificada.
Apos identificagdo de um ou mais genes sobre-regulados, proteinas ou pro-
cessos metabdlicos, o genoma do hospedeiro pode ser modificado. Certos
genes ou produtos de gene, embora identificados como sobre-regulados,
podem n&o estar disponiveis para modulagdo porque eles sdo essenciais a
célula ou sdo conhecidos afetar outros processos que podem ser essenciais a
célula ou organismo.

O genoma pode ser modificado incluindo um gene exdégeno ou
elemento de promotor no genoma ou no hospedeiro com um vetor de ex-
presséo, intensificando a capacidade de um gene identificado para produzir
mRNA ou proteina, ou deletando ou rompendo um gene ou elemento de
promotor, ou reduzindo a capacidade de um gene para produzir mRNA ou
proteina. O codigo genético pode ser alterado, assim afetando a transcricdo
e/ou translagdo de um gene, por exemplo através de técnicas de substituigéo,
delegdo ("knock-out"), co-expressao ou de insergdo ("knock-in"). Genes adi-
cionais para uma proteina desejada ou seqliéncia reguladora que modula a
transcrigdo de uma sequéncia existente podem também ser inseridos.
RECOMBINACAO

O genoma da célula hospedeira que expressa proteina ou pep-

tideo recombinante pode ser modificado por meio de um evento alvejante
genético que pode ser por insergdo ou recombinagio por exemplo recombi-
nagcdo homologa. Recombinagdo homéloga refere-se ao processo de re-
combinagdo de DNA com base em homologia de seqiiéncia. Recombinag&o
homoéloga permite modificagdes sitio-especificas em genes endégenos e
desse modo novas alteragdes podem ser criadas em um genoma. Uma etapa
em recombinag&o homologa é permuta de filamento de DNA, que envolve um
emparelhamento de um duplex de DNA de pelo menos um filamento de DNA
que contém uma sequéncia complementar para formar uma estrutura de re-

combinagao intermediaria contendo DNA de heteroduplex (ver, por exemplo
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Radding, C. M. (1982) Ann. Rev. Genet. 16: 405; Pat. U.S. N° 4.888.274). O
DNA de heteroduplex pode ter varias formas, incluindo um filamento de trés
DNA contendo forma triplex em que um filamento complementar simples in-
vade o duplex de DNA (Hsieh, et al., Genes and Development 4: 1951 (1990);
Rao, et al., (1991) PNAS 88:2984)) e, quando dois filamentos de DNA com-
plementares emparelham com um ddplex de DNA, uma jungéo de recombi-
nagao de Holliday classica ou estrutura qui (Holliday, R., Genet. Res. 5: 282
(1964)) pode formar, ou uma alga D dobrada ("Diagnostic Applications of
Double-D Loop Formation” U.S. N° 07/755.462, depositada em 4 de set, 1991).
Uma vez formada, uma estrutura de heterodlplex pode ser solucionada a-
través de rompimento e permuta de filamento, de forma que toda ou uma
porgao de um filamento de DNA invasor é encaixada em um duplex de DNA
recipiente, adicionando ou substituindo um segmento do duplex de DNA re-
cipiente. Alternativamente, uma estrutura de heterodiplex pode resultar em
conversao do gene, em que uma seqliiéncia de um filamento invasor é
transferida para um daplex de DNA recipiente mediante reparo das bases
desemparelhadas usando o filamento invasor como um modelo (Genes, 32 Ed.
(1987) Lewina, B., John Wiley, Nova lorque, N. I.; Lopez, et al., Nucleic Acids
Res. 15: 5643(1987)). Seja pelo mecanismo de rompimento e rejuncdo ou
pelo(s) mecanismo(s) de conversdo de gene, formagdo de DNA de hetero-
duplex nas juntas homologamente emparelhadas pode servir para transferir
informag&o de seqliéncia genética de uma molécula de DNA para outra.

Em recombinagéo homdloga, o DNA entrante interage e integra
em um sitio no genoma que contém uma sequéncia de DNA substancialmente
homdloga. Em integragdo ndo-homdloga ("aleatoria” ou "ilicita"), o DNA en-
trante ndo integra com uma sequiéncia homdloga no genoma mas em outro
lugar, em uma de um ndmero grande de localizacdes potenciais. Varios do-
cumentos descrevem o uso de recombinagdo homoéloga em células mamife-
ras.

Varios constructos podem ser preparados para recombinagéo
homologa em um l6cus identificado. Usualmente, a construgdo pode incluir
pelo menos 10 bp, 20 bp, 30 bp, 40 bp, 50 bp, 70 bp, 100 bp, 500 bp, Ikbp, 2
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kbp, 4 kbp, 5 kbp, 10 kbp, 15 kbp, 20 kbp, ou 50 kbp de seqiiéncia homélogo
com o l6cus identificado. Podem ser envolvidas varias consideragbes deter-
minando a extensao de homologia de seqliéncias de DNA identificadas, como,

por exemplo, o tamanho do l6cus identificado, disponibilidade de seqliéncias,

- eficiéncia relativa dos eventos de dupla troca no l6cus identificado e a simila-

ridade da sequéncia identificada com outras seqliéncias.

O DNA alvo pode incluir uma seqiiéncia em que o DNA substan-
cialmente isogénico flanqueia as modificagdes de sequéncia desejadas com
uma sequéncia identificada correspondente no genoma a ser modificado. A
sequéncia substancialmente isogéncia pode ser pelo menos cerca de 95%,
97-98%, 99,0-99,5%, 99,6-99,9% ou 100% idéntica a sequéncia identificada
correspondente (com excec¢do das modificagdes de seqliéncia desejadas). O
DNA alvo e o DNA identificado podem compartilhar extensées de DNA de pelo
menos cerca de 10, 20, 30, 50, 75, 150 ou 500 pares de base que sdo 100%
idénticos.

Os constructos de DNA podem ser projetados para modificar o
produto de gene endogeno, identificado. A seqiiéncia homdloga para identi-
ficar o constructo pode ter uma ou mais delegdes, insergdes, substituicdes ou
combinagGes destas, projetadas para romper a fungdo do produto de gene
resultante. Em uma modalidade, a alteragdo pode ser a insergdo de um gene
marcador selecionavel fundido na estrutura de leitura com a seqiiéncia a
montante do gene identificado.

O genoma pode também ser modificado usando delegéo inser-
cional. Nesta modalidade, o genoma é modificado recombinando uma se-
guéncia no gene que inibe a formagao do produto de gene. Esta inser¢do ou
pode romper o gene inserindo um elemento separado, ou remover uma por-
¢ao essencial do gene. Em uma modalidade, a delego insercional inclui in-
ser¢ao de um gene que codifica para resisténcia a um estressor particular,
como um antibiético, ou para crescimento em um meio particular, por exemplo
para a produgao de um aminoacido essencial.

O genoma pode também ser modificado pelo uso de transposons,

que sdo elementos genéticos capazes de inserir em sitios em genomas
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procariotes por mecanismos independentes de recombinagdo homéloga.
Transposons podem incluir, por exemplo, Tn7 em E. coli, Tn554 em S. aureus,
IS900 em M. paratuberculosis, 1S492 de Pseudomonas atlantica, 1S116 de
Streptomyces e I1S900 de M. paratuberculosis. Etapas acreditadas estar en-
volvidas em transposicao incluem clivagem da terminagdo do transposon para
render 3' OH; transferéncia do filamento, em que transposase relne a ter-
minagao de 3'OH exposta do transposon e a sequéncia identificada; e uma
reagao de transesterificagdo de etapa simples para render uma ligagéo co-
valente do transposon ao DNA identificado. A reagdo fundamental executada
por transposase é em geral julgada ser corte ou permuta de filamento, o resto
do processo é feito através de enzimas hospedeiro.

Em uma modalidade, um processo € fornecido para aumentar o
nivel de um gene identificado ou homdlogo deste incorporando uma seqiién-
cia genética que codifica o gene ou homdlogo no genoma através de recom-
binagdo. Em outra modalidade, um promotor é inserido no genoma para in-
tensificar a expressao do gene identificado ou homélogo. Em uma modalidade
separada, um processo € fornecido para diminuir a expressdo de um gene
identificado ou homélogo deste por recombinagdo com um gene inativo. Em
outra modalidade, uma seqiiéncia que codifica um gene diferente, que pode
ter uma fungéo separada na célula ou pode ser um gene repdrter como um
marcador de resisténcia ou um gene marcador do contrario detectavel pode
ser inserido em um genoma através de recombinacdo. Em ainda outra mo-
dalidade, uma copia de pelo menos uma porgdo do gene identificado que foi
mutado para uma ou mais localizagdes ¢ inserida no genoma através de re-
combinagdo. A versdo mutada do gene identificado ndo pode codificar uma
proteina, ou a proteina codificada pelo gene mutado pode ser dada inativa, a
atividade pode ser modulada (aumentada ou diminuida), ou a proteina mu-
tante pode ter uma atividade diferente quando comparada a proteina nativa.

Ha estratégias para knock-out genes em bactérias, que foram em
geral exemplificadas em E. coli. Uma via é clonar um fragmento de DNA in-
terno no gene em um vetor contendo um gene de resisténcia antibiético (por

exemplo ampicilina). Antes de as células serem transformadas por meio de
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transferéncia conjugativa, transformagao quimica ou eletroporagdo (Puehler,
et al. (1984) Advanced Molecular Genetics Nova lorque, Heidelberg, Berlim,
Toquio, Springer Verlag), uma origem de replicagdo, como a replicagdo de
plasmideo vegetativo (o l6cus de oriV), é excisada e o fragmento de DNA
restante é re-ligado e purificado (Sambrook, et al. (2000) Molecular cloning: A
laboratory manual, terceira edigdo, Cold Spring Harbor, Nova lorque, Cold
Spring Harbor Laboratory Press). Alternativamente, plasmideos resistentes a
antibioticos tendo uma origem de replicagdo de DNA podem ser usados. Apds
transformag&o, as células foram banhadas por exemplo em placas de agar LB
contendo os antibioticos apropriados (por exemplo 200 pg/ml de ampicilina).
As colbnias que crescem nas placas contendo os antibiéticos presumivel-
mente sofreram um evento de recombinagdo simples (Snyder, L., W.
Champness, et al. (1997) Molecular Genetics of Bacteria Washington DC,
ASM Press) que leva a integragéo do fragmento de DNA inteiro no genoma no
l6cus homologo. Andlise adicional das células resistentes a antibidticos para
verificar que o knock-out de gene desejado ocorreu no locus desejado é por
exemplo por PCR diagnostica (McPherson, M. J., P. Quirke, et al. (1991) PCR:
A Practical Approach Nova lorque, Oxford University Press). Aqui, pelo menos
dois iniciadores de PCR séo projetados: um que hibrida fora da regido de DNA
que foi usado para a construgdo do knock-out do gene; e um que hibridar
dentro da cadeia principal de plasmideo restante. Amplificacdo de PCR com
sucesso do fragmento de DNA com o tamanho correto seguido por analise de
sequéncia de DNA verificara que o knock-out do gene ocorreu na localizagéo
correta no cromossomo bacteriano. O fenétipo da cepa mutante recentemente
construida pode depois ser analisado por por exemplo eletroforese em gel de
poliacrilamida de SDS (Simpson, R., J. (2003) Proteins and Proteomics - A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Nova lorque, Cold Spring Harbor
Laboratory Press).

Uma via alternativa para gerar um knock-out de gene é pelo uso
de um replicon sensivel a temperatura, como o replicon de pSC101 para fa-
cilitar a substituicdo do gene (Hamilton, et al. (1989) New process for gen-

eration deletions and gene replacements in Escherichia coli. Journal of Bac-
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teriology 171(9). 4617-22). O processo prossegue através de recombinagdo
homologa entre um gene em um cromossomo e seqléncias homélogas rea-
lizadas em uma temperatura de plasmideo sensivel a replicagdo de DNA.
Transformagao do plasmideo no hospedeiro apropriado foi possivel selecio-
nar para integragdo do plasmideo no cromossomo a 44°C. Crescimento
subsequente destes cointegrates a 30°C leva a um segundo evento de re-
combinagéo, resultando em sua resolugdo. Dependendo de onde o segundo
evento de recombinagao ocorre, o cromossomo ou tera sofrido uma substi-
tuicdo de gene ou tera retido a cépia original do gene.

Outras estratégias para inibir expressdao de produtos de gene
particulares foram desenvolvidas. Por exemplo, interferéncia de RNA (RNA.),
particularmente usando interferéncia de RNA pequena (siRNA), foi desen-
volvida para extensivamente reduzir ou mesmo eliminar a expressao de um
produto de gene particular. siRNAs sdo moléculas de RNA curtas, bi-filamen-
tares que podem alvejar MRNAs complementares para degradagéo. RNAi é o
fendmeno em que a introdugdo de um RNA bifilamentar suprime a expressao
do gene homélogo. Moleculas de dsRNA sdo reduzidas in vivo para siRNAs
de 21-23 nt que s&o os mediadores do efeito de RNAI. Sob introdugéo, os
RNAs bifilamentares sé&o processados em siRNAs de 20-25 nucleotideos por
uma enzima similar & RNase Ill chamada Dicer (etapa de iniciagdo). Depois,
os siRNAs rearranjam-se em complexos contendo endorribonuclease co-
nhecidos como complexos de silenciamento induzido por RNA (RISCs), de-
senrolando no processo. Os filamentos de siRNA subseqientemente guiam
os RISCs para as moléculas de RNA complementares onde eles clivam e
destroem o RNA cognato (etapa efeturadora). Clivagem de RNA cognato
ocorre proxima do meio da regido ligada pelo filamento de siRNA. RNAI foi de
forma bem sucedida usado para reduzir a expressdo de gene em uma vari-
edade de organismos incluindo peixe-zebra, nematddeos (C. elegans), inse-
tos (Drosophila melanogaster), planaria, cnidaria, tripanossomas, camun-
dongos e células mamiferas. |

MUTACAOQ

O genoma pode também ser modificado mediante mutagio de um
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ou mais nucleotideos em uma estrutura de leitura aberta que codifica um gene
identificado, particularmente uma protease identificada. Técnicas para mu-
tagao genética, por exemplo mutagénese loco-dirigida, sdo bem conhecidas
na técnica. Alguns métodos focalizam na geragdo de mutagdes aleatérias em
DNA cromossémico como aqueles induzidos por raios X e quimicas. Muta-
génese alvejada para uma regiao definida de DNA inclui muitas técnicas, mais
popular que outras. Métodos in vitro para mutagénese dirigida podem ser em
geral agrupados em trés categorias: i) processos que reestruturam os frag-
mentos de DNA, como mutagénese de cassete; ii) mutagénese aleatéria lo-
calizada; e iii) mutagénese oligonucleotideo-direcionada.

Mutagénese oligonucleotideo-direcionada é com base no con-
ceito que um oligonucleotideo que codifica uma(s) mutagio(6es) desejada(s)
€ anelado em um filamento do DNA de interesse e serve como um iniciador
para iniciagéo da sintese de DNA. Desta maneira, o oligonucleotideo muta-
génico é incorporado no filamento recentemente sintetizado. Oligonucleoti-
deos mutagénicos incorporam pelo menos uma alteragio de base mas podem
ser projetados para gerar multiplas substituicdes, insergdes ou delegdes.
Exemplos incluem processos com base em PCR e praticamente todos os
processos nao baseados em PCR em uso hoje. Estas técnicas incluem se-
lecao antibiotica positiva (Lewis, M. K. e Thompson, D. V. (1990) Nucl. Acids
Res. 18, 3439; Bohnsack, R. N. (1996) Meth. Mol. Biol. 57, 1; Vavra, S. e
Brondyk, W. H. (1996) Promega Notes 58, 30; Altered Sites® Il in vitro Mu-
tagenesis Systems Technical Manual #TM001, Promega Corporation), sele-
¢ao de sitio de restrigdo Gnico (Deng, W. P. e Nickoloff, J. A. (1992) Anal.
Biochem. 200, 81), incorporagdo de uracila (Kunkel, T. A. (1985) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82, 488; Kunkel, T. A,, Roberts, J. D. e Zakour, R. A. (1987)
Meth. Enzymol. 154, 367) e incorporagao de fosforotioato (Taylor, J. W., Ott, J.
e Ecksteina, F., (1985) Nucl. Acids Res. 13, 8764; Nakamaye, K. e Ecksteina,
F.. (1986) Nucl. Acids Res. 14, 9679). Oligonucleotideos podem também
codificar uma biblioteca de mutagdes randomizando a composi¢éo de base
nos sitios durante a sintese quimica resultando em oligonucleotideos dege-

nerados ou "dopados”. A habilidade para localizar e especificar mutagdes é
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grandemente intensificada pelo uso de oligonucleotideos sintéticos hibridados
com vetor de plasmideo contendo insergdo de DNA.

O formato geral para mutagénese dirigida é: desnaturagéo de
plasmideo DNA que contém o modelo de interesse (CDNA, promotor, etc.)
para produzir regides unifilamentares; anelamento de um oligonucleotideo
mutante sintético no filamento identificado; sintese de um filamento com-
plementar novo usando, por exemplo, T4 DNA polimerase; e vedagao do corte
resultante entre a terminagédo do filamento novo e do oligonucleotideo, por
exemplo usando T4 DNA Ligase. O heteroduplex resultante é propagado
através de transformagéo, por exemplo, em E. coli. Processos de selecéo e
enriquecimento foram incorporados nos processos de mutagénese para
grandemente melhorar a eficiéncia de recuperagio do filamento mutante e
taxas que chegam a 80-90% s&o possiveis. Numerosos processos existem
para gerar tipos diferentes de mutagdes e intensificar a sele¢do do mutante.
Exemplos de processos para intensificar a selecdo do mutante incluem se-
lecio antibiotica positiva do filamento mutante, uso de um filamento de DNA
contendo uracila, que pode ser seletivamente degradado in vivo e incorpo-
ragdo de andlogo de dNTP, que pode dar um filamento de DNA de hetero-
duplex impérvio para digestao. Alguns métodos podem ser combinados, como
mutagénese de cassete e o uso de oligonucleotideos "dopados" para criar
uma biblioteca de mutagbes aleatérias em uma regido pequena, definida.

Uma extensao dos assim-chamados processos "padrio" de mu-
tagénese dirigida inclui aqueles que contam com amplificacdo de DNA, es-
pecificamente a reagdo em cadeia de polimerase (PCR). O ponto comum
principal em mutagénese dirigida é o uso de um oligonucleotideo mutagénico.
O oligonucleotideo mutagénico deveria hibridar eficazmente com o modelo.
Para hibridizégéo eficiente, pode haver, por exemplo, 100% de emparelha-
mento de base em qualquer terminagdo da seqiiéncia identificada sem for-
magao de estrutura secundaria, mas pode também ser menor que 100% de
identidade, como 98%, 95%, 92%, 90%, 85%, 80%, 70% ou apenas uma
porcao da sequéncia pode ser idéntica. Para substituicoes pequenas, 10-15

bases que hibridam com qualquer um dos lados da disparidade sdo usual-
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mente suficientes. A composigdo da terminagdo 3' do iniciador é particular-
mente importante visto que as polimerases tipicamente ndo se estendem de
uma terminagao 3' desemparelhada ou fracamente hibridada.

A base para mutagénese dirigida através de selegéo antibittica
positiva € que um oligonucleotideo ou oligonucleotideos de selegio sdo a-
nelados simultaneamente, com o oligonucleotideo mutagénico, para reparar
um gene de resisténcia a antibiéticos (10-13). Seleg&o pelo filamento mutante
€ permitida mediante resisténcia a antibioticos do DNA mutado e sensibilidade
do filamento néo-mutado. Este metodo oferece um meio muito eficiente para
gerar um numero indefinido das mutagdes desejadas com pouco tempo em
maos.

Mutagénese sitio-direcionada pelo uso de um sitio de restricdo
unico é com base nos processos de Deng e Nickoloff (Deng, W. P. e Nickoloff,
J. A. (1992) Anal. Biochem. 200, 81). Neste método, um oligonucleotideo de
selegdo que contém uma seqliéncia mutada para um sitio de restrigio tnico é
anelado simultaneamente com o oligonucleotideo mutagénico. O oligonucle-
otideo de selegdo transmite o sitio ndo-essencial imune para restrigio pela
enzima correspondente. Selecdo pelo filamento mutante é intensificada dige-
rindo o fundo geral resultante de plasmideos com a enzima de restri¢do Unica.
A digestéo lineariza o plasmideo parental assim eficazmente diminuindo sua
habilidade para transformar bactérias.

Mutagénese sitio-direcionada através de incorporagéo de deoxi-
uridina contam com a habilidade de uma cepa hospedeira para degradar o
DNA modelo contendo uracila (U) no lugar de timidina (T). Um namero pe-
queno de dUTPs esté incorporado no filamento modelo no lugar de dTTP em
um hospedeiro que carece de atividades de dUTPase (dut-) e de uracil
N-deglicosidase (ung-). (Uracila per se ndo é mutagénica e seus pares de
base com adenina.) Normalmente, dUTPase degrada deoxiuridina e uracil
N-deglicosidase remove qualquer uracila incorporada. Replicagdo de
pés-mutagdo em uma cepa de dut+ ung+ é usada depois para degradar o
filamento de DNA nao-identificado. Este método requer que o DNA unifila-

mentado seja usado de forma que apenas um filamento contenha os Us que
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sdo suscetiveis a degradacgao.

O método de incorporagdo de fosforotioato para mutagénese di-
rigida conta com a habilidade de um analogo de dNTP que contém um grupo
tiol de dar DNA de heteroduplex resistente a digestdo da enzima de restrico.
O filamento de mutante é estendido do oligonucleotideo mutagénico e sinte-
tizado na presenga de dCTPalphaS. DNA modelo nao-usado é removido
atraves de digestdo com uma exonuclease. Teoricamente, apenas DNA cir-
cular, heteroduplex permanece. O heterodlplex é depois entalhado, mas nao
cortado, no(s) sitio(s) de restrigdo. Exonuclease Il é usada para digerir o
filamento entalhado e o fragmento restante depois age como um iniciador
para repolimerizag&o, criando um homoduplex mutante.

No meétodo com base em reagédo em cadeia de polimerase (PCR)
para gerar uma mutagdo em DNA, um modelo é amplificado usando um
conjunto de iniciadores de oligonucleotideo gene-especificos exceto que um
oligonucleotideo, ou mais nos protocolos que usam amplificagdes multiplas,
contenha a mutagdo desejada. Variagoes incluem alterar o sitio de hibridi-
zagao dos oligonucleotideos para produzir multiplos fragmentos de PCR de
sobreposi¢do com a mutagdo na sobreposicdo e o método de "me-
ga-iniciador”, que usa trés oligonucleotideos e duas rodadas de amplificagéo
em que um filamento do produto da primeira amplificagdo serve como um
iniciador na segunda amplificagdo.

No método de extensdo de sobreposicdo, iniciadores de oligo-
deoxirribonucleotideo complementares (oligo) sdo usados e a reagdo em
cadeia de polimerase para gerar dois fragmentos de DNA tendo terminagdes
de sobreposigdo. Estes fragmentos sdo combinados em uma reagdo de ‘'fu-
s&o' subsequente em que as terminagdes de sobreposicdo anelam-se, per-
mitindo a sobreposigdo de 3' de cada filamento servir como um iniciador para
a extensao de 3' do filamento complementar. O produto de fusdo resultante é
amplificado também por PCR. Alteragbes especificas na seqiiéncia de nu-
cleotideo (nt) podem ser introduzidas incorporando alteragdes de nucleotideo

nos iniciadores de oligo de sobreposicao.
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CONSTRUCTOS DE VETOR

Em uma modalidade separada, a célula hospedeira é modificada
incluindo um ou mais vetores que codificam um gene identificado, tipicamente
um modulador de dobramento ou um co-fator de um modulador de dobra-
mento. Em outra modalidade, a célula hospedeira é modificada intensificando
um promotor para um modulador de dobramento ou um co-fator para um
modulador de dobramento, incluindo acrescentar um promotor exégeno ao
genoma de célula hospedeira.

Em outra modalidade, a célula hospedeira é modificada incluindo
um ou mais vetores que codificam um inibidor de um gene compensatério
identificado, como um inibidor de protease. Um tal inibidor pode ser uma
molécula anti-sentido que limita a expressdo do gene compensatdrio identi-
ficado, um co-fator do gene identificado ou um homélogo do gene identificado.
Anti-sentido é em geral usado para referir-se a uma molécula de acido nu-
cléico com uma seqiiéncia complementar para pelo menos uma porgéo do
gene identificado. Além disso, o inibidor pode ser um RNA de interferéncia ou
um gene que codifica um RNA de interferéncia. Em organismos eucarioticos,
um tal RNA de interferéncia pode ser um RNA de interferéncia pequena ou
uma ribozima, como descrito, por exemplo, em Burn, A. et al. ( 1998) Nature
391.806-11, Elbashir et al. (2001) Genes & Development 15(2):188-200, El-
bashir et al. (2001) Nature 411(6836):494-8, Patentes U.S. N°s 6.506.559 de
Carnegie Institute, 6.573.099 de Benitec, Pedidos de Patente U.S. N°s
2003/0108923 de Whitehead Inst. e 2003/0114409, Publicagdes do PCT N°s
WO03/006477, WO03/012052, WO003/023015, WO 03/056022, WO
03/064621 e WO 03/070966. O inibidor pode também ser outra proteina ou
peptideo. O inibidor pode, por exemplo, ser um peptideo com uma seqiiéncia
de consenso para a protease ou proteina de protease. O inibidor pode tam-
bém ser uma proteina ou peptideo que pode produzir uma molécula inibidora
direta ou indireta para a protease ou proteina de protease no hospedeiro.
Inibidores de protease podem incluir Amastatina, E-64, Antipaina, Elastatinal,
APMSF, Leupeptina, Bestatina, Pepstatina, Benzamidina, 1,10-Fenantrolina,
Quimiostatina, Fosforamidon, 3,4-dicloroisocumarina, TLCK, DFP, TPCK.
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Mais de 100 inibidores de protease de proteina de ocorréncia natural foram
identificados até agora. Eles foram isolados em uma variedade de organismos
de bactérias para animais e plantas. Eles se comportam como inibidores de
ligagao firme reversiveis ou pseudo-irreversiveis de proteases impedindo
acesso do substrato ao sitio ativo através de obstaculo estérico. Seu tamanho
€ também extremamente variavel de 50 residuos (por exemplo BPTI: Inibidor
de Tripsina Pancreatico Bovino) até 400 residuos (por exemplo alfa-1P!: Ini-
bidor de Proteinase alfa-1). Eles sdo estritamente classe-especificos exceto
as proteinas da familia de alfa-macroglobulina (por exemplo alfa-2 macro-
globulina) que liga e inibe a maioria das proteases através de um mecanismo
de captura molecular.

Um constructo vetor ou DNA exdgena pode ser transfeccionado
ou transformado na célula hospedeira. Técnicas para transfeccionar e trans-
formar células eucaridticas e procariéticas respectivamente com acidos nu-
cléicos exdgenos sdo bem conhecidas na técnica. Estas podem incluir ab-
sor¢cao mediada por vesicula de lipidio, transfecgdo mediada por fosfato de
calcio (co-precipitacdo de fosfato de calcio/DNA), infecgdo viral, particular-
mente usando virus modificados como, por exemplo, adenovirus modificados,
microinje¢do e eletroporagdo. Para transformagéo procaridtica, as técnicas
podem incluir absor¢do mediada por choque térmico, fusdo de protoplasto
bacteriano com células intactas, microinjegdo e eletroporagéo. Técnicas para
transformacéo de planta incluem transferéncia mediada por Agrobacterium,
como por A. tumefaciens, microprojéteis de tungsténio ou ouro rapidamente
impelidos, eletroporagéo, microinjegdo e absorgdo mediada por polietileno
glicol. O DNA pode ser DNA uni ou bifilamentar, linear ou circular, relaxado ou
super-enrolado. Para varias técnicas para transfeccionar células mamiferas,
ver, por exemplo, Keown et al. (1990) Processes in Enzymology Vol. 185,
pags. 527-537.

Para eventos de recombinagao, os constructos podem incluir uma
ou mais sequéncias de inser¢do que podem inserir ou transpor uma ou mais
sequéncia de acido nucléico em uma sequéncia diferente. Porém, a cons-

tru¢ao pode ser projetada para expressao exégena de um gene compensa-
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torio identificado ou homélogo deste sem incorporagdo no DNA/genoma ce-
lular existente.

Os constructos podem conter um, ou mais que um, sitio de en-
trada de ribossoma interno (IRES). O constructo pode também conter um
promotor operavelmente ligado a seqiiéncia de acido nucléico que codifica
pelo menos uma porgado do gene identificado, ou um co-fator do gene identi-
ficado, uma versdo mutante de pelo menos uma porgdo do gene compensa-
torio identificado, ou no caso de proteases, um inibidor do gene identificado.
Alternativamente, o constructo pode ser sem promotor. Em casos em que o
constructo n&o € projetado para incorporar no DNA/genoma celular, o vetor
tipicamente contém pelo menos um elemento promotor. Além das seqiiéncias
de acido nucléico, o vetor de expressdo pode conter seqtiéncias de marcador
selecionaveis. Os constructos de expressdo pode também conter sitios para
iniciagdo, terminagdo de transcricdo e/ou sitios de ligagéo de ribossoma. Os
constructos identificados podem ser inseridos e expressados em qualquer
célula procariética ou eucaridtica, incluindo, mas ndo limitada as células
bacterianas, como P. fluorescens ou E. coli, células de levedura, células
mamiferas, como células de CHO, ou células de planta.

Vetores de clonagem podem incluir por exemplo plasmideo p-
BR322 (Bolivar, Rodriguez et al. 1977), a série de pUC dos plasmideos (Vieira
e Messing 1982), pBluescript (Short, Fernandez et al. 1988), pACYC177 e
pACYC184 (Chang e Cohen 1978). Promotores exdgenos para o uso em tais
constructos, incluem, mas ndo sdo limitados a, o promotor de PL de fago
lambda, promotores lac de E. coli, trp de E. coli, phoA de E. coli, tac de E. col,
SV40 tardia, LTRs de SV40 tardia, retroviral, genes de PGKI, GALI, de GALIO,
CYCI, PHO5, TRPI, ADHI, ADH2, forglimaldeideo fosfato desidrogenase,
hexocinase, piruvato descarboxilase, fosfofructocinase, triose fosfato isome-
rase, fosfoglucose isomerase, feroménio de fator de emparelhamento de
glucocinase alfa, promotor de PRBI, GUT2, de GPDI, promotor de metaloti-
oneina ef/ou promotores virais mamiferos, como aqueles derivados de ade-
novirus e virus de vaccinia. Outros promotores serdo conhecidos a alguém

versado na técnica.
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Promotores para vetores exdgenos, ou promotores exdgenos
projetados para ser inseridos no genoma pode ser com base em elementos de
resposta especificos em uma célula. Por exemplo, os promotores podem ser
responsivos aos compostos quimicos, por exemplo a antranilato ou benzoato,
como descritos na Publicagdo do PCT N° WO 2004/005221. Os constructos
podem incluir um ou mais promotores. Estes podem ser independentes, ou
podem estar em tandem. Por exemplo os promotores podem ser projetados
de forma que um gene compensatério identificado seja sobre ou sub-regulado
em um prazo particular com a proteina ou peptideo recombinante. Por e-
xemplo, em um caso em que o gene identificado € um modulador de dobra-
mento, 0 modulador ou co-fator de dobramento pode ser induzido logo antes
da indug&o da proteina ou peptideo recombinante. Promotores podem incluir,

mas nao sao limitados aos seguintes:

Promotor Fonte Regulagao Indugdo

lac E. coli lacl, lacl® IPTG

lacUV5 E. coli lacl, lacl® IPTG

tac (hibrido) E. coli lacl, lacl® IPTG

trc (hibrido) E. coli lacl, lacl® IPTG

Psyn (sintético) E. coli lacl, lacl® IPTG

trp E. coli inanigéo de triptofano

araBAD E. coli araC 1-arabinose

Ipp? E. coli IPTG lactose

1pp-lac (hibrido) | E. coli lacl IPTG

phoA E. coli phoB (positivo) inani¢do de fosfato
phoR (negativo)

recA E. coli lexA acido nalidixico

proU E. coli osmolaridade

cst-1 E. coli inani¢ao de glicose

tetA E. coli tetraciclina

cadA E. coli cadR pH

nar E. coli fnr condigbes anaerdbicas

L A A clts857 térmico (alteragdo para
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Promotor Fonte Regulagao Indugdo
42°C)
CSpA E. coli térmico (alteragao para
abaixo de 20°C)
T7 T7 A clts857 térmico
Operador de T7 lacl® IPTG
T7-lac
Operador de T3 lacl? IPTG
T3-lac
Operador de T5 lacl, lacl IPTG
T5-lac
Gene de T4 32 T4 Infecgdo de T4
Operador de n- Bacillus lacl® IPTG
prM-lac
VHb Vitreoscilla oxigénio
Proteina A S. aureus

Constructos podem incluir marcadores de selegédo para identificar
células modificadas. Genes marcadores selecionaveis adequados incluem,
mas ndo sio limitados a: genes que conferem a habilidade para crescer em
certos substratos de meios, como o gene tk (timidina cinase) ou o gene hprt
(hipoxantina fosforibosiltransferase) que confere a habilidade para crescer em
meio HAT (hipoxantina, aminopterina e timidina); o gene gpt bacteriano
(guanine/xantina fosforibosiltransferase) que permite crescimento em meio
MAX (acido micofendlico, adenina e xantina). Ver, por exemplo, Song, K-Y., et
al. (1987) Proc. Nat'l Acad. Sci. U. S. A. 84:6820-6824; Sambrook, J. et al.
(1989) Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labo-
ratory, Cold Spring Harbor, N.I., Capitulo 16. Outros exemplos de marcadores
selecionaveis incluem: genes que conferem resisténcia a compostos como
antibidticos, genes que conferem a habilidade para crescer em substratos
selecionados, genes que codificam proteinas que produzem sinais detecta-
veis como luminescéncia, como proteina fluorescente verde, proteina fluo-
rescente verde intensificada (eGFP). Uma ampla variedade de tais marca-

dores é conhecida e disponivel, incluindo, por exemplo, genes de resisténcia
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a antibiéticos como o gene de resisténcia a neomicina (neo) (Southern, P. e P.
Berg, (1982) J. Mol. Appl. Genet. 1:327-341); e o gene de resisténcia a hi-
gromicina (hyg) ((1983) Nucleic Acids Research 11:6895-6911, e Te Riele, H.,
et al. (1990) Nature 348:649-651). Outros genes marcadores selecionaveis
incluem: acido acetoidroxi sintase (AHAS), fosfatase alcalina (AP), galacto-
sidase beta (LacZ), glucoronidase beta (GUS), cloranfenicol acetiltransferase
(CAT), proteina fluorescente verde (GFP), proteina fluorescente vermelha
(RFP), proteina fluorescente amarela (YFP), proteina fluorescente ciana
(CFP), peroxidase de raiz-forte (HRP), luciferase (Luc), nopalina sintase
(NOS), octopina sintase (OCS) e derivados destes. Marcadores selecionaveis
multiplos estdo disponiveis que confere resisténcia a ampicilina, bleomicina,
cloranfenicol, gentamicina, higromicina, canamicina, lincomicina, metotrexato,
fosfinotricina, puromicina e tetraciclina. Genes marcadores selecionaveis
adicionais uteis nesta invencgao, por exemplo, sdo descritos nas patentes U. S.
Nos: 6.319.669; 6.316.181; 6.303.373; 6.291.177; 6.284.519; 6.284.496;
6.280.934; 6.274.354; 6.270.958; 6.268.201; 6.265.548; 6.261.760; 6.255.558;
6.255.071, 6.251.677; 6.251.602; 6.251.582; 6.251.384, 6.248.558; 6.248.550;
6.248.543, 6.232.107; 6.228.639; 6.225.082; 6.221.612; 6.218.185; 6.214.567;
6.214.563; 6.210.922; 6.210.910; 6.203.986; 6.197.928; 6.180.343; 6.172.188;
6.153.409; 6.150.176; 6.146.826; 6.140.132; 6.136.539; 6.136.538; 6.133.429;
6.130.313;6.124.128; 6.110.711; 6.096.865; 6.096.717; 6.093.808; 6.090.919;
6.083.690; 6.077.707; 6.066.476; 6.060.247; 6.054.321; 6.037.133; 6.027.881;
6.025.192; 6.020.192; 6.013.447; 6.001.557; 5.994.077; 5.994.071; 5.993.778;
5.989.808; 5.985.577; 5.968.773; 5.968.738; 5.958.713; 5.952.236; 5.948.889;
5.948.681; 5.942.387; 5.932.435; 5.922.576; 5.919.445; ¢ 5.914.233.
Delegdes podem ser pelo menos cerca de 5 bp, 10 bp, 20 bp, 30
bp, 40 bp ou 50 bp, comumente pelo menos cerca de 100 bp, e em geral ndo
mais que cerca de 20 kbp, onde a delecdo normalmente pode incluir pelo
menos uma porg¢ao da regido de codificagéo incluindo uma porgdo de ou um
ou mais éxons, uma porgdo de ou um ou mais introns, e pode ou nio pode
incluir uma porgao das regides de ndo-codificagdo de flanqueamento, parti-

cularmente a regido de n&o-codificagdo de 5' (regido reguladora transcrip-
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cional). Desse modo, a regido homéloga pode estender-se além da regido de
codificagdo na regido de nao-codificagdo de 5' ou alternativamente na regiso
de nao-codificagio de 3'. Insergdes podem em geral ndo exceder a 10 kbp,
usualmente ndo exceder a 5 kbp, em geral sendo pelo menos 50 bp, mais
usualmente pelo menos 200 bp.

A(s) regido(6es) de homologia pode(m) incluir mutagées onde as
mutagoes podem também inativar o gene identificado, fornecendo um des-
locamento de estrutura, ou alterando um aminoacido fundamental, ou a mu-
tacao pode corrigir um alelo disfuncional, etc. Usualmente, a mutagdo pode
ser uma alteragédo sutil, ndo excedendo cerca de 5% das sequéncias de
flanqueamento homologas.

O constructo pode ser preparado de acordo com 0s processos
conhecidos na técnica, varios fragmentos podem ser reunidos, introduzidos
em vetores apropriados, clonados, analisados e depois manipulados também
até que o constructo desejado tenha sido alcangado (ver, por exemplo Figuras
5-11). Varias modificag6es podem ser feitas a sequéncia, para permitir analise
de restricdo, excisdo, identificacdo de sondas, etc. Mutagdes silenciosas
podem ser introduzidas, como desejado. Em varios estagios, analise de res-
tricdo, sequenciagdo, amplificagdo com a reagdo em cadeia de polimerase,
reparo de iniciador, mutagénese in vitro, etc. podem ser empregados. Pro-
cessos para a incorporagao de genes de resisténcia a antibioticos e fatores de
seleg&o negativos sédo familiarizados aqueles de habilidade usual na técnica
(ver, por exemplo, WO 99/15650; patente U.S. N° 6.080.576; patente U.S. N°
6.136.566; Niwa, et al., J. Biochem. 113:343-349 (1993); e Yoshida, et al.,
Transgenic Research, 4:277-287 (1995)).

O constructo pode ser preparado usando um vetor bacteriano,

incluindo um sistema de replicagdo procariético, por exemplo uma origem

‘reconhecivel por uma célula procariotica como P. fluorescens ou E. coli. Um

marcador, igual ou diferente do marcador a ser usado para insercéo, pode ser
empregado que pode ser removido antes da introdugdo na célula identificada.
Uma vez o vetor contendo o constructo foi completado, ele pode ser também

manipulado, como por delegcdo de certas seqliéncias, linearizagio, ou intro-
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duzindo mutagdes, delegbes ou outras sequiéncias na sequiéncia homologa.
Apods manipulagao final, o constructo pode ser introduzido na célula.

O processo pode ser iterativo. Em uma modalidade, apés modi-
ficagdo do hospedeiro e da expresséo da proteina recombinante no hospe-
deiro modificado, um perfil genético da célula hospedeira modificada é ana-
lisado para identificar um ou mais outros genes identificados na expressao
que ¢ alterada na célula hospedeira modificada. Em particular, genes com-
pensatorios podem ser aqueles que mostram expressido aumentada no
hospedeiro modificado expressando proteina recombinante quando compa-
rada a uma célula hospedeira modificada que ndo expressa a proteina ou
peptideo recombinante, ou quando comparada a uma célula hospedeira i-
nalterada. O processo também inclui alterar a expressdo do gene ou outros
genes identificados e expressar a proteina ou peptideo na célula duplamente
modificada. Estas etapas podem ser iteradas para melhorar a expressao de
proteina e podem ser repetidas uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito,
nove, ou pelo menos dez vezes.

PRODUCAO DE PROTEINA

O processo da invengao otimamente leva a produgéo aumentada

de proteina ou peptideo recombinante em uma célula hospedeira. A produgéo
aumentada pode incluir uma quantidade aumentada de proteina por grama de
proteina do hospedeiro em uma quantidade dada de tempo, ou pode incluir
um aumento no comprimento de tempo que a célula hospedeira esta produ-
zindo proteina ou peptideo recombinante. A produgdo aumentada pode
também incluir uma melhoria nos requerimentos para crescimento da célula
hospedeira recombinante. A produgdo aumentada pode ser uma produgdo
aumentada de proteina ou peptideo de comprimento total. Se a melhoria for
em niveis aumentados de proteina, a proteina ou peptideo pode ser produzido
em um ou mais corpos de inclusdo em uma célula hospedeira.

A produgdo aumentada pode ser alternativamente um nivel au-
mentado de proteina ou peptideo ativo por grama de proteina produzida, ou

por grama de proteina do hospedeiro. A produgdo aumentada pode também

ser um nivel aumentado de proteina ou peptideo recuperavel, como proteina
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soluvel, produzida por grama de recombinante ou por grama de proteina de
célula hospedeira. A produgdo aumentada pode também ser qualquer com-
binagdo de nivel total aumentado e nivel de ativo ou solivel aumentado de
proteina.

Produgéo aumentada é tipicamente medida comparando o nivel
de produgéo apds um certo periodo de indugdo em uma célula modificada
para a mesma indug&o na célula inalterada.

SOLUVEL/INSOLUVEL

A expressdo melhorada de proteina recombinante pode ser um

aumento na solubilidade da proteina. A proteina ou peptideo recombinante
pode ser produzido e restabelecido do citoplasma, periplasma ou meio ex-
tracelular da célula hospedeira. A proteina ou peptideo pode ser insoltvel ou
sollvel. A proteina ou peptideo pode incluir uma ou mais sequéncias alvos ou
sequéncias para ajudar a purificagdo.

Em certas modalidades, a invengédo fornece um processo para
melhorar a solubilidade de uma proteina ou peptideo recombinante em uma
celula hospedeira. O termo "soltvel" como aqui usado significa que a proteina
ndo é precipitada através de centrifugacdo entre cerca de 5.000 e 20.000 x
gravidade quando girado durante 10-30 minutos em um tamp&o sob condi-
coes fisiologicas. Proteinas soluveis, ativas sdo capazes de exibir a fungéo, e
nao fazem parte de um corpo de inclusdo ou outra massa precipitada.

A invengdo pode também melhorar a recuperagdo das proteinas
ou peptideos recombinantes ativos. Por exemplo, a interagdo entre um poli-
peptideo identificado e um de origem, polipeptideo variante, polipeptideo
segmento-substituido e/ou polipeptideo residuo-substituido pode ser medida
por qualquer ensaio conveniente in vitro ou in vivo. Desse modo, ensaios in
vitro podem ser usados para determinar qualquer interagdo detectavel entre
um polipeptideo identificado e, por exemplo entre enzima e substrato, entre
horménio e receptor de horménio, entre anticorpo e antigeno, etc. Tal de-
teccao pode incluir a medigio das alteragbes colorimétricas, alteragbes na
radioatividade, alteragdes na solubilidade, alteragdes no peso molecular

quando medido por eletroforese em gel e/ou processos de exclusdo em gel,
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etc. Ensaios in vivo incluem, mas ndo s3o limitados a, ensaios para detectar
efeitos fisiologicos, por exemplo ganho de peso, alteracdo no equilibrio de
eletrolito, alteragdo no tempo de coagulo sanguineo, alteragdes na dissolugdo
de coagulo e a indugéo de resposta antigénica. Em geral, qualquer ensaio in
vivo pode ser usado desde que um parametro variavel exista para detectar
uma alteragdo na interagdo entre o polipeptideo identificado e o de interesse.
Ver, por exemplo, patente US N° 5.834.250.
CITOPLASMICO/PERIPLASMICO/SECRETADO

Em certas modalidades, a proteina pode também ser segregada

no periplasma se fundida em uma seqléncia de secregio de sinal apropriada.
Em uma modalidade, a seqiéncia sinal pode ser uma proteina de ligacdo de
fosfato, um peptideo sinal de secregdo de proteina de ligagéo de Lys-Arg-Orn
(LAObp ou KRObp), um peptideo de sinal de secrecdo de Porina de Mem-
brana Externa E (OprE), um peptideo de sinal de secre¢do de azurina, um
peptideo de sinal de secregéo de proteina de ligagdo de ferro (lll) [Fe(lll)bp]
ou um peptideo de sinal de secregao de lipoproteina B (LprB).

Em uma modalidade, nenhuma condigdo ou agente de promogéo
de ligagao de dissulfeto adicional é requerido para restabelecer o polipeptideo
contendo ligagdo de dissulfeto identificado na forma ativa, solGvel da célula
hospedeira modificada ou célula duplamente ou muitipla modificada. Em uma
modalidade, o peptideo, polipeptideo, proteina transgénica(o) ou fragmento
deste tem uma conformacéo intramolecular dobrada em seu estado ativo. Foi
observado que as proteinas mamiferas complexas sollveis no citoplasma
podem configurar-se apropriadamente ao posicionamento apropriado dos
grupos tiol para formagéao de ligagéo de dissulfeto posterior no periplasma. Em
uma modalidade, o peptideo, polipeptideo, proteina transgénica(o) ou frag-
mento contém pelo menos uma ligagdo de dissulfeto intramolecular em seu
estado ativo; e talvez até 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 ou 20 ou mais ligacdes
de dissulfeto.

Em uma modalidade, mais que 50% do peptideo, polipeptideo,
proteina transgénica(o) ou fragmento deste expresso produzido sera produ-

zido como peptideos, polipeptideos, proteinas simples funcionais, ou frag-
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mentos destes em forma sollvel, ativa ou forma insoltvel facilmente renatu-
rada no citoplasma ou periplasma. Em outra modalidade cerca de 60%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95% da proteina expressa sio obtidos ou faciimente

renaturados em forma ativa.

TABELA 1. Cepas de P. fluorescens foram crescidas em frascos de agitagdo a
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EXEMPLOS

As cepas bacterianas usadas no estudo atual estdo listadas na

30°C. ODsy5 foi registrada para cada cepa em varios pontos de tempo.
TABELA 1. VISAO GERAL DAS CEPAS BACTERIANAS

Cepa Gendtipo de Cepa Rele- Plasmideo Proteina recombi-
vante nante
MB214 cepa hospedeira de P.
Fluorescens
MB206 pyrF
DC240 pyrF pDOW2415 Nitrilase
DC271 pyrF pDOW1323 pbp:hGH
DC280 pyrF pDOW1339 plasmideo apenas de
vetor
DC369 pyrF pDOW1426 hGH
DC462 pyrF pDOW3501 GrpE, DnaKJ
DC463 pyrF pDOW3501, GrpE, DnaKJ, hGH
pDOW1426
HJ104 pyrF pDOW1349 hGH-COP
DC370 pyrF, hslU
DC372 pyrF, hslU pDOW1426 hGH
DC373 pyrF, hsllUf pDOW1323 pbp:hGH
HJ105 pyrF, hslU pDOW1349 hGH-COP
DC417 pyrF, hslUV
HJ115 pyrF, hslUV pDOW1426 hGH
HJ117 pyrF, hslUV pDOW1349 hGH-COP

Os plasmideos usados nos experimentos a seguir estio listados

na Tabela 2.
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TABELA 2: VISAO GERAL DOS PLASMIDEOS

Plasmideos Relevancia

pDOW2236 vetor de clonagem

pDOW2240 Ptac grpE-dnaKJ, pyrF*

pDOW2247 Pmtl nenhum gene recombinante; vetor vazio

pDOW3501 Pmti grpE-dnaKJ, pyrF*

pDOW1349 pyrF', hGH::COP

pDOW1426 pyrF', hGH

pDOW1261-2 | vetor suicida, pyrF"

pDOW2050 usado para construgao das cepas de delegdo de hs/UV

COLETANEA DE AMOSTRA E ISOLAMENTO DE RNA

Todas as amostras foram colhidas de uns experimentos de

frascos de agitagdo de 250 ml padrdo. As amostras foram tiradas em pontos
de tempo diferentes como indicados nas figuras. A cada ponto de tempo, 10
ml de cultura de célula dos frascos de agitagdo foram colhidos e misturados
com 10 ml de reagente RNA/ater (Ambion, Austina, TX) para estabilizar o
RNA.
HIBRIDIZACAO DE MICROARRANJO E ANALISE DE DADOS

Para cada amostra de RNA, os nucleotideos fluorescentes
Cy3-dUTP ou Cy5-dUTP (Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ) foram in-

corporados no cDNA em uma reagdo de transcrigdo reversa (RT) usando
iniciador de hexamero aleatério (Amersham). Os dois fundos gerais de cDNA
marcados foram combinados e aplicados a uma lamina de microarranjo. As
ldminas de microarranjo contém oligodeoxirribonucleotideos amino-modifica-
dos de 50 mer (oligos) representandos cada um por ORF de P. fluorescens.
Cada oligo foi impresso duas vezes para manchas em duplicata em locali-
zagao diferente usando o robé SDDC-2 (Virtek, Toronto, Canada - agora dis-
tribuido através de Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) e pinos de SMP3
(TeleChem Internacional Inc., Sunnyvale, CA). As laminas de microscépio
usadas foram revestidas com uma resina epoxi positivamente carregada para
ligagdo de DNA eficiente (MWG Inc, Alameda, CA). Apds imprimir, as laminas

foram pés-processadas de acordo com as especificagdes de MWG. Um pa-
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cote de software de BioDiscovery Inc. (El Segundo, CA) foi usado para facilitar
a analise de dados. Este pacote consiste em médulos CloneTracker®, Ima-
Gene®, GeneSight® e a base de dados de GeneDirector®. Cada lamina hi-
bridada foi varrida usando ScanArray 5000 (Packard BioScience, Billerica, MA)A
para medir a fluorescéncia do cDNA Cy3- e Cy5-marcado ligado ao microar-
ranjo. As imagens adquiridas foram quantificadas em ImaGene® e os dados
brutos foram processados em GeneSight®. Durante a preparag&o dos dados,
a intensidade das manchas para cada gene foi corrigida com a base; o sinal
para o canal de Cy5 foi normalizado ao canal de Cy3 usando a intensidade de
sinal total para o arranjo inteiro; a razdo normalizada de Cy5 para Cy3 para
cada gene foi transformada de log2, e as réplicas foram combinadas.
ANALISE DA EXPRESSAO DE PROTEINA ATRAVES DE SDS-PAGE

Aliquotas de cultura foram colhidas em varios pontos de tempo

apos indugéo de IPTG, normalizada para ODgy de 10. Os lisados de célula
foram separados em fragGes sollveis e insollveis através de centrifugacéo a
11000 g durante 5 minutos. As aliquotas de 2,5 ul foram combinadas com 5 ul
de tampédo de amostra de 2X NuPAGE LDS (Invitrogen, San Diego, CA), 50
uMde DTT e H,O para 10 pl, depois aquecidas para 95°C durante 5 minutos.
As proteinas foram separadas e visualizadas em 12% de géis de Nupage
tingidos com Coomassie Blue usando Simply Blue Safestain (Invitrogen, San
Diego, CA).

MEDICAOQ DA ATIVIDADE DE FLUORESCENCIA

Rendimento da proteina foi também medido por atividade de flu-

orescéncia da fusdo de proteina de fluorescéncia verde (COP) e hormédnio de
crescimento humano (hGH). O constructo de fusdo de hgh::COP foi trans-
formado nas cepas do tipo selvagem ou mutantes de hs/U e selecionadas na
placa de agar de glicose M9 sem uracila. A cultura de célula induzida por IPTG
foi normalizada para ODggo de cinco. Atividade de fluorescéncia relativa (RF)
foi medida usando o espectrofluorimetro de microplaca de Spectramax Ge-
mini (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) sob o ajuste apropriado (Ex485, filtro

de passagem de banda Em538530).
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EXEMPLO 1: ANALISE DE EXPRESSAO DE GENE DE CEPAS QUE

PRODUZEM PROTEINAS CITOPLASMICAS E PERIPLASMICAS - COM-
PARACAO DE DIFERENTES PNOTOS DE TEMPO

Para estudo dos FMs e expressao de gene de protease durante a
produgéo de proteina heterdloga, cepas de P. fluorescens DC206, 280, 240 e
271 foram usadas nos experimentos de microarranjo iniciais. DC206 é a cepa
hospedeira e foi usada como um controle para crescimento de célula; DC280
tem um plasmideo apenas de vetor e foi usado como um controle para o
experimento de microarranjo; DC240 é DC206 com uma enzima citoplasmica
de nitrilase de codificagdo de plasmideo que é soltvel; DC271 é DC206 com
um plasmideo que codifica 0 horménio de crescimento humano periplasmico
(pbp::hGH) que é parcialmente insoltvel. Cepas foram crescidas em 200 mi
de meio de frasco de agitagdo e crescimento das células foi monitorado me-
dindo a ODs7s. Indugdo de IPTG foi executada 24 h ap6s inoculagdo. Todas as
cepas cresceram similarmente e as amostras de cultura foram tiradas logo
antes (0 h) e 4 h apés a indugéo para isolamento de RNA e perfilagdo trans-
cripcional (TxP) usando microarranjo de DNA (Figura 1).

Os perfis genéticos, isto &, perfis transcripcionais foram com base
na comparagao da amostra de ponto de tempo de indugéo de 4 h com aquele
da amostra de 0 h, as duas amostras foram rotuladas com corantes fluores-
centes, Cy3-dUTP ou Cy5-dUTP, e co-hibridadas na mesma lamina para cada
cepa. Cada hibridizagao foi duplicada com experimentos de troca de corante
(isto €, amostras foram marcadas com Cy3-dUTP ou Cy5-dUTP) (Tabela 3,
laminas 1 a 6). As laminas hibridadas foram varridas usando um escaner a
laser confocal. Intensidade de sinal para cada gene foi determinada e pro-
cessada usando o pacote de software de microarranjo de Biodiscovery (El
Segundo, CA). A razdo de expressdo dos dois pontos de tempo para cada
gene foi calculada e as razées para todos os genes ao longo das cepas foram
agrupadas com base no valor da razdo e tendéncia entre as trés cepas
(DC280, DC240 e DC271) (Figura 2).
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TABELA 3. Sumario dos experimentos de microarranjo executados nos

Exemplos 1-3

Expe- Lamina Cy3 Cy5 Expe- Lamina Cy3 Cy5
rimento rimento
DC280 1 amostra | amostra Oh 7 DC240 | DC271
de4h deOh
2 amostra | amostra 8 DC271 DC240
deOh de4h
DC240 3 amostra | amostra 4 h 9 DC240 | DC271
de4d4h deOh
4 amostra | amostra 10 DC271 DC240
deOh de4dh
DC271 5 amostra | amostra | DC369 11 amostra | amostra
de4h deOh dedh deOh
6 amostra | amostra 12 amostra | amostra
deOh dedh deOh dedh

Para focalizar em FM e expressdo de gene de protease em P,
fluorescens sob a tensao imposta pela produgio de proteina recombinante de
nivel alto, uma lista de FM e genes de protease foi comparada a analise de
agrupamento. Apds analise de agrupamento hierarquica de todos os genes de
DC280, DC240 e DC271, FMs e proteases foram identificadas em dois a-
grupamentos (linhas nos agrupamentos 6 e 7; Figura 2).

Quatro genes no agrupamento 7 mostram expressdo mais alta
significativa em DC271 que expressa principalmente horménio de cresci-
mento humano periplasmico insoluvel quando comparado a DC240 que
produz nitrilase citoplasmica solivel ou DC280 que nio superproduz ne-
nhuma proteina. Os quatro genes sd@o HslV de codificagéo de rxf01961, HslU
de codificagdo de rxf01957, CbpA de codificagdo de rxf03987 e HtpG de co-
dificagdo de rxf05455. O HslV de E. coli (ClpQ) e HslU (CipY) juntos formam
uma protease citoplasmica. A subunidade pequena, HslV, é uma peptidase
relacionada as a-subunidades proteassomais de eucariotes. A subunidade
grande, HslU, € um ATPase com homologia para outra familia de ATPases de
Clp como ClIpA e CipX. CbpA de E. coli é um analogo da co-chaperona bem

caracterizada DnaJ como julgado de nao s6 sua estrutura mas também sua
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fungdo. O fendtipo de lesdes em DnadJ, como sensibilidade de temperatura
para crescimento, € restabelecido sob introdugdo do gene de cbpA em um
plasmideo de multicopias. HtpG de E. coli funciona como uma chaperona
molecular ATP-independente in vitro. Ela reconhece e transientemente liga
intermediarios de dobramentos estranhos, reduzindo sua concentragéo livre
na solugéo e desse modo impedindo a agregagio ndo especifica.

Os genes foram agrupados no agrupamento 6 da Figura 2 no-
vamente usando agrupamento hierarquico para identificar efeitos menos
pronunciados. Figura 3 mostra que FMs e proteases foram identificados em
dois agrupamentos principais (linhas no agrupamento 6 e 8). Os dois FMs no
agrupamento 8 sdo DnaK e DnaJ, duas chaperonas principais que sdo bem
conhecidas trabalhar juntas para dobrar numerosas proteinas. Outra analise
dos valores de expressdo de genes do agrupamento 6 identificou um FM
adicional, ClpX que € mais alta expressa em DC271 produzindo pbp::hGH
quando comparada a DC240 produzindo nitrilase ou DC280 que n&do super-
produz nenhuma proteina. A proteina de choque térmico de ClpX de E. coli é
homologa aos membros da familia de ATPases de HSP100/Clp procariéticos
e eucaridticos. ClpX de E. coli foi isolado como um componente especifico das
proteases de Clp ATP-dependentes, que mantém certos polipeptideos em
uma forma competente para protedlise pela subunidade de protease de ClpP.
ClpX pode agir como uma chaperona molecular, na auséncia de ClpP, ati-
vando as proteinas de iniciagdo envolvidas na replicagdo de DNA. FMs e
proteases identificados importantes para producéo de hGH periplasmico es-
tao listadas na TABELA 4.

TABELA 4. Lista de FM e genes de protease cujos niveis de razdo de mRNA
de estado constante sdo mais altos em DC271 quando comparado a DC240 e

DC280. Os valores listados s&o a razdo de 4 h apos indugao de IPTG por 0 h.

DC280 DC240 DC271
Gene ID Gene | Fungio
(4hvs.0h) | (4hvs.0h) | (4hvs.0h)
RXF05455 1 0.8 0,6 53 htoG | Proteina de chape-
rona HtpG
RXF03987_1 1,0 0,5 5,2 cbpA | Proteina de ligagao
de DNA curvada
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DC280 DC240 DC271
Gene ID Gene | Fungéo
(4hvs.0h) [ (4hvs.0h) | (4hvs.0h)

RXF01961_1 0,9 0,4 50 hslV | HslV Protease
ATP-dependente
(ec 3.4.25.-)

RXF01957_1 1,0 48 hsiU | Hsl Protease
ATP-dependente,
subunidade de
ligagdo de ATP
HslU

RXF05399 1,0 0,6 3,3 dnaK* | Proteina de cha-
perona DnaK

RXF05399_1 1,3 0,6 3,0 dnaK* | Proteina de cha-
perona DnaK

RXF05406_1 1,2 0,7 3,0 dnaJ | Proteina de cha-
perona DnaJ

RXF04654_1 1.1 09 2,0 clpX | Clp protease
ATP-dependente,
subunidade de
ligagdo de ATP
ClpX

* Para dnaK, duas sondas estdo presentes na fatia de microarranjo e desse
modo sé&o fornecidos dois valores de expressao de gene.

EXEMPLO 2 - ANALISE DE EXPRESSAO DE GENE DE CEPAS QUE
PRODUZEM PROTEINAS CITOPLASMICAS E PERIPLASMICAS - COM-
PARACAO DIRETA DE CEPAS DIFERENTES

Para confirmar os resultados obtidos acima, experimentos de

microarranjo adicionais foram executados por comparagio direta das duas
cepas DC271 e DC240 (laminas 7 a 10 na Tabela 3). A comparagéo das duas
cepas em 4 h ap6s ponto de tempo de indugdo confirmou que um conjunto
quase idéntico de FM e genes de protease foi sobre-regulado em células que
expressam pbp::hGH parcialmente sollveis (Tabela 5). Todos os genes lis-
tados na Tabela 5 sdo significativamente (isto é > 2 vezes) mais alto ex-
pressos nas cepas que produzem hGH parcialmehte insolavel quando com-
parado as células que produzem nitrilase completamente sollivel. Na com-
paragao direta de DC271 a DC240, algumas proteinas adicionais foram i-

dentificadas quando comparadas a comparagio de ponto de tempo (ver Ta-
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bela 4) que mostrou valores de expressio de gene significativamente mais
altos durante a produgé@o de hGH parcialmente insolavel. Aqueles genes in-
cluiram ClpB de codificagdo de rxf08347, ClpA de codificagao de rxf04587 e
FkbP de codificagdo de rxf05753. O homologo de CipB de E. coli esta envol-
vido na reativagio dos corpos de inclusdo juntos com DnaKJ-GrpE. CIpA de E.
coli tem uma fungdo de chaperona ou, quando junto com ClpP, degrada as
proteinas. Em E. coli, FkbP funciona como uma peptidil-prolil isomerase.
TABELA 5. Lista de FM e genes de protease cujos niveis de mRNA de estado
constante sdo mais altos em DC271 quando comparados a DC240. Os va-
lores listados s&o a razéo de DC271 para DC240 em 4 h ap6s indugédo de
IPTG.

DC271 vs. DC271 vs.

Gene ID DC240a0h | DC240a4h Gene Funcéo
RXF03987_1 0,8 10,8 cbpA Proteina de ligagao de
DNA curvada
RXF01957_1 0,9 10,0 hsiU Hsl protease

ATP-dependente,
subunidade de ligagao

de ATP HslU
RXF01961_1 0,7 10,0 hslv Protease
ATP-dependente HslV
(ec 3.4.25.-)
RXF05455_1 0,7 7,8 htpG Proteina de chapero-
na HtpG
RXF05406_1 1,0 4,7 dnaJ Proteina de chapero-
na DnaJ
RXF08347_1 0,6 3,8 clpB Proteina de CipB
RXF05399 1 1,0 3,7 dnaK* | Proteina de chapero-
na DnaK
RXF05399 0,9 29 dnaK* | Proteina de chapero-
na DnaK
RXF04587_1 0,9 2,8 clpA Clp protease

ATP-dependente,
subunidade de ligagdo
de ATP CIpA
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DC271 vs. DC271 vs.

Gene ID Gene Fungéo
DC240a0h | DC240a4h
RXF05753_1 1,1 2,1 fkbP Peptidil-prolil cis-trans
isomerase (ec 5.2.1.8)
RXF04654 1 1,2 2,0 clpX Clp protease

ATP-dependente,
subunidade de ligagao

de ATP ClpX

*Para dnaK, duas sondas estdo presentes na fatia de microarranjo e desse
modo dois valores de expressdo de gene sdo fornecidos.

EXEMPLO 3: ANALISE DE EXPRESSAO DE GENE DE UMA CEPA QUE
PRODUZ UMA PROTEINA CITOPLASMICA INSOLUVEL

Uma vez que DC271 parcialmente expressa hormonio de cres-
cimento humano periplasmico (pbp::hGH), ele foi investigado se FMs e genes
de protease similares ou diferentes fossem sobre-regulados em uma cepa
que principalmente expressa hGH citoplasmico insolavel. DC369 foi usado
neste experimento. As 4 h apds indugdo, a amostra foi comparada a amostra
de ponto de tempo 0 h, e experimentos de microarranjo foram executados
como mostrado na Tabela 3 (laminas 11 e 12). Novamente, FM e genes de
protease similares foram observados ser sobre-regulados indicando que os
genes identificados estédo envolvidos em dobramento citoplasmico ao invés
periplasmico e degradagéo de proteina (Tabela 6). Um resumo de quais ge-
nes que foram identificados em qual experimento junto com a sobre-regulagao
de dobramento € mostrado no diagrama de Venn da Figura 4.

TABELA 6. Lista de FM e genes de protease cujos niveis de mRNA de estado
constante foram mais altos em DC369 em 4 h apéds indugdo quando compa-
rados a zero no tempo. Os valores listados s3o a razéo de 4 h apds inducao

de IPTG para 0 h (logo antes da indug&o).

DC369
Gene ID Gene Fungdo
(4hvs.0h) '
RXF01961_1 4,8 hslv Protease ATP-dependente HslV (ec
3.4.25.-)
RXF01957 1 4,3 hsiU Hsl protease ATP-dependente, su-
bunidade de ligagdo de ATP HslU
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Gene ID DC369 Gene Fungdo
(4hvs.0h)

RXF03987_1 41 cbpA Proteina de ligagdo de DNA cur-
vada

RXF05455 1 3,3 htpG Proteina de chaperona HtpG

RXF05406_1 2,3 dnaJ Proteina de chaperona DnaJ

RXF08347_1 2,2 clpB Proteina de CipB

RXF05399 1 2,1 dnaK* Proteina de chaperona DnaK

RXF02095_1 2,0 groES Chaperonina de 10 kDa GroES

RXF06767_1 2,0 groEL Chaperonina de 10 kDa GroEL

RXF05399 1,8 dnaK* Proteina de chaperona DnaK

RXF04587_1 1,7 CIpA Clp protease ATP-dependente,

subunidade de ligagdo de ATP ClpA

* Para dnaK, duas sondas estédo presentes na fatia de microarranjo e desse
modo sé&o fornecidos dois valores de expressdo de gene.
EXEMPLO 4: GERAGAO DE UMA CEPA MUTANTE DE hs/U EM DC206 DE

P. fluorescens

O dois genes hs/U foram encontrados estar entre os genes iden-
tificados mais altamente sobre-regulados. HslU € uma ATPase citoplasmica.
A proteina homologa em E. coli pode agir em combinagdo com uma segunda
proteina para promover degradagéo de proteina energia-dependente em E.
coli. HslU interage com HslV, uma proteina com homologia para as
a-subunidades de proteasoma. Os homoélogos de HsIVU de E. coli foram
relatados estar envolvidos em protedlise geral das proteinas desdobradas em
Missiakas, D., et al. (1996) Identification and characterzation of HslV HslU
(ClpQ ClpY) proteins involved in overall proteolysis of misfolded proteins in
Escherichia coli. Embo J15:6899-909. andlise de seqliéncia de DNA sugeriu
que os genes de hs/VU de P. fluorescens sao provaveis de fazer parte de um
operon bicistronico (Figura 5).

Para verificar se HsIVU est&o de fato envolvidos na degradagéo
de hGH, um cepa knock-out de hslU foi construida. Uma tal cepa foi gerada
por inativagéo insercional de hs/U (Figura 6). Um fragmento de DNA interno
de cerca de 550 bp para hs/U foi clonado no vetor de pCR2.1-TOPO resistente
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a canamicina. Uma vez que este vetor tem uma origem de replicagdo (ColE1)
que ¢ funcional em E. coli mas ndo em P. fluorescens, os plasmideos cons-
truidos integraréo no cromossomo de DC206 através de recombinagdo ho-
mologa para conferir resisténcia a canamicina. O sitio de inser¢do correto
para as colbnias resistentes a canamicina foi confirmado através de PCR de
diagnostico de col6nia usando iniciadores que hibridam fora da regido origi-
nalmente amplificada e dentro da cadeia principal de plasmideo (Tabela 3). A
cepa mutante de hs/U construida foi designada DC370.

Os iniciadores foram projetados que amplificariam uma regido
interna de ~550 bp do gene de hs/U (Tabela 7). O fragmento interno foi am-
plificado usando Taq Polimerase (Promega), purificado e clonado em vetor de
pCR2.1-TOPO (Invitrogen, San Diego, CA). Os plasmideos foram transfor-
mados em DC206 de P. fluorescens competente e selecionados nas placas
de agar de glicose de M9 suplementada com 250 pg/ml de uracila e 50 pg/ml
de canamicina.

TABELA 7. INICIADORES

Iniciadores Seqiliéncia Propésito
hslU_sens accgaagtcggctatgtggg (SEQ ID NO: 1) usado na am-
plificacdo  de
PCR do frag-
HslU_antis aatcgcgcetgcacgecttcg (SEQ ID NO: 2) mento de hslU
interno
hsl_F2 ttcatcaaggtcgaageg (SEQ ID NO: 3)
hsl_R2 tcagtcttgaccatgee (SEQ ID NO: 4) usado em PCR
M13_R caggaaacagctatgac (SEQ ID NO: 5) de diagndstico
M13_F taaaacgacggccag (SEQ ID NO: 6)
hsl-UP gtggcagccaccaaggctge (SEQ ID NO: 7)
hs!. middlsUp cccacattgagtgaggcttacaaggggagagtctccacg :Zagoo:n; :’r::_
- (SEQ ID NO: 8)
mento de DNA
hsl_middleDown cgtggagactctccccttgtaagectcactcaatgtggg acima e abaixo
(SEQ ID NO: 9) de hsiUV
hsl_down ggccaatggttggecacgeg (SEQ ID NO: 10)
hsl_UpUp tgccgacgecacaggtge (SEQ ID NO: 11)
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Iniciadores Sequéncia Propésito

usado em PCR

hsl_DownDown | gcctggtactgcgactcg (SEQ ID NO: 12) de diagnéstico

atatactagtaggaggtaacttatggctgacgaaca-

RC199 gacgca usado na clo-
(SEQ ID NO: 13) nagem de gr-
RC200 atattctagattacaggtcgccgaagaage  (SEQ  ID | PE-DnakJ
NO: 14)

COMPARAGCAO DE EXPRESSAO DA PROTEINA POR ANALISE DE
SDS-PAGE

Para estudar o efeito do knockout do gene de hs/U, duas ex-

pressoes de proteina exdgena foram comparadas entre a cepa de origem
DC206 e a cepa mutante recentemente construida DC370. Os plasmideos
abrigando o gene codificando pbp::hGH (pDOW1323) e hGH (pDOW1426)
foram cada um transformados em células de DC370 competentes e resulta-
ram em cepas DC373 e DC372, respectivamente. Os experimentos de cres-
cimento padrdo em frasco de agitagdo foram executados com as quatro cepas.
Figura 7 mostra que as cepas do tipo selvagem e mutantes tém taxas de
crescimento similares. As amostras foram operadas em géis de SDS-PAGE
(Figura 8 e 9). Os resultados sugerem que o mutante produziu quantidades
mais altas de proteinas devido a delegdo da subunidade de protease HslU.
COMPARAGAO DE EXPRESSAO DA PROTEINA POR ATIVIDADE DE
FLUORESCENCIA

Uma vez que o efeito observado da falta de HslU no rendimento

de hGH e dificil para quantificar usando analises de SDS-PAGE, o perfil
temporal de produgéo de proteina foi monitorado pela fluorescéncia de uma
proteina de fuséo entre proteina fluorescente verde COP e hGH. Um plas-
mideo contendo uma fusdo de hGH::COP foi construido e transformado na
cepa de origem DC206 e na cepa de delecdo de gene de hs/U DC370 resul-
tando em cepas HJ104 e HJ105 (Tabela 1). Os experimentos de frasco de
agitacéo padrao foram executados e as amostras tiradas em varios pontos de
tempo para medi¢des da fluorescéncia (Figura 10). As leituras do fluorimetro

claramente mostraram que a cepa mutante de protease de hs/U teve niveis de
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expressao de proteina significativamente mais altos comparados aos da cepa
parental (Figura 11). Esta descoberta confirma os resultados obtidos por a-
nalise de SDS-PAGE. Comparando a cepa de tipo selvagem, o mutante de
hslU aumentou 33,05% da fluorescéncia relativa em 24 h ap6s indugéo (ver
insercao na Figura 11).

EXEMPLO 5: CONSTRUCAO DE UMA CEPA KNOCKOUT LIMPA DE hslUV

A protease de Hsl consiste em duas subunidades: uma subuni-

dade de ligagdo de ATP codificada por hs/U e uma subunidade de protease
codificada por hslV. A cepa knock-out de protease de Hsl previamente cons-
truida € uma inativagao insercional do gene de hs/U. Para remover a preo-
cupagao que HslV poderia ainda funcionar como uma protease podendo
acoplar a uma subunidade de ligagdo de ATP de outra protease, uma cepa de
delegéo foi construida que teve os genes de hslU e hslV removidos do cro-
MOSSOMmo.

Como mostrado na Figura 13, plasmideo pDOW2050 foi cons-
truido por amplificagdo de PCR de dois fragmentos de DNA flanqueando a
regido de hs/UV, os dois fragmentos foram subseqlientemente fundidos u-
sando o metodo de PCR de Encaixe através de Extensdo de Sobreposicdo
(SOE) (ver Ho, S. N. (1991) Method for gene splicing by overlap extension
using the polymerase chain reaction. Pedido: Patente US 89-3920955023171).
Os fragmentos de DNA fundidos foram depois ligados no sitio de Srfl de vetor
pDOW1261-2. O plasmideo de delegdo foi nomeado pDOW2050 apés a in-
sercao ter sido confirmada através de seqlienciagdo de DNA.

Plasmideo pDOW2050 foi eletroporado em DC206 e banhado
sobre placas de 4gar de M9 suplementadas com 1% de glicose e 15 pg/ml de
tetraciclina. Resisténcia a tetraciclina é devido a um evento de integragdo que
recombina o plasmideo inteiro no cromossomo com uma das duas regides
homélogas dentro do genoma (Figura 13). Para selecionar as células que tém
uma delegdo dos genes de hs/UV, que resulta de uma segunda recombinagéo
homologa entre o plasmideo integrado e a regido de DNA homdbloga no
cromossomo, as colbnias résistentes a tetraciclina foram crescidas para fase

estacionaria em meio de LB suplementado com 250 pg/mi de uracila. As cé-
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lulas sao depois banhadas sobre placas de agar de LB suplementadas com
500 pg/ml de &cido 5-fluoroorético (5-FOA). As células que perderam o
plasmideo integrado por um segundo evento de recombinagéo também per-
deram o gene de pyrF e desse modo s3o resistentes a 5-FOA, resultando na
cepa de delegéo de hs/UV cromossomico desejada, chamada DC417.
ANALISE FENOTIPICA DA CEPA DE DELECAO DE hs/UV

Analise de SDS-PAGE da cepa de delegdo de hs/UV expressando

a proteina de hGH (cepa HJ115) mostrou rendimento de proteina muito mais
alto que a cepa do tipo selvagem DC369, similar ao que foi observado mais
cedo usando a cepa mutante insercional de hs/U DC372 (dados ndo mos-
trados).

Rendimento da proteina foi também medido por atividade de flu-
orescéncia da fusdo de hGH::COP usando o mesmo método descrito mais
cedo. Plasmideo pDOW1349 contendo a fusdo de hGH::COP foi transfor-
mado nas cepas do tipo selvagem e mutante que resultam em cepas HJ104 e
HJ117, respectivamente. Experimentos de frasco de agitagdo padrdo foram
executados e as amostras foram tiradas em varios pontos de tempo para
medigbes de fluorescéncia relativa (Figura 14). As leituras do fluorimetro in-
dicaram que a cepa de delecdo de protease de hslUV teve niveis de ex-
pressdo de proteinas significativamente mais altos (cerca de 50% de aumento
de rendimento) quando comparada aos da cepa do tipo selvagem. Este re-
sultado € similar ao que foi previamente observado com a cepa knock-out de
hslU.

EXEMPLO 6: IDENTIFICACAO DE ALVO ITERATIVO USANDO TECNO-
LOGIA DE MICROARRANJO DE DNA

Para investigar se um conjunto novo de proteases é so-

bre-regulado na cepa de delegdo de protease de hs/UV, experimentos de
microarranjo de DNA foram conduzidos. Experimentos de frasco de agitagéo
padrao foram executados usando a cepa do tipo selvagem (DC369) e mutante
(HJ115) para expressar hGH. Para cada cepa, as 4 h apds as amostras de
indugéo term sido comparadas a amostra de ponto de tempo 0 h (logo antes

da indugéo de proteina heterdloga) os experimentos de microarranjo de DNA
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foram executados. Comparando a razdo de dois pontos de tempo entre as
cepas do tipo selvagem e mutante, uma lista nova de genes de protease que
sao sobre-regulados na cepa de delecédo de protesase de hslUV foi identifi-
cada (Tabela 8). Estes genes recentemente identificados codificando prote-
ases podem agora ser os alvos para uma segunda rodada de eventos de
delegdo de gene para também melhorar o rendimento de produgdo de pro-
teina heteréloga.

TABELA 8: Genes de protease cujos niveis de mRNA de estado constante
sao mais altos na cepa de delegdo de protease de hs/UV (HJ115) quando
comparados aos da cepa do tipo selvagem (DC369), com base na razdo de

4 h ap6s indugdo de IPTG para 0 h (logo antes da indugéo).

Funcgao .
ORFID Sequéncia
Curada

rxf00133 | D-alanil-me- | atgeactttggaaaatggtticacaccageacectgetggteggcttgagtittgtacteggees
so-diaminop ctgcgccagcgtctcccaaacctccaccccggcaaccctggataagctgttgagcgacccgg
) cgetgeaaggegecacegtetegetgatggtecgtgatgeccgeacaggeaccacgetgtat
imelato en- cagcacaacccacgeacceggetggtgeccgegtecaaccteaagetgttgaccacgpegg
dopeptidase | cagccatggatptatiggggecgeagtacegeticgecacgeaactgetgageaatggectac
(ec 3.4.-.-) gecagggegaccggetgactggeaacctgtacetgegtggcttgggogaccegagtaticag
tttgccgactatcaggcgctcgccgcgcaattggccagccagggcgtgcgccaggtgcagg
gtgacctggtgitcgacgacactiggttogatgecgageggetgggcgtggactggtoecatg
atgatgaaaccacctactacggcgcgcagatttcagcgctgaccgtggcgcccaataccgact
ttgatgctggcagcgtgctggtcaccgccaaggcgccgttgcacgtcggctcgccggtcggc
gtggagatctaccegeccaccgactacctgeaactgaataaccgogecgteagegggcegg
gtaacagcetatgggatcaaccgtcgecatggeaccaacctgetgeagetcageggegegetg
gcgcctggccggcagagccagcaattgatcagcgtgtgggagccgacgcaactggtggcca
acctgtitgageaageettggegeageagggeatcaaggtgetggeecgtegggtgatggge
geggcaagtcetgetgggateacggtgctggecgageaccaateggegeogtigeaggage
tgatcgtgecgetgcteaagetetcgaacaacgeeatgteegaageegtgeteaaggecatgg
gecgecagacggecageageggeacggeggegecggeegecgtggogptggecgacttt
ctcaagcgccaggggctggacaccagcgctgtgagccaagtggacggctccggcctgtcgc
ggcgtaacciggtgtegtegeaaaccetcaccgacctgotgetggeggecageaaacaacce
tggttcgacgeetggtacaacgegetgeeggttgecggeaatgecgacegtatgaceggegg
cagectgggttaccgectgegeggeacggetgeggaaaataacctgeatgecaagacegget
ccatggccggcgtgtcgtcattgagcggttacatcaccgatgctcacgggcgcaagctggtgtt
cgcgatgttgaccaacaactatgtggtcgctggcgcgcaggtaaaagccgtggaaaaccgcg
tegeegtggecctgtcccacagegaagactga
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ORFID

Fungao
Curada

Seqliéncia

rxf01918 | Zinco pro-

tease (ec
3.4.99.-)

atgagtgatcgcaaaaacagccgcctgatcctgcccggcctgatcgccgtcaccctgatggcg
gecagegecgtttacttcttgogooccagegagteggtegecagecaggecctggacaagge
tcaaacggccagcaccctgcaatccctggcggaactggatggcaaggcaccgaccaaccgc
aagctcgacgtacaaacctggaccaccgccgaaggcgccaaggtgctg’ctcgtcgaagccca
tgagttgee gatgttcgacatgcgcctgctgttcgccgccggcagcagccaggatggcgacgt
gecaggecetggegetgatgaccaacgecatgetcaacgaaggegtgecgggcaaggacgte
agccagatcgecagtggettegaaggectgggggecgactttggeaacggegectacegeg

acatggegetggtgaccetgegeagectgagegacagegecaagegegacgeegeoetgte
actgttcaaccaggtgatcggccagccgactttcccggcagactcactggcacgcatcaagaa
ccagatcctggccggtttcgagtaccagaagcagaaccccggcaaactggcgagcatcgaac
tgttcaagegcectgtacggegaccacecttac geacacccgagegaaggeacceccgagag

cgtgeegaagattaccetggegeagttgeaggegticcacgecaaggectatgeagegggta

acgeggtgattgeagtggtgggegacetgaceegegecgaagetgaagecatgacggecaa
ggtgtccgcgtcgctgcccaaaggcccggctatggccaagatcgcccagccgaccgagcca
aaagccggcctgagccgtatcgagttcccgtccaagcaaacccacctgctgtttgcgcagttg

ggcatcgacegtgecgacceggattacgeagectigteectgggtaaccagatecteggegg
cggtggeticggeaccogettgatgagegaagigogtgaaaagegeggoctgacetacgge
gtgtattccggtitctcaccaatgeaggegegeggeeegtteatgatcaacctgeagaceegeg
ccgaaatgageggiggcaccttgegectggtggaggacgtactggetgactacetcaagace
ggccegacgeaaaaggaactggatgacgecaagegegagetggeeggcageticeegetgt
ccaccgecageaacgecgatategtegggeagttgggegecatgggttictacaacctgeeg
ctgagctatciggaagatticatgaaacaatcccaggeectgaccgtegatcaggtcaaggetg
caatgaataaacacttgagcgccgacaagaxggtcatcgtgaccgccggcccgacgattgcg
caaaagccactaccgecccccactgataaacetgeegageageegeteggggttcoggage
attaa

rxf02689

Dipeptidase
microsso-

mal (ec
3.4.13.19)

ttgtegtggattgacgetticggcaattcoectgtegttitigeacceggeteogteggteecteg

geataigetggecccaaagegeeggeagacgaticggegeatgaategecaataaggppeac

gectgatgageccagecgagttgecacgecgacageategtiategacggtotgattattgecaa
gtggaaccgegacctgttcgaagacatgegeaaaggtggcctoacogecgecaattgeacgg
tgtoggtetggeaaggettccaggecacgatcaataacategttgecagecagacectgatee

gogaaaacagegacctggtgatcceggtgaaaaccaccgeegacateegecgegeeaagg

agctgggeaagactggeatcatcticgpcticcagaatgeccatgectttgaggaccagetegg
ctatgtegagatcticaageageteggogtggecgtggtgcagatgtgctacaacacecagaa
cetggtgggeaccggtigetacgagegegatggeggcctgtcgggtitcgggegtgagateg
tcggegagatgaaccgegteggeatcatgtgegacctgteccacgtgggctecaagaccage
gaagaggtcatcctegaatogaaaaagceeggtatgotacteecactgtetgeegtecgggetta
aagagcacccgegeaacaagtccgatgaagagcetgaagttcatcgecgaccatggeggattt
gteggtgtgaccatgttcgogeogtititgpecaaggpcategactcgactategacgactatge
cgaagceatcgaatacaccatgaacategtcggegaagacgecateggoatcggeaccgact
tcacccagggcecatggecaggatiteticgaaatgetcaccoatgacaagggctacgeecgee
gectgaccagettcggeaagatcatcaaccegetgggeatecgeacegtgggtgagttcecea
acctcaccgagaccctgetcaagegeggecacagegagegegtggtgegeaagateatggg
cgagaactgggtcaacgtgetcaaggacgtctggggcgaataa
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ORFID

Fungao
Curada

Sequéncia

rxf05113

Precursor
de metalo-
protease
extracelular
(ec 3.4.24.-)

atgacaatitggcccagggggcgaacacagggctatcctgaaaaccgttacceggacgttcac
cacacgccaaaaaggagecagctcatgtgtaticgecaaccgegeaaccegattititgectga
teccegeegtacatgetcgaccagatcgeacgecacggogacaaageccaacgggaagtege
attacgcacgcegtgecaaggacageacgtitcgttcgttgegeatgptegeggtaccegecaa

geggecggeccgeatggeactggecgtggpcgeegagaageaacgetcgatctacagtge

¢gaaaacaccgacagectgecoggeaagetgatcegeggegaaggpcageecgecagtgg
cgatgecgeggtggacgaagectatgacggectgggegegaccttogatittittgaccaggtce
titgatcgeaattccatcgacgatgegggeatggegetggacgeecacggtgeacttcggecag
gactacaacaatgcgttctggaattcgacccagatggtgticggepatggegaccageagttgt
tcaaccgetttaccgtggeactegacgteattgggcatgagttgpeccatggegtgactgagea
tgaggceeaagetgatgtacttcaaccagtecggigegetgaacgagtegtigtcggacgtgtic
ggttegetgatcaageagtacgegttaaageaaacggeocgaggatgecgactgsttgategg

caaggpgttgtitaccaaaaagateaagpgpcacggepctgegetcgatgaaggegecagge

actgcgtttgatgacaagctgetgggcaaagaccegeageetgggeacatggatgatttigtec
aaacttacgaggacaatgggggcgtgcatatcaattccggeattceccaaccatgegttetacea
getggcgatcaatataggegpgttegectgggagegtgecgggcgtatetggtatgacgeact
gegegattcgegptigeggeccaaticegggticttgegttitgcgepgeattacecacgatatig

coggecagetttatggegtgaacaaagetgagcagaaggeagtcaaggaagpctpgaaage
getgggcataaacgtitga

rxf0540

Proteina de
divisdo ce-
lular  FtsH
(ec 3.4.24.-)

ttgaacgatatggcaaagaatctgatcctgtggttgatcategeggetgtectggtgacggtgat

gaacaactictccageectaacgagecgeagaceeteaactattcegacttcatccageaagtt

aaggatggcaaggtcgagegegtageggttgatggetacgtgattaceggtaagegeaacga
tggegacagcettcaagaccattegicctgecattcaggacaacggtcteate ggtgacctgete
gataacaaggtcgttgtggaaggcaagcagcctgaacagcaaagcatctggacccagctcct
ggtggccagcttcccgatcctggtgattatcgccgtgttcatgttcttcatgcgccagatgcaag
geggtgegggaggeaagggegggocgatgageticggeaaaageaaggegegectgetet
ccgaagaccaggtgaagaccaccetggetgacgicgeaggtigegacgaagecaaggaag
aagtcggtpagtiggtegagticetgegtgatecgggeaagticcagegectgggtggecgtat
teete goggtatgctgatggtggspocteegggtaccggtaanacctigetggecaaggegat
tgccggcgaagccaaggtgcctttcttcacgatttccggttctgacttcgtcgagatgtttgtc 1144
cgtcggcgccagccgtgttcgcgatatgttcgagcaggccaagaagcacgcgccaigcatca
tcttcatcgacgaaatcgatgccgttggtcgccatcgtggcgcgggcatggggggtggtcacg
atgagcgtgagcagaccctcaaccagttgctggtagagatggatggtttcgagatgaatgacg
gcattatcgtcatcgccgcaaccaaccgtcccgacgttctcgaccctgcgttgctgcgtccggg
ccgtttcgaccgtcaggttgtggtcggcctgccggacattcgtggtcgtgagcagatcctgaaa
gtacacatgcgeaaggtgecaatgggtgacgacgtggetceggetgigategecegtggtact
cccggtitcteoggtgotgatetggegaacctggtcaacgaggettegetgttcgetgeecgtac
tggcaagegcatcgtigagatgaaagagticgaattgpcgaaagacaagateatgatgggeg
ccgagegcaaatceatggteatgtccgagaaagagaageagaacaccgettatcacgaggee
gsteacgecattgtagptegegtigtpcctgageatgacecogtctacaaagtgtegateattoe
tegtggteggpcactgggtgtgaccatgttcctgecggaagaapategetacagectcteccaa
gegtge gctgatcagecagatetgetegetgtatggeggtegtattgetgaggaaatgacectt
ggcttcgacggtgtgaccactggtgcctccaatgacatcatgcgtgccagccagatcgcacga
aacatggtgaccaagtggggctigicggaaaaacteggeccatigatgtacgecgaagagga
aggcgaagigitcetggepegtggeggeggtpgecanagegecagettctegggtgagaca
gccaagctgatcgactccgaagttcgcagcatcattgaccagtgctatggcacggccaagcag
attitgactgacaaccgtgacaagetggacgecatggetgatgegttgatgaagtacgaaacca
tcgatgccgaccagatcgacgacatcatggcgggccgtacgccgcgtgagccgcgcgactg
ggaaggtggticgggtacttegggeactecgectgtggtgeagaatgagegecctgaaacge
ctatcggeggeccggeagetpgatcactaa
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EXEMPLO 7: CO-SOBRE-EXPRESSAQO DE MODULADORES DE DO-
BRAMENTO AUMENTA A SOLUBILIDADE DA PROTEINA ALVO HGH

Com base nos dados de perfilagao transcripcional mostrados na

Figura 4, expressdo de moduladores de dobramentos (FMs) DnaK e DnaJ foi
aumentada em cepas que produzem proteina recombinante comparadas as
cepas de controle (ver Tabelas 4 e 5). Uma cepa que co-superproduziu GrpE,
DnaK e DnaJ junto com hGH foi produzida e testada para identificar se isto
resultou na acumulagdo de niveis aumentados de hGH soltvel.
CONSTRUCTO DE PLASMIDEO CONTENDO _grpE-dnakKJ PARA
CO-SOBRE-EXPRESSAO COM hGH

Os genes de grpE-dnaKJ de P. fluorescens foram amplificados

usando o DNA cromossdmico isolado de MB214 (DNeasy; Qiagen, Valenga,
CA) como um modelo, RC199 (5-ATATACTAGTAGGAGGTAACTTATGGC
TGACGAACAGACGCA-3') e RC200 (5-ATATTCTAGATTACAGGTCGCCGA
AGAAGC-3") como iniciadores, PfuTurbo (Stratagene, La Jolla, CA) foi usado
seguindo as recomendagdes do fabricante. O produto de PCR resultante (4 kb)
foi digerido com Spel e Xbal (sitios de restrigdo sublinhados acima nos ini-
ciadores) e ligado a pDOW2236 para criar pDOW2240 contendo os genes de
grpE-dnaKJ sob o controle do promotor de tac. Plasmideo pDOW2240 foi
digerido com Spel e Hindlll e o fragmento de 4,0 kb contendo grpE-dnaKJ
resultante foi purificado em gel usando Qiaquick (Qiagen) e ligado a
pDOW2247 também digerido com Spel e Hindlll. O plasmideo resultante,
pDOW3501, contendo grpE-dnaKJ sob o controle do promotor de manitol, foi
transformado em DC388 mediante selegcdo em placas de glicose de M9 su-
plementadas com 250 ug/mi de uracila. Por fim, pDOW1426 foi eletroporado
na cepa acima (DC462) e selecionado em placas de glicose de M9, resuitando
em cepa DC463 com dois plasmideos induziveis: 1) pDOW1426 carregando
Ptac hGH e 2) pDOW3501 carregando P grpE-dnaKJ.

FERMENTAGCAO EM FRASCO DE AGITACAO, COLETA DE AMOSTRA E
ANALISE

Culturas em duplicata de DC463 foram crescidas em frascos de

agitacao. Indugéo de proteina foi realizada pela adigao de 0,1 mM de IPTG
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para hGH e 0,5% de manitol para GrpE-DnaKJ em 24 hs apos inoculagdo. As
amostras foram colhidas a 0, 4, 8, 24 e 48 horas ap6s indugio. Em cada ponto
de tempo, 20 células de ODgyy normalizada em 1 ml foram colhidas, lisadas
usando Easylyse® (Epicentro, Madison, WI) e separadas em fragbes soluveis
e insoluveis mediante centrifugagdo a 14000 rpm durante 30 minutos. Volu-
mes iguais das amostras foram combinados com BioRad (Hercules, CA) 2x
tampao de Laemmli, aquecidos para 95°C durante 5 minutos com 30 ML
carregados em um gel de Criterion a 15% de Tris HCI de BioRad usando
tampao de operagdo de SDS de 1x Tris Glicina corrente (BioRad). As prote-
inas foram visualizadas com Simply Blue Safestain (Invitrogen, Carlsbad, CA)
corho mostrado na Figura 15. Os géis tingidos com Coomassie resultantes
foram varridos usando um Densitdmetro Pessoal de Molecular Devices (Mo-
lecular Devices, Sunnyvale, CA) com analises executadas usando Image-
Quant e Excel. Como mostrado na Figura 15, a co-sobre-expressao de GrpE,
DnaKJ significativamente aumentou a solubilidade de hGH, convertendo
quase 100% da proteina alvo na fragdo solavel, embora a um rendimento de
proteina total inferior. Experimentos adicionais repetindo crescimento e in-
dugéo de DC463 usando a adigdo simultanea de IPTG e manitol de forma
bem préxima imitaram os resultados mostrados aqui, embora com um grau
variado de solubilidade de hGH (entre 50-100%: dados nio mostrados),
quando GrpE DnaKJ foram co-superproduzidos. Estas descobertas também
demonstram que engenharia de cepa alvejada com base em perfilamento
transcripcional pode levar a um projeto de cepa racional para aumentar a
solubilidade e/ou rendimento de uma proteina recombinante.

A inveng&o foi descrita com referéncia a certas modalidades e
exemplos n&o-limitativos. Estara claro a alguém de habilidade na técnica que

outras modalidades da invengéo sdo também possiveis.
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REIVINDICAGOES

1. Processo para melhorar a expressdo de uma proteina ou pep-
tideo recombinante em uma célula ou organismo hospedeiro, compreen-
dendo: '

i) expressar a proteina ou peptideo recombinante na célula ou
organismo recombinante hospedeiro;

i) analisar um perfil genético da célula recombinante para identi-
ficar um ou mais genes ou produtos de gene compensatorios que sio ex-
pressos a um nivel mais alto na célula recombinante que em ou uma célula
hospedeira que nao foi modificada para expressar a proteina recombinante ou
uma célula recombinante que n3o est4 expressando a proteina recombinante;
e

iii) alterar a expressao do gene ou produto de gene compensatorio
identificado na célula recombinante através de modificagdo genética para
fornecer uma célula recombinante modificada que alcanga um aumento em
expressao, atividade ou solubilidade da proteina recombinante.

2. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, ainda compreen-
dendo expressar a proteina ou peptideo na célula recombinante modificada.

3. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, ainda compreen-
dendo:

(a) expressar a proteina ou peptideo recombinante na célula re-
combinante modificada;

(b) analisar um perfil genético da célula recombinante modificada
para identificar pelo menos um/uns segundo(s) gene(s) ou produto(s) de gene
que é/s&o diferencialmente expresso(s) na célula recombinante modificada;

(c) alterar a expressdo do segundo produto de gene identificado
na célula recombinante modificada para fornecer uma célula duplamente
modificada; e

(d) expressar a proteina ou peptideo na célula recombinante du-
plamente modificada.

4. Processo de acordo com a reivindicagdo 3, ainda compreen-

dendo repetir as etapas a) a d).
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9. Processo de acordo com a reivindicagdo 4, compreendendo
repetir as etapas a) a d) até a viabilidade da célula ser afetada alterando a
expressao do(s) gene(s) ou produto(s) de gene modificado(s).

6. Processo de acordo com a reivindicagdo 4, compreendendo
repetir as etapas a) a d) até a expressao da proteina ou peptideo recombi-
nante alcangar um ponto terminal alvejado.

7. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que um perfil
genetico € analisado comparando um perfil genético da célula recombinante a
um segundo perfil genético da célula hospedeira.

8. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que o perfil
geneético & um perfil de transcriptoma.

9. Processo de acordo com a reivindicagdo 8, em que o perfil de
transcriptoma € determinado por um microarranjo.

10. Processo de acordo com a reivindicagéo 1, em que o perfil
genético € um perfil de proteoma.

11. Processo de acordo com a reivindicagio 10, em que o perfil de
proteoma € determinado por eletroforese em gel bidimensional, ICAT ou
LC/MS.

12. Processo de acordo com a reivindicagio 10, em que o perfil de
proteoma € determinado por um arranjo de peptideo.

13. Processo de acordo com a reivindicagdo 12, em que o arranjo
de peptideo é um arranjo de anticorpo.

14. Processo de acordo com a reivindicago 1, em que o produto
de gene identificado € uma protease, uma subunidade de uma protease, um
co-fator de uma protease, um modulador celular ou um genético que afeta a
expressao de uma protease.

15. Processo de acordo com a reivindicag&o 14, em que o produto
de gene identificado é uma protease.

16. Processo de acordo com a reivindicag&o 14, em que o produto
de gene identificado é uma subunidade de uma protease.

17. Processo de acordo com a reivindicagio 14, em que o produto

de gene identificado € um co-fator de uma protease.
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18. Processo de acordo com a reivindicagio 14, em que o produto
de gene identificado € um modulador celular ou genético que afeta a ex-
pressdo de uma protease.

19. Processo de acordo com a reivindicagdo 14, em que o produto
de gene identificado é selecionado do grupo que consiste em D-alanil-me-
so-diaminopimelato endopeptidase, zinco protease, dipeptidase microssomal,
precursor de metaloprotease extracelular, proteina de divisdo de célula ftsH e
produtos de gene derivados dos genes hslV, hslU, clpX, clpA e cipB.

20. Processo de acordo com a reivindicagéo 14, em que o nivel de
rRNA do produto de gene identificado é sobre-regulado quando a proteina ou
peptideo recombinante for expressado na célula hospedeira.

21. Processo de acordo com a reivindicagéo 14, em que o produto
de gene identificado € removido de um genoma de célula hospedeira.

22. Processo de acordo com a reivindicagdo 21, em que o produto
de gene identificado € removido através de recombinagdo homologa.

23. Processo de acordo com a reivindicagéo 1, em que o produto
de gene identificado € um modulador de dobra, uma subunidade de um mo-
dulador de dobra, um co-fator de um modulador de dobra ou um modulador
celular ou genético que afeta a expresséo de um modulador de dobra.

24. Processo de acordo com a reivindicagio 23, em que o produto
de gene identificado € um modulador de dobra.

25. Processo de acordo com a reivindicag&o 23, em que o produto
de gene identificado € uma subunidade de um modulador de dobra.

26. Processo de acordo com a reivindicagéo 23, em que o produto
de gene identificado € um co-fator de um modulador de dobra.

27. Processo de acordo com a reivindicagao 23, em que o produto
de gene identificado é um modulador celular ou genético que afeta a ex-
pressao de um modulador de dobra.

28. Processo de acordo com a reivindicagdo 23, em que o mo-
dulador de dobra é uma proteina de chaperona.

29. Processo de acordo com a reivindicagdo 23, em que o mo-

dulador de dobra é selecionado do grupo que consiste em produtos de gene



10

18

20

25

30

dos genes cbpA, htpG, dnak, dnaJd, fkbP2, groES e groEL.

30. Processo de acordo com a reivindicagdo 23, em que a ex-
pressao do produto de gene identificado é alterada aumentando a expressao
do gene identificado, um co-fator de um gene identificado ou um modulador
celular ou genético do gene identificado.

31. Processo de acordo com a reivindicagdo 30, em que a ex-
pressao aumentada é por inclusdo de um DNA que codifica o produto de gene
identificado.

32. Processo de acordo com a reivindicagdo 30, em que a ex-
pressdo aumentada é por insergdo de um promotor em um genoma da célula
hospedeira.

33. Processo de acordo com a reivindicagdo 30, em que a ex-
pressao aumentada € por inclusédo de um vetor exdgeno na célula hospedeira.

34. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a célula
hospedeira € uma célula microbiana.

35. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a célula
hospedeira € uma Pseudomonada.

36. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a célula
hospedeira € uma célula de P. fluorescens.

37. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a célula
hospedeira € uma célula de E. coli.

38. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a célula
hospedeira é selecionada do grupo que consiste em uma célula de inseto,
uma célula mamifera, uma célula de levedura, uma célula fangica e uma cé-
lula de planta.

39. Processo de acordo com a reivindicagdo 9, em que o micro-
arranjo compreende amostras de pares de ligagdo para pelo menos 50% de
um genoma da célula hospedeira.

40. Processo de acordo com a reivindicagdo 9, em que a técnica
de microarranjo compreende amostras de pares de ligagdo para pelo menos
80% de um genoma da célula hospedeira.

41. Processo de acordo com a reivindicagdo 9, em que o micro-
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arranjo compreende amostras de pares de ligagdo para pelo menos 90% de
um genoma da célula hospedeira.

42. Processo de acordo com a reivindicagdo 9, em que o micro-
arranjo compreende amostras de pares de ligagéo para pelo menos 95% de
um genoma da célula hospedeira.

43. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a ex-
pressdao melhorada é um aumento na quantidade de proteina ou peptideo
recombinante.

44. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a ex-
pressao melhorada € uma solubilidade aumentada da proteina ou peptideo
recombinante.

45. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a ex-
pressao melhorada é uma atividade aumentada da proteina ou peptideo re-
combinante.

46. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que o perfil
genético € um perfil de genes em uma familia de gene.

47. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que o perfil
compreende proteases e moduladores de dobra.

48. Processo de acordo com a reivindicagdo 46, em que o perfil
consiste essencialmente em proteases.

49. Célula ou organismo hospedeiro, em que expressa uma pro-
teina recombinante que foi geneticamente modificada para reduzir a ex-
presséo de pelo menos duas proteases.

50. Celula ou organismo hospedeiro, em que expressa uma pro-
teina recombinante que foi geneticamente modificada para reduzir a ex-
pressao de pelo menos uma protease selecionada do grupo que consiste em
D-alanil-meso-diaminopimelato endopeptidase, zinco protease, dipeptidase
microssomal, precursor de metaloprotease extracelular, proteina de divisdo
de ceélula ftsH e produtos de gene derivados dos genes hslV, hsiU, clpX, clpA
e clpB.

51. Celula ou organismo hospedeiro, em que expressa uma pro-

teina derivada mamifera recombinante que foi geneticamente modificada para



reduzir a expressao de pelo menos uma protease.

52. Célula ou organismo hospedeiro de acordo com a reivindi-
cagao 52, em que a proteina recombinante é horménio de crescimento hu-
mano.

53. Celula ou organismo hospedeiro, em que expressa uma pro-
teina recombinante que foi geneticamente modificada para aumentar a ex-
pressao de pelo menos dois moduladores de dobra que ndo sejam subuni-

dades de modulador de dobra.
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RESUMO

Patente de Invengdo: "PROCESSO PARA EXPRESSAO DE PROTEINA
MELHORADA ATRAVES DE ENGENHARIA DE CEPA".

A presente invencgéo refere-se a um processd para melhorar os
niveis de produgdo de proteinas ou peptideos recombinantes ou melhorar o
nivel de proteinas ou peptideos recombinantes ativos expressos em células
hospedeiras. A inveng&o é um processo de comparar dois perfis genéticos de
uma célula que expressa uma proteina recombinante e modificar a célula para
alterar a expressdo de um produto de gene que é sobre-regulado em resposta
a expressao da proteina recombinante. O processo pode melhorar a produgao
de proteina ou pode melhorar a qualidade da proteina, por exemplo, au-

mentando a solubilidade de uma proteina recombinante.
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mas*fz 882407
B 0S7128 2 - c/

Descritivo da Patente de Invengéb para "PROCESSO PARA
EXPRESSAO DE PROTEINA MELHORADA ATRAVES DE ENGENHARIA
DE CEPA".

REFERENCIA CRUZADA AO PEDIDO DE PATENTE RELACIONADO

Este pedido de patente reivindica prioridade ao Pedido Provisoério
US N° 60/591.489, depositado em 26 de julho de 2004.

CAMPO DA INVENCAO |

A presente invencao refere-se ao campo de producao de proteina,

e em particular &€ um processo para melhorar os niveis de producdo de pro-
teinas ou peptideos recombinantes ou melhorar o nivel de proteinas ou pep-
tideos recombinantes ativos expressbs em células hospedeiras.
ANTECEDENTES

Mais que 155 proteinas e peptideos recombinantementes produ-

zidos forarh aprovados pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) para o
uso como farmacos e vacinas de biotecnologia, com outros 370 em experi-
mentacodes clinicas. Diferente das terapéuticas de molécula pequena que sdo
produzidas através de sintese quimica, as proteinas e peptideos sao mais
eficazmente produzidos em células vivas. Em muitos casos, a célula ou or-
ganismo foi geneticamente modificado para produzir ou aumentar a produgdo
da proteina.

Quando uma célula € modificada para produzir quantidades
grandes‘de uma proteina alvo, a célula é colocada sob tensao e frequente-
mente reage induzindo ou suprimindo outras proteinas. A tensdo que uma
célula hospedeira sofre durante a produgéo de proteinas recombinantes pode
aumentar a expresséo, por exemplo, de proteinas especificas ou co-fatores

para causar degradacgdo da proteina recombinante sobre-expressada. A ex-

- pressdo aumentada de proteinas compensatorias pode ser contra-produtiva a

meta de expressar niveis altos de proteina recombinante ativa, de compri-
mento total. Expressdo diminuida ou caréncia de expressdao adequada de
outras proteinas pode causar desdobramento e agregagao da proteina re-
combinante. Embora seja conhecido que uma célula sob tenso alterara seu

perfil de expressdo de proteina, ndo € conhecido em qualquer exemplo dado
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que proteinas especiﬁcas serdo sobre-reguladas ou sub-reguladas.
MICROARRANJOS

Tecnologia de microarranjo pode ser usada para identificar a

presenca e nivel de expressao de um numero grande de polinucleotideos em

‘um ensaio simples. Ver por exemplo patente U.S. N° 6.040.138, depositada

em 15 de setembro de 1995, paténte U.S. N° 6.344.316, depositada em 25 de

junho de 1997, patente U.S. N° 6.261’.776, depositada em 15 de abril de 1999,

patente U.S. N°6.403.957, depositada em 16 de outubro de 2000, patente U.S.
N° 6.451.536, depositada em 27 de setembro de’ 2000,_ patente U.S. N°

6.532.462, depositada em 27 de égosto de 2001, patente U.S. N° 6.551.784,

depositada em 9 de maio de 2001, patente U.S. N° 6.420.108, depositada em

9 de fevereiro de 1998, patenté U.S. N° 6.410.229, depositada em 14 de

dezembro de 1998, patente U.S. N° 6.576.424, depositada em 25 de janeiro-
de 2001, patente U.S. N° 6.687.692, depositada em 2 de novembro de 2000,

patente U.S. N° 6.600.031, depositada em 21 de abril de 1998 e patente U.S.

N° 6.567.540, depositada em 16 de abril de 2001, todas atribuidas a Affyrhe-

trix, Inc. ,

Patente U.S. N° 6.607.885 de E. |. duPont de Nemours e Co.

descreve métodos para perfilar e identificar as alteragdoes de expressdo de

gene apos submeter uma célula bacteriana a expressao alterando as condi-

¢oes mediante comparagdo de uma primeira e segunda medicédo de micro-
arranjo.

Wei et al. usou uma analise de microarranjo para investigar perfis
de expressdo de gene de E. coli com indugdo de gene de lac (Wei Y., et al.
(2001) High-density microarray-mediated gene expression profiling of Es-
cherichia coli. J Bacteriol. 183(2):545-56). Outros grupos também investiga-
ram os perfis transcripcionais regulados ap6s mutagédo de genes endégenos
ou delecdo de genes reguladores (Sabina, J., et al (2003) Interfering with
Different Steps of Protein Synthesis Explored by Transcriptional Profiling of
Escherichia coli K-12 J Bacteriol. 185:6158-6170; Lee JH (2003) Global
analyses of transcriptomes and proteomas of a parent strain and an

L-threonine-overproducing mutant strain. J Bacteriol. 185(18):5442-51; Kabir
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MM, et al. (2003) Gene expression patterns for metabolic pathway in pgi
knockout Escherichia coli with and without phb genes based on RT-PCR J
Biotechnol. 105(1-2):11-31; Eymann C., et al. (2002) Bacillus subtilis func-

tional genomics: global characterization of the stringent response by proteoma

- and transcriptome analysis. JBacteriol. 184(9):2500-20.

Gill et al. descreve o uso de tecnologia de microarranjo para i-
dentificar alteragbes na expressao de genes relacionados a tensdo em E. coli

apos expressio de proteinas de fusdo recombinantes de cloranfenicol acetil-

‘transferase (Gill et al. (2001) Genomic Analysis of High-Cell-Density Recom-

binant Escherichia coli Fermentation and "Cell Conditioning" for Improved
Recombinant Protein Yield Biotech. Bioengin. 72:85-95). O perfil de trans-
crigdo de gene de tenséo, compreendendo apenas 16% do genoma total, em
densidade de célula alta foi usado para avaliar estratégias de "condiciona-
mento de éélula" para alterar os niveis das chaperonas, proteases e outras
proteinas intracelulares antes da sobre-expressao da proteina recombinante.
As estratégias para "condicionamento” envolveram manipulagao farmacolc')-'
gica das células, incluindo através de tratamentos de ditiotreitol e etanol.

Asai et al. descreve o uso de analise de microarranjo para identi-
ficar genes alvos ativados por sobre-expressao de certos fatores sigma que
sdo tipicamente induzidos apos tensdes de célula (Asai K et al. (2003) DNA
microarray analysis of Bacillus subtilis sigma factors of extracytoplasmic
function family. FEMS Microbiol. Lett. 220(1):155-60). Células que so-
bre-expressam fatores sigma como também genes repérteres ligados aos
promotoreé de fator sigma foram usadas para mostrar indugéo de gene re-
gulada por tensao.

Choi et al. descreveu a analise e sobre-regulagdo de genes me-
tabdlicos que sao sub-regulados em culturas de batelada de alta densidade
de E. éoli gue expressa proteina de fusdo de fator de crescimento similar a
insulina humana (IGF-k) (Choi et al. (2003) Enhanced Production of Insu-
lin-Like Growth Factor | Fusion Protein in Escherichia coli by Coexpression of
the Down-Regulated Genes Identified by Tran'scriptome Profiling App. Envir.

Microbio. 69:4737-4742). O foco deste trabalho estava nas alteragbes me-
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tabdlicas que ocorrem durante as condigdes de alta densidade apés indugao
de proteina. Genes que foram sub-regulados apo6s indugdo de producéo de
proteina recombinante durante condigdes de crescimento de densidade alta

foram identificados e genes metabolicos especificos que tinham sido

“sub-regulados foram expressados em células produzindo IGF-k recombinante.

O trabalho mostrou que aumentando a produgéd metabodlica de certas bases
de nucleotideo e aminoacidos podéria aumentar a produg¢do de proteina e
aquelas taxas de crescimento poderiam ser modificadas aumentando a ex-
pressdo de uma molécula transportadora metabdlica sub-regulada. Estas
estratégias foram projetadas para alterar o ambiente celular para reduzir
tensdes metabdlicas associadas a produgdo de proteina em geral ou com
cultura de densidade alta.

DEGRADACAO DE PROTEINA

Degradacgao indesejada de proteina recombinante apresenta um

obstaculo ao uso eficiente de certos sistemas de expresséo. A expressao de

proteinas exogenas frequentemente induz respostas de tensdo em células

hospedeiras que podem ser, por exemplo, defesas naturais a uma fonte de

carbono limitada. Todas as células contém um ndmero grande de genes ca-

pazes de produzir proteinas degradativas. Nao é possivel prognosticar quais
proteases serao reguladas por um hospedeiro dado em resposta a expressao

de uma proteina recombinante particular. Por exemplo, as bactérias P. fluo-

rescens cbntém até 200 proteases e proteinas relacionadas a protease..

No citoplasma de E. coli, a protedlise € em geral realizada por um
grupo de proteases e moléculas de co-fator. Etapas de degradagdo mais
pi'ecoces sao realizadas por cinco Hsps ATP-dependentes: Lon/La FtsH/HfIB,
CIpAP, CIpXP e CIpYQ/HslIUV (Gottesman S (1996) Proteases and their tar-
gets in Escherichia coli. Annu. Rev. Genet. 30:465-506). Junto com FtsH (uma
protease associada a membrana interna, o sitio ativo desta opdoem-se ao
citoplasma), CIpAP e ClpXP sao responsaveis pela degradagao de proteinas
modificadas em seus términos carboxila pela adicdo da cauda de desestabi-
lizagdo nao-polar AANDENYALAA (Gottesman S, et al. (1998) The ClpXP and

CIpAP proteases degrade proteins with carboxil-terminal peptide tails added
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by the SsrA-tagging system. Genes Dev. 12:1338-1347; Herman C, et al.
(1998) Degradation of carboxi-terminal-tagged cytoplasmic proteins by the
Escherichia coli protease HfIB (FtsH). Genes Dev. 12:1348-1355). -

. Varios métodos foram tomados para evitar degrédagéo durante a
producao de proteina recombinante. Um método € produzir cepas hospe-
deiras que carregam mutages em um gene de protease. Baneyx e Georgiou,
por exemplo, utilizaram uma cepa deficiente de p'rotease para melhorar o

rendimento de uma proteina dé fusao de proteina A-B-lactamase (Baneyx F,

‘Georgiou G. (1991) Construction and characterization of Escherichia coli s-

trains deficient in multiple secreted proteases: protease Il degrades hi-
gh-molecular-weight substrates in vivo. J Bacteriol 173: 2696-2703). Park et al.
usou um método mutacional similar para melhorar a atividade da .proteina
recombinante 30% comparada com a cepa de origem de E. coli (Park S. et al.
‘(1999) Secretory production of recombinant protein by a high cell density
culture of a protease negative mutant Escherichia coli strain. Biotechnol. Progr. |
15:164-167). Patentes U.S. N°s 5.264.365 e 5.264.365 descrevem a cons-
trugao de E. coli deficiente de protease, particularménte multiplas cepas de-
ficientes de protease, para produzir polipeptideos proteoliticamente sensiveis.
Publicagao de PCT N° WO 90/03438 descreve a produgao de cepas de E. coli
que incluem cepas deficientes de protease ou cepas incluindo um inibidor de
protease. Similarmente, Publicagao de PCT N° WO 02/48376 descreve cepas
de E. coli deficientes em proteases DegP e Prc.
DOBRAMENTO DE PROTEINA

" Outro obstaculo principal na producgdo de proteinas recombinan-

tes em células hospedeiras é que a célula freqientemente ndo € adequa-
damente equipada para produzir proteina soluvel ou ativa. Embora a estrutura

primaria de uma proteina seja definida por sua seqiiéncia de aminoacido, a

“estrutura secundaria é definida pela presenga de hélices alfas ou folhas beta,

e a estrutura ternaria por ligagoes covalentes entre extensbdes de proteina
adjacentes, como ligagdes de dissulfeto. Ao expressar proteinas recombi-
nantes, particularmente em grande escala, a estrutura secundaria e terciaria

da propria proteina € de importancia critica. Qualquer alteragdo significativa
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em estrutura de proteina pode render uma molécula funcionalmente inativa,
ou uma proteina com atividade bioldgica significativamente reduzida. Em
muitos casos, uma célula hospedeira expressa moduladores de dobramento

(FMs) que sdo necessarios para producgdo apropriada de proteina recombi-

‘nante ativa. Porém, nos niveis altos de expressdao em geral requeridos para

produzir produtos de biotecnologia utilizaveis, economicamente satisfatérios,
uma célula freqientemente nao podé produzir modulador ou moduladores de
dobramento nativo suficiente para processar a proteina recombinante.

Em certos sistemas de expressdo, superprodugao de proteinas
exogenas pode ser acompanhada por seu desdobramento e segregagao em
agregados insoliveis. Em células bacterianas, estes agregados s@o conhe-
cidos como corpos de inclusao. Em E. coli, a rede de moduladores/ chape-
ronas de dobramento inclui a familia de Hsp70. A chaperona de Hsp70 prin-

cipal, DnaK, impede agregagao da proteina e suporta eficazmente o redo-

| bramento das proteinas estragadas. A incorporagao de proteinas de choque

térmico em agregados de proteina pode facilitar a desagregagao. Porém,
proteinas processadas para corpos de inclusdo podem, em certos casos, ser
restabelecidas através de processamento adicional da fragao insoltvel. Pro-
teinas encontradas em corpos de inclusao tipicamente tém que ser purifica-
das através de etapas multiplas, incluindo desnaturagdo e renaturagao.
Processos de renaturagao tipicos para proteinas alvejadas por corpo de in-
clusao envolvem tentativas de dissolver o agregado em desnaturante con-
centrado e remogao subsequente do desnaturante por diluicdo. Agregados
sdo freqientemente formados novamente neste estagio. O processamento
adicional soma custo, ndo ha nenhuma garantia que o redobramento in vitro
rendera produto biologicamente ativo, € as proteinas restabelecidas podem
incluir quantidades grandes de impurezas de fragmento.

Um método para reduzir agregagcdo de proteina € através de
engenharia de fermentagcdo, mais comumente reduzindo a temperatura de
cultivo (ver Baneyx F (1999) In vivo folding of recombinant proteins in Esche-
richia coli. In Manual of Industrial Microbiology and Biotechnology, Ed. Davies
et al. Washington, DC: American Society for Microbiology ed. 2:}551-565 e
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referéncias nele). A mais recente realizagdo que dobramento de proteina in
vivo & assistida por Chaperonas moleculares, que promove a isomerizagao
apropriada e alvejamento celular de outros polipeptideos transientemente
interagindo com intermediarios de dobramentos, e por foldases, que acelera
as etapas limitativas de taxa ao longo da via de dobramento, forneceu mé-
todos adicionais para Combater o problema de formacéao de corpo de inclusao

(ver por exemplo Thomas JG et al. (1997). Molecular chaperonas, folding

- catalysts and the recovery of active recombinant proteins from E. coli: to fold or

to refold. Appl/ Biochem Biotechnol, 66:197-238).

Em certos casos, a sobre-expressao de chaperonas foi observada
aumentar os rendimentos soltveis de proteinas propensas a agregacao (ver
Baneyx, F. (1999) Recombinant Protein Expression in E. coli Curr. Opin. Bi-
otech. 10:411-421 e referéncias nele). O processo ndo parece envolver dis-
solugdo de. corpos de inclusdo recombinantes pré-formados mas esta rela-
cionado ao dobramento melhorado das cadeias de proteina recentemente |
sintetizadas. Por exemplo, Nishihara et al. co-expressou groESL e
dnaJK/grpE no citoplasma para melhorar a estabilidade e acumulagéo de
Cryj2 recombinante (um alergénio de pélen de cedro japonés) (Nishihara K,

Kanemori M, Kitagawa M, Yanagi H, Yura T. 1998. Chaperone coexpression

_plasmids: differential and synergistic roles of DnaK-DnaJ-GrpE and Gro-

EL-GroES in assisting folding of an allergen of Japanese cedar pollen, Cryj2, = -

in Escherichia coli. Appl. Environ. Microbiol. 64:1694). Lee e Olins também
co-expressaram GroESL e DnaK e aumentaram a acumulagdo de procola-
genase humana em dez vezes (Lee S, Olins P. 1992. Effect of overproduction
of heat shock chaperones GroESL and DnaK on human procollagenase
production in Escherichia coli. JBC 267:2849-2852). O efeito benéfico asso-

ciado a um aumento na concentracao intracelular destas chaperonas parece

“altamente dependente da natureza da proteina superproduzida, e o sucesso

nao é de forma alguma garantido.
Uma necessidade existe por processos para desenvolvimento de
cepas hospedeiras que mostram producgao, atividade ou solubilidade melho-

radas de proteina ou peptideo recombinante para reduzir os custos de fa-
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bricacdo e aumentar o rendimento dos produtos ativos.
E, portanto, um objetivo da invengao fornecer processos para
melhorar expressao de proteina recombinante em um hospedeiro.

E um outro objetivo da invencdo fornecer processos que au-

“mentam os niveis de expressdo em células hospedeiras expressando prote-

inas ou peptideos recombinantes.

E outro objetivo da invehqéo fornecer processos para aumentar
os niveis de proteina soluvel feita em sistemas de expressao recombinante.

E ainda outro objetivo da invengao fornecér processos para au-
mentar os niveis de proteina ativé feita em sistemas de expressdo recombi-
nante.

SUMARIO

Um processo é fornecido para melhorar a expressdao de uma

proteina ou peptideo recombinante compreendendo:
| i) expressar a proteina ou peptideo recombinante em uma célula
hospedeira,; |

i) analisar um perfil genético da célula e identificar um ou mais
produtos de gene endogeno que sdo sobre-regulados na expressdo ou so-
bre-expressao da proteina ou peptideo recombinante; e

iii) alterar a expressao de um ou mais produtos de gene endoégeno
identificados geneticamente modificando a célula.

O processo pode fornecer expressdo melhorada como medida
por rendimentos melhorados de proteina, ou pode melhorar a recuperagao da
proteina ativa, por exemplo aumentando a solubilidade da proteina recom-
binante expressa, ou uma proteina ou peptideo relacionado.

Usando este processo, pode ser determinado quais das muitas
proteinas celulares sdo "escolhidas" pela célula para compensar a expressio
da proteina recombinante estranha, e esta informacgao pode levar ao desen-
volvimento de sistemas de expressao de proteina mais eficazes. Por exemplo,
é conhecido que, tipicamente, uma célula seletivamente sobre-regulara uma
ou mais proteases para degradar uma proteina recombinante sobre-expres-

sada. Porém, pode ndo ser prognosticado com antecedéncia qual(is) prote-
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ase(s) a célula sobre-regulara para compensar a tensao causada por qual-
quer proteina recombinante dada. Analise do perfil genético da célula por
microarranjo ou tecnologia equivalente pode identificar quais proteases sao
sobre-reguladas em uma célula dada em resposta a produgéo de proteina
exogena. Esta informagao € depois usada para geneticamente modificar a
célula para diminuir a expressdo destas proteases particulares, poupando
outras proteinas que sao uteis ou até mesmo necessarias para homeostase
de célula. | |

Como outro exemplo, uma célula ‘pode seletivamente so-
bre-regular um ou mais moduladores ou co-fatores de dobramentos para
aumentar a capacidade de dobramento ou solubilidade da proteina recom-
binante. Novamente, ndo pode ser prognosticado com antecedéncia quais
moduladores ou co-fatores de dobramentos serdao selecionados em um sis-
tema dado para ajudar no processamento de uma proteina recombinante
especifica. Analisando o perfil genético através de microarranjo ou tecnologia
equivalente permite a identificacao dos moduladores ou co-fatores de do-
bramentos que foram sobre-regulados. Com base neéta informacao, a célula
€ geneticamente modificada para 'atjmentar a expressao.dos moduladores ou
co-fatores de dobramentos selecionados preferidos pela célula para a prote-
ina recombinante dada. Esta modificagao pode aumentar o percentual de
proteina ativa se restabelecida, enquanto minimizando o impacto prejudicial
em homedstase de célula.l

Portanto, o rendimento efou atividade e/ou solubilidade da pro-
teina recorhbinante pode(m) ser aumentado(s) ou modificando o organismo
hospedeiro ou aumentando ou diminuindo a expressdo de uma broteina '
compensatoria (isto € uma proteina que € sobre-regulada em resposta a
tensao de célula dada) de uma maneira que € seletiva e que deixa outros
mecanismos benéficos inteiros da célula.

O processo pbde ser usado iterativamente até a expressao de
proteina recombinante ativa ser otimizado. Por exemplo, usando 0 processo
descrito acima, a célula ou organismo hospedeiro é geneticamente modifi-

cado para sobre-regular, sub-regular, knock-in ou knock-out uma ou mais
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proteinas compensatoérias identificadas. A célula ou organismo hospedeiro
assim modificado pode depois ser cultivado para expressar a proteina re-
combinante, ou uma proteina ou peptideo relacionado, e proteinas compen-

satérias adicionais identificadas por meio de microarranjo ou analise equiva-

lente. A célula ou organismo hospedeiro modificado € depois de novo gene-

ticamente modificado para sobre-regular, sub-régular, knock-in ou knock-out
as proteinas compensatérias adicionais selecionadas. Este processo pode
ser iterado até uma célula ou organismo hospedeiro ser obtido que exibe
expressao maxima de ativo e/ou proteina solivel sem enfraquecimento in-
devido do organismo ou célula hospedeira. Estas etapas por exemplo podem
ser repetid_as_ por exemplo, uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito,
nove, ou dez ou mais vezes.

Em outra modalidade, o processo também compreende: iv) ex-

‘pressar a proteina ou peptideo recombinante em uma célula geneticamente

| modificada. Em ainda outra modalidade, o processo também compreende: v)

analisar um segundo perfil genético da célula geneticamente modificada ex-
pressando proteina ou peptideo recombinante e identificando um ou mais
produtos de gene adicionais que s&o diferencialmente expressos na célula
modificada que expressa a proteina ou peptideo recombinante. Em uma outra
modalidade, o processo adicionalmente compreende: vi) alterar a expressao
de um ou mais produtos de gene adicionais identificados para fornecer uma
célula modificada duplé. Opcionalmente, a proteina ou peptideo recombinante,
ou uma proteina ou peptideo relacionado, pode ser expressado na célula
modificada dupla. Os produtos de gene diferencialmente regulados identifi-
cados na célula modificada podem ser sobre ou sub-regulados quando
comparados a célula hospedeira ou quando comparados a célula modificada
que nao expressa proteina ou peptideo recombinante.

Em ainda outra modalidade, o processo também compreende: iv)
analisar um segundo perfil genético de uma célula geneticamente modificada
expressando a proteina ou peptideo recombinante e identificar um ou mais
produtos de gene adicionais que sao diferencialmente expressos na célula

modificada que nao esta expressando a proteina ou peptideo recombinante.
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Em uma outra modalidade, o processo adicionalmente compreende: v) alterar
a expressao de um ou mais produtos de gene adicionais identificados na
célula modificada para fornecer uma célula modificada dupla. Os produtos de
gene diferencialmente regulados identificados na célula modificada podem
ser sobre ou sub-regulados quando comparados a célula ou organismo
hospedeiro ou quando comparados a célula modificada que n&o expressa a
proteina ou peptideo recombinante. | |

Em uma modalidade especifica, um processo € fornecido para

‘melhorar a expressdo de uma proteina ou peptideo recombinante compre-

endendo: i) expressar a proteina ou peptideo recombinante em uma ceélula
hospedeira; ii) analisar um perfil genético da célula e identificar pelo menos
uma protease que € sobre-regulada quando a prdteina ou peptideo recom-
binante é expressado; e iii) alterar a expressdo de uma protease identificada
geneticamente modificando a célula ou organismb hospedeiro para reduzir a
expressao da. protease sobre-regulada. Em uma outra modalidade, o pro-
cesso bompreende alterar a expressao de pelo menos uma segunda protease
identificada na célula modificada para fornecer uma célula modificada de
prdtease dupla. Em outra modalidade, 0 processo também compreende: iv)
expressar a proteina ou peptideo recombinante, ou uma proteina ou peptideo
relacionado, em uma célula modificada de protease. Em outra modalidade, o
processo também compreende analisar um segundo perfil genético da célula
modificada de protease para identificar um ou mais produtos de gene adi-
cionais que s3o diferencialmente expressos na célula modificada.

Em outra modalidade, um processo € fornecido para melhorar a
expressdo de uma proteina ou peptideo recbmbinante compreendendo: i)
expressar a proteina ou peptideo recombinante em uma célula hospedeira; ii)
analisar um perfil genético da célula e identificar pelo menos um modulador de
dobramento sobre-regulado (FM) que é sobre-regulado apds sobre-expres-
s&o da proteina ou peptideo recombinante; e iii) alterar a expresséo de pelo
menos um modulador de dobramento identificado geneticamente modificando
a célula para fornecer uma célula modificada de FM. Em uma outra modali-

dade, o processo compreende alterar a expressdo de pelo menos um se-
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gundo modulador de dobramento identificado na célula modificada para for-
necer uma célula modificada de FM duplo. Em outra modalidade, o processo
também compreende: iv) expressar a proteina ou peptideo recombinante, ou

uma proteina ou peptideo relacionado, em uma célula modificada de FM. Em

“outra modalidade, o processo também compreende analisar um segundo

perfil genético da célula modificada de FM para identificar um ou mais pro-
dutos de gene adicionais que sao d'iferencialme_nte expressos na celula mo-
dificada.

O termo "perfil genético” como aqui usado € significado para in-
cluir uma analise de genes em um genoma, mRNA transcrito de genes no
genoma (ou o cDNA equivalente), produtos de transcricdo que foram modi-
ficados por -uma célula como variantes de encaixe de genes em sistemas
eucaridticos, ou proteinas ou peptideos translados de genes em um genoma,
incluindo proteinas que sao modificadas pela célula ou transladada de vari-
antes de encaixe de mRNA transladado do genoma. Um perfil- genético é
significado incluir mais de um gene ou produto de gene, e tipicamente indui
um grupo de pelo menos 5, 10, 50, 100 ou mais genes ou produtos de gene
que sdo analisados. '

Em uma modalidade, o perfil genético analisado pode ser um
perfil de transcriptoma, isto € um perfil dos produtos de transcricdo de genes
do genoma. O processo pode incIu}ir analisar o perfil de transcriptoma usando
um microarranjo ou tecnologia equivalente. Nesta modalidade, o microarranjo
pode incluir os pares de ligagdo para pelo menos uma por¢do do transcrip-
toma da célula hospedeira, e tipicamente inclui amostras de pares de ligagédo
para os produtos de gene de pelo menos 50% do genoma do organismo. Mais
tipicamente, o microarranjo inclui amostras de pelo menos 80%, 90%, 95%,
98%, 99% ou 100% dos pares de ligagao para produtos de gene no genoma
da célula hospedeira.

Em uma modalidade separada, o microarranjo pode incluir um
subconjunto selecionado'de pares de ligagdo para genes ou produtos de gene
que representam classes de produtos que sdo afetadas pela expressao de

proteina recombinante. Exemplos ndo-limitativos incluem proteases putativas
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ou conhecidas, co-fatores de proteases ou proteinas similares a protease;
moduladores de dobramentos, moduladores co-fatores de dobramentos ou
proteinas que podem melhorar o dobramento ou solubilidade da proteina;

fatores de transcrigdo; proteinas envolvidas em estabilidade de acido nucléico

ou iniciagao translacional; cinases; receptores extracelulares ou intracelulares;

enzimas metabolicas; co-fatores metabdlicos; pfoteinas de envelope; fatores
de sigma; proteihas ligadas a membrana; proteinas de transmembrana; pro-
teinas associadas @ membrana e genes de manutengdo. O perfil genético
pode ser analisado medindo a ligagdo dos genes expressos da célula hos-
pedeira que expressa a proteina ou peptideo recombinante para o microar-
ranjo. O perfil de transcriptoma pode também ser analisado usando ensaios
de ndo-microarranjo como ensaios de mancha, incluindo ensaios de northern
blot, ou colunas revestidas com pares de ligagéo.

Em outra modalidade, o perfil genético analisado pode ser um
perfil de proteoma, isto & um perfil das proteinas produzidas de genes em um
organismo dado. O processo pode incluir analisar o perfil de proteoma usando,
por exemplo, eletroforese bidimensional. Técnicas como espectrometria de
massa em combinag¢ao com ferramentas de sepafac;éo como eletroforese em
gel bidimensional ou cromatografia liquida multidimensiohal, podem também
ser usadas no processo. Em eletroforese bidimensional, as proteinas sepa-
radas podem incluir proteinas de pelo menos 10% do protéoma do organismo.
Mais tipicamente, proteinas de pelo menos 20%, 30%, 40%, 60%, 80% ou
90% das proteinas no proteoma da célula hospedeira sdo separados e ana-
lisados através de técnicas como tingimento de proteinas e/ou espectrometria
de massa.

Em modalidade adicional, o perfil de proteoma € analisado u-

sando espectrometria de massa. Ha varias técnicas relacionadas que usam

. cromatografia liquida (LC) acoplada a espectrometria de massa (MS) e ‘es-

pectrometria de massa de tandem (MS/MS) para identificar proteinas e medir
sua abundancia relativa. Freqlientemente, uma amostra é marcada com um
marcador de is6topo pesado que permite a comparagdo com a outra amostra

sem alterar as propriedades quimicas. Por exemplo, em uma amostra a cis-



10

15

20

25

30

14

teina de aminoacido pode ser marcada com um marcador que contem oito
atomos de hidrogénio. A outra amostra € marcada com um marcador que
contém oito atomos de deutério ("pesado”) no lugar de (+8 Daltons). Os dados
de MS podem ser usados para encontrar pares de peptideos de 8 Daltons
separadamente e quantificar a diferenca. Dados de MS/MS dos mesmos
peptideos fornecem uma aproximagao de sequéncia primaria, e a proteina ID.
Outros experimentos identificam as proteinas in vivo mediante cultivo das
células com aminoacidos "pesados”. Estes tipos de técnicas podem ser u-
sados para identificar milhares de proteinas em um experimento simples e
estimar a abundancia relativa se presente em ambas as amostras (ver Goo-
dlett DR e Aebersold RH (2001). Mass Spectrometry in Proteomics. Chem
Rev101:269-295). ICAT é um tipo de MS/MS, representa Marcadores de Afi-
nidade Codificados de Isétopo (ver Gygi SP, Rist B, Gerber SA, Turecek F,
Gelb MH, e Aebersold RH (1999). Quantitative'analysis of complex protein
mixtures using isotope-coded affinity tags. Nat Biotech 17:994-999).

Em outra'modalidade, o processo pode incluir analisar o perfil de
proteoma usando, por exemplo, um microarranjo. Nesta modalidade, o arranjo
pode incluir os pares de ligagao para pelo menos uma porgao das proteinas
expressas pela célula hospedeira sob condi¢gdes de crescimento apropriadas,
e tipicamente inclui os pares de ligagao para proteinas de pelo menos 10% do
proteoma do organismo. Mais tipicamente, o microarranjo inclui os pares de
ligagao para proteinas de pelo menos 20%, 30%, 40%, 60%, 80% ou 90% das
proteinas no proteoma da célula hospedeira. Os pares de ligagdo podem ser
anticorpos que podem ser fragmentos de anticorpo como fragmentos de an-
ticorpo de cadeia simples. Em uma modalidade separada, 0 microarranjo
pode incluir os pares de ligagdo para um subconjunto selecionado de prote-
inas do proteoma, incluindo, por exemplo, proteinas de protease putativa ou
moduladores de dobramentos putativos. O microarranjo pode tipicamente
também incluir um conjunto de pares de ligagdo para proteinas que sédo u-
sadas como controles. O perfil genético pode ser analisado medindo a ligagao
das proteinas da célula hospedeira que expressa a proteina ou peptideo re-

combinante aos pares de ligagdo no microarranjo. O perfil de proteoma pode
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também ser analisado em um formato de ensaio padrao, como um ensaio de
Elisa ou um ensaio de western blot padrao.
As amostras no perfil genético podem ser analisadas individual-

mente ou agrupadas em agrupamentos. Os agrupamentos podem tipicé-

‘mente ser agrupados por similaridade em expressdo de gene. Em modali-

dades particulares, os agrupamentos podem ser agrupados como genes que
sdo sobre-regulados a uma extenséd similar ou genes que s&o sub-regulados
a uma extensao similar.

O gene sobre-regulado identificado € tipicamente identificado
comparando um perfil genético da célula hospedeira que expressa a proteina
ou peptideo recombinante a um perfil genético da célula hospedeira que n&o
expressa a proteina ou peptideo recombinante. Em uma outra modalidade,
uma célula hospedeira que expressa uma proteina homoéloga € analisada
para a primeira proteina recombinante.

O genoma da célula hospedeira que expressa a proteina ou
peptideo recombinante pode ser modificado através de recombinagéo, .por
exemplo-recombinagao homoéloga ou recombinagao heteréloga. O genoma
pode também ser modificado por mutagéo de um ou mais nucleotideos em
uma estrutura de leitura aberta que codifica um gene, particularmente uma
protease identificada. Em outra modalidade, a célula hospedeira € modificada
incluindo um ou mais vetores que codificam um inibidor de um gene ou pro-
duto de gene identificado, como um inibidor de protease. Em outra modali-
dade, a célula hospedeira € modificada por inibigdo de um promotor que pode
ser um promotor nativo. Em uma modalidade separada, a célula hospedeira é
modificada incluindo um ou mais vetores que codificam um gene, tipicamente
um modulador de dobramento ou um co-fator de um modulador de dobra-
mento. Em outra modalidade, a célula hospedeira € modificada intensificando
um promotor para um modulador de dobramento identificado ou um co-fator
para um modulador de dobramento, incluindo adicionando um promotor-e-
x0geno ao genoma da célula hospedeira.

A célula hospedeira pode ser qualquer célula capaz de produzir -

proteina ou peptideo recombinante. Em uma modalidade, a célula hospedeira
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& um procarioto, como uma célula bacteriana incluindo, mas nao limitada a
uma espécie de Escherichia ou uma de Pseudonaonas. A célula hospedeira
pode ser uma célula de Pseudomonas como uma célula de P. fluorescens.
Em outras modalidades, a célula hospedeira € uma célula de E. coli. Em outra
modalidade a célula hospedeira é uma célula eucariética, por exemplo uma
célula de inseto, incluindo mas nao limitado a uma célula de uma especie de
Spodoptera, Trichoplusia, Drosophila ou Estignaen_e; ou uma célula mamifera,
incluindo mas ndo limitada a uma célula murina, uma célula de hamster, uma
de macaco, uma de primata ou uma célula humana. Em outra modalidade, a
célula hospedeira € uma célula de planta, incluindo, mas nao limitada a, uma
célula de tabaco, milho, uma célula de uma espécie de Arabidopsis, célula de
batata ou arroz. Em outra modalidade, um organismo inteiro é analisado no
processo, incluindo mas nao limitado a um organiSmo transgénico.
| Em uma modalidade, os genes ou pfodutos de gene compensa-

torios sobre-regulados identificados sdo uma ou mais proteases e/ou um ou |
mais moduladores de dobramentos. Em certas modalidades, um gene ou
produto de gene identificado pode também ser uma subunidade de uma
prdtease ou um modulador de dobramento ou um co-fator de uma protease ou
um co-fator de um modulador de dobramento. Em uma modalidade, o gene
identificado pode ser selecionado de uma peptidase serina, treonina, cisteina,
aspartico ou metalo. Em certas outras modalidades, o gene ou produto de
gene identificado pode ser selecionado de hslV, hslU, clpA, clpB e clpX. O
gene ou produto de gene identificado pode também ser um co-fator de uma
protease. Em outra modalidade, o gene ou produto de gene identificado &€ um
modulador de dobramento. Em certas modaiidades, o gene ou produto de
gene identiﬁcado pode ser selecionado de uma proteina de éhaperona, uma
foldase, uma peptidil prolil isomerase e uma isomerase de ligagdo de dissul-
feto. Efn uma modalidade, o gene ou produto de gene identificado pode ser
selecionado de htpG, cbpA, dnaJ, dnaK e fkbP. Em uma modalidade, um gene
ou produto de gene homélogo ao gene sobre-regulado identificado € modifi-
cado no genoma do hospedeiro.

O processo pode levar a produgdo aumentada de proteina ou
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peptideo recombinante em uma célula hospedeira, por exemplo, aumentando
a quantidade de proteina por grama de proteina de hospedeiro (proteina de
céluia total) em uma quantidade dada de tempo, ou aumentando a quantidade

de comprimento de tempo durante o qual a célula ou organismo esta produ-

“zindo a proteina recombinante. A produgdo aumentada pode otimizar a efi-

ciéncia da célula ou organismo, por exemplo, diminuindo a despesa de e-
nergia, aumentando o uso de recursos disponiveis ou diminuindo os reque-
rimentos para suplementos de crescimento em meios de crescimento. A
producdo aumentada pode também resultar em um nivel aumentado de
proteina recuperavel ou peptideo, como proteina soluvel, produzido por
grama de recombinante ou por grama de proteina de célula hospedeira. v

| A invengéo também inclui uma célula hospedeira recombinante
melhorada que € produzida pelo processo reivindicado.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1 € um grafico de uma comparagao de crescimento (den-

sidade optica com o passar do tempo) de cepas diferentes de P. fluorescens.
As células foram induzidas com 0,3 M de IPTG em 24 h apés inoculagdo. As
cepas sdo: DC280 que abriga o vetor vazio pDOW1339, DC240 que produz a
enzima de nitrilase citoplasmica soluvel e DC271 que produz a hGH peri-
plasmica parcialmente insoltvel. DC206, a cepa parental de DC280, DC240 e
DC271, foi incluida como um contfole’. As amostras foram tiradasem O e 4 h
de indugédo p6s-IPTG para isolamento de RNA e profilagdo da expresséao de
gene, como indicado pelas setas.

Figura 2 é um grafico de agrupamento hierarquico de todos os
genes de cepés de P. fluorescens DC280, DC240 e DC271 em 12 agrupa-
mentos em 4 h ap6s IPTG quando comparados em O h IPTG (indicado no
fundo da figura). Com base no valor e tendéncia, os genes foram aglomerados
e agrupados usando o algoritmo de agrupamento hierarquico de Spoffire
DecisionSite. Linhas pontilhadas indicam pontos de dados que foram filtrados
devido a qualidade de manchas fraca ou baixo nivel de expressao. O eixo
geométrico x representa a comparagao de cada cepa; o eixo geometrico y

representa o valor de expresséo com relagéo 4 h atras para antes da indugéo
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de IPTG. Todos os FMs identificados sao realgados. Agrupamento 7 mostra 2
genes de FM e 2 de subunidade de protease que sao altamente expressos em
cepa DC271, que superproduzem a proteina de hGH periplasmica. Os genes
de FM restantes sao agrupados no agrupamento 6.

Figura 3 € uma analise de agrupamento hierarquico do agrupa-
mento 6 da Figura 2. No agrupamento 8 novo, dois moduladores de dobra-
mentos, DnaK e DnaJ, foram identificados ambos destes mostraram niveis de

expressao mais altos para produgéo de proteina recombinante periplasmica

“similar ao HsIVU, CbpA e HtpG previamente identificado. Agrupamento 6

mostra onde o resto dos FMs estao agrupados.
| Figura 4 é um diagrama de Venn mostrando a protease so-
bre-regulada e FMs dos trés conjuntos de experimentos na Tabela 5, 6 e 7.
Como resumido na Tabela 5, 6 e 7, a lista de genes foi organizada em es-
quema devVenn para realgar a sobreposigéo da lista de gene entre os trés
conjuntos de experimentos indicados no canto. Para cada gene, a razdo de |
cada experimento foi exibida com 2 como um corte.
Figura 5 é um grafico da analise de seqijéncia dos genes hslV
(RXFO1961) e hsiU (RXFO1957)-dé P. fluorescens gerados por Artemis. O
diagrama de uso de cdédon (painel do topo) indica que o limite de gene esta

correto. Este € confirmado pelos melhores homdlogos das sequéncias de

proteina de HslV e HslU de P. aeruginosa como indicado em baixo dos genes

de RXF01961 e RXF01957. O diagrama de contagem de qualidade de Phrap
mostra que a qualidade de seqliéncia é boa, isto € a linha de contagem esta
acima da linha horizontal indicando uma qUalidade melhor que 1 erro em 10
kb (painel mediano). As caixas apontadas brancas abertas abaixo dos genes
mostram a localiza¢édo das sondas geradas para uso nos experimentos de
microarranjo de DNA.

| Figura 6 € uma ilustragdo esquematica de uma construcdo de
mutante de hs/U onde um produto de PCR de aproximadamente 550 bp de
hslU (caixa azul claro) foi ligado no vetor de clonagem TOPO TA2.1 (circulo).
O plasmideo resultante foi transformado em células de P. fluorescens com-

petentes e coldnias resistentes a canamicina (kan) foram analisadas em PCR
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diagndstica para confirmar a construgdo de uma mutagao de insercio no gene
de hslU.
~ Figura 7 é um grafico de uns ensaios de curva de crescimento

comparando cepa do tipo selvagem com de mutante de hs/U que superproduz

- hGH ou pbp::hGH em meio de produgao de frasco de agitacdo. As setas in-

dicam pontos de tempo onde foram tiradas as amostras.

Figura 8 € uma imagem de analise de SDS-PAGE das cepas
DC271 e DC373 que expressam pbp::hGH. As amostras de DC271 (tipo
selvagem, W) e DC373 (mutante de hsiU, M) foram tiradas logo antes da
inducgdo da proteina (0 _h)'e depois 4 h, 8 h, 24 h, e 30 h ap6s adigdo de IPTG.
Fragbes soluveis (S) e insoluveis (i) foram preparadas para cada amostra
analisada. A produgéo de hGH nao processado e processado é indicada pelas
setas. O marcador (Ma) de peso molecular (MW) € mostrado a direita dos
geéis.

Figura 9 € uma imagém da andlise de SDS-PAGE das cepas
DC36v9 e DC372 que expressam hGH no citoplasma. As amostras foram ti-
radas de DC369 (tipo selvagem, W) e DC372 (mutante de hs/U, M) logo antes
da indugéo da proteina (0 h) e depois 4 h, 8 h, 24 h, 30 h e 50 h apos adigéo de
IPTG. Fragdes soluveis (S) e insoluveis (1) foram preparadas para cada a-
mostra analisada. A produgao de hGH é indicada por uma seta. O marcador
(Ma) de peso molecular (MW) é mostrado a direita dos géis.

Figura 10 € um grafico de curvas de crescimento de cepas que
expressam a proteina de fusdo de hGH::COP. As cepas incluem: DC369 que
expressa hGH apenas (ndo fundido com COP) como um controle negativo;
HJ104, 6 tipo selvagem que expressa hGH::COP; HJ105, o mutante de hs/U
que expressa hGH::COP. '

Figura 11 € um grafico das medi¢des da atividade de fluorescén-
cia verde para cepas que expressam a proteina de fusao de hGH::COP u-
sando um fluorimetro. Cinco OD600 de cultura de célula foram ensaiadas
para cada cepa abrigando hGH ou hGH::COP em pontos de tempo diferentes
apés indugao de IPTG. As cepas testadas incluem: DC369 que expressa hGH

apenas (nao fundido com COP) como um controle negativo; HJ104, o tipo
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selvagem que expressa hGH::COP; HJ105, o mutante de hs/U que expressa
hGH::COP. A tabela inserida mostra o percentual de aumento da fluorescén-
cia relativa no mutante de hs/U comparado ao tipo selvagem em pontos de
tempo diferentes apos indugéo de IPTG.

Figura 12 é uma representagao pictorica do processo de medir
abundéncia relativa de mRNA entre duas amostras.

Figura 13 € uma representagdo da construgao de dele¢do cro-

mossémica de gene de hs/lUV na cepa pyrfF-negativa. A. Plasmideo

"PDOW2050 contém fragmentos de DNA de 505 bp e 634 bp flanqueando o

gene de hslUV. Uma vez que plasmideo de suicidio pDOW2050 ndo pode
replicar em P. fluorescens, as células resistentes a tetraciclina apenas serao
geradas ap6s um evento de recombinacdo simples em uma das regides
homélogas que integram o plasmideo inteiro no genoma. B. Células resis-
tentes a tetraciclina contém o plasmideo inteiro integrado no genoma. Estas

células também contém o gene de pyrF codificado do plasmideo. Selegao

" para células que tém o segundo evento recombinante ocorreu através de

células de colocagao em placa em placas de agar suplementadas com FOA,
qué em cepas pyrF-positivas, sdo convertidas em um composto téxico. C. A
cepa de dele¢do cromossdmica foi confirmada por analise de seqlienciagao.

Figura 14 € um grafico de fluorescéncia relativa com o passar do

tempo para medigGes de atividade de fluorescéncia verde para as cepas que

expressam a proteina de fuséo de hGH:.COP usando um fluorimetro. Dupli-
catas foram usadas tanto para cepa de dele¢do do tipo selvagem (HJ104)
como de hsiUV (HJ117). |

Figura 15 sdo imagens de géis de SDS-PAGE de cepas que ex-
pressam hGH com ou sem moduladores de dobramentos GrpE-DnakJ. A-
mostras foram removidas em varios tempos ap6s indugao por IPTG (0, 4, 8,
24 e 48 h), normalizadas em OD600 de 20 e lisadas usando EasylLyse. As
fragOes soluveis (S) insoluveis (l) foram separadas em um Critério de BioRad
15% de Tris HCI gel de SDS-PAGE e tingido com Coomassie.
DESCRIGAQ DETALHADA

Um processo é fornecido para melhorar a expressdao de uma
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proteina ou peptideo recombinante compreendendo i) expressar a proteina ou
peptideo recombinante em uma célula hospedeira; ii) analisar um perfil ge-
nético da célula e identificar um ou mais produtos de gene sobre-regulados

enddgenos, incluindo uma ou mais proteases ou moduladores de dobra-

‘mentos que sdo sobre-regulados na expressdo da proteina ou peptideo re-

combinante; e iii) alterar a expresséo de um ou mais produtos de gene iden-
tificados genetica'mente modificando a célula. Em outra modalidade, o pro-
cesso também compreende expressar a proteina ou peptideo recombinante
em uma célula geneticamente modificada. Em outra modalidade; o processo
também compreende analisar um segundo perfil genético da célula geneti-
camente modificada para identificar um ou mais produtos de gene adicionais
que sao diferencialmente expressos na célula modificada. Em uma outra
modalidade, o processo compreende alterar a expressao de pelo menos um:
segundo produto de gene identificado na célula modificada para fornecer uma
célula modificada dupla. O processo pode fornecer expressdao melhorada
como medido por rendimentos melhorados de proteina, ou pode melhorér a
recuperagdo de proteina ativa, por exemplo aumentando solubilidade da
proteina recombinante expressa. |

Mais em geral, a invengao inclui um processo para methorar a
expressdo de uma proteina ou peptideo recombinante em uma célula ou
organismo hospedeiro compreendéndo:

i) expressar a proteina ou peptideo recombinante na célula ou
organismo hospedeiro recombinante;

ii) analisar um perfil genético da célula recombinante para identi-
ficar um gene compensatério ou produto de gene que € expressado em um
nivel mais alto na célula recombinante que em um de uma célula hospedeira
que nao foi modificada para expressar a proteina recombinante ou uma célula
recombinante que n3o esta expressando a proteina recombinante; e

iii) alterar a expressao do gene compensatério ou produto de gene
identificado na célula recombinante através de modificagéo genética para
fornecer uma célula recombinante modificada que alcanga um aumento na

express3o, atividade ou solubilidade de proteina recombinante.
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Ao longo do relatério descritivo, quando uma faixa for fornecida,
deveria ser entendido que 0s componentes sdo significados ser indepen-
dentes. Por exemplo, uma faixa de 1-6 significa independentemente 1, 2, 3, 4,
50u6.

As etapas do processo sao descritas em mais detalhe abaixo.
ETAPA |: MODIFICACAO GENETICA DE CELULA OU_ORGANISMO
HOSPEDEIRO PARA EXPRESSAR UMA PROTEINA OU PEPTIDEO RE-
COMBINANTE EM UMA CELULA HOSPEDEIRA

Na primeira etapa do processo, uma célula hospedeira é modifi-

cada para ter a capacidade para expressar uma proteina ou peptideo re-
combinante. A célula hospedeira pode ser modificada usando qualquer téc-
nica conhecida na técnica. Por exemplo, a proteina recombinante pode ser
expressada de um vetor de expressao que € exdgeno ao genoma da célula e
que € tranéfeccionado ou transformado na célula. A construgao de vetores de
expressdao como também técnicas para transfecgdo ou transformagao é
descrita abaixo. A célula hospedeira podé também ser modificada para ex-
pressar uma proteina ou peptideo recombinante de uma insergéao gendmica
como descrito abaixo. Um gene qué codifica a proteina ou peptideo recom-
binante pode ser inserido no genoma da célula ou organismo hospedeiro
através de técnicas como recombinagdo homologa ou heteréloga. Estas téc-
nicas sdo descritas abaixo. '

A proteina ou peptideo recombinante pode ser expressado sob o
controle de um elemento que requer manipulagdo adicional da célula. Por
exemplo, tratamento quimico da célula pode ser requerido para iniciar ou
intensificar a expressao de proteina ou de péptideo. Os elementos de pro-
motor e de repressor que governam a expressdo de proteinas ou peptideos

recombinantes nas células hospedeiras sdo descritos abaixo e sdo bem co-

" nhecidos na técnica. Estes podem incluir elementos de promotor com base no

promotor "tac” responsivo a IPTG.
SELECAO DE UMA CELULA OU ORGANISMO HOSPEDEIRO

O processo da invengdo pode ser usado em qualquer sistema

hospedeiro dado, incluindo de origem eucariotica ou procariotica. O processo
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é em geral limitado apenas pela disponibilidade de informag&o bastante ge-
nética para analise de um perfil genético para identificar um gene identificado.
Embora seja em geral tipico que as seqi]énciaé representativas de uma

porcentagem grande do genoma estdo disponiveis, por exemplo pelo menos

- 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% ou 100% das seqiiéncias ex-

pressas ou encontradas no genoma, transcriptoma ou proteoma, a invengao
pode ser praticada usando apenas uma porgao das seqgUéncias no genoma,
transcriptoma ou proteoma. Em particular, em circunstancias quando a in-
formacgao disponivel incluir infformag@o sobre um grupo de sequéncias rela-
cionadas, como um grupo metabolicamente ligado, apenas uma porgao pe-
quena das sequéncias representativas do genoma pode ser usada para o
processo da invengdo. O processo & também néo limitado as proteinas re-
combinantes particulares sendo expressadas, como um aspecto fundamental
do processo a capacidade é racional e iterativamente para sistemas de ex-
pressao de projeto com base em técnicas para identificar alteragoes celulares
que ocorrem em uma célula hospedeira na expressao de proteinas ou pep-
tideos recombinantes e para modular a célula hospedeira usando procedi-
mentos conhecidos na técnica. |

A célula hospedeira pode ser qualquer célula capaz de produzir
proteina ou peptideo recombinante. Em uma modalidade, a célula hospedeira
€ uma célula microbiana, isto €, uma célula de uma bactéria, fungo, levedura
ou outros eucariotas unicelulares, procariotos e virus. Os sistemas comu-
mente usados para produzir proteinas ou peptideos recombinantes incluem
certas células bacterianas, particularmente E. coli, por causa de seus reque-
rimentos de crescimento relativamente baratos e capacidade de potencial
para produzir proteina em culturas de batelada grandes. Levedura é também
usada para expressar proteinas e peptideos biologicamente relevantes, par-
ticularmente para propédsitos de pesquisa. Sistemas incluem Saccharornyces
cerevisiae ou Pichia pastoris. Estes sistemas sdo bem caracterizados, for-
necem em geral niveis aceitaveis de expressdo de proteina total e sao
comparativamente rapidos e baratos. Sistemas de expressdo de célula de

inseto também emergiram como uma alternativa para expressar proteinas
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recombinantes em forma biologicamente ativa. Em alguns casos, proteinas
corretamente dobradas que sdo pos-translacionalmente modificadas podem
ser produzidas. Sistemas de expressao de célula mamifera, como celulas de
ovario de hamster chinés, também foram usados para a expressao de pro-
teinas recombinantes. Em uma escala pequena, estes sistemas de expressao
séo frequentemente eficazes. Certos bioldgicos podem ser derivados de
proteinas mamiferas, particularmente em aplicagées de saude animal oﬁ

humana. Em outra modalidade, a célula hospedeira € uma célula de planta,

‘incluindo, mas ndo limitada a, uma célula de tabaco, milho, uma célula de uma

espécie de Arabidopsis, célula de batata ou de arroz. Em outra modalidade,
um organismo multicelular € analisado ou modificado no processo, incluindo
mas nao limitado a um organismo transgénico. Técnicas para analisar e/ou
modificar um organismo multicelular sdo em geral com base nas técnicas
descritas para modificar as células descritas abaixo.

Em uma modalidade, a célula hospedeira pode ser um proca-
rioto como uma célula bacteriana incluindo, mas néo limitada a uma es-
pécie de Escherichia ou Pseudomonas. Células bacterianas tipicas sao
descritas, por exemplo, em "Biolog'ical Diversity: Bacteria and Archaeans",
a chapter of the On-Line Biology Book, fornecido por Dr MJ Farabee
do Estrella Mountain Community College, Arizona, USA em URL:
http://www.emc.maricopa.edu/faculty/farabee/BIOBK/BioBookDiversity_2.html.

Em certas r_nodalidades, a célula hospedeira pode ser uma célula
de Pseudomonas, e pode tipicamente ser uma célula de P. fluorescens..Em
outras modalidades, a célula hospedeira pode também ser uma célula de E.
coli. Em outra modalidade a célula hospedeiré pode ser uma célula eucario-
tica, por exemplo uma célula de inseto, incluindo mas n&o limitada a uma
célula de uma espécies de Spodoptera, Trichoplusia, Drosophila ou Estig-
mene, ou uma célula mamifera, incluindo mas néo limitada a uma célula mu-
rina, uma célula de hamster, um macaco, um primata ou uma célula humana.

Em certas modalidades, a célula hospedeira € uma célula de
Pseudomonad, e pode ser por exemplo um organismo de P. fluorescens.

Em uma modalidade, a célula hospedeira pode ser um membro
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de qualquer da taxa bacteriana. A célula pode, por exemplo, ser um membro
de qualquer espécie de eubactéria. O hospedeiro pode ser um membro
qualquer um da taxa: Acidobacteria, Actinobacteiré, Aquificae, Bacteroidetes,
Chlorobi, Chlamydiae, Choroflexi, Chrysiogenetes, Cyanobacteria, Deferri-
bacteres, Deinococcus, Dictyoglomi, Fibrobacteres, Firmicutes, Fusobacteria,
Gemmatimonadefes, Lentisphaerae, Nitrospiraé, Planétomycetés, Proteo-
bacteria, Spirochaetes, Thermodesdlfobacteria, ‘Thermomicrobia, Thermoto-
gae, Thermus (Thermales) ou Verrucomicrobia. Em uma modalidade de uma
célula hospedeira eubacteriana, a célula pode ser um membro de qualquer
espécie de eubactéria, excluindo Cyanobacteria.

O hospedeiro bacteriano pode também ser um membro de
qualquer eépécie de Proteobacteria. Uma célula hospedeira proteobacteriana
pode ser um membro de qualquer um da taxa Alphaproteobacteria, Beta--

proteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria ou Epsilonprote-

* obacteria. Além disso, o hospedeiro pode ser um membro de qualquer um da

taxa Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, or Gamrnaproteobacteria, e
um membro de qualquer espécie de Gammaproteobacteria.

Em uma modalidade de um hospedeiro Gammaproteobacteriano,
o hospedeiro sera o membro de qualquer um da taxa Aeromonadales, Alte-
romonadales, Enterobacteriales, Pseudomonadales ou Xanthomonadales; ou
um membro de qualquer espécie dbs Enterobacteriales ou Pseudomonadales.
Em uma modalidade, a célula hospedeira pode ser da ordem Enterobacteri-
ales, a célula hospedeira sera um membro da familia Enterobacteriaceae, ou
um membro de qualquer um dos géneros Erwinia, Escherichia ou Serratia; ou
um membro do género Escherichia. Em uma modalidade de uma célula
hospedeira da ordem Pseudomonadales, a célula hospedeira sera um mem-
bro da familia Pseudomonadaceae, até mesmo do género Pseudomonas.
Hospedeiros de proteobacterianos gama incluem os membros das espécies
Escherichia coli e membros das espécies Pseudomonas fluorescens.

Outros organismos de Pseudomonas podem também ser Uteis.
Pseudomonads e espécies estritamente relacionadas incluem Proteobacteria

Gram (-) Subgrupo 1, que inclui o grupo de Proteobacteria que pertence as
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familias e/ou géneros descritos como "Gram-Negative Aerobic Rods and
Cocci" por R.E. Buchanan e N.E. Gibbons (eds.), Bergey's Manual of Deter-
minative Bacteriology, pags. 217-289 (8?2 ed., 1974) (The Williams & Wilkins
Co., Baltimore, MD, USA) (doravante "Bergey (1974)"). A tabela a seguir

apresenta estes familias e géneros de organismos.

As familias e géneros listados na Parte, "Gram-Negative Aerobic
Rods and Cocci” (em Bergey (1974))

Gluconobacter
. Pseudomonas
Familia I. Pseudomonadaceae

: Xanthomonas

Zoogloea

Azomonas
Familia_ Il. Azotobacteraceae Azotobacter
Beijerinckia

Derxia

v _ Agrobacterium
Familia lll. Rhizobiaceae’

Rhizobium

Familia IV. Methylomonadaceae Methylococcus

Methylomonas

Halobacterium
- ~Familia V. Halobacteriaceae

Halococcus

Acetobacter
Alcaligenes
Bordetella
Outros géneros
Brucella
Francisella

Thermus

"Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 1" também inclui Proteobacte-

ria que seria classificada neste titulo de acordo com os critérios usados na
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classificagdo. O titulo também inclui grupos que foram previamente classifi-
cados nesta segdo mas ndo sdo mais, como 0s géneros Acidovorax, Bre-
vundimonas, Burkholderia, Hydrogenophaga, Oceanimonas, Ralstonia e

Stenotrophomonas, o género Sphingomonas (e o género Blastomonas, dele

“derivado), que foi criado reagrupando organismos pertencentes (e previa-

mente chamados espécie de) ao género Xanthomonas, ao género Acido-
monas, que foi criado reagrupando'os organismos pertencentes ao género
Acetobacter conforme definido em Bergey (1974). Além disso, hospedeiros
podem incluir células do género Pseudomonas, Pseudomonas enalia (ATCC

14393), Pseudomonas nigrifaciens (ATCC 19375) e Pseudomonas putrefa-

‘ciens (ATCC 8071), que foram reclassificados respectivamente como Alte-

romonas haloplanktis, Alteromonas nigrifaciens e Alteromonas putrefaciens.
Similarmente, por exemplo, Pseudomonas acidovorans (ATCC 15668) e
Pseudomonas testosteroni (ATCC 11996) foram reclassificados como Co-
mamonas acidovorans e Comamonas testosteroni, respectivamente; e
Pseudomonas nigrifaciens (ATCC 19375) e Pseudomonas piscicida (ATCC
15057) foram reclassificads respectivamente como Pseudoalteromonas ni-
grifaciens e Pseudoalteromonas piscicida. "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo
1" também inclui Proteobacteria classificadas como pertencentes a qualquer
uma das familias: Pseudomonadaceae, Azotobacteraceae (agora frequen-
temente chamada pelo sinc‘)nimo,‘o "grupo de Azotobacter" de Pseudomo-
nadaceae), Rhizobiaceae e Methylomonadaceae (agora frequentemente
chamada pelo sinénimo, "Methylococcaceae"). Conseqglentemente, além
daqueles géneros do contrario descritos aqui, outros géneros de Proteobac-
terial caindo dentro de "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 1" incluem: 1)
bactérias do grupo de Azotobacter do género Azorhizophilus; bactérias da
familia Pseudomonadaceae dos géneros Cellvibrio, Oligella e Teredinibacter,
3) bactérias da familia Rhizobiaceae dos géneros Chelatobacter, Ensifer,
Liberibacter (também chamado "Candidatus Liberibacter") e Sinorhizobium; e
4) bactérias da familia Methylococcaceae dos géneros Methylobacter, Meth-
ylocaldum, Methylomicrobium, Methylosarcina e Methylosphaera.

Em outra modalidade, a célula hospedeira é selecionada de
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"Proteobacteria Gram (-) Subgrupo 2". "Proteobacteria Gram (-) Subgrupo 2"é
definido como o grupo de Proteobacteria dos géneros a seguir (com os nu-
meros totais das cepas depositadas publicamente disponiveis listadas no
catalogo destes indicadas entre paréntese, todas depositadas na ATCC,
exceto' como do contrario indicado): Acidomonas (2); Acetobacter (93); Glu-
conobacter (37); Brevundimonas (23); Beijerinckia (13); Derxia (2); Brucella
(4); Agrobacterium (79); Chelatobacter (2); Ensifer (3); Rhfzobium (144); Si-
norhizobium (24); Blaétomonés (1); Sphingomonas (27); Alcaligenes (88);
Bordetella (43), Burkholderia (73); Ralstonia (33); Acidovorax (20); Hydro-
genophaga (9); Zoogloea (9); Methylobacter (2); Methylocaldum (1 em
NCIMB), Methylococcus (2); Methylomicrobium (2);, Methylomonas (9); Meth-
ylosarcina (1); Methylosphaera; Azomonas (9); Azorhizophilus (5); Azoto-
bacter (64); Cellvibrio (3); Oligella (5); Pseudomonas (1139); Francisella (4);
Xanthomonas (229); Stenotrophomonas (50); e Oceanimonas (4).

Espécies de célula hospedeira exemplares de "Proteobacteria
Gram (-) Subgrupo 2" incluem, mas ndo sdo limitadas as bactérias a seguir
(com os numeros de depésito de ATCC ou outros de cepa(s) exemplar(es)
destas mostrados entre paréntese): Acidomonas methanolica (ATCC 43581);
Acetobacter aceti (ATCC 15973); Gluconobacter oxidans (ATCC 19357);
Brevundimonas diminuta (ATCC 11568); Beijerinckia indica (ATCC 9039 e
ATCC 19361); Derxia gumrnosa (ATCC 15994); Brucella melitensis (ATCC
23456), Brucella abortus (ATCC 23448), Agrobactefium tumefaciens (ATCC
23308), Agr‘obacterium'radiobacter (ATCC 19358), Agrobacterium rhizogenes
(ATCC 11325); Chelatobacter heintzii (ATCC 29600); Ensifer adhaerens
(ATCC 33212); Rhizobium leguminosarum (ATCC 10004); Sinorhizobium
fredii (ATCC 35423); Blastomonas natatoria (ATCC 35951); Sphingomonas
paubimobi/is (ATCC 29837); Alcaligenes faecalis (ATCC 8750); Bordetella
pertuséis (ATCC 9797), Burkholderia cepacia (ATCC 25416); Ralstonia pic-
kettii (ATCC 27511); Acidovorax facilis (ATCC 11228); Hydrogenophaga flava
(ATCC 33667); Zoogloea ramigera (ATCC 19544); Methylobacter luteus
(ATCC 49878); Methylocaldum gracile (NCIMB 11912); Methylococcus cap-
sulatus (ATCC 19069); Methylomicrobium agile (ATCC 35068); Methylomo-
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nas methanica (ATCC 35067); Methylosarcina fibrata (ATCC 700909); Meth-
ylosphaera hansonii (ACAM 549); Azomonas agilis (ATCC 7494); Azorhizo-
philus paspali (ATCC 23833); Azotobacter chroococcum (ATCC 9043); Cell-
vibrio mixtus (UQM 2601); Oligella urethralis (ATCC 17960); Pseudomonas

“aeruginosa (ATCC 10145), Pseudomonas fluorescens (ATCC 35858); Fran-

cisella tularensis (ATCC 6223); Stenotrophomonas maltophilia (ATCC 13637),
Xanthomonas campestris (ATCC 33'913); e Oceanimonas doudoroffii (ATCC
27123). '

Em outra modalidade, a célula hospedeira é selecionada de
"Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 3". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 3" é
definida como o grupo de Proteobacteria dos seguintes géneros: Brevundi-
monas; Agrobacterium; Rhizobium; Sinorhizobium; Blastomonas, Sphingo-
monas; Alcaligenes; Burkholderia; Ralstonia; Acidovorax; Hydrogenophaga;
Methylobacter; Methylocaldum; Methylococcus; Methylomicrobium; Meth-
ylomonas; Methylosarcina; Methylosphaera; Azomonas; Azorhizophilus; A-
zotobacter; Cellvibrio; Oligella, Pseudomonas; Teredinibacter, Francisella;
Stenotrophomonas; Xanthomonas; e Oceanimonas. '

Em outra modalidade, a célula hospedeira é selecionada de
"Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 4". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 4" é
definida como o grupo de Proteobacteria dos seguintes géneros: Brevundi-
monas; Blastomonas, Sphingomohas; Burkholderia; Ralstonia; Acidovorax;
Hydrogenophaga; Methylobacter, Methylocaldum;, Methylococcus; Methylo-
microbium;, Methylomonas; Methylosarcina; Methylosphaera; Azomonas; A-
zorhizophilus; Azotobacter, Cellvibrio; Oligella; Pseudomonas; Teredinibacter,
Francisella; Stenotrophomonas; Xanthomonas; e Oceanimonas.

Em outra modalidade, a célula hospedeira é selecionada de
"Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 5". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 5" &
definida como o grupo de Proteobacteria dos seguintes géneros: Methylo-
bacter, Methylocaldum; Methylococcus; Methylomicrobium; Methylomonas;
Methylosarcina; Methylosphaera; Azomonas; Azorhizophilus; Azotobacter,
Cellvibrio; Oligella; Pseudomonas; Teredinibacter; Francisella, Stenotro-

phomonas; Xanthomonas; e Oceanimonas.
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A célula hospedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria
Gram(-) Subgrupo 6". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 6" é definida como o
grupo de Proteobacteria dos seguintes géneros: Brevundimonas; Blastomo-
nas; Sphingomonas; Burkholderia; Ralstonia; Acidovorax; Hydrogenophaga;
Azomonas; Azorhizophilus; Azotobacter; Cellvibrio; Oligella; Pseudomonas;
Teredinibacter, Stenotrophomonas; Xanthomonas; e Oceanimonas.

A célula hospedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria

Gram(-) Subgrupo 7". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 7" & definida como o

~grupo de Proteobacteria dos seguintes géneros: Azomonas, Azorhizophilus,;

Azotobacter; Cellvibrio; Oligella; Pseudomonas; Teredinibacter; Stenotro-
phomonas; Xanthomonas; e Oceanimonas.

“A celula hospedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria
Gram(-) Subgrupo 8". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 8" é definida como o
grupo de Proteobacteria dos seguintes génerosf Brevundimonas; Blastomo-
nas; Sphingomonas; Burkholderia;, Ralstonia; Acidovorax; Hydrogenophaga; |
Pseudomonas; Stenotrophomonas; Xanthomonas; e Oceanimonas.

A célula hospedeira pode ser selecionada de “Proteobacteria
Gram(-) Subgrupo 9". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 9" é definida como o
grupo de Proteobacteria dos seguintes géneros: Brevundimonas; Burkholde-
ria; Ralstonia; Acidovorax;, Hydrogenophaga;, Pseudomonas; Stenotropho-
monas; e Oceanimonas.

A célula hosbedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria
Gram(-) Subgrupo 10". "’Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 10" é definida como
0 grupo de Proteobacteria dos seguintes géneros: Burkholderia; Ralstonia;
Pseudomonas; Stenotrophomonas; e Xanthomonas.

Em outra modalidade, a célula hospedeira é selecionada de

"Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 11". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 11"

- é definida como o grupo de Proteobacteria dos seguintes géneros: Pseudo-

monas; Stenotrophomonas; e Xanthomonas. A célula hospedeira pode ser
selecionada de "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 12". "Proteobacteria
Gram(-) Subgrupo 12" é definida como o grupo de Proteobacteria dos se-

guintes géneros: Burkholderia; Ralstonia; Pseudomonas. A célula hospedeira
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pode ser selecionada de "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 13". "Proteo-
bacteria Gram(-) Subgrupo 13" é definida como o grupo de Proteobacteria dos
seguintes géneros: Burkholderia; Ralstonia; Pseudomonas; e Xanthomonas.

A célula hospedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria Gram(-) Sub-

“grupo 14". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 14" é definida como o grupo de

Protecbacteria dos seguintes géneros: Pseudomonas e Xanthomonas. A
célula hospedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo
15", "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 15" é definida como o grupo de Pro-
teobacteria do género Pseudomonas.

A ceélula hospedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria
Gram(-) Subgrupo 16". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 16" é definida como
o grupo de Proteobacteria das seguintes espécies de Pseudomonas (com 0s
nameros de deposito da ATCC ou outros de cepa(s) exempla(es) mostrada(s)

entre parénteses): Pseudomonas abietaniphila (ATCC 700689); Pseudomo-

" nas aeruginosa (ATCC 10145); Pseudomonas alcaligenes (ATCC 14909);

Pseudomonas anguilliseptica (ATCC 33660); Pseudomonas citronellblis’
(ATCC 13674); Pseudomonas flavescens (ATCC 51555); Pseudomonas
mendocina (ATCC 25411); Pseudomonas nitrbreducens (ATCC 33634);
Pseudomonas oleovorans (ATCC 8062); Pseudomonas pseudoalcaligenes
(ATCC 17440); Pseudomonas resinovorans (ATCC 14235); Pseudomonas
straminea (ATCC 33636); Pseudomonas agarici (ATCC 25941); Pseudomo-
nas alcaliplaila; Pseudomonas alginovora; Pseudomonas andersonii, Pseu-
domonas asplenii (ATCC 23835); Pseudornonas azelaica (ATCC 27162); |
Pseudomonas beijerinckii (ATCC 19372); Pseudomonas borealis; Pseudo-
monas boreopolis (ATCC 33662); Pseudomonas brassicacearum; Pseudo-
monas butanovora (ATCC 43655); Pseudomonas cellulosa (ATCC 55703);
Pseudomonas aurantiaca (ATCC 33663), Pseudomonas chlororaphis (ATCC
9446, ATCC 13985, ATCC 17418, ATCC 17461); Pseudomonas fragi (ATCC
4973); Pseudomonas lundensis (ATCC 49968); Pseudomonas taetrolens
(ATCC 4683); Pseudornonas cissicola (ATCC 33616); Pseudomonas coro-
nafaciens; Pseudomonas diterpeniphila; Pseudomonas elongata (ATCC

10144); Pseudomonas flectens (ATCC 12775); Pseudomonas azotoformans;
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Pseudomonas brenneri; Pseudomonas cedrella;, Pseudomonas corrugata
(ATCC 29736), Pseudomonas exagitagdoientalis; Pseudomonas fluorescens
(ATCC 35858); Pseudomonas gessardii, Pseudomonas libanensis, Pseu-
domonas mandelii (ATCC 700871); Pseudomonas marginalis (ATCC 10844);
PseUdomonas migulae; Pseudomonas mucidolens (ATCC 4685); Pseudo-
monas orientalis; Pseudomonas rhodesiae; Pseudomonas synxantha (ATCC
9890); Pseudomonas tolaasii (ATCC 33618), Pseudornonas veronii (ATCC

700474); Pseudomonas frederiksbergensis; Pseudomonas geniculata (ATCC

- 19374); Pseudomonas gingeri; Pseudomonas graminis, Pseudomonas gri-

montii; Pseudomonas halodenitrificans; Pseudomonas halophila;, Pseudo-
mohas hibiscicola (ATCC 19867), Pseudomonas huttiensis (ATCC 14670);
Pseudomonas hydrogenovora; Pseudomonas jessenii (ATCC 700870);
Pseudomonas kilonensis, Pseudomonas lanceolata (ATCC 14669); Pseu-
domonas /ini; Pseudomonas marginata (ATCC 25417); Pseudomonas me-
phitica (ATCC 33665); Pseudomonas denitrificans (ATCC 19244); Pseudor-
nonas pertucinogena (ATCC 190); Pseudomonas pictorum (ATCC 23328)j
Pseudomonas psychrophila; Pseudornonas fulva (ATCC 31418); Pseudo-
monas monteilii (ATCC 700476); Pseudomonas mosselii; Pseudomonas ory-
Zihabitans (AT CC 43272), Pseudomonas plecoglossicida (ATCC 700383);

Pseudomonas putida (ATCC 12633); Pseudornonas reactans; Pseudornonas

spinosa (ATCC 1 4606); Pseudomonas balearica, Pseudomonas luteola

(ATCC 43273), Pseudomonas stutzeri (ATCC 17588); Pseudomonas amyg-
dali (ATCC 33614); -Pséudomonas avellanae (ATCC 700331); Pseudomonas
caricapapayae (ATCC 33615); Pseudomonas cichorii (ATCC 10857); Pseu-
domonas ficuserectae (ATCC 35104); Pseudomonas fuscovaginae; Pseu- -
domonas meliae (ATCC 33050); Pseudornonas syringae (ATCC 19310);
Pseudomonas viridiflava (ATCC 13223); Pseudomonas therrnocarboxidovo-
rans (ATCC 35961); Pseudomonas thermotolerans, Pseudomonas thiverva-
lensis; Pseudomonas vancouverensis (ATCC 700688); Pseudomonas
wisconsinensis; e Pseudomonas xiamenensis.

A célula hospedeira pode ser selecionada da "Proteobacteria

Gram(-) Subgrupo 17". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 17" € definida como
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o grupo de Proteobacteria conhecida na técnica como as "Pseudomonads
fluorescentes” incluindo aquelas pertecentes, por exemplo, as seguintes es-
pécies de Pseudomonas. Pseudomonas azotoformans; Pseudomonas

brenneri; Pseudomonas cedrella; Pseudomonas corrugata; Pseudomonas

" exagitagaoientalis; Pseudomonas fluorescens; Pseudomonas gessardii,

Pseudomonas libanensis; Pseudomonas mandelii, Pseudomonas marginalis,
Pseudomonas migulae; Pseudomohas mucidolens; Pseudomonas orientalis;
Pseudomonas rhodesiae; Pseudomonas synxantha; Pseudomonas tolaasii, e
Pseudomonas veronii.

A célula hospedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria
Gram(-) Subgrupo 18". "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 18" é definida como
0 grupo d'e todas as subespécies, variedades, cepas e outras unidades
sub-especiais das espécies Pseudomonas fluorescens, incluindo aquelas
pertecentes, por exemplo, as seguintes (com os numeros de depdsito de
ATCC ou outros de cepa(s) exemplar(es) mostrados entre parénteses):.
Pseudomonas fluorescens biotipo A, também chamada biovar 1 ou biovér I
(ATCC 13525); Pseudomonas fluorescens biotipo B, também chamada biovar
2 ou biovar Il (ATCC 17816); Pseudomonas fluorescens biotipo C, também
chamada biovar 3 ou biovar Il (ATCC 17400), Pseudomonas fluorescens
biotipo F, também chamada biovar 4 ou biovar IV (ATCC 12983); Pseudo-
monas fluorescens biotipo G, também chamada biovar 5 ou biovar V (ATCC
17518); Pseudomonas fluorescens biovar VI; Pseudomonas fluorescens
Pf0-1; Pseudomonas fluorescens Pf-5 (ATCC BAA-477); Pseudomonas flu-
orescens SBW25; and Pseudomonas fluorescens subsp. cellulosa (NCIMB
10462).

A célula hospedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria
Gram (-) Subgrupo 19". "Proteobacteria Gram (-) Subgrupo 19" & definida
como o grupo de todas as cepas de Pseudomonas fluorescens biotipo A. Uma -
cepa tipica deste biotipo € a cepa de P. fluorescens MB101 (ver patente US-N°
5.169.760 de Wilcox), e derivados desta. Um exemplo de um derivado desta é
a cepa de P. fluorescens MB214, construida inserindo no lécus de asd cro-

mossoémico de MB 101 (gene de aspartato desidrogenase), uma construgao
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nativo de E. coli de Placl-lacl-lacZYA (isto é em que PlacZ foi deletado).

' Cepas de P. fluorescens adicionais que podem ser usadas na
presente invengao incluem Pseudomonas fluorescens Migula e Pseudomo-
nas fluorescens Loitokitok, enquahto tendo as designagdes de ATCC a seguir:

A célula hospedeira pode ser selecionada de "Proteobacteria
Gram(-) Subgrupo 19", "Proteobacteria Gram(-) Subgrupo 19" € definida como
o grupo de todas as cepas de Pseudomonas fluorescens biotipo A. Uma cepé

tipica A tipica deste biotipo € cepa de P. fluorescens MB101 (ver Patente US

'N° 5.169.760 de Wilcox), e derivados destes. Um exemplo de um derivado

deste é a cepa de P. fluorescens MB214, construida inserindo dentro do l6cus
de asd cromossémico de MB 101 (gene de aspartato desidrogenase), a
construgdo nativa de P1acl-lacl-lacZYA de E. coli (isto € em que PlacZ foi
deletado). '

| Cepas adicionais de P. Fluorescens que podem ser usadas na
presente invengao incluem Pseudomonas fluorescens Migula e Pseudomo-
nas fluorescens Loitokitok, tendo as seguihtes designagoes da ATCC: [NCIB'
8286]; NRRL B-1244; NCIB 8865 cepa CO1; NCIB 8866 cepa 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 81_603
[6; IFO 15840]; 52-1C; CCEB 488-A [BU 140]; CCEB 553 [IEM 15/47j; IAM
1008 [A1-H-27]; IAM 1055 [AHH-23]; 1 [IFO 15842]; 12 [ATCC 25323; NTH 11;
den Dooren de Jong 21.6]; 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 LA]; 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 [PJ 686]; 206

[PJ 692]; 207 [PJ 693]; 208 [PJ 722]; 212 [PJ 832]; 215 [PJ 849]; 216 [PJ 885];

267 [B-9]; 271 [B-1612]; 401 [CT1A; IFO 15831; PJ 187]; NRRL B-3178 [4; IFO
15841]; KY 8521; 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;
A506 [A5-06]; A505 [A5-05-1]; A526 [A5-26]; B69; 72; NRRL B-4290; PMW6
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[NCIB 11615]; SC 12936; Al [IFO 15839]; F 1847 [CDC-EB]; F 1848 [CDC 93];
NCIB 10586; P17; F-12; AmMS 257; PRA25; 6133D02; 6519E01; Nf,
SC15208; BNL-WVC; NCTC 2583 [NCIB 8194]; H13; 1013 [ATCC 11251;

CCEB 295]; IFO 3903; 1062; ou Pf-5.

Outros hospedeiros adequados incluem aqueles classificados em
outras partes da referéncia, como Proteobactérias Gram (+). Em uma moda-
lidade, a célula hospedeira é um E. coli. A sequéncia de genoma para E. coli
foi estabelecida para MG1655 de E. coli (Blattner, et al. (1997) The complete
genome sequence of Escherichia coli K-12 Science 277(5331): 1453-74) e
microarranjo de DNA estdo comercialmente disponiveis para K12 de E. coli
(MWG Inc, High Point, NC). E. coli pode ser cultivado em um meio rico como
Luria-Bertani (LB) (10 g/L de triptona, 5 g/L de NaCl, 5 g/L. de extrato de le-
vedura) ou um meio minimo definido como M9 (6 g/L. de Na,HPO,, 3 g/L de
KH,PO4, 1 g/L de NH,CI, 0,5 g/L NéCI, pH 7,4) com uma fonte de carbono

| apropriada como 1% de glicose. Habitualmente, uma cultura durante a noite

de células de E. coli € diluida e inoculadas em meio fresco rico ou minimo em
um frasco agitador ou um fermentador e crescida a 37°C.

Um hospedeiro pode também ser de origem mamifera, como uma
célula derivada de um mamifero incluindo qualquer mamifero humano ou
ndo-humano. Mamiferos podem incluir, mas ndo sao limitados a primatas,
macacos, porcino, ovino, bovino, roedores, ungulado, porcos, suinos, ovelha,
carneiro, cabras, gado, cervos, mulas, cavalos, macacos, bugios, cachorros,
gatos, ratos e camundongos.

Uma célula hospedeira pode também ser de origem de planta.
Qualquer planta pode ser selecionada para a identificacdo de genes e se-
qliéncias reguladoras. Exemplos de alvos de planta adequados para o iso-
lamento de genes e sequéncias reguladoras incluiriam mas nao limitariam a
alfafa, maga, abricé, Arabidopsfs, alcachofra, rucula, aspargos, abacate, ba-
nana, cevada, feijoes, beterraba, amora-preta, mirtilo, brécolos, cou-
ve-de-bruxelas, repolho, 6leo de canola, cantalupo, cenoura, mandioca,
mamona, couve-flor, aipo, cereja, chicéria, coentro, citrico, clementinas, trevo,

coco, café, miltho, algodao, oxicoco, pepino, abeto de Douglas, berinjela, en-
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divia, escarola, eucalipto, funcho, figos, alho, cabago, uva, toronja, melao
honeydew, jicama, kiwi, alface, alho-porrd, limao, lima, pinheiro-amarelo,
linhaga, manga, meldo, cogumelo, nectarina, noz, aveia, 6leo de palma, 6leo
de colza, quiabo, azeitona, cebola, laranja, uma planta ornamental, palma,
mamao, salsa, pastinaca, ervilha, péssego, amendoim, péra, pimenta, caqui,
pinheiro, abacaxi; musa, ameixa, roma, alamo, batata, jerimum, marmelo,
pinho, radicchio, rabanete, colza, framboesa, arroz, centeio, sorgo, pinheiro

do Sul, feijao-soja, espinafre, abdbora, morango, beterraba-agucareira, ca-

-na-de-agucar, girassol, batata-doce, liquidambar, mexerica, cha, tabaco, to-

mate, triticale, grama, nabo, uma videira, melancia, trigo, inhames e abobrinha.
Em algumas modalidades, plantas uteis no processo sdo Arabidopsis, milho,
trigo, feijdo-soja e algodao. '

Para expressdo de uma proteina ou peptideo recombinante, ou
para modu'lagéo de um gene compensatério identificado, qualquer promotor
de planta pode ser usado. Um promotor pode ser um promotor de RNA po- |
limerase Il de planta. Elementos incluidos em promotores de planta podem
ser uma caixa de TATA ou caixa de Goldbe_rg-Hogness, tipicamente posi-

cionada aproximadamente 25 a 35 pares de base a montante (5') do sitio de

‘iniciagé@o de transcri¢ao, e a caixa de CCAAT, localizada entre 70 e 100 pares

de base a montante. Em plantas, a caixa de CCAAT pode ter uma seqiéncia

de consenso diferente que a sequéncia funcionalmente analoga dos promo- -

tores mamiferos (Messing et al., Em: Genétic Engineering of Plants, Kosuge
et al., eds., pags. 21 1-227, 1983). Virtualmente além disso, todos promotores
incluem seqliéncias de. ativagdo ou intensificadores adicionais a montante
(Benoist e Chambon, Nature 290:304-310, 1981; Gruss et al., Proc. Nat. Acad.
Sci. USA 78:943-947, 1981; e Khoury e Gruss, Cell 27:313-314, 1983) es-

tendendo-se por volta de -100 bp a -1.000 bp ou mais a montante do sitio de

“iniciagdo de transcrigo.

EXPRESSAO DE PROTEINA OU PEPTIDEO RECOMBINANTE

Como descrito abaixo, uma célula ou organismo hospedeiro pode

ser criado para expressar proteina ou peptideo recombinante usando técnicas

padrdao. Por exemplo, proteina recombinante pode ser expressada de um
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vetor ou de um gene exogeno inserido no genoma do hospedeiro. Vetores que
podem ser usados para expressar proteinas exdgenas sdo bem conhecidos
na técnica e sdo descritos abaixo. Genes para expressar proteina ou peptideo

recombinante podem também ser inseridos no genoma usando técnicas como

‘recombinagdo homéloga ou heterdloga, como descritas abaixo.

A proteina ou peptideo recombinante pode ser expressado apos

~ indugdo com um composto quimico sob expressdo de um gene enddégeno ou

de produto de gene. A proteina recombinante pode também ser expressa
quando a célula hospedeira for colocada em um ambiente particular. Ele-
mentos promotores especificos sdo descritos abaixo. Estes incluem, mas nao
sdo limitados a, promotores que podem ser induzidos sob tratamento da cé-
lula com quimicas como IPTG, benzoato ou antranilato.
PROTEINAS/PEPTIDEOS RECOMBINANTES

A célula hospedeira foi projetada para expressar uma proteina ou

peptideo recombinante. Este pode ser de qualquer espécie e de qualquer
tamanho. Porém, em certas modalidades, a proteina ou peptideo recombi-
nante é uma proteina ou peptideo terapeuticamente util. Em algumas moda-
lidades, a proteina pode ser uma proteina mamifera, por exemplo uma pro-
teina humana, e pode ser, por exemplo, um fator de crescimento, uma citocina,
um quimiocina ou uma proteina de sangue. A proteina ou peptideo recom-
binante pode ser expressado primariamente em uma forma inativa na célula
hospedeira. Em certas modalidades, a proteina ou peptideo recombinante é
menos que 100 kD, menos que 50 kD ou menos que 30 kD em tamanho. Em
modalidades de ceratina, a proteina ou peptideo recombinante & um peptideo
de pelo menos 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ou 100 aminoacidos.

Vetores de expressao existentes permitem a produgao de prote-
ina recombinante em E. coli. Para todos estes sistemas de expressao de
proteina procedimentos de clonagem rotineiros como descritos mais cedo
podem ser seguidos (Sambrook, et al. (2000) Molecular cloning: A laboratory
manual, terceira edi¢édo, Cold Spring Harbor, Nova lorque, Cold Spring Harbor
Laboratory Press).

O sistema expressao Champion® pET fornece um nivel alto de
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produgéo de proteina. Expressao € induzida do promotor de T7lac forte. Este

" sistema tira proveito da atividade alta e especificidade da bacteriéfago T7

RNA polimerase para transcrigdo de nivel alto do gene de interesse. O ope-

rador de lac localizado na regido de promotor fornece regulagao mais firme

que oé vetores baseados em T7 tradicionais, melhorando a estabilidade do
plasmideo e viabilidade da célula (Studier, F. W. e B. A. Moffatt (1986) Use of

bacteriophage T7 RNA_ polymerase to direct selective high-level expression of

“cloned genes Journal of Molecular Biology 189(1): 113-30; Rosenberg, et al.
-(1987) Vectors for selective expression of cloned DNAs by T7 RNA poly-

merase Gene 56(1): 125-35). O sistema de expressao de T7 usa o promotor
de T7 e T7 RNA polimerase (T7 RNAP) para transcri¢ao de nivel alto do gene
de interesse. Expressao de nivel alto € alcangada em sistemas de expresséo

de T7 porque o T7 RNAP € mais processiva que E. coli RNAP nativa e é de-

dicada a trénscrigéo do gene de interesse. Expressdo do gene identificado é

induzida fornecendo uma fonte de T7 RNAP na célula hospedeira. Isto é rea-
lizado usando um hospede de E. coli de BL21 contendo uma copia cromos-
sémica do gene de T7 RNAP. O gene de T7 RNAP esta sob o controle do
promotor lacUV 5 que pode ser induzido por IPTG. T7 RNAP é expressado em
indugéo e transcreve o gene de interesse. _

O sistema de expressao de pBAD permite expressao firmemente
controlada, titulavel da proteina recombinante através da preéenga de fontes
de carbono especificas éomo glicose, incéroI e arabinose (Tight regulation,
modulation, and high-lével expression by vectors containing the arabinose
PBAD promote” Journal of Bacteriology 1’77(14): 412130). Os vetores de
pBAD séo projetados exclusivamente para dar controle preciso nos niveis de -
expressao. Expressao de gene heterdlogo dos vetores de pBAD é iniciada no
promotor de araBAD. O promotor é positiva e negativamente regulado pelo
produto do gene de araC. AraC é um regulador transcripcional que forma um
complexo com L-arabinose. Na auséncia de L-arabinose, o dimero de AraC
bloqueia a transcrigdo. Para ativagao transcripcional maxima dois eventos sdo
requeridos: (i.) L-arabinose ligue a AraC permitindo a transcrigdo comegar. (ii.)
O complexo de proteina de ativador de cAMP (CAP)-cAMP liga ao DNA e
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estimula a ligagéo de AraC na localizagao correta da regiao de promotor.
O sistema de expressao de frc permite nivel alto, expressao re-
gulada em E. coli do promotor de trc. Os vetores de expressdo de trc foram

otimizados para expressdo de genes eucarioticos em E. coli. O promotor de

‘trc € um promotor hibrido forte derivado dos promotores triptofano (trp) e

lactose (lac). Ele é regulado pelo operador de lacO e o produto do gene de
lac® (Brosius, J. (1984) Toxicity of an overproduced foreign gene product in
Escherichia coli and its use in plasmid vectors for the selection of transcription
terminators Gene 27(2): 161-72). _

A invengao também inclui a célula hospedeira recombinante
melhorada que € produzida pelo processo reivindicado. Em uma modalidade,
a invengéd inclui uma célula produzida pelo processo descrito. Em outra
modalidade, a invengdo inclui uma célula ou organismo hospedeiro que ex--
pressa uma proteina recombinante que foi geneticamente modificada para
reduzi_r a expressao de pelo menos duas proteases. Em outras modalidades,
a invengéo inclui uma célula ou organismo hospedeiro que expressa uma
proteina recombinante que foi geneticamente modificada para reduzir a ex-
presséo de pelo menos uma protease selecionada do grupo que consiste em
produtos de genes de hslV, hslU, clpX, clpA e clpB, e em certas submoda-
liddes, a célula ou organismo foi modificado para reduzir a expressao de HslV
ou HslU. Em certas modalidades, a célula ou organismo hospedeiro modifi-
cado expressa uma proteina derivada mamifera recombinante, e pode ex-
pressar proteina derivada que pode ser horménio de crescimento humano
para um humano recombinante. A célula pode ser modificada por qualquer
técnica conhecida na técnica, por exemplo por uma técnica em que pelo
menos um gene de protease é knock-out do genoma, ou mutando pelo menos
um gene de protease para reduzir a expressédo de uma protease, ou alterando
pelo menos um promotor de pelo menos um gene de protease para reduzir
expressao de uma protease.

Em outra modalidade, hospedeiro ou organismo que expressam
uma proteina recombinante que é apresentada que foi geneticamente modi-

ficada para aumentar a expressdo de pelo menos um, pelo menos dois mo-
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duladores de dobramentos, ou pelo menos trés moduladores de dobramentos.
Em certas submodalidades, os moduladores de dobramentos ndo sio subu-
nidades de modulador de dobramentos. O modulador de dobramento pode
ser selecionado do grupo que consiste em prbdutos de genes de cbpA, hipG,
dnakK, dnaJ, fkbP2, groES e groEL, e, em certas submodalidades, pode ser
htpG ou cbpA. A célula ou organismo hospedeiro podem, em um exemplo
nao-limitativo, expressar uma proteina mamifera, como uma proteina humana.
A proteina pode ser horménio de crescimento humano. O modulador ou
moduladores de dobramento podem ser aumentados, por exemplo, incluindo
um vetor de expressao como descrito aqui na célula. A expressdo de modu-
Iédor de dobramento pode também ser aumentada, por exemplo, mutando um
promotor de um modulador de dobramento ou subunidade de modulador de
dobramento. Uma célula ou organismo hospedeiro que expressa uma prote-
ina recombinante pode também ser geneticamente modificado para aumentar
a'expressdo de pelo menos um modulador de dobramento e diminui a ex-
pressao de pelo menos uma protease ou proteina de protease. Organismos’
compreendendo uma ou mais células produzidas pelo processo descrito es-
tdo também inclusos na invengdo.

ETAPA |l: ANALISE DE UM PERFIL GENETICO PARA IDENTIFICAR UM
GENE OU PRODUTO DE GENE COMPENSATORIO QUE E EXPRESSADO
EM UM NIVEL MAIS ALTO NA CELULA RECOMBINANTE

O processo da invengao inclui analisar um perfil genético da cé-

lula recombinante paravidentificar um gene compensatério ou produto de gene
que sdo expressados a um nivel mais alto na célula recombinante que em ou
uma célula hospedeira que nao foi modificada para expressar a proteina re-
combinante ou uma célula recombinante que néo estdo expressando a pro-
teina recombinante.

| Um “perfil genético” como aqui usado pode incluir genes em um

genoma, mRNA transcreveram de genes no genoma ou cDNA derivaram de

'mRNA transcrito de genes no genoma. Um perfil genético pode também in-

cluir produtos de transcricdo que foram modificados por uma célula como

variantes de encaixe de genes em sistemas eucaribticos, ou proteinas
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transladadas dos genes em um genoma, incluindo proteinas que sdo modi-
ficadas pela célula ou transladadas de variantes de encaixe de mRNA trans-
ladado do genoma. Um perfil genético ¢ significado referir-se somente a ana-

lise simultanea de entidades multiplas, como em um arranjo ou outro sistema

‘de multiplexacao, incluindo analise de borrdo simultanea mdltipla ou croma-

tografia de coluna com pares de ligagdo de maltiplos ligados ao pacote. De
acordo com a invengao, pelo menos'5, 10, 25, 50, 70, 80, 90 ou 100 ou mais
genes ou produtos de gene sao analisados simultaneamente.
TRANSCRIPTOMA

Em uma m_odalidade,‘ o perfil genético analisado é um perfil de

transcriptoma. Um transcriptoma completo refere-se ao conjunto completo de
transcrigdes de mRNA produzidas pelo genoma de uma s6 vez. Ao contrario
do genoma, o transcriptoma € dindmico e varia consideravelmente em 6ir-v
cunstéancias divergentes devido aos padréo diferentes de expressao de gene.
Transcriptdmicos, o estudo do transcriptoma, € um meio inclusivo de identi-
ficar padrdo de expressdo de gene. O transcriptoma analisado pode incluir o
conjunto. conhecido completo de genes transcritos, isto € o conteudo de
mRNA ou cDNA correspondente de uma célula ou organismo hospedeiro de

hospedeiro. O cDNA pode ser uma cadeia de nucleotideos, um polinucleoti- -

-deo, nucleotideo, molécula de acido nucléico isolados ou qualquer fragmento

ou complemento destes que originou recombinante ou sinteticamente e &
biflamentar ou unifilamentar, de codificacdo e/ou de n&o-codificagdo, um
éxon ou um intron de uma molécula de DNA gendémica, ou combinado com
carboidrato, lipidios, proteina ou elementos ou substéncias inorganicas. A
cadeia de nucleotideo pode ser pelo menos 5, 10, 15, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 ou 100 nucleotideos em comprimento. O transcriptoma pode também in-
cluir apenas uma porg¢do do conjunto conhecido de transcrigbes genéticas.
Por exemplo, o transcriptoma pode incluir menos que 98%, 95, 90, 85, 80, 70,
60 ou 50% das transcrigdes conhecidas em um hospedeiro. O transcriptoma
pode também ser alvejado a um conjunto especifico de genes.

Em uma modalidade, o processo de triagem pode incluir triagem

usando um arranjo ou um microarranjo para identificar um perfil genético. Em
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outra modalidade, o perfil de transcriptoma pode ser analisado usando pro-
cessos conhecidos como hibridizagdo em ensaios de borrdo como northern
blots. Em outra modalidade, o processo pode incluir processos com base em
PCR como RT-PCR que podem quantificar a expressdo de um conjunto par-
ticular de genes. Em uma modalidade da invengao, um gene identificado, por
exemplo uma proteina de modulador de dobramento (FM) ou proteina de
protease, isto € uma protease, peptidase, ou polipeptideo ou co-fator asso-
ciado, é identificada por um processo de triagem de processamento alto.

O processo pode incluir analisar o perfil de transcriptoma usando
um microarranjo ou técnica equivalente. Nesta modalidade, o microarranjo
pode incluir pelo menos uma porgao do genoma transcrito da célula hospe-
deira, e tipicamente inclui os pares de ligagao para amostras de genes de pelo
menos 50% dos genes transcritos do organismo. Mais tipicamente, o micro-
arranjo ou'técnica equivalente inclui os pares de ligagao para amostras de
pelo menos 80%, 90%, 95%, 98%, 99% ou 100% dos genes transcritos no
genoma da célula hospedeira. Porém, em uma modalidade separada, o mi-
croarranjo pode incluir os pares de ligagdo para um Subconjunto selecionado
de genes do genoma, incluindo mas ndo limitados a, genes de protease pu-
tativos ou genes de modulador de dobramento putativos. Um microarranjo ou
técnica equivalente pode tipicamente também incluir os pares de ligagao para
um conjunto de genes que sdo usados como controles, como genes de ma-
nutengdo. Um microarranjo ou técnica equivalente pode também incluir genes
crescidos em cachos em grupos como genes que codificam para proteinas
degradativas, moduladores e co-fatores de' dobramentos, proteinas metab6-
licas como proteinas envolvidas em metabolismo de glicose ou aminoacido ou
sintese de nucleobase, fatores de transcrigdo, fatores de estabilizagdo de
acido nucléico, genes regulados de sinal extracelular como cinases e recep-
tores ou proteinas de andaime. |

Um microarranjo € em geral formado ligando um numero grande
de pares de liga¢ao distintos que podem incluir polinucleotideos, aptadmeros,
quimicas, anticorpos ou outras proteinas ou peptideos a um suporte sélido

como um microfatia, Idmina de vidro ou outros, em um padrao definido.
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Contatando o microarranjo com uma amostra obtida de uma célula de inte-
resse e detectando a ligagao dos pares de ligagdo expressos na celula que
hibridam com as sequéncias na fatia, o padriao formado pelos polinucleoti-

deos de hibridizagdo permite a identificagdo de genes ou agrupamentos de

“genes que sdo expressados na célula. Além disso, onde cada membro ligado

ao suporte sdlido for conhecido, a identidade dos pares de hibridizagcdo com
os da amostra de acido nucléico pbde ser identificada. Uma tecnologia de
resisténcia de microarranjo € que permite a identificagdo da expressao de
gene de diferencial simplesmente comparando os padféo de hibridizagao.

Exemplos de processos de triagem de processamento alto in-
cluem hibridizagdo de mRNA de célula hospedeira ou cDNA substancialmente
correspondente, para um/uns arranjo(s) hidrolizavel(is) ou microarranjo(s). O
arranjo ou microarranjo pode ser um ou mais arranjo(s) de oligémeros .ou
polimeros de acido nucléico ou de analogos de acido nucléico. Em uma
modalidade, o(s) arranjo(s) ou microarranjo(s) sera(ao) independente ou co-
letivamente um/uns arranjo(s) ou microarranjo(s) amplo(s) em genoma- de
célula hospedeira, contendo uma populagéo de oligdmeros ou polimeros de
acido nucléico ou de analogos de acido nucléico cujas seqiiéncias de nucle-
otideo sao hidrolizaveis em porgdes representativas de todos os genes co-
nhecidos codificar ou prognosticados como codificando FMs na cepa de cé-
lula hospedeira ou todos os genés conhecidos codificar ou prognosticados
codificar proteases ou proteinas de protease na cepa de célula hospedeira.
Um microarranjo amplo em genoma inclui sequéncias que ligam a uma por¢ao
representativa de todas das sequéncias de estrutura de leitura aberta (ORF)
conhecidas ou prognosticadas, como de mRNA ou cDNA correspondente do
hospedeiro.

As sequéncias de oligonucleotideo ou analogos no arranjo tipi-
camente hibridam com as sequéncias de mMRNA ou de cDNA correspondentes
da célula hospedeira e tipicamente compreendem uma sequéncia de nucleo-
tideo complementar a pelo menos uma porgdo de uma sequéncia de mRNA
ou cDNA hospedeira, ou uma sequéncia homoéloga a sequéncia de mRNA ou

de cDNA hospedeira. Filamentos de DNA simples com seqiéncias comple-
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mentares podem emparelhar entre si e formarem moléculas bifilamentares.
Microarranjo em geral aplicam-se ao principio de hibridizagdo em um formato
altamente paralelo. Em vez de um identificado, milhares de identificados po-
tenciais diferentes podem ser arranjados em um suporte sélido de miniatura.
Em vez de uma unica sonda de DNA marcado, uma mistura complexa de
moléculas de DNA marcado é usada, preparada do RNA de um tipo de célula
ou tecido particular. As abundancias de moléculas de DNA marcado indivi-
duais nesta sonda complexa tipicamente refletem os niveis de expressao dos
genes correspondentes. Em um processo simplificado, quando hibridar com o
arranjo, as sequéncias abundantes gerarao sinais fortes e seqiiéncias raras
géraréo sinais fracos. A resisténcia do sinal pode representar o nivel de ex-
pressao de gene na amostra original.

Em uma modalidade, um arranjo ou microafranjo amplo em ge-
noma sera usado. Em uma modalidade, o arranjo representa mais que 50%
das estruturas de leitura aberta no genoma do hospedeiro, ou mais que 55%, |
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% ou 100% das estruturas de leitura aberta conhecidas no
genoma. O arranjo pode também representar pelo menos uma por¢ao de pelo
menos 50% das sequéncias conhecidas codificar proteina na célula hospe-
deira. Em modalidades separadas, o arranjo representa mais que 50% dos
genes ou genes putativos da célula hospedeira, ou mais qué 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 9V0%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% ou 100% dos genés conhecidos ou genes putativos. Em uma modalidade,
mais de um oligonucleotideo ou analogo pddem ser usados para cada gene
ou sequéncia de gene putativo ou estrutura de leitura aberta. Em uma moda- -
lidade, estes multiplos oligonucleotideos ou anélogos representam porgdes

diferentes de um gene conhecido ou seqléncia de gene putativo. Para cada

‘gene ou sequéncia de gene putativo, de cerca de 1 a cerca de 10000 ou de 1

a cerca de 100 ou de 1 a cerca de 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10 ou menos
oligonucleotideos ou analogos podem estar presentes no arranjo.
Um microarranjo ou um arranjo ou microarranjo amplo em ge-

noma completo pode ser preparado de acordo com qualquer processo co-
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nhecido na técnica, com base no conhecimento das(s) sequéncia(s) do ge-
noma de célula hospedeira, ou das sequéncias de codificagdo propostas no

genoma, ou com base no conhecimento das seqliéncias de mRNA expressas

na célula hospedeira ou organismo hospedeiro.

Para tipos diferentes de células hospedeiras, 0 mesmo tipo de
microarranjo pode ser aplicado. Os tipos de micrdarranjo incluem microarranjo
de DNA complementar (cDNA) (Sch.ena, M., et al. (1995) Quantitative moni-
toring of gene expression. patterns with a complementary DNA microarray.
Science 270:467-70) e microarranjo de oligonucleotideo (Lockhart, et al.
(1996) Expression monitoring by hybridization to high-density oligonucleotide
arrays. Nat Biotechnol 14:1675-80). Para microarranjo de cDNA, o fragmento
de DNA dé uma estrutura de leitura aberta parcial ou inteira € impresso nas
ldaminas. As caracteristicas de hibridizagao podem ser diferentes ao longo da-
lamina porque por¢des diferentes das moléculas podem ser impressas em
localizagbes diferentes. Para os arranjos de oligonucleotideo, oligos 2080 mer
podem ser sintetizados ou in situ (na fatia) ou por sintese convencional Se—
guida por imobilizagdo na fatia, porem em geral todas as sondas séo proje-
tadas para ser similares com respeito a temperatura de hibridizacéo e afini-
dade de ligagao (Butte, A. (2002) The use and analysis of microarray data. Nat
Rev Drug Discov 1:951-60).
| Na analise do perfil de franscriptoma, os oligdmeros ou polimeros
de acido nucléico ou de analogos de acido nucléico podem ser RNA, DNA, ou
um analogo de RNA ou DNA. Tais analogos de acido nucléico sao conhecidos
na técnica e incluem, por exemplo: acidos nucléicos de peptideo (PNA); a-
cidos nucléicos de arabinose; acidos nucléicos de altritol; acidos nucléicos
ligados (BNA), por exemplo, acidos nucléicos ligados a 2'-0,4'-C-etileno e
acidos nucléicos ligados a 2'-0,4'-C-metileno; acidos nucléicos de cicloexenila;
acidos' nucléicos com base em nucleotideo 2',5™-ligado; acidos nucléicos de
morfolino (unidades de morfolino nucleobase-substituidas conectadas, por
exemplo, através de ligagGes de fosforodiamidato); analogos de acido nu-
cléico substituidos na cadeia principal, por exemplo, acidos nucléicos

2'-substituidos, em que pelo menos um dos atomos de carbono 2' de um acido
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nucléico do tipo oligo ou polissacarideo ou analogo é independentemente
substituido com, por exemplo, qualquer um de um grupo halo, tio, amino,
alifatico, oxialifatico, tioalifatico ou aminoalifatico (em que alifatico é tipica-
mente C4-C1p alifatico). |

Oligonucleotideos ou analogos de oligonucleotideo no arranjo
podem ser de tamanho uniforme e, em uma modalidade, podem ser cerca de
10 a cerca de 1000 nuc_:leotideos, cerca de 20 a cerca de 1000, 20 a cerca de

500, 20 a cerca de 100, cerca de 20, cerca de 25, cerca de 30, cerca de 40,

- cerca de 50, cerca de 60, cerca de 70, cerca de 80, cerca de 90 ou cerca de

100 nucleotideos de comprimento.

| O arranjo de sondas de oligonucleotideo pdde ser um arranjo de
densidade alta compreendendo mais que cerca de 100, ou mais que cerca de
1.000 ou mais sondas de oligonucleotideo diferentes. Tais arranjos de den-
sidade alta podem compreender uma densidade de sonda de mais que cerca
de 60, mais em geral maior que cerca de 100, mais em geral maior que cerca
de 600, freqlientemente maior que cerca de 1000, mais freqiientemente maior
que cerca de 5.000, o mais freqlentemente maior que cerca de 10.000, tipi-
camente maior que cerca de 40.000 mais tipicamente maior que cerca de
100.000, e em certas circunstancias € maior que cerca de 400.000 sondas de
oligonucleotideo diferentes por cm? (onde oligonucleotideos diferentes refe-
rem-se aos oligonucleotideos que tém sequiéncias diferentes). As sondas de
oligonucleotideo variam de cerca de 5 a cerca de 500, ou cerca de 5 a 50, ou
de cerca de 5 a cerca de 45 nucleotideos, ou de cerca de 10 a cerca de 40
nucleotideos e o mais tipicamente de cerca de 15 a cerca de 40 nucleotideos
em comprimento. Arranjos particulares contém sondas que variam de cerca -
de 20 a cerca de 25 oligonucleotideos em comprimento. O arranjo pode
compreender mais que 10, ou mais que 50, ou mais que 100, e tipicamente
mais de 1000 sondas de oligonucleotideo especificas para cada gene identi-
ficado. Em uma modalidade, o arranjo compreende pelo menos 10 sondas de
oligonucleotideo diferentes para cada gene. Em outra modalidade, o arranjo
tem 20 ou menos oligonucleotideos complementares a cada gene. Embora

uma superficie de arranjo planar seja tipica, o arranjo pode ser fabricado em
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uma superficie de virtualmente qualquer forma ou até mesmo em superficies
multiplas.
- O arranjo pode também compreender sondas de controle de

disparidade. Onde tais controles de disparidade estéo presentes, a etapa de

- quantificagdo pode compreender calcular a diferenga em intensidade do sinal

de hibridizagdo entre cada uma das sondas de oligonucleotideo e sua sonda
de controle de disparidade correspbndente. A quantificagdo pode também
compreender calcular a diferenga média em intensidade do sinal de hibridi-
zagdo entre cada uma das sondas de oligonu'cleo_tideo e sua sonda de con-
trole de disparidade correspondente para cada gene.

Em alguns formatos de ensaio, a sonda de oligonucleotideo pode
ser presa, isto é, através de ligagdo covalente, a um suporte sdlido. Arranjos
de oligonucleotideo podem ser quimicamente sintetizados através de pro-

cessos de sintese de polimero imobilizado paralela ou por processos de

~ sintese de polimero de direcionada por luz, por exemplo em substratos de

poli-L-lisina como laminas. Arranjos quimicamente sintetizados séo vantéjo—
sOs em que a preparagao da sonda nao requer clonagem, uma etapa de
amplificagéo de acido nucléico ou sintese enzimatica. O arranjo inclui sondas
de teste que sdo sondas de oligonucleotideo cada uma destas tem uma se-
quéncia que € complementar a uma subseqléncia de um dos genes (ou o
mRNA ou o cRNA antissense cofre‘spondente) cuja expressao € para ser
detectada. Além disso, o arranjo pode conter controles de normalizagéo,
controles de disparidade e controles do nivel de expressdao como descritos
aqui.

Um arranjo pode ser projetado para incluir um oligonucleotideo de
hibridizagdo por gene conhecido em um genoma. Os oligonucleotideos ou
pares de ligagdo equivalentes podem ser 5'-amino modificados para suportar
ligagao covalente as laminas revestidas com epéxi. Os oligonucleotideos
podem ser projetados para reduzir hibridizagao cruzada, por exemplo redu-
zindo a identidade de sequéncia para menos que 25% entre os oligonucleo-
tideos. Em geral, a temperatura de fundigéo dos oligonucleotideos é anali-

sada antes de o projeto do arranjo assegurar teor de GC consistente e Tm,ve a
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estrutura secundaria dos pares de ligagao de oligonucleotideo € otimizada.
Para perfilagdo de transcriptoma, a estrutura secundaria € tipicamente mini-
mizada. Em uma modalidade, cada oligonucleotideo € impresso em pelo
menos duas localizages diferentes na lamina para aumentar a precisao.
Oligonucleotideos de controle podem também ser projetados com base nas
seqiiéncias de diferentes espécies que a célula ou. organismo hospedeiro
para mostrar ligagéo de base.

As amostras no perfil genético podem ser analisadas individual-

‘mente ou agrupadas em agrupamentos. Os agrupamentos podem tipica-

mente ser agrupados por similaridade em express@o de gene. Em uma mo-
dalidade, os agrupamentos podem ser individualmente agrupados como ge-
nes que sao regulados a uma extens&o similar em uma célula hospedeira. Os
agrupamentos podem também incluir grupos de genes que s&o regulados a
uma extensao similar em uma célula hospedeiré recombinante, por exemplo
genes que sdo sobre-regulados ou sub-regulados a uma extenséo similar
comparada a uma célula hospedeira ou uma célula modificada ou uma inal-
terada. Os agrupamentos podem tambeém incluir g'rupos relacionados por
estrutura de gene ou de proteina,’ fungdo ou, no caso de um arranjo de
transcriptoma, por colocagao ou agrupamento dos pares de ligagao aos genes
no genoma do hospedeiro. Grupos de pares de ligagdo ou grupos de genes ou
proteinas analisados podem incluir genes selecionados de, mas nao limitados
a: genes que codificam péra proteases putativas ou conhecidas, co-fatores de
proteases ou proteinas similares a protease; moduladores de dobramentos,
co-fatores de moduladores de dobramentos ou proteinas que poderiam me-
lhorar o dobramento ou solubilidade da proteina; fatores de transcrigdo; pro-
teinas envolvidas em estabilidade de acido nucléico ou iniciagao translacional;
cinases; receptores extracelulares ou intracelulares; enzimas metabdlicas;
co-fato.res metabdlicos; proteinas de envelope; fatores de sigma; proteinas
ligadas a membrana; proteinas de transmembrana; proteinas associadas a

membrana e genes de manutengao.

PROTEOMA

Em outra modalidade, o perfil genético analisado é um perfil de
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proteoma. O proteoma de um hospedeiro € o conjunto completo de proteinas
produzidas pelo genoma de uma s6 vez. O proteoma é em geral muito mais
complexd que o genoma ou o transcriptoma porque cada proteina pode ser
quimicamente modificada 'apés a sintese. Muitas proteinas séo clivadas du-
rante a produgao, fosforiladas, acetiladas, metiladas, ou tem grupos carboi-
drato acrescentados a elas, dependendo da célula hospedeira. O proteoma é
também muito dinamico. Proteémicds, o estudo do proteoma, pode abranger
varios aspectos diferentes da estrutura de proteina, expressao de proteina e
fungdo. As técnicas para andlise de proteoma nao sao tao diretas quanto as
usadas em transcriptomicos. Porém, uma vantagem dos protedmicos é que
as moléculas funcionais da célula estdo sendo estudadas.

O processo pode incluir técnicas que medem os niveis de ex-
pressao de proteina, interagbes de proteina-proteina, interagbes de protei--
na-molécula pequena ou atividades enzimaticas. Em uma modalidade, o
proteoma € analisado usando um processo de triagem que inclui medigédo de
tamanho de certas proteinas, tipicamente usando espectrometria de massa.
Em uma modalidade, a técnica para analisar o perfil de proteoma inclui hibri-
dizacdo de um anticorpo com uma proteina de interesse. Por exemplo, o
processo pode incluir processos de western blot como conhecido na técnica
ou pode incluir cromatografia de coluna. O processo pode também incluir
processos padrdo como triagem de Elisa conhecida na técnica. O processo
pode também incluir ligagdo de pares de ligagdo modificados de acido nu-
cléico que podem ser aptameros ou podem ser proteina ou os pares de li-
gacao quimica para proteinas ou fragmentos de peptideo no proteoma e um
processo de triagem pode incluir amplificagdo dos acidos nucléicos. O pro-
cesso pode também incluir compostos quimicos que ligam as proteinas ou
fragmentos de proteinas em um proteoma e o processo pode incluir medi¢ao
da ligagdo através de meios quimicos. A medi¢cao pode também incluir me-
digdo dos produtos de reagdo em uma reagao quimica, ou por ativagao de um
fluoréforo. Técnicas como espectrometria de massa em combinagdo com
ferramentas de separagao como eletroforese em cromatografia liquida em gel

bidimensional ou multidimensional, pode também ser usado. no processo.
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Tipicamente, o processo inclui uma técnica de triagem de processamento alto.

O processo da invengdo pode incluir analisar o perfil de proteoma
usando, por exemplo, eletroforese bidimensional. Este é um método para a
separacao e identificagdo das proteinas em uma amostra através de deslo-
camenio em duas dimensdes orientadas em angulos retos um ao outro. Isto
permite a amostra separar em uma area maior, aumentando a resolugéo de
cada componente. A primeira dimensao é tipicamehte com base na carga de
uma molécula particular enqua'nto a segunda dimensao pode ser com base no
tamanho de uma molécula. Na primeira dimensio, as proteinas sdo resolvi-
das de acordo com seus pontos isoelétricos usando eletroforese de gradiente
de pH imobilizado (IPGE), focalizacao isoelétrica (IEF) ou eletroforese de
gradiente de pH de nao-equilibrio. Sob condigbes padrao de temperatura e
concentragdo de uréia, os pontos de focalizagdo observados da grande mai-
oria das proteinas estritamente aproxima-se dos pontos isoelétricos prog-
nosticados calculados das composi¢des de aminoacido das proteinas. Em |
geral, a primeira etapa apds a preparagdo de uma amostra do hospedeiro
inclui operar a amostra junto de um gradiente de pH, um processo conhecido
como focalizagdo isoelétrico. Os gradientes de pH podem ser gerados a-
crescentando anfolitos a um gel de acrilamida. Esta é uma mistura de espé-
cies anfotéricas com uma faixa de valores de pl. Os gradientes de pH podem
também ser gerados adicionando Immobilines que é similar aos anfélitos mas
foram imobilizados dentro do gel de poliacrilamida produzindo um gradiente
de pH imobilizado que héo necessita ser pré-focalizado.

A segunda dimensdo em eletfoforese bidimensional pode ser
separagao por tamanho de proteinas. As proteinas podem ser separadas de
acordo com seu peso molecular aproximado usando poli-acrilamida-eletro-
forese de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). A técnica é extensamente

“usada e conhecida na técnica. A ideia basica é revestir as proteinas com um

detergente (SDS) que reveste todas as proteinas em uma amostra e negati-
vamente as carrega. As proteinas sao depois submetidas a eletroforese em
gel. Os géis podem tipicamente ser géis de acrilamida e pode estar em um

gradiente de densidade. A carga colocada no gel empurra as proteinas a-
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través do gel com base no tamanho. Em eletroforese bidimensional, as pro-
teinas separadas podem incluir proteinas de pelo menos 10% do proteoma do
organismb. Mais tipicamente, as proteinas de peld menos 20%, 30%, 40%,

60%, 80% ou 90% das proteinas no proteoma da célula hospedeira sdo se-

‘paradas e analisadas através de técnicas como tingimento de proteinas e/ou

espectrometria de massa.

O processo da invengéovpode também incluir analisar o perfil de
proteoma usando um microarranjo. Nesta modalidade, o microarranjo pode
incluir os pares de ligagao para pelo menos uma porgao das proteinas ex-
pressas pela célula hospedeira sob condigbes de crescimento apropriadas, e
tipicamente inclui os pares de ligagdo para proteinas de pelo menos 5% do
proteoma do organismo. Mais tipicamente, o microarranjo inclui os pares de
ligacdo para proteinas de pelo menos 10%, 20%, 30%, 40%, 60%, 80% ou-
90% das proteinas no proteoma da célula hospedeira. Os pares de ligagao
podem ser anticorpos que podem ser fragmentos de anticorpo como frag-
mentos de anticorpo de cadeia simples. Os pares de ligagdo podem também
incluir aptdmeros que sdo moléculas incluindo acidos nucléicos que ligam as
proteinas especificas ou porgbes de proteinas. Em uma modalidade separada,
o microarranjo pode incluir pares de ligagao para um subconjunto selecionado
de proteinas do proteoma, incluindo, por exemplo, proteinas de protease
putativas ou moduladores de dobramento putativos. O microarranjo pode
tipicamente também incluir um conjunto de pares de ligagdo para proteinas
que sdo usadas como controles. O perfil genético pode ser analisado medindo
a ligagao das proteinas da célula hospedeira que expressa a proteina ou
péptideo recombinante aos pares de ligagéo no microarranjo.

O formato de arranjo de proteina mais simples em geral consiste
em um numero grande de reagentes de captura de proteina ligados as
manchas definidas em um material de suporte planar. Este arranjo € depois
exposto a uma amostra de proteina complexa. A ligagdo das proteinas de
analito especificas as manchas individuais pode depois ser monitorada u-
sando métodos diferentes. Em casos onde os analitos foram pré-marcados

com uma tintura fluorescente, a ligagao pode ser diretamente monitorada
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usando um escaner de fluorescéncia. Frequentemente o anticorpo no formato
do tipo sanduiche classico é usado em que dois reagentes de ligagdo de
proteina simultaneamente ligam ao mesmo antigeno: um anticorpo é imobi-
lizado sobre a superficie, e o outro é fluorescentemente marcado ou conju-
gado com uma enzima que pode produzir um produto fluorescente, lumi-
nescente ou colorido quando fornecido com o substrato apropriado.

Anticorpos monoclonais ou seus fragmentos de ligagdo de anti-

geno sao correntemente uma escolha para agentes de captura devido a sua

‘especificidade alta, afinidade e estabilidade. Eles foram usados em uma va-

riedade de ensaios de perfilagdo de proteina de analito simples classicos
como ensaios imunoabsorventes ligados a enzima (ELISA) desde os anos
setenta. Adicionalmente, bibliotecas de exibigao de fago dos fragmentos de
anticorpo oferecem o potencial para produgdo de anticorpo em escalas pro-
tedmicas. Estas bibliotecas podem ser usadas para isolar os agentes de li-
gacédo de afinidade alta contra proteina identificada em um prazo significati-
vamente mais curto que é possivel com processos com base em imunizagéo.‘
Exibicdo de ribossoma e exibicdo de mRNA s&o processos adicionais, com-
plétamente in vitro, que contam Iigéqéovﬁsica das proteinas de biblioteca a
suas sequiéncias de mRNA de codificacao. Tais processos tém sido usados

com sucesso para selecionar reagentes de ligagao de afinidade alta para

proteinas identificadas (Wilson, DS, et al. (2001) The use of mMRNA display to

select high-affinity protein-binding peptides Proc Nat | Acad Sci USA
98:3750-3755). Vérios.grupos tomaram um método diferente para desen-
volver reagentes de captura de proteina de afinidade alta para biofatias de
proteina. Por exemplo, os aptdmeros foram USados, que sdo moléculas de
RNA ou DNA unifilamentares que originam de experimentos de selecido in

vitro (denominados SELEX: evolugdo sistematica de ligandos por enrique-

“cimento exponencial) com afinidades altas para proteinas. Um outro desen-

volvimento em tecnologias de aptémero é assim-chamado fotoaptadmeros.
Estas moléculas tém um atributo adicional que intensifica sua utilidade como
reagentes de captura de proteina. Elas carregam o grupo de reticulagéo fo-

toativavel 5-bromodeoxiuridina que, quando ativado por luz UV, pode causar
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reticulagdo covalente com as proteinas identificadas ligadas (Petach, H &
Gold, L (2002) Dimensionality is the issue: use of photoaptamers in protein
microarrays Curr Opin Biotechnol 13:309-314). O evento de foto-reticulagao
fornece uma segunda dimensdo de especificidade similar a ligagéo de um
‘anticorpo de detecgdo secundario em um imunoensaio em sanduiche.

Uma ampla variedade de substratos de superficie e quimicas de
ligagao foi avaliada pela imobilizagéd de agentes de captura em microarranjo
de proteina. Um modo para imobilizar as proteinas em um suporte soélido
conta com interagcdes nao-covalentes com base em hidrofobico ou interagdes
de van der Waals, ligacao de hidrogénio ou forgas eletrostaticas. Exemplos de
imbbilizagé_o eletrostatica incluem o uso de materiais como laminas de vidro
revestidas com nitrocelulose e polilisina ou aminopropil silano. Microarranjos
de proteina foram também fabricados por meio de adsorgao fisica sobre as
superficies de plastico de placas de 96 cavidades. Um exemplo de ligagéo
covalente de proteinas a superficie foi descrito por MacBeath e Schreiber
(MacBeath, G & Schreiber, SL(2000) Printing proteins as microarrays for hi-
gh-throughput function determination Science 289:1760-1763). Devido a afi-
nidade muito alta de estreptavidina para biotina, a imobilizagao de proteinas
biotiniladas sobre as superficies de estreptavidina pode ser considerada
quase covalente (Peluso, P et al. (2003) Optimizing antibody immobilization
strategies for the construction .of protein microarrays Anal Biochem

312:113-124). Outras estratégias foram descritas (X-ray photoelectron spec-

- troscopy and radiometry studies of biotin-derivatized poly(L-lysine)-grafted-

poly(ethylene glycol) monolayers on metal oxides (Langmuir) 7313-7322,
Ruiz-Taylor, LA et al. (2001) Monolayers of derivatized poly(L-lysine)-grafted
poly(ethylene glycol) on metal oxides as a class of biomolecular interfaces
Proc Natl Acad Sci U S A 2001, 98:852-857; Espejo A, Bedford MT. (2004)
Protein-domain microarrays Processes Mol Biol. 264:173-81; Zhu, H. et al.
(2001) Global analysis of protein activities using proteome chips. Science
Express).

As amostras no perfil genético podem ser analisadas individual-

mente ou agrupados em agrupamentos. Os agrupamentos podem tipica-
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mente ser agrupados por similaridade em expressao de gene. Em uma mo-
dalidade, os agrupamentos podem ser individualmente agrupados como
proteinas que séo reguladas a uma extenséo similar em uma célula hospe-
deira. Os agrupamentos podem também incluir grupos de proteinas que sao
reguladas a uma extensao similar em uma célula hospedeira recombinante,
por exemplo, que é sobre-regulado ou sub-regulado a uma extensdo similar
comparada a uma célula hospedeira ou uma célula modificada ou uma inal-

terada. Os agrupamentos podem também incluir grupos relacionados por

‘estrutura de proteina, fungao ou processamento. Grupos de pares de ligagao

de proteina em um arranjo, ou grupos de proteinas analisados em um ensaio
diferente como eletroforese bidimensional, podem ser selecionados de, mas
ndo s&o limitados a: proteases putativas ou conhecidas, co-fatores de pro-
teases ou proteinas similares a protease; moduladores de dobramentos,
co-fatores de moduladores de dobramentos ou proteinas que poderiam me-
Ihorar o dobramento ou solubilidade da proteina; fatores de transcrigdo; pro-
teinas envolvida na estabilidade de 4cido nucléico ou iniciagdo translacional;
cinases; receptores extracelulares ou intracelulares; enzimas metabdlicas;
co-fatores metabolicos; proteinas de envelope; e genes de manutengao.
METABOLOMA

Processos de analise protedmica permitem determinar a abun-

dancia e distribuicdo de muitas proteinas simultaneamente. Porém, as con-
seqliéncias funcionais de alteragbes para o proteoma sao relatadas apenas
indiretamente. Outro mvétodo € medir os niveis destas moléculas pequenas,
ou metabdlitos. Um perfil genético analisado no processo da invengao pode
desse modo incluir um perfil metabolémico. Processos para analisar o me-
taboloma de um hospedeiro especifico incluem cromatografia de gas, cro-
matografia liquida de pressédo alta e eletroforese capilar para separar meta-
bélitos de acordo com varias propriedades quimica e fisicas. As moléculas
podem depois ser identificadas usando processos como espectrometria de
massa.

DETECCAO/ANALISE

O processo inclui analisar um perfil genético para identificar um
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gene ou produto de gene compensatério que € expressado a um nivel mais
alto na célula recombinante. Em geral, esta etapa inclui 0 monitoramento da
expressao (por exemplo detecgdo e ou quantificagdo da expressdo) de uma

multiddo de genes ou produtos de gene. A expressao € em geral monitorada

detectando a ligagdo dos produtos de gene de célula hospedeira para um

perfil de transcriptoma, proteoma ou de metaboloma como descrito acima. A
analise da ligagao pode envoiver uma comparagéo da ligagdo entre uma cé-
lula hospedeira recombinante que expressa proteina ou peptideo recombi-
nante e uma célula hospedeira pura ou uma célula hoépedeira recombinante
que ndo expressa a proteina ou peptideo.
DETECGAO

Esta etapa inclui o monitoramento da expressdo (por exemplo
detecgdo e ou quantificagdo da expressdo) de uma multiddo de genes ou
produtos de gene. A expressao € em geral monitorada detectando a ligagao
dos produtos de gene de célula hospedeira a um perfil de transcriptoma,
proteoma ou metaboloma como descrito acima. Tipicamente, pelo menos
cerca de 10 genes, ou pelo menos cerca de 100, ou pelo menos cerca de
1000 e ou pelo menos cerca de 10.000 genes diferentes podem ser ensaiados
de uma vez. O processo pode envolver fornecer um fundo geral de acidos
nucléicos identificados compreendendo transcricdes de RNA de um ou mais
dos ditos genes, ou acidos nucléi’co's derivados das transcrigdes de RNA;
hibridar o fundo geral de acidos nucléicos com um arranjo de sondas de oli-
gonucleotideo imobilizadas em uma superficie onde o arranjo compreende
mais de 100 oligonucleotideos diferentes e cada oligonucleotideo diferente
esta localizado em uma regido predeterminada da dita superficie, cada oli-
gonucleotideo diferente é ligado a superficie através de pelo menos uma
ligagdo covalente, e as sondas de oligonucleotideo sdo complementares as
transcrigdes de RNA ou acidos nucléicos derivados das transcricbes de RNA;
e quantificar os acidos nucléicos hibridados no arranjo. Uma representagao
pictorica de uma técnica para monitorar a expressao de um produto de gene
entre duas amostras é descrita na Figura 12,

O processo pode também envolver fornecer um fundo geral de
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proteinas celulares. Estes podem ser derivados de lisados celulares que sao
feitos através de células de lise usando detergentes ou tensoativos; usar lise
osmotica; usar alteragdes térmicas, como ciclos de congelamento-desconge-
lamento; usar dispositivos mecanicos ou usar alteragdes de pressao. Tipi-
camente as quimicas sao incluidas no processo de lise de uma célula ou
sistema de células que inibem certas proteinas, como proteases, particular-
mente proteases n&o-especificas, para limitar a degradagéo das proteinas.

Além disso, lisados de célula s3o tipicamente mantidos em ou abaixo de 4°C,

-e podem ser mantidos em ou abaixo de 0°C ou em ou abaixo de 20°C durante

o processamento. Os lisados de célula podem ser separados antes de outro
processamento, por exemplo por cromatografia de exclusdo de tamanho,
permuta de ions ou cromatografia de matriz de afinidade como usando HPLC.

Tipicamente, o produto genético identificado, mRNA, cDNA,
proteina ou metabdlito € marcado com um marcador ou sonda detectavel. O
marcador ou sonda pode ser uma ou mais moléculas fluorescentes ou fluo-
réforos. Estes podem incluir moléculas comercialmente disponiveis como Cy3
e Cy5 ligados, por exemplo, a nucleotideos particulares que podem ser in-
corporados em um cDNA transcritos reverso para fornecer moléculas detec-
taveis para triagem. Em uma modalidade, uns primeiros fluoréforos séo in-
corporados em uma amostra do hospedeiro e um segundo fluordforo é in-
corporado em uma amostra de um hospedeiro expressando proteina ou
peptideo recombinante. Em uma modalidad'e, o primeiro fluoréforo e segundo
fluoréforo emitem diferentes comprimentos de onda de luz. Nesta modalidade,
a ligagédo das amostras do hospedeiro e do hospedeiro expressando proteina
recombinante pode ser monitorada no mesmo ensaio. Em outra modalidade,
os fluoréforos séo excitados com diferentes comprimentos de onda de luz. Em
outré modalidade, o primeiro e segundo fluoréforo € excitado ou emite luz no
mesmo comprimento de onda. Nesta modalidade, as amostras do hospedeiro
e da proteina recombinante expressando hospedeiro s&o tipicamente moni-
toradas em ensaios diferentes.

O processo pode adicionalmente incluir uma etapa de quantificar

a hibridizagdo dos acidos nucléicos ou proteinas ou metabdlitos quimicos
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identificados. A quantificagdo pode incluir medi¢gado dos niveis de transcrigao
de um ou mais genes. Tipicamente o fundo geral de acidos nucléicos identi-
ficados &, por exemplo, um em que a concentragdo dos acidos nucléicos

identificados (transcrigbes de pré-mRNA, transcricbes de mRNA ou acidos

‘nucléicos derivados das transcricbes de RNA) é proporcional aos niveis de

expressdo de genes que codificam aqueles &cidos nucléicos identificados.

Para analise de transcriptoma, o fundo geral de acidos nucléicos
pode ser marcado antes, durante ou apés hibridizagdo, embora os acidos
nucléicos sejam tipicamente marcados antes da hibridizagdo. Marcagbes de
fluorescéncia sao tipicamente usadas, freqientemente com um fluoréforo
simples, e, onde marcagdo de fluorescéncia for usada, quantificagdo dos
acidos nuciéicos hibridados pode ser por quantificagao de fluorescéncia do
acido nucléico hibridado fluorescentemente marcado. Tal quantificagdo &
facilitada pelo uso de um escaner a laser confocal ou microscopio de fluo-
rescéncia, como um microscopio de fluorescéncia confocal que pode ser
equipado com um estagio automatizado para permiﬁr varredura automatica do
arranjo e que pode ser equipado com um sistema de aquisigao de dados para
registro de medigdo automatizado e processamento subseqiente da infor-
magdo de intensidade de fluorescéncia. Dispositivos para ler tais arranjos
incluem os moédulos de CloneTracker®, ImaGene®, GeneSight® e a base de
dados de GeneDirector®, disponivél de Biodiscovery, inc., El Segundo, Calif.,
ou a leitora GeneChip®, disponivel de Affymetrix, Santa Clara Inc., Calif. Em
uma modalidade, hibridiza¢do ocorre em severidade baixa (por exemplo cerca
de 20°C a cerca de 50°C, ou cerca de 30°C a cerca de 40°C, ou cerca de
37°C). Hibridizag&o pode incluir lavagens subseqglientes em severidade pro-
gressivamente crescente até um nivel desejado de especificidade de hibri-
dizagao ser alcangado.

Quantificagao do sinal de hibridizagdo pode ser por quaisquer
dispositivos conhecidos a alguém versado na técnica. Porém, em uma mo-
dalidade, quantificagao é alcangada pelo uso de um escéner de fluorescéncia
confocal. Dados sao tipicamente avaliados calculando a diferenga em inten-

sidade de sinal de hibridizagdo entre cada sonda de oligonucleotideo e sua
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sonda de controle de disparidade correspondente. Tipicamente, esta dife-
renga pode ser calculada e avaliada para cada gene. Certos processos ana-
liticos sdo fornecidos aqui.

- Técnicas foram desenvolvidas para preparar sondas de hibridi-
zacgao bacterianas apropriadas (ver, por exemplo Choi et al. (2003) App. Envir.
Microbic. 69:4737-4742). Por exemplo, as células podem ser armazenadas
em um agente estabilizante de RNA como RNAlater (Ambion, Austin, TX);
RNA é em geral purificada em trés etapas: (1) isolamento do RNA total, (2)
remocgado do DNA contaminante e (3) limpeza total do RNA total. RNA total
pode ser isolado e depois misturado com iniciadores de hexamero aleatorios e
transcriptase reversa para fazer o cDNA. Tipicamente pelo menos uma sonda
fluorescente € incorporada no cDNA. Em uma modalidade, uma sonda fluo-
rescente é incorporada, em outra modalidade mais de uma sonda, por e-
xemplo 2, 3 4, 5 ou mais sondas fluorescentes s30 incorporadas nas mesmas
amostras de cDNA ou diferentes. Em um hospedeiro eucariético, o fundo
geral dos acidos nucléicos idenﬁﬂcados pode também ser o mRNA de poliA+
total isolado de uma amostra biolégica, ou cDNA feito por transcricao reversa
do RNA ou cDNA de ségundo filamento ou RNA transcrita do intermediario de
cDNA bifilamentar.

Corantes fluorescentes sdo tipicamente incorporados em molé-
culas de cDNA durante a reag&o de transcrigéo reversa. Devido a estrutura de
mRNA diferente entre procariotes (bactérias) e eucariotes (levedura, células
mamiferas, etc.), iniciadores diferentes podem ser usados, porém iniciadores
aleatorios podem ser usados em ambos oé casos, ¢ iniciadores de oligo-dT
podem ser usados em eucariotes que tem caudas de poliA. Um processo
alternativo € marcacgao de amino-alila para aumentar a intensidade de sinal.
Este processo incorpora andlogos de nucleotideo caracterizando um grupo
quimicamente reativo ao qual um corante fluorescente pode ser ligado apos a
reagdo de transcrigdo reversa (Manduchi, E., et al. (2002) Comparison of
different labeling processes for two-channel high-density micro array experi-
ments. Physiol Genomics 10:169-79).

O fundo geral de acidos nucléicos identificados pode ser tratado



10

15

20

25

30

59

para reduzir a complexidade da amostra e assim reduzir o sinal de base obtido
na hibridizagdo. Os termos "base" ou "sinal de base" referem-se aos sinais de
hibridizagéo resultantes da ligagdo nao-especifica, du outras interagoes, entre
os acidos nucléicos identificados marcados e os componentes do arranjo de
‘oligonucleotideos (por exemplo, as sondas de oligonucieotideo, sondas de
controle, o substrato de arranjd, etc.). Em um método, um fundo geral de
mRNAs, derivado de uma amostra biblégica, é hibridado com um fundo geral
de oligonucleotideos compreendendo as sondas de oligonucleotideo pre-
sentes no arranjo. O fundo geral de acidos nucléicos hibridado é depois tra-
tado com RNase A que digere as regides unifilamentares. Os complexos de
hibridizagao bifilamentares restantes sdo depois desnaturados e as sondas de
oligonucleotideo sdo removidas, deixando um fundo geral de mRNAs inten-
sificédo para aqueles mRNAs complementares as sondas de oligonucleotideo -
no arranjo. |

‘ Em outro método para redugdo de base, um fundo geral de
mRNAs derivado de uma amostra bioldgica € hibridado com oligonucleotidéos
identificados emparelhados especificos onde os oligonucleotideos identifi-
cados emparelhados especificos sdo complementares as regides flanque-
ando as subseqliéncias dos mRNAs complementares as sondas de oligonu-
cleotideo no arranjo. O fundo geral de acidos nucléicos hibridado € tratado
com RNase H que digere as sequéncias de acido nucléico hibridadas (bifi-
lamentares). As seqiiéncias de acido nucléico unifilamentares restantes que
tém um comprimento cerca de equivalente a regido flanqueada pelos oligo-
nucleotideos identificado emparelhados especificos sdo depois isoladas (por
exemplo através de eletroforese) e usadas como o fundo geral de acidos
nucléicos para monitorar a expressédo de gene.

Um terceiro método para redugado de base envolve eliminar ou
reduzir a representagdo no fundo geral de mensagens de mRNA identificadas
pré-selecionadas particulares (por exemplo, mensagens que sdo sobre-ex-
pressadas caracteristicamente na amostra). Este processo envolve hibridar
com uma sonda de oligonucleotideo que é complementar & mensagem

pré-selecionada identificada de mRNA ao fundo geral de mRNAs de poliA+
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derivados de uma amostra biologica. A sonda de oligonucleotideo hibrida com
o mRNA de poliA+ pré-selecionado particular ao qual € complementar. O
fundo geral de acidos nucléicos hibridado € tratado com RNase H que digere a

regido bifilamentar (hibridada) assim separando a mensagem de sua cauda

. de poliA+. Isolamento ou amplificagéo (por exemplo, usando uma coluna de

oligo dT) do mRNA de poliA+ no fundo geral depois fornece um fundo geral
que tem uma representacio reduzida ou nenhuma da mensagem de mRNA

pré-selecionada identificada.

'ANALISE

_ O gene identificado € tipicamente identificado comparando um
perfil genético da célula hospedeira que expressa a proteina ou peptideo
recombinante a um perfil genético da célula hospedeira que n&o expressa a
proteina ou peptideo recombinante. Em modalidades iterativas, o gene iden-
tificado a ser modificado € identificado comparéndo um perfil genético da
célula que sera modificada (a segunda célula) a célula da qual foi modificada
(a primeira célula). O gene identificado e identificado comparando um perﬁl'
genético da segunda célula a um perfil genético da primeira célula e identifi-
cando um ou mais genes da exprésséo da qual é aumentado na segunda
célula. A_

Microarranjos de cDNA medem a abundéancia de mRNA relativa

entre duas amostras. Uma série de amostra de ponto de tempo de =

pos-inducdo pode ser comparada & amostra de .pré-indugdo para a mesma
cepa (perfil de expressdo temporal), ou as amostras de pés-indugdo podem
ser compafadas com as cepas diferentes no mesmo ponto de tempo. A
comparacgao pode ser através do uso de um p'rograma de computagdo, como
GeneSight®. Por exemplo, quando usar um microarranjo usando um mar-
cador fluorescente, uma intensidade de mancha pode ser medida para cada
amostra ligada ao arranjo (por exemplo uma seqiéncia de DNA). A intensi-
dade de mancha pode depois ser corrigida para base e a razdo da intensidade
para as amostras do hospedeiro versus o hospedeiro expressando a proteina
ou peptideo recombinante, ou para o hospedeiro expressando a proteina ou

peptideo recombinante comparado ao hospedeiro modificado que expressa a
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proteina ou peptideo recombinante, pode ser medido. A razdo fornece uma
medida para identificar os genes que sao sobre-regulados ou a expressao da
qual é aumentado sob expressao da proteina ou peptideo recombinante, ou

sob modificagéo da célula hospedeira para permitir identificagdo de um gene

‘identificado.

Para identificar se um gene é sobre-regulado, uma razdo padrao
ou "corte' € estabelecida. A razao de corte pode ser projetada para superar 0s
efeitos de ruido de base associados a um ensaio particular. Em geral, qual-
quer razdo de mais que 1 entre as medi¢gdes pode designar um gene so-
bre-regulado. Porém, variacdo entre os ensaios_ pode requerer uma razao
mais alta que 1, por exemplo 1,5, ou mais que 2, ou mais que 2,5, ou mais que
3, ou mais que 3,5 0u mais que 4 ou mais que 4,5, ou mais que 5 ou mais que
6, ou mais que 7, ou mais que 8, ou mais que 9 ou mais que 10. O padrao
pode ser estabelecido antes do processo, confando com padrao conhecidos
na técnica, ou pode ser estabelecido durante as medigdes comparando as
razoes de niveis de genes ou produtos de gene de confrole, como genes'de
manutengao. _
ETAPA Ili: EXPRESSAO VARIAVEL DO GENE OU PRODUTO DE GENE
COMPENSATORIO IDENTIFICADO GENETICAMENTE MODIFICANDO A
CELULA PARA FORNECER UMA CELULA RECOMBINANTE MODIFICADA
QUE ALCANCA UM AUMENTO NA EXPRESSAQ DE PROTEINA RECOM-
BINANTE, ATIVIDADE OU SOLUBILIDADE.
GENES COMPENSATORIOS IDENTIFICADOS

Os genes ou produtos de gene compensatorios que séo identifi-

cados na etapa ii), ou analogos homologos, co-fatores ou subunidades destes,
sd0 usados para projetar estratégias para geneticamente modificar a célula ou
aumentar, diminuir, knock-in ou knock-out a expressédo de um ou mais genes
identificados. As seqiiéncias de gene identificadas podem ser usadas em
bases de dados publicos para projetar estratégias, particularmente projetar
constructos para modular expressdo de um gene através das técnicas des-
critas acima. Tais técnicas sdo bem conhecidas.

Em uma modalidade, o gene ou genes identificados sdo pelo



10

15

20

25

30

62

menos umma protease putativa, uma proteina similar a protease, um co-fator ou
subunidade de uma protease. Em outras modalidades, o gene ou genes i-
dentificados sdo pelo menos um modulador de dobramento, modulador de
dobramento putativo, co-fator ou‘ subunidade de um modulador de dobra-
mento.. Em certas modalidades, um gene identificado é uma subunidade de
uma protease. Em uma modalidade, o gene ou genes identificados podem ser
uma serina, treonina, cisteina, aspartico ou metalo peptidase. Em uma mo-
dalidade, 0 gene ou genes identificados podem ser selecionados de hslV,
hslU, clpA, clpB e clpX. O gene identificado pode tambem ser um co-fator de
uma protease. Em outra modalidade, o gene ou genes identificados sdo um
modulador de dobramento. Em algumas modalidades, o gene ou genes i-
dentificados podem ser selecionados de uma proteina de chaperona, uma
foldase, uma peptidil prolil isomerase e uma isomerase de ligagdo de dissul-
feto. Em algumas modalidades, o gene ou genes identificados podem ser
selecionados de htpG, cbpA, dnad, dnaK e fkbP.

Genes bacterianos- sdo organizados em operons que sSao agru-
pamentos de gene que codificam as proteinas necessarias para executar a
fungdo coordenada como biossintese de um aminoécido dado. Portanto, em
uma modalidade, o gene identificado faz parte de um operon. Em uma mo-

dalidade particular, o gene identificado € um operon que codifica para uma ou

mais proteinas com atividade de protease sozinho ou em combinagdo, ou &

um operon que codiﬂca para uma ou mais proteinas com atividade modula-
dora de dobramento; incluindo foldases, chaperonas, e isomerases.
PROTEASES

cada reduzindo a expressao, inibindo ou removendo pelo menos uma prote-
ase do genoma. A modificagdo pode também ser mais de uma protease em
alguma.s modalidades. Em uma modalidade relacionada, a célula é modifi-
cada reduzindo a expressdo de um co-fator de protease ou proteina de pro-
tease. Em outra modalidade, a célula hospedeira é modificada por inibigdo de
um promotor para'uma protease ou proteina relacionada que pode ser um

promotor nativo. A modificagdo de gene pode ser para modular uma proteina

Em uma modalidade da invengéo‘, a célula hospedeira & modifi-
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homologa ao gene identificado.

Na base de dados de MEROPS, peptidases sao agrupadas em
clas e familias. As familias sao grupos de peptidases funcionalmente similares
estritamente relacionadas. Familias s&o agrupadas por seu tipo catalitico: S,
serina; T, treonina; C, cisteina; A, aspartico; M, metalo e U, desconhecido.
Mais de 20 familias (denotadas S1 - S27) de serina protease foram identifi-
cadas, estas sao agrupadas em 6 clas (SA, SB, SC, SE, SF é SG) em base de

similaridade estrutural e outra evidéncia funcional. Estruturas sdo conhecidas

“por quatro dos clas (SA, SB, SC e SE). Treonina peptidases sdo caracteri-

zadas por um nucledfilo de treonina no término N da enzima madura. O e-
xémplo de tipo para este cla é o componente beta de proteasoma arqueano
de Thermoplasma acidophilum. Cisteina peptidases tém topologias molecu-
lares caracteristicas e sao peptidases em que o nucledfilo € o grupo sulfidrila
de um residuo de cisteina. Cisteina proteases sdo divididas em clas (protei-
nas que sdo evolutivas relacionadas), e também sub-divididas em familias, |
em base da arquitetura de seu diade ou triade catalitico:

Cla CA contém as familias de papaina (C1), calpaina (C2), es-
treptopaina (C10) e as peptidases ubiquitina-especificas (C12, C1 9), como
também muitas familias de endopeptidaSes de cisteina viral. -

Cla CD contém as familias de clostripaina (VC11), gingipaina R
(C25), legumaina ,(C13),_caspase-1 (C14) e separina (C50). Estas enzimas
tém especificidades domihadas pelas interagdes do Sub-sitio 51.

Cla CE contém as familias de adenaina (C5) de adenovirus, a
Ulp1 protease eucariética (C48) e as YopJ proteases bacterianas (C55).

Cla CF contém apenas piroglutamil peptidase | (C15).

Cla PA contém as picornainas (C3), que provavelmente evoluiram
das serina peptidases € que formam a maior parte das enzimas neste cla.

Clas PB e CH contém as cisteina peptidases autoliticas.

Endopeptidases asparticas de origem vertebrada, fungica e re-
troviral foram caracterizadas. Aspartato peptidases sao assim nomeadas
porque os residuos de Asp sdo os ligantes da molécula de agua ativada em

todos os exemplos onde os residuos cataliticos foram identificados, embora
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pelo menos uma enzima viral seja acreditada ter como Asp e uma Asn como
sua diade catalitica. Todas ou a maioria das aspartato peptidases sdo en-
dopeptidases. Estas enzimas foram atribuidas em clas (proteinas que sao

evolutivas relacionadas), e também sub-divididas em familias, em grande

“parte em base de sua estrutura terciaria.

Metaloproteases sdo as mais diversas dos quatro tipos principais
de protease, com mais de 30 familias identificadas até agora. Nestas enzimas,
um cétion divalente, usualmente zinco, ativa a molécula de agua. O ion de
metal € mantido no lugar por ligantes de aminoacido, usualmente trés em
nimero. Os ligantes de metal conhecidos sdo His, Glu, Asp ou Lys e pelo
menos um outro residuo € requerido para catalise que pode representar um
papel eletrofilico. Das metaloproteases conhecidas, quase a metade contém
um motivo de HEXXH que foi mostrado em estudos cristalograficos fazer
parte do sitio de ligagcdo de metal. O motivo de HEXXH é relativamente co-
mum, mas pode ser mais estritamente definidos para metaloproteases como
abXHEbbHbc onde 'a' € mais frequentemente valina ou treonina e faz parte do
sub-sitio do S1 em termolisina e neprilisina, 'b' € um residuo descarregado, e
'c’ um residuo hidrofébico. Prolina nunca é encontrada neste sitio, possivel-
mente porque quebraria a estrutura helicoidal adotada por este motivo em
metaloproteases.

As peptidases associadas ao cld U tém um mecanismo catalitico
desconhecido como a dobra de proteina do dominio de sitio ativo e os resi-
duos de sitio ativo ndo foram relatados.

Certas proteases (por exemplo OmpT) podem adsorver na su-
perficie dos corpos de inclusao e podem degradar a proteina desejada en-
quanto estiver sendo redobrada. Portanto, certas proteinas identificadas po-
dem ser proteases ou proteinas de protease que aderem aos corpos de in-
clusdo e estes podem ser modificados, por exemplo, para reduzir a ligagao.

Proteases ou proteinas de protease podem também ser classifi-
cadas como Aminopeptidases; Dipeptidases; Dipeptidil-peptidases e tripepti-
dil peptidases; Peptidil-dipeptidases; Carboxipeptidases do tipo serina-tipo;

Metalocarboxipeptidases; Carboxipeptidases do tipo cisteina; Omegapepti-
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dases; Serina proteinases; Cisteina proteinases; Aspartico proteinases; Me-
talo proteinases; ou Proteinases de mecanismo desconhecido.
Aminopeptidases incluem citosol aminopeptidase (leucil amino-
peptidase), alanil aminopeptidase de membrana, cistinil aminopeptidase,
tripeptideo aminopeptidase, prolil aminopeptidase, arginil aminopeptidase,
glutamil aminopeptidase, x-pro aminopeptidase, leucil aminopeptidase bacte-
riana, aminopeptidase termofilica, clostridial amindpeptidase, citosol alanil
aminopeptidase, lisil aminopeptidase, x-trp aminopeptidase, triptofanil ami-
‘nopeptidase, metionil aminopeptidas, aminopeptidase d-estereospecifica,
aminopeptidase ey. Dipeptidases incluem x-his dipeptidase, x-arg dipeptidase,
x-metil-his dipeptidase, cis-gli dipeptidase, glu-glu dipeptidase, pro-x dipep-
tidase, x-pro dipeptidase, met-x dipeptidase, dipeptidase nao-estereoespeci-
fica, citosol dipeptidase ndo-especifica, dipeptidase de membrana, be-
ta-ala-his dipeptidase. Dipeptidil-peptidases e tripeptidil peptidases incluem
dipeptidil-peptidase i, dipeptidil-peptidase ii, dipeptidil peptidase iii, dipepti-
dil-peptidase v, dipeptidil-dibeptidase, tripeptidil-peptidase |, tripepti-
dil-peptidaSe Il. Peptidil-dipeptidases incluem peptidil—dipeptidase a e pepti-
dil-dipeptidase b. Carboxipeptidases do tipo serina incluem pro-x carboxipep-
tidase lisossomal, D-ala-D-ala carboxipeptidase do tipo serina, carboxipepti-
dase C, carboxipeptidase D. Metalocarboxipeptidases incluem carboxipepti-
dase a, carboxipeptidase B, Iisina(arginina) carboxipeptidase, gly-X carboxi-
peptidase, alanina carboxipeptidase, muramoilpentapeptideo carboxipepti-
dase, carboxipeptidase h, glutamato carboxipeptidase, carboxipeptidase M,
muramoiltétrapeptideo carboxipeptidase, zinco d-ala-d-ala carboxipeptidase,
carboxipeptidase A2, pro-x carboxipeptidase de membrana, tubulinil-tir car- -
boxipeptidase, carboxipeptidase t. Omegapeptidases incluem acilaminoa-
cil-peptidase, peptidil-glicinamidase, piroglutamil-peptidase |, beta-aspar-
til-peptidase, piroglutamil-peptidase Il, n-formilmetionil-peptidase, pteroilpo-
li-[gamal-glutamato carboxipeptidase, gama-glu-X carboxipeptidase, acilmu-
ramoil-ala peptidase. Serina proteinases incluem quimiotripsina, quimiotrip-
sina ¢, metridina, tripsina, trombina, Fator Xa de coagulagao, plasmina, en-

teropeptidase, acrosina, protease alfa-litica, glutamila, endopeptidase, ca-
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tepsina G, fator de coagulagao viia, fator de coagulagao ixa, cucumisi, prolil
oligopeptidase, fator de coagulagao xia, braquiurina, calicreina de plasma,
calicreina de tecido, elastase pancreatica, elastase de leucdcito, fator de

coagulacdo xiia, quimase, componente de complemento ¢1r55, componente

‘de complemento c1s55, convertase c3/c5 da via de complemento classico,

fator de complemento |, fator de complemento D, convertase c3/c5 da via de
complemento alternativa, cerevisina, hipodermina C, lisil endopeptidase,
endopeptidase 1a, gama-reni, venombin ab, leucil endopeptidase, triptase,
escutelarina, quexina, subtilisina, orizina, endopeptidase k, termomicolina,
termitase, endopeptidase SO, ativador de plasminogénio T, proteina C, en-
dopeptidase pancreatica E, elastase pancreatica ii, serina endopeptidase
IGA-especifica, U-plasminogénio, ativador, venombina A, furina, mieloblastina,
semenogelase, granzima A ou proteinase de linfocito T citotoxico 1, granzima
B ou proteinase de linfocito T citotoxico 2, estreptogrisina A, treptogrisina B,
glutamil endopeptidase I, oligopeptidase B, fator de coagulagéo de limulo c,
fator de coagulagédo de limulo, enzima de coagulagdo de limulo, omptiha,
repressor lexa, peptidase lider bacteriana |, togavirina, flavirina. Cisteina
proteinases incluem catepsina B, papaina, ficina, quimiopapaina, asclepaina,
clostripaina, estreptopaina, actinideo, catepsina 1, catepsina H, calpaina,
catepsina t, glicila, endopeptidase, pré-coagulante de céncer, catepsina S,
picornaina 3C, picornaina 2A, caricaina, ananaina, bromelaina de talo, bro-
melaina de fruta, legumaina, histolisaina, enzima de converséo de interleu-
cina 1-beta. Aspartico proteinases incluem pepsina A, pepsina B, gastricsina,
quimiosina, catepsina D, neopentesina, renina, retropepsina, enzima de
conversao de pré-opiomelanocortina, aspergilopepsina |, aspergilopepsina ll,
penicilopepsina, rizopuspepsina, endotiapepsina, mucoropepsina, candida-
pepsina, sacaropepsina, rodotorulapepsina, fisaropepsina, acrocilindropep-
sina, poliporopepsina, picnoporopepsina, escitalidopepsina a, escitalidopep-
sina b, xantomonapepsina, catepsina e pepsina de barreira, peptidase lider
bacteriana |, pseudomonapepsina, plasmepsina. Metalo proteinases incluem
atrolisina a, colagenase microbiana, leucolisina, colagenase intersticial, ne-

prilisina, envelisina, metaloendopeptidase iga-especifica, procolageno
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N-endopeptidase, timet oligopeptidase, neurolisina, estromelisina 1, meprina
A, procolageno C-endopeptidase, peptidil-lis metaloendopeptidase, astacina,
estromelisina, 2, matrilisina gelatinase, aeromonolisina, pseudolisina, termo-
lisina, bacilolisina, aureolisina, cocolisina, micolisina, metaloendopeptidase
beta-litica, peptidil-asp metaloendopeptidase, neutréfilo colagenase, gelati-
nase B, leishmanolisina, sacarolisina, autolisina, deuterolisina, serralisina,
atrolisina B, atrolisina C, atroxase, atrolisina E, atrolisina F, adamalisina, hor-
rilisina, ruberlisina, botropasina, botrolisina, ofiolisina, trimerelisina |, trimere-
lisina 11, mucrolisina, pitrilisina, insulisina, O-sialoglicoproteina endopeptidase,
russelisina, mitocondrial, intermediario, peptidase, dactilisina, nardilisina,
magnolisina, meprina B, peptidase de processamento mitocondrial, elastase
de macrofago, coriolisina, toxilisina. Proteinases de mecanismo desconhecido
incluem termopsina e complexo de endopeptidase multicatalitica.
Certas proteases de P. fluorescens séo listadas na Tabela A.
TABELA A

Classe Familia RXF Fungao Curada | Gene Fisiologia

Homodlogos de MEROPS

Aspartico peptidases

A8 (familia de peptidase Ii de sinal)

RXF05383 Peptidase de Processamento de
sinal de lipo- numerosas lipopro-
proteina (ec teinas segregadas
3.4.23.36) bacterianas.

A24 (familia de prepilina peptidase do tipo 1V)

RXF05379 Prepilina pepti- Este peptidase liga-
dase do tipo 4 do a membrana cliva
pilD (ec um peptideo lider
3.4.99.-) especializado de

prepilina do tipo 4
durante sua secre-
¢ao de muitas espé-
cies bacterianas.
Uma vez segrega-
das, as proteinas
processadas sao
requeridas para
fungbes incluindo
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Classe Familia RXF Funcdo Curada | Gene Fisiologia
formagao de pilus do
tipo 4, toxina e outra
secregao de enzima,
transferéncia de
gene e formag3o de
biofilme.

Cisteina peptidases

C15 (familia de piroglutamil peptidase 1)

RXF02161 Pirrolidona car- Remogao de grupos
boxilato pepti- de piroglutamila de
dase (ec peptideos no catabo-
3.4.19.3) lismo de proteina

C40

RXF01968 Proteina asso-
ciada a invasao,
P60

RXF04920 Proteina asso-
ciada a invasao,
P60

RXF04923 Proteina asso-
ciada a fosfa-
tase papq

C56 (familia de Pfpl endopeptidase)

RXF01816 Protease | (ec

3.4.-.-)
Metalopeptidases
MI

RXF08773 Alanina amino-
peptidase de
membrana (ec
3.4.11.2)

M3

RXF00561 Oligopeptidase | priC Degradacao de pep-

A (ec 3.4.24.70) tideos de sinal de
lipoproteina, e outros
oligopeptideos in-
tracelulares. Papel
na maturagao de
bacteriéfago pre-
cursor de P22 gp7.

RXF04631 Oligopeptidases
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Classe

Familia

RXF

Fungéo Curada

Gene

Fisiologia

Zn-dependentes

M4 (familia de termolisina)

RXF05113

.| Precursor de

metaloprotease
extracelular (ec
3.4.24.-)

M41 (familia de FtsH endopeptidase)

RXF05400

Proteina de
divisdo celular
ftsH (ec
3.4.24.-)

Papel proposto no
controle de qualida-
de proteolitica das
moléculas regulado-
ras e proteinas de
membrana, em le-
vedura.

M10

RXF04304

Serralisina (ec
3.4.24.40)

RXF04500

Serralisina (ec
3.4.24.40)

RXF01590

Serralisina (ec
3.4.24.40)

RXF04495

Serralisina (ec
3.4.24.40)

RXF02796

Serralisina (ec
3.4.24.40)

M14 (familia de carboxipeptidase A)

RXF09091

Precursor de
zinco-carboxi-
peptidase (ec

3.417.5)
M16 (familia de pitrilisina)

RXF03441 Proteina de
sintese de co-
enzima pqq (ec
3.4.99.-)

RXF01918 Zinco protease
(ec 3.4.99.-)

RXF01919 Zinco protease
(ec 3.4.99.-)

RXF03699 Peptidase de
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Classe

Familia

RXF

Fungao Curada

Gene

Fisiologia

processamento
(ec 3.4.24.64)

M17 (familia de leucil aminoptidase)

RXF00285

Citosol amino-
peptidase (ec
3.4.11.1)

Contribui para nutri-
Gao bacteriana

M18

RXF0O7879

Aspartil amino-
peptidase (ec
3.4.11.21)

M20

RXF00811

Succinildiami-
nopimelato
dessuccinilase
(ec 3.5.1.18)

dapE

RXF04052

Xaa-His dipep-
tidase (ec
3.413.3)

RXF01822

Precursor de
carboxipepti-
dase G2 (ec
3.417.11)

RXF04892

N-acil-L-aminoa
cido amidoidro-
lase (ec
3.5.1.14)

M28 (familia de aminopeptidase Y)

RXF03488

Precursor de
proteina de
conversao de
isozima de fos-
fatase alcalina
(ec3.4.11.5)

M42 (familia de gutamil ami

nopeptidase)

RXF05615 Aminopeptidase
de desbloqueio
(ec3.4.11.-)
M22
RXF05817 O-sialoglicoprot

eina endopep-

tidase (ec
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Classe

Familia

RXF

Fungdo Curada

Gene

Fisiologia

3.4.24.57)

RXF03065

Familia de pro-
teina de glico-
protease

M23

RXF01291

Endopeptidase
de parede ce-
lular, familia
M23/M37

RXF03916

Proteinas de
membrana re-
lacionadas as
metaloendo-
peptidases

RXF09147

Endopeptidase
de parede ce-
lular, familia
M23/M37

M24

RXF04693

Metionina ami-
nopeptidas (ec
3.4.11.18)

Provavel papel na
remogdo cotransla-
cional de metionina
N-terminal

RXF03364

Metionina ami-
nopeptidase (ec
3.411.18)

Provavel papel na
remogao cotransla-
cional de metionina
N-terminal.

RXF02980

Xaa-Pro ami-
nopeptidase (ec
3.4.11.9)

Envolvido em modi-
ficagdo da proteina
retrocelular, na bac-
téria.

M438 (familia de Ste24 endo

peptidase)

RXF05137

Proteina de
choque térmico
HtpX

RXF05081

Zinco metalo-
protease (ec
34.24-)

M50 (familia de S2P protease)

RXF04692

Metaloprotease
de membrana
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Classe Familia RXF Fungdo Curada | Gene Fisiologia

Serina peptidases

S1 (familia de quimiotripsina)

RXF01250 Protease do (ec
3.4.21)

RXF07210 Protease do (ec
3.4.21)

S8 (familia de subtilisina)

RXF06755 Serina protease
(ec 3.4.21.-)

RXF08517 Serina protease
(ec 3.4.21.-)

RXF08627 Serina protease
extracelular (ec
3.4.21.5)

RXF06281 Precursor de
serina protease

extracelular (ec
3.4.21.-)

RXF08978 Serina protease
extracelular (ec
3.4.21.-)

RXF06451 Serina protease
(ec 3.4.21.-)

S9 (familia de prolil oligopeptidase)

RXF02003 Protease ii (ec
3.4.21.83)

RXF00458 Hidrolase

S11 (familia D-Ala-D-Ala carboxipeptidase A)

RXF04657 D-alanil-D-alani
na endopepti-
dase (ec
3.499.-)

RXF00670 D-alanil-D-alani
na carboxipep-

tidase (ec
3.416.4)
S$13 (familia D-Ala-D-Ala peptidase C)
RXF00133 D-ala- Age na sintese e
nil-meso-diamin remodelagem das

opimelato en- paredes de células




73

Classe

Familia

Fungéo Curada

Gene

Fisiologia

dopeptidase (ec
3.4.--)

bacterianas

RXF04960

D-ala-
nil-meso-diamin
opimelato en-
dopeptidase (ec
34.-.-)

S$14 (familia

de CipP endop

eptidase)

RXF04567

Subunidade
proteolitica de
Clp protease
atp-dependente
(ec 3.4.21.92)

clpP

Suposto contribuir
para eliminacado de
proteinas prejudiciais
no calor térmico

RXF04663

Subunidade
proteolitica de
Clp protease
atp-dependente
(ec 3.4.21.92)

clpP

Suposto contribuir
para eliminacao de
proteinas prejudiciais
no calor térmico

S16 (familia

de lon protease)

RXF04653

Protease
atp-dependente
La (3.4.21.53)

Suposto contribuir
para eliminagdo de
proteinas prejudiciais
no calor térmico

RXF08653

Protease
atp-dependente
La (3.4.21.53)

RXF05943

Protease
atp-dependente
La (3.4.21.53)

S24 (familia

de LexA)

RXF00449

Repressor de
LexA (ec
3.4.21.88)

RXF03397

Repressor de
LexA (ec
3.4.21.88)

526 (familia

de peptidase d

e sinal })

RXF01181

Peptidase de
sinal | {(ec

3.4.21.89)

Cliva os peptideos
de sinal das protei-
nas segregadas

833
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Classe

Familia

RXF

Fungdo Curada

Gene

Fisiologia

RXF05236

Prolina imino-
peptidase (ec
3.411.5)

Pip3

RXF04802

Prolina imino-
peptidase (ec
3.411.5)

Pip1

RXF04808

Prolina imino-
peptidase (ec

3.4.11.5)

Pip2

S41 (familia de peptidase de processamento

C-terminal)

RXF06586

Protease cau-
da-especifica
(ec 3.4.21.-)

RXF01037

Protease cau-
da-especifica
(ec 3.4.21.-)

S45

RXF0O7170

Penicilina Aci-
lase (ec
3.5.1.11)

pacB2

RXF06399

Penicilina Aci-
lase (ec
3.51.11)

pacB1

S49 (familia

dé protease V)

RXF06993

Possivel prote-
ase sohb (ec
3.4.--)

RXF01418

Protease iv (ec
34.-.-)

S58 (familia

de DmpA amin

opeptidase)

RXF06308

D-aminopeptida
se (ec
3.4.11.19)

| Treonina peptidases

T1 (familia de proteassoma

RXF01961

Protease
atp-dependente
hslV (ec

3.4.25.-)

hslv

Julgado contribuir
para eliminagao de
proteina prejudiciais
no choque térmico




Classe Familia RXF Fungdo Curada | Gene Fisiologia
T3 (familia gama-glutamiltransferase)
RXF02342 Gama-glutamil- | ggt?
transpeptidase
(ec2.3.2.2)
RXF04424 Gama-glutamil- | ggt2
transpeptidase
(ec 2.3.2.2)
Peptidases nao-classificadas
u32
RXF004238 Protease (ec
34.-.-)
RXF02151 Protease (ec
3.4.--)
U61
RXF04715 Muramoiltetra-
peptideo car-
boxipeptidase
(ec 3.4.17.13)
1 U62
RXF04971 Proteina de pmbA O produto do gene
PmbA de PmbA ({Escheri-
chia coli}) facilita a
secregao do pepti-
deo antibiético mi-
crocina B17, remo-
vendo um peptideo
lider de
26-aminoacido,
N-terminal (Madison
et al., 1997).
RXF04968 | Proteina de
TidD
Proteases de nac-MEROPS
RXF00325 Proteina re-
pressora C2
RXF02689 Dipeptidase
microssomal
(ec 3.4.13.19)
RXF02739 Dipeptidase

membrana (ec
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Classe

Familia

RXF

Fungédo Curada | Gene

Fisiologia

3.4.13.19)

RXF03329

Proteina citosd-
lica hipotética

RXF02492

Xaa-Pro dipep-
tidase (ec
3.4.13.9)

RXF04047

Familia de pro-
tease amino
terminal de
caax

RXF08136

Protease (pro-
teina similar a
transglutami-
nase)

RXF09487

Zinco metalo-
protease (ec
3.4.24.-)

Certas proteases de origem de E. coli s3o listadas na Tabela B.
TABELA B

Classe

Familia

Caodigo

Peptidase ou homoélogo
(subtipo)

Gene

Aspartico
peptidases

A8

A08.001

Peptidase de sinal |l

IspA

A24

A24.001

Prepilina peptidase do tipo
IV (proteina de EtpN (plas-
mideo p0157))

etpN

A24.001

Prepilina peptidase do tipo
IV 1 (proteina de CofP)

cofP

A24.001

Prepilina peptidase do tipo
IV 1 (proteina de HofD)

hofD/hopD/hopO

A24.003

Prepilina peptidase do tipo
IV 2 (proteina de HopD)

hopD/ECs4188

A24
ndo-designada

Peptidases da familia A24A
ndo-designada (proteina de
ORF_F310)

pppA/ORF_F310

A24
nao-designada

Peptidases da familia A24A
nao-designada (proteina de
PilU (plasmideo R721))

pill

A24

Peptidases da familia A24A

bfpP/bfpG
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Classe Familia | Codigo Peptidase ou homdlogo Gene
(subtipo)
néo-designada | ndo-designada (proteina de
BfpP (plasmideo pMAR?2))
A24 Peptidases da familia A24A | PILU
nédo-designada | ndo-designada (proteina de
PilU)
A26 A26.001 Omptina ompT/ECS1663/
B0565
A26.005 Proteinase SopA SOpA
Cisteina C26 C26 Peptidases da familia C26 YC-
peptidases nao-designada | ndo-designada JL/Z2490/ECS18
75
C40 C40.004 spr g.p. (tipo Escherichia) spr
(proteina de spr)
C40 Peptidases da familia C40 n-
néo-designada | ndo-designada (proteina de | JoC/C2104//Z373
NIpC) 7/ECS2415
C40 Peptidases da familia C40 YafL
nao-designada | n3o-designada (proteina de
YafL)
C40 Peptidases da familia C40
ndo-designada | nao-designada (quitinase 3)
C4a0 Peptidases da familia C40 | ydhO
ndo-designada | ndo-designada (proteina de
YdhO)
C39 C39.005 Peptidase de processa- cvaB
mento de colicina V (prote-
ina de CvaB)
C39.005 Peptidase de processa- mifB
mento de colicina V (prote-
ina de MtfB)
C39 Peptidases da familia C39 | mchF/MCLB
nao-designada | ndo-designada (proteina de
secrecao de H47 de micro-
cina MchF)
C56 C56 Peptidases da familia C56 | yhbo
ndo-designada | ndo-designada (proteina de
YhbO)
C56 Peptidases da familia C56 c4536

nao-designada

ndo-designada (proteina de
¢4536)
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Classe Familia | Cédigo Peptidase ou homoélogo Gene
(subtipo)
Metalopep- | M1 M01.005 Alanil aminopeptidase (pro- | pepN
tidases teobactérias)
M3A M03.004 Oligopeptidase A priC/opdA
MO03.005 Peptidil-dipeptidase Dcp dep/Z2160/ECS2
147
M03.005 Peptidil-dipeptidase Dcp dep
M41 M41.001 FtsH endopeptidase h-
fIB/ftsH/ECS4057
M66 M66.001 StcE protease stcE
M15D | M15 Peptidases da subfamilia ddpX/vanX/B148
nao-designada | M15D nao-designada (pro- | 8/Z2222/ECS209
teina de VanX) 2
M16A | M16.001 Pitrilisina ptr/ECs3678
M16B | M16 Peptidases da subfamilia pqgqllyddC
nao-designada | M16B ndo-designada (pro-
teina de PqqL)
M17 M17.003 Aminopeptidase A (bacté- pepA/xerB
rias)
M17.004 PepB aminopeptidase pepB/Z3790/ECS
3389
M24A | M24.001 Metionil aminopeptidase 1 map
M24B | M24.003 X-Pro dipeptidase (bacté- pepQ/ECs4775
rias)
M24.004 Aminopeptidase P (bacté- | pepP
rias)
M24 Peptidases da subfamilia y-
nao-designada | M24B néo-designada (pro- | ghT/ypdF/B2385/
teina de YghT) 2924
M20A | M20.010 DapE peptidase (succinil da-
diaminopimelato dessucci- | pE/msgB/C2999
nilase)
M20 Peptidases da subfamilia ygey
n&o-designada | M20A néo-designada (pro-
teina de YgeY)
M20B | M20.003 Peptidase T pepT/Z1832/ECS
1572
M20C | M20.007 X-His dipeptidase pepD/pepH/ECSO

264
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Classe Familia | Codigo Peptidase ou homélogo Gene
(subtipo)
M20D | M20 Peptidases da familia M20D | ydaJ/ECs1922
nao-designada | nao-designada (proteina de
YdaJ)
M28A | M28 Peptidases da subfamilia yfbL
nao-designada | M28A nao-designada (pro-
teina de YfbL)
M28C M28.005 IAP aminopeptidase iap
M42 M42 Peptidases da familia M42 | yjhO
néo-designada | ndo-designada (proteina de
YjhO)
M42 Peptidases da familia M42 | frvX
nao-designada | ndo-designada (proteina de
FrvX)
M42 Peptidases da familia M42 | frvX/b2384/ypdE
ndo-designada | ndo-designada (proteina de
FrvX)
M38 M38.001 Beta-aspartil dipeptidase iadA
M22 M22.001 O-sialoglicoproteina endo- | ygiD
peptidase
M22.002 Proteina de yeaZ ye-
aZ/C2211/22850/
ECS2516
M23B | M23.006 YibP Peptidase (proteina de | yibP
YibP)
M23 Peptidases da subfamilia yebA
nao-designada | M23B nao-designada (pro-
teina de YebA)
M48B | M48.002 HtpX endopeptidase HroX
M48 Peptidases da subfamilia YGGG/C3521
nao-designada | M48B nao-designada
M48 Peptidases da subfamilia YFGC/C3011
nao-designada | M48B nao-designada
M48 Peptidases da subfamilia YggG/Z4280/EC
nao-designada | M48B ndo-designada (pro- | S3811
teina de YggG)
M48 Peptidases da subfamilia ycal/C1047/Z125
nao-designada | M48B ndo-designada (pro- | 5/ECS0992
teina de Ycal)
M50A M50.004 Yael protease (proteina de | ec-
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Classe Familia | Cédigo Peptidase ou homélogo Gene
(subtipo)
YAEL) fE/YAEL/BO176/Z
0187/ECS0178/C
0213
M52 M52.001 HybD endopeptidase (pro- | hybD/ECS3878
teina de HybD)
M52.002 HyaD endopeptidase (pro- | hyaD
teina de HyaD)
M52.003 Hycl endopeptidase (pro- hycl/C3277
teina de Hycl)
Serina pep- | S1B S01.260 B1598 endopeptidase B1598
tidases
S1C S01.273 Protease Do htrA/degP
S01.274 DegQ hho-
Al/degQ/ECS410
7/24593
$01.275 DegS hhoB/degS
S6 $06.002 EspP g.p. (Escherichia coli) | espP/pssA
S$06.003 Tsh peptidase (Escherichia | tsh/hbp
coli) (proteina de Tsh)
$06.003 Tsh peptidase (Escherichia | C0393
coli)
$06.004 Pet endopeptidase Sat
$06.004 Pet endopeptidase
$06.005 Pic endopeptidase (Shigella | she/pic
felxneri)
S6 Peptidases da familia S6 eatA
nio-designada nao-designada (proteina de
eatA)
S6 Peptidases da familia S6 C0350
ndo-designada | nao-designada (proteina de
c0350)
S6 Peptidases da familia S6 espC
nao-designada | nao-designada (proteina de
EspC)
S6 Peptidases da familiaS6 | epeA o

nao-designada

nao-designada (proteina de
epeA) '

S6
nao-designada

Peptidases da familia S6
nao-designada
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Classe Familia | Cédigo Peptidase ou homdlogo Gene
(subtipo)

S8A S8 Peptidases da subfamilia
néo-designada | S8A nao-designada

S9A $09.010 Oligopeptidase B ptrB
S09.010 Oligopeptidase B ptrB/C2255

S9X 89 Peptidases da familia S9 YF-
nao-designada | ndo-designada HR/C3060/b2534

/23802

S11 S11.002 Murein-DD-endopeptidase | pbpG

S$11.003 Proteina de ligagdo de pe- | dacC/Z1066/ECS
nicilina 6 0919

$11.003 Proteina de ligacéo de pe- | DacD/phsE/ECs2
nicilina 6 (proteina de liga- | 8712
¢ao de penicilina pbp-6B)

S$11.003 Proteina de ligagdo de pe- | dacA
nicilina 6

S12 S12 Peptidases da familia S12 C2452

nao-designada | nao-designada (proteina de
c2452)
S12 Peptidases da familia S12 | yaiH/C0480
ndo-designada | ndo-designada (proteina de
YaiH)
S13 $13.001 D-Ala-D-Ala peptidase C dacB/ECs4061
S14 $14.001 Endopeptidase Clp (tipo 1) | clpPAopP/ECS04
91
S14 Peptidases da familia S14 Z0967/ECS0829
nado-designada | nao-designada (proteina de
ECs0829)
S14 Peptidases da familia S14 H0022/22112/EC
nao-designada | nao-designada (proteina de | S2960/1.34
ECs2960)

S16 $16.001 Lon protease lon/deg/ECs0493
516 Peptidases da familia S16 | lonB/Z1305/ECS
ndo-designada | ndo-designada (proteina de | 7039

ECS1039)
516 Peptidases da familia S16 | C1097
ndo-designada | no-designada (proteina de
c1091)
S24 $24.001 Repressor LexA (proteina lexA/exrA

de LexA)
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Classe Familia | Cédigo Peptidase ou homélogo Gene
(subtipo)
$24.003 Proteina de UmuD
524.003 Proteina de UmuD umuD/C1631
526 S26A $26.001 Peptidase de
sinal |
$26.014 Proteina de transferéncia traF
de plasmideo de traF (pro-
teina de TraF)
S33 S33 Peptidases da familia S33 bi-
nao-designada | nao-designada (proteina de | oH/C4189//Z4767
BioH) /ECS4255
S41A S$41.001 Protease de processamento | prc/tsp/ECS2540/
C-terminal 1 Z2877//C2239
$45 $45.001 Precursor de penicilina G pac
acilase
S49 S$49.001 Protease IV sp-
PA/ECs2472//C2
170
$549.002 sohB endopeptidase SohB/ECS1844/Z
2538//C1737
S51 S$51.001 Dipeptidase E pepE
S54 S54 Peptidases da familia S54 C0741
ndo-designada | nao-designada (proteina de
c0741)
S54 Peptidases da familia $54 gipG/C4201//Z47
nao-designada | ndo-designada (glicerofos- | 84/ECS4267
fato desidrogenase)
Treonina T1B T01.006 Componente de Hs1V de hsiv
peptidases HslUV peptidase
T2 T02.002 Asparaginase ybiK/Z1051m/C0O
913
T3 T03.001 Gama-glutamiltransferase 1 | ggt/C4246
(bacteriana)
S41A $41.001 Protease de processamento | prc/tsp/ECS2540/
C-terminal 1 22877//C2239
Peptidases | U6 U06.001 Mureina endopeptidase me- o
nao-classifi ‘ PA/ECs3212//C2
cadas 874
u32 U32 nao-designada Peptidases da

familia U32
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Classe Familia | Codigo Peptidase ou homdlogo Gene
(subtipo)
ngo-designada
(proteina de
YdcP)
u32 Peptidases da familia U32 | yegQ/C2611
ndo-designada | nao-designada (proteina de
YegQ)
U32 Peptidases da familia U32 YH-
ndo-designada | ndo-designada (proteina de | BU/C3911/24519
YhbU) /ECS4039
U35 U35 nao-designada Peptidases da
familia U35
ngo-designada
U35 Peptidases da familia U35 | ECs4973

nao-designada

nao-designada (proteina de
ECs4973)

uU49 U49.001 Lit protease (Es-
cherichia coli)
U61 U61.001 Muramo-
il-tetrapeptideo
carboxipeptidase
u61 Peptidases da familia U61 mccF
nao-designada | nao-designada (proteina de
MccF)
u62 U62.001 Peptidase de
processamento
de microcina 1
U62.002 Peptidase de processa- tdD/ECs4117
mento de microcina 2
M9G.035 Endopeptidase ECP 32

(Escherichia coli)




Certas proteases de origem de S. Cerevisiae
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sdo listadas na

Tabela C.
TABELA C
Classe Familia | Codigo Peptidase ou homologo Gene
(subtipo)
Aspartico A1 A01.015 Pepsina de barreira Bar1
peptidases
A01.018 Sacaropepsina pep4/pho9
A01.030 lapsina 1 iap3
A01.031 lapsina 2 mkc7
A01.035 lapsina 3 YPS3
AO0t1.UPW Peptidases da familia A1 YPS7/D9476.8/Y
nao-designada DR349C
A01.UPW Peptidases da familia A1 YIR039C
ndo-designada (proteina de
YIR039C)

A2D A02.022 Transposon de Ty3 (Sac- POL3/TY3-2
charomyces cerevisiae) orfB/TY3B
endopeptidase (retrotrans-
poson Ty3-1)

A11B A11.003 Transposon de Ty1 (Sac- Ty1B
charomyces cerevisiae)
endopeptidase (proteina B
de transposon Ty1-17)

A11.003 Transposon de Ty1 (Sac- Ty1B
charomyces cerevisiae)
endopeptidase (proteina B
de transposon Ty1)

A11.003 Transposon de Ty1 (Sac- | Ty1B
charomyces cerevisiae)
endopeptidase (proteina B
de transposon Ty1)

A11X | A11.UPW Peptidases da familia A11
nao-designada (retrotrans-
poson Ty4)

A22B A22.008 Proteina de YKL100c¢ YKL100c
(Saccharomyces cerevisia-

e)
Cisteina C1B C01.085 Bleomicina hidrolase (le- GAL6/YCP1/LAP
peptidases vedura) 3
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Classe Familia | Cadigo Peptidase ou homdlogo Gene
(subtipo)

C2 C02.008 Calpaina-7 Y-
MR154C/Cpl1/Ri
mi13

C12 C12.002 Ubiquitinil hidrolase YUH1 yuht

C13 C13.005 Glicosilfosfatidilinosi- 09798.2

tol:proteina transamidase

C19 C19.002 Ubp1 ubiquitina peptidase ubp1

C19.003 Ubp2 ubiquitina peptidase ubp2

C19.004 Ubp3 ubiquitina peptidase ubp3

C19.005 Doa4 ubiquitina peptidase DOA4

C19.006 Ubp5 ubiquitina peptidase ubp5

C19.079 UBP6 (Saccharomyces yfro10w
cerevisiae) (proteina de
YFRO 10W)

C19.UPW Peptidases da familia C19 | YNL186W
ndo-designada (proteina de
YNL186W)

C19.UPwW Peptidases da familia C19 | ubp9
nao-designada (UBP9)

C19.UPwW Peptidases da familia C19 | YBL067C
n&o-designada (proteina de
YBLO67C)

C19.UPW Peptidases da familia C19 | UBP12/YBR058C
ndo-designada (proteina de
YBRO58C)

C19.UPwW Peptidases da familia C19 | UBP16/YPLO72
nao-designada (ubiquitina WILPF12W
hidrolase 16 carbé-
xi-terminal)

C19.UPW Peptidases da familia C19 Y-
nao-designada (proteina de | MR304W/ym995
YMR304W) 2.06

C19.UPW Peptidases da familia C19 Y-
ndo-designada (proteina de | MR223W/ym995
YMR223W) 9.05

c19.UuPw Peptidases da familia C19 | ubp7
nao-designada (UBP7)

C19.UPW Peptidases da familia C19 | ubp13

nao-designada (UBP13)
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Classe Familia | Codigo Peptidase ou homélogo Gene
(subtipo)
C44 C44.971 Glucosami-
na-frutose-6-fosfato amino-
transferase
C44.971 Glicosami- gfat
na-frutose-6-fosfato amino-
transferase (glicosami-
na-frutose-6-fosfato amino-
transferase)
C48 C48.001 Ulp1 endopeptidase YPLO20c
C48.005 Ulp2 endopeptidase (pro- SMT4
teina de Smt4p)
C50 C50.001 Separase ESP1/YGR098C
C54 C54.001 ATG4 peptidase (Saccha- Apg4/Aut2
romyces cerevisiae)
C56 C56.004 YDR533C g.p. (Saccha- Y-
romyces cerevisiae) DR533C/D9719.3
6
C56.UPW Peptidases da familia C56 | YPL280W
nao-designada (proteina de
YPL280W)
C56.UPW Peptidases da familia C56 | YOR391C
nao-designada (proteina de
YOR391C)
134 134.001 Inibidor de sacaropepsina PAI3/YMR174C/
YM8010
Metalopep- | M1 M01.006 Ape2 aminopeptidase lap1/ape2
tidases
MO01.007 Aap1' aminopeptidase AAP1
M01.007 Aap1' aminopeptidase
M01.017 Yin7 g.p. (Saccharomyces Yil137C
cerevisiae)
MO1.UPW Peptidases da familia M1 inl045w
ndo-designada (proteina de
ynl045w)
M3A M03.003 Sacarolisina prd1
M03.006 Peptidase intermediaria MIP1
mitocondrial
M16A | M16.007 Axl1 peptidase axl1
M16.008 Ste23 peptidase ste23
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Classe Familia | Cédigo Peptidase ou homélogo Gene
(subtipo)
M16.UPA Peptidases da subfamilia Orf1
M16A nao-designada (pro-
teina de orf1)

M16B M16.003 Beta-subunidade de pepti- | mas1/mif1
dase de processamento
mitocondrial (beta)

M16C M16.UPC Peptidases da subfamilia YDR430C
M16C nao-designada (pro-
teina de YDR430C)

M16.UPC Peptidases da subfamilia YOL098C
M16C nao-designada (pro-
teina de YOL098C)

M16X | M16.971 Subunidade alfa de ndo mas2/mif2
peptidase de peptidase de
processamento mitocondri-
al (alfa)

M16.974 UCR2_HUMANO (proteina | ucr2/cor2/qcr2
de nucleo de ubiquinol ci-
tocromo ¢ reductase 2)
M18 M18.001 Aminopeptidase | ape1/lap4
M18.UPW Peptidases da familia M18 | YHR113W
nao-designada (proteina de
YHR113W)

M20A M20.005 Dipeptidase nao-especifica | YFR044C
citosolica

M20E M20.002 Gly-X Carboxipeptidase Cps1/cps

M20.002 Gly-X Carboxipeptidase AOE110, AO-
(pseudogene; deduzido da | E264, AOE130
seqiiéncia de nucleotideo
por MEROPS)

M22 M22.003 Mername-AAQ17 peptidase | YKR038C
(proteina de YKR038C)

M22.UPW Peptidases da familia M22 | QR17
n&o-designada (proteina de
QRI7)

M24A M24.001 Metionil aminopeptidase 1 map1

M24.002 Metionil aminopeptidase 2 | ybl091¢

M24B M24.009 Aminopeptidase P1 YLLO29w

M24.026 Homdélogo de aminopepti- YERO078C
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Classe Familia | Cédigo Peptidase ou homdlogo Gene
(subtipo)
dase P (proteina de
YERO078C)
M24.UPB Peptidases da subfamilia yfrO06w
M24B n3o-designada (pro-
teina de YFRO06W)
M28A M28.001 Aminopeptidase Y ape3
M28E M28.006 Mername-AA063 peptidase | YDR415¢
(proteina de YDR415c)
M28X M28.974 Glutaminil ciclase YFR018C
M28.UPW Peptidases da familia M28 | YBR0O74W
ndo-designada (proteina de
YBRO74W)
M41 M41.002 Afg3 g.p. (Saccharomyces | agf3/yta10
cerevisiae) (proteina de
AGF3)
M41.003 m-AAA protease (proteina | rcal/yta12
de RCA1)
M41.004 i-AAA protease yme1/ytat/osd1
M48A M48.001 Ste24 endopeptidase STE24
M48B M48.018 Oma1 endopeptidase Y-
(Saccharomyces cerevisia- | KR0O87C/YKR407
e) (proteina de YKR087C)
M49 M49.001 Dipeptidil-peptidase lI| YOLOS7W
M49.UPW Peptidases da familia M49
nao-designada
M67A | M67.001 Poh1 peptidase RPN11/MPR1/YF
R0O04W
M67.002 Metaloenzima de dominio YDL216¢/D0888
Jab1/MPN
M67.973 Subunidade reguladora de | RPN8/YOR261C
néo-ATPase de proteas-
soma 26S
Serina pep- | SIC S01.434 Nma111 endopeptidase yni123w
tidases (Saccharomyces cerevisia-
e) (proteina YNL123W)
S8A $08.052 Cerevisina prb1
S08.UPA Peptidases da subfamilia YSP3

S8A néo-designada (prote-
ina de YSP3)
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Classe Familia | Cddigo Peptidase ou homélogo Gene
(subtipo)
S08.UPA Peptidases da subfamilia YCR54C
S8A nao-designada (prote-
ina de YCR54C)

S8B S08.070 Cexina kex2

S9B $09.005 Dipeptidil aminopeptidase A | ste13/yci1
S09.006 Dipeptidil aminopeptidase B | dap2

(fungo)

S9X S09.UPW Peptidases da familia S9 YNL320W
nado-designada (proteina de
Ynl320w)

S10 S$10.001 Carboxipeptidase Y prct
$10.007 Kex carboxipeptidase kex1
S10.UPW Peptidases da familia S10 ybr139wW

nao-designada (proteina de
YBR139W)
S16 $16.002 PIM1 endopeptidase lon/pim1
S26A $26.002 Protease de membrana imp1
interna mitocondrial 1 (1)
$26.012 Protease de membrana imp2
interna mitocondrial 2 (2)
5268 §26.010 Componente de 21 kDade | sec11
signalase (eucarioto)
S33.UPW Peptidases da familia S33 ECM18/YDR125
ndo-designada C
S33.UPW Peptidases da familia S33 ECM18/YDR125
ndo-designada C
S54 $54.007 Proteina de Pcpt (Saccha- | YGR101W
romyces cereviseae) (pro-
teina de YGR101W)

S59 $59.001 Nucleoporina 145 Nup145
Treonina T1A T01.010 Subunidade catalitica de pre3
peptidases proteassoma 1

T01.011 Subunidade catalitica de pup1
proteassoma 2

T01.012 Subunidade catalitica de pre2/prg1
proteassoma 3

T01.983 Subunidade de proteasso- | pup3

ma beta 3
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Classe Familia | Cédigo Peptidase ou homélogo Gene
(subtipo)
T01.984 Subunidade de proteasso- | pret
ma beta 2
T01.986 Subunidade de proteasso- | pre7/ors3
ma beta 1
T01.087 Subunidade de proteasso- | pre4
ma beta 4
T1X T01.971 Subunidade de proteasso- | prs2/prc2
ma alfa 6
T01.972 Subunidade de proteasso- | pre8/jprs4
ma alfa 2
T01.973 Subunidade de proteasso- | pre9/prs5
ma alfa 4
T01.974 Subunidade de proteasso- | pre6
ma alfa 7
T01.975 Subunidade de proteasso- | pup2
ma alfa 5
T01.976 Subunidade de proteasso- | pres
ma alfa 1
T01.977 Subunidade de proteasso- | pre10/prs1/prc1
ma alfa 3
T3 T03.012 Gama-glutamiltransferase L8003.4
(Saccharomyces) (proteina
de YLR299w)
T5 T05.002 Precursor de ornitina acetil- | arg7/emc40/YMR
transferase 062C
Peptidases | U48 U48.001 Prenil protease 2 rcel
nao-classifi
cadas

MODULADORES DE DOBRAMENTQOS

Os genes ou produtos de gene sobre-regulados identificados

podem ser um ou mais moduladores de dobramento. Moduladores de do-
bramento podem por exemplo ser proteinas de HSP70, proteinas de
HSP110/SSE, proteinas de HSP40 (relacionadas a DNAJ), proteinas simila-
res a GRPE, proteinas de HSP90, proteinas de CPN60 e de CPN10, chape-
roninas citosolicas, proteinas de HSP100, HSPs Pequena, Calnexina e cal-

reticulina, PDI e proteinas relacionadas a tiorredoxina, Peptidil-prolil isome-
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rases, Ciclofilina PPlases, proteinas de ligagdo de FK-506, Parvulina PPlases,
chaperoninas individuais, chaperonas proteina-especificas ou chaperonas
intramoleculares. Moduladores de dobramentos sdo em geral descritos em
"Guidebook to Molecular Chaperones and Protein-Folding Catalysts" (1997)
ed. M. Gething, Universidade de Melbourne, Australia.

As chaperonas molecular mais bem caracterizadas no citoplasma
de E. coli sdo sistemas dependentes de DnaK-DnaJ-GrpE ATP- e de Gro-
EL-GroES. Com base em estudos in vitro e consideragées de homologia,
varias proteinas citoplasmicas adicionais foram propostas para funcionarem
como chaperonas moleculares em E. coli. Estas incluem ClpB, HtpG e IbpA/B
que, como DnaK-DnaJ-GrpE e GroEL-GroES, sao proteinas de choque tér-
mico (Hsps) pertencendo ao regulon de tensdo. A conformagéo trans de li-
gacoes Pro é energicamente favorecida em cadeias de proteina nascentes;
porém, ~5% de todas as ligagdes de prolil peptideo sdo encontrados em uma
conformagao cis nas proteinas nativas. A isomerizagio de trans para cis de
ligagGes de X-Pro & limitativa em taxa no dobramento de muitos polipeptideos
e € catalisada in vivo através de peptidil prolil cis/trans isomerases (PPlases).
Trés PPlases citoplasmicas, SlyD, SIpA e fator desencadeador (TF), foram
identificadas até agora em E. coli. TF, uma proteina de 48 kDa associada as
subunidades ribossémicas de 50 S que foram postuladas cooperar com as
chaperonas em E. coli para garantir dobramento apropriado das proteinas
recentemente sintetizadas. Pelo menos cinco proteinas (tiorredoxinas 1 e 2, e
glutarredoxinas 1, 2 e 3, os produtos dos genes de trxA, trxC, grxA, grxB e
grxC, respectivamente) estdo envolvidos na redugéo de ligagdo em pontes de
dissulfeto que transientemente surgem nas enzimas citoplasmicas. Desse
modo, genes identificados podem ser proteinas ou chaperonas de formagéo
de ligagéo de dissulfeto que permitem formagao de ligagdo de dissulfeto a-
propriada.

Certos moduladores de dobramento em O. fluorescens sao lis-

tados na Tabela D.
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Tabela D
RXF Gene Fungéao Familia
GroES/EL
rxf02095 groES chaperona Hsp10
rxf06767:: groEL chaperona Hsp60
rxf02090
RXF01748 | ibpA Proteina de choque térmico pequena | Hsp20
(sHSP) IbpA PA3126; Age como um
retentor para dobramento de GroESL
RXF03385 | hscB proteina de chaperona hscB Hsp20
Hsp70 (DnakK/J)
rxf05399 dnakK chaperona Hsp70
RXF06954 | dnaK chaperona Hsp70
RXF03376 | hscA chaperona Hsp70
RXF03987 | cbpA Proteina de ligagdo de DNA curvada, | Hsp40
atividade similar a dnaJ
RXF05406 | dnaJ proteina de chaperona dnaJ Hsp40
RXF03346 | dnaJ chaperonas moleculares (familia de | Hsp40
DnaJ)
Hsp100 (Clp/Hsl)
RXF04587 | clpA subunidade de ligagdo de atp de clp | Hsp100
protease atp-dependente ClpA
RXF08347 | cipB proteina de ClpB Hsp100
RXF04654 | clpX subunidade de ligagao de atp de clp | Hsp100
protease atp-dependente clpX
RXF01957 | hsiU subunidade de ligagéo de atp de hsl | Hsp100
protease atp-dependente hslU
RXF01961 hslv subunidade de ligagdo de atp de hsl | Hsp100
protease atp-dependente hs|V
Hsp33
RXF04254 | yrfl chaperonina de 33 kDa (homdlogo | Hsp33
de proteina de choque térmico 33)
(HSP33)
Hsp90
RXF05455 | hipG proteina de chaperona htpG Hsp90

SecB
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RXF Gene Fungéao Familia
RXF022311 | secB chaperona especifica de secregdo | SecB
SecB
Isomerases de ligagao de dissulfeto
RXFO7017 | dsbA | dissulfeto isomerase DSBA oxidor-
reductase
RXF08657 | ds- dissulfeto isomerase DSBA oxidor-
bA/dsbC/d reductase
sbG/fernA
rxf01002 ds- dissulfeto isomerase DSBA oxidor-
bA/dsbC reductase/ Ti-
orredoxina
rxf03307 dsbC dissulfeto isomerase glutarredoxina/
Tiorredoxina
Rxf04890 dsbG dissulfeto isomerase glutarredoxina/
Tiorredoxina
Peptidiil-prolil cis-trans isomerases
RXF03768 | ppiA Peptidil-prolil cis-trans isomerase A | PPlase: tipo
(ec 5.2.1.8) ciclofilina
RXF05345 | ppiB Peptidil-prolil cis-trans isomerase B | PPlase: tipo
ciclofilina
RXF06034 | fkIB Peptidil-prolil  cis-trans isomerase | PPlase: tipo
FkiB FKBP
RXF06591 fkiB/fkbP | Peptidil-prolil cis-trans isomerase de | PPlase: tipo
proteina de ligagdo de k506 (EC | FKBP
5.2.1.8)
RXF05753 | fkiB/fkbP | Peptidil-prolil cis-trans isomerase (ec | PPlase: tipo
5.2.1.8) FKBP
RXF01833 | slyD Peptidil-prolil  cis-trans isomerase | PPlase: tipo
SlyD FKBP
RXF04655 | tig fator desencadeador, ppiase (ec | PPlase: tipo
5.2.1.8) FKBP
RXF05385 | yaad peptidil-prolil cis-trans isomerase de | PPlase: tipo
16 kDa do tipo FKBP provavel (EC | FKBP
5.2.1.8) (PPiase) (Rotamase)
RXF00271 | yaad Peptidil-prolil cis-trans isomerase (ec | PPlase: tipo
5.2.1.8) FKBP
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RXF Gene Funcao Familia
Chaperonas de montagem de pili (parecidas com papD)
RXF06068 | cup Proteina de chaperona cup papD de mon-
tagem de pili
RXF05719 | ecpD Proteina de chaperona ecpD papD de mon-
tagem de pili
RXF03406 | ecpD;csu | Proteina de chaperona ecpD papD de mon-
C tagem de pili
RXF04296 | ecpD;cup | Proteina de chaperona ecpD papD de mon-
tagem de pili
RXF04553 | ecpD;cup | Proteina de chaperona ecpD papD de mon-
tagem de pili
RXF04554 | ecpD;cup | Proteina de chaperona ecpD papD de mon-
tagem de pili
RXF05310 | ecpD;cup | Proteina de chaperona ecpD papD de mon-
tagem de pili
RXF05304 | ecpD;cup | Proteina de chaperona ecpD papD de mon-
tagem de pili
RXF05073 | gltF fungéo peripldsmica de chaperona | papD de mon-
de montagem de pili gram-negativa | tagem de pili

Certos moduladores de dobramento em E. coli sdo listados na

Tabela E.
Tabela E

Acesso de | Uniprot ID Anotacédo Familia
Uniprot
GroES/EL
P05380 CH10_ECOLI chaperonin de 10 kDa Hsp10
P06139 CH60_ECOLI chaperonin de 60 kDa Hsp60
Hsp70(DnaK/J)
P04475 DNAK_ECOLI | Proteina de chaperona dnaK | Hsp70
P77319 HSCC_ECOLI Proteina de chaperona hscC Hsp70
P36659 CBPA_ECOLI Proteina de ligagdo de DNA Hsp40

curvada CbpA
P31680 DJLA_ECOLI Proteina similar a DnaJ, rscG | Hsp40
P08622 DNAJ_ECOLI Proteina de chaperona dnaJ Hsp40
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Acesso de | Uniprot ID Anotacio Familia
Uniprot
P29131 FTSN_ECOLI Proteina de divisao celular ftsN | Hsp40
P09372 GRPE_ECOLI | Proteina de GrpE GrpE
P31658 HCHA_ECOLI | Proteina de chaperona hchA Hsp31
Hsp100 (Clp/Hsl)
P15716 CLPA_ECOLI Subunidade de ligagdo de ATP | Hsp100
de Clp proteases
ATP-dependente
P03815 CLPB_ECOLI Proteina de ClpB Hsp100
P33138 CLPX_ECOLI Subunidade de ligagédo de ATP | Hsp100
de hsl proteases
ATP-dependente clpX
P32168 HSLU_ECOLI Subunidade de ligagdo de ATP | Hsp100
de Clp protease
ATP-dependente, clpY
Proteina de choque térmico pequenas
P29209 IBPA_ECOLI Proteina de choque térmico de | Hsp16
16 kDa A
P29210 IBPB_ECOLI Proteina de choque térmico de | Hsp16
16 kDa B
Proteina de choque térmico de 16 kDa B
P36662 TORD_ECOLI | Proteina de chaperona torD TorD
P15040 SECB_ECOLI Proteina de exportacdo de SecB
proteina secB
P45803 HSLO_ECOLI Chaperonina de 33 kDa Hsp33
P10413 HTPG_ECOLI Proteina de chaperona htpG Hsp90
HscAB
P36541 HSCA_ECOLI Proteina de chaperona hscA Hsp66
P36540 HSCB_ECOLI Proteina de Co-chaperona Hsp20
hscB
Proteina veiculo de lipoproteina
P61316 LOLA_ECOLI Precursor de proteina veiculo | LolA
de lipoproteina de membrana
externa
P61320 LOLB_ECOLI Precursor de lolB de lipopro- LolB




96

Acesso de | Uniprot ID Anotacédo Familia

Uniprot
teina de membrana externa

Isomerases de ligagdo de dissulfeto

P24991 DSBA_ECOLI Tiol: precursor de dsbA de
proteina de interpermuta de
dissulfeto

P300018 DSBB_ECOLI proteina de formagédo de liga- | oxidorreductase
¢ao de dissulfeto de ligagdo de

dissulfeto

P21892 DSBC_ECOLI | Tiol: precursor de dsbC de
proteina de interpermuta de
dissulfeto

P36655 DSBD_ECOLI Tiol: precursor de dsbD de
proteina de interpermuta de
dissulfeto (EC 1.8.1.8) (Prote-
ina-dissulfeto reductase)

P33926 DSBE_ECOLI Tiol: precursor de dsbE de
proteina de interpermuta de
dissulfeto (proteina da biogé-
nese de citocromo ¢ ccmG)

P77202 DSBG_ECOLI | Tiol: precursor de dsbG de oxidorreductase
proteina de interpermuta de de ligagao de
dissulfeto dissulfeto

Peptidil-prolil cis-trans isomerases

P22257 TIG_ECOLI fator desencadeador PPlase: tipo

FKBP

P45523 FKBA_ECOLI precursor de fkpa de pepti- PPlase: tipo
dil-prolil cis-trans isomerase do | FKBP
tipo FKBP

P39311 FKBB_ECOLI peptidil-prolil cis-trans isome- | PPlase: tipo
rase de 22 kDa do tipo FKBP | FKBP

P22563 FKBX_ECOLI peptidil-prolil cis-trans isome- | PPlase: tipo
rase de 16 kDa do tipo FKBP | FKBP

P30856 SLYD _ECOLI peptidil-prolil cis-trans isome- | PPlase: tipo
rase do tipo FKBP slyD FKBP

P20752 PPIA_ECOLI precursor de peptidil-prolil PPlase: tipo
cis-trans isomerase A ciclofilina
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Acesso de | Uniprot ID Anotacao Familia
Uniprot
P23869 PPIB_ECOLI peptidil-prolil cis-trans isome- | PPlase: tipo
rase B - ciclofilina
P39159 PPIC_ECOLI peptidil-prolil cis-trans isome- | PPlase: tipo
rase C PPIC
P77241 PPID_ECOLI peptidil-prolil cis-trans isome- | PPlase: tipo
rase D PPIC
P21202 SURA_ECOLI precursor de surA de proteina | PPlase: tipo
de sobrevivéncia parvulina
Chaperonas de montagem de pili (similares a papD)
P53516 AFAB_ECOLI precursor de afaB de proteina | PapD de mon-
de chaperona tagem de pili
P33128 ECPD_ECOLI precursor de ecpD de proteina | PapD de mon-
, de chaperona tagem de pili
P31697 FIMC_ECOLI precursor de fimC de proteina | PapD de mon-
de chaperona tagem de pili
P77249 SFMC_ECOLI | precursor de sfmC de proteina | PapD de mon-
de chaperona tagem de pili
P75749 YBGP_ECOLI | precursor de ybgP de chape- | PapD de mon-
rona fimbrial hipotética tagem de pili
P40876 YCBF_ECOLI precursor de ycbF de chape- PapD de mon-
rona fimbrial hipotética tagem de pili
P75856 YCBR_ECOLI | precursor de ycbR de chape- | PapD de mon-
rona fimbrial hipotética tagem de pili
P33342 YEHC_ECOLI | precursor de yehC de chape- | PapD de mon-
rona fimbrial hipotética tagem de pili
P77599 YFCS_ECOLI precursor de yfcS de chape- PapD de mon-
rona fimbrial hipotética tagem de pili
P28722 YHCA_ECOLI precursor de yhcA de chape- | PapD de mon-
rona fimbrial hipotética tagem de pili
P77616 YQIH_ECOLI precursor de yqiH de chape- PapD de mon-
rona fimbrial hipotética tagem de pili
P42914 YRAI_ECOLI precursor de yral de chapero- | PapD de mon-

na fimbrial hipotética

tagem de pili
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Certos moduladores de dobramento de S. cervisia sdo mostrados

na tabela F.
Tabela F

Acesso Uniprot ID Fonte GO Anotagdo Familia

Uniprot

GroES/EL

P19882 HS60_LEVE- GOA:interpro proteina de choque térmico Hsp60
DURA 60, precursor mitocondrial

P38228 TC62_LEVE- GOA:interpro chaperona mitocondrial Hsp60
DURA TCM62

P38910 CH10_LEVE- GOA:interpro proteina de choque térmico Hsp10
DURA de 10 kDa mitocondrial

Hsp70 (Dnak/J)

P25491 MASS5_LEVE- | GOA:interpro proteina de importagdo de Hsp40
DURA proteina mitocondrial MASS5,

Ydj1

P10591 HS71_ LEVE- PMID:9789005 | proteina de choque térmico Hsp70
DURA SSA1

P10592 HS72_LEVE- PMID:9448096 | proteina de choque térmico Hsp70
DURA SSA2

P11484 HS75 LEVE- proteina de choque térmico Hsp70
DURA SSB1

P40150 HS76_ LEVE- proteina de choque térmico Hsp70
DURA SSB2

P09435 HS73_LEVE- PMID:7867784 | proteina de chogque térmico Hsp70
DURA SSA3

P22202 HS74 LEVE- proteina de choque térmico Hsp70
DURA SSA4

P25294 SIS1_LEVE- GOA:interpro proteina de SIS1 Hsp40
DURA

P32527 ZUO1_LEVE- | GO:0003754 Zuotina Hsp40
DURA

P35191 MDJ1_ LEVE- GOA:interpro proteina de MDJ1, precursor | Hsp40 .
DURA mitocondrial

P12398 HS77 LEVE- PMID:8654364 | proteina de choque térmico Hsp70
DURA SSCA, precursor mitocondrial

P38523 GRPE_LE- GOA:interpro homadlogo de proteina de GrpE
VEDURA GrpE, precursor mitocondrial,

MGE1
P14906 SC63_ LEVE- GOA:spkw proteina de translocagao Hsp40
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Acesso Uniprot ID Fonte GO Anotagao Familia

Uniprot

GroES/EL
DURA SEC63

P16474 GR78_ LEVE- GRP 78, BIP, Kar2 Hsp70
DURA

P25303 SCJ1_LEVE- GOA:interpro proteina refacionadaa DnaJ | Hsp40
DURA SCJ1

P39101 CAJ1_LEVE- GOA:interpro proteina de CAJ1 Hsp40
DURA

P48353 HLJ1_LEVE- GOA:interpro Proteina de HLJ1 Hsp40
DURA

P39102 XDJ1_LEVE- GOA:interpro Proteina de XDJ1 Hsp40
DURA

P52868 YGM8_LE- GOA:interpro proteina de 41,0 kDa hipoté- | Hsp40
VEDURA tica em regido intergénica de

CEG1-SOHA1

P53940 YNH7_LEVE- | GOA:interpro proteina de 58,9 kDa hipoté- | Hsp40

DURA tica em regido intergénica de
TPM1-MKS1

P38353 SSH1_LEVE- homdlogo de proteina 61 de | Hsp70
DURA Séc

P36016 LHS1_LEVE- GOA:spkw homdlogo de proteina 70 de | Hsp70
DURA choque térmico LHS1, SSI

P38788 YHMA_LE- PMID:1105457 | homdlogo de proteina 70 de | Hsp70
VEDURA 5 choque térmico YHR064C

Hsp110/Sse

P32589 HS78 LEVE- PMID:1048086 | homdlogo de proteina de SSE
DURA 7 choque térmico SSE1

P32590 HS79 LEVE- homdlogo de proteina de SSE
DURA choque térmico SSE2

Hsp100 (Clp/Hsl)

P31539 H104 LEVE- GOA:interpro proteina de choque térmico Hsp100
DURA 104

P33416 HSP7_LEVE- proteina de choque térmico Hsp100
DURA 78, precursor mitocondrial

P38323 MCX1_LE- GOA:interpro chaperona similar a clpX Hsp100
VEDURA mitocondrial MCX1

Pequena proteina de choque térmico

P15992 HS26 LEVE- PMID:1058124 | proteina de choque térmico Hsp pe-
DURA 7 26 queno
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Acesso Uniprot ID Fonte GO Anotacdo Familia

Uniprot

GroES/EL

Prefoldina

P48363 PFD3_LEVE- GOA:interpro Subunidade de prefoldina prefoldina
DURA provavel 3

Q04493 PFD5_LEVE- GOA:interpro subunidade de prefoldina 5 prefoldina
DURA

P43573 YFC3_LEVE- GOA:interpro proteina de 91,4 kDa hipoté- | prefoldina
DURA tica na regido intergénica de

STE2-FRS2

P46988 PFD1_LEVE- GOA:spkw subunidade de prefoldina 1 KE2
DURA

P40005 PFD2_LEVE- GOA:spkw subunidade de prefoldina 2 KE2
DURA

P53300 PFD4_LEVE- GOA:spkw subunidade de prefoldina 4 KE2
DURA

P52553 PFD6_ LEVE- GOA:spkw subunidade de prefoldina 6 KE2
DURA

Hsp 90

P02829 HS82 LEVE- GOA:interpro proteina de choque térmico Hsp90
DURA HSP82

P15108 HS83 LEVE- GOA:interpro proteina de cognato de cho- | Hsp90
DURA que térmico HSC82

P06101 CC37_LEVE- GOA:spkw co-chaperona de Hsp90 Cdc37
DURA Cdc37

P33313 CNS1_LEVE- | GOA:spkw supressor 7 de ciclofinila 1 CNS1
DURA

P15705 STH_LEVE- PMID:8972212 | proteina de choque térmico
DURA ST

Calnexina

P27825 CALX_LEVE- GOA:spkw precursor de homologo de calnexina
DURA calnexina

Complexo T de chaperoninas citosélicas

P12612 TCPA_LEVE- | GOA:interpro Proteina de complexo T 1, TCP-1,
DURA subunidade alfa Hsp60

P39076 TCPB_LEVE- GOA:interpro Proteina de complexo T 1, TCP-1,
DURA subunidade beta Hsp60

P39078 TCPD_LEVE- | GOAinterpro Proteina de complexo T 1, TCP-1,
DURA subunidade delta Hsp60

P40413 TCPE_LEVE- | GOAinterpro Proteina de complexo T 1, TCP-1,
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Acesso Uniprot ID Fonte GO Anotacdo Familia
Uniprot
GroES/EL
DURA subunidade epsilon Hsp60
P39077 TCPG_LE- GOA:interpro Proteina de complexo T 1, TCP-1,
VEDURA subunidade gama Hsp60
P42943 TCPH_LEVE- | GOA:interpro Proteina de complexo T 1, TCP-1,
DURA subunidade eta Hsp60
P47079 TCPQ_LE- GOA:interpro proteina de complexo T 1, TCP-1,
VEDURA subunidade teta Hsp60
P39079 TCPZ_LEVE- | GOAinterpro Proteina de complexo T 1, TCP-1,
DURA subunidade zeta Hsp60
Proteina especifica
P48606 TBCA_LEVE- | GOA:spkw Chaperona tubuli- Proteina
DURA na-especifica A especifica
P53904 TBCB_LEVE- | GOA:spkw Chaperona tubuli- Proteina
DURA na-especifica B especifica
P46670 CIN2_LEVE- GOA:spkw co-fator de dobragem de Proteina
DURA tubulina C Cin2 especifica
P40987 CIN1_LEVE- co-fator de dobragem de Proteina
DURA tubulina D Cin1 especifica
P39937 PAC2_LEVE- GOA:spkw co-fator de dobragem de Proteina
DURA tubulina E PAC2 especifica
P21560 CBP3_LEVE- GOA:spkw proteina de CBP3, precursor | Proteina
DURA mitocondrial especifica
Q12287 COXS_ LE- GOA:spkw chaperona de cobre de oxi- Proteina
VEDURA dase de citocromo ¢ especifica
P40202 LYS7 LEVE- GOA:interpro chaperona de cobre de su-
DURA peroxido dismutase 1
Q02774 SHR3_LEVE- | PMID:1056425 | Proteina de componente Proteina
DURA 5 secretério SHR3 especifica
P38293 UMP1_ LE- GOA:spkw Fator de maturagdo de pro- Proteina
VEDURA teassoma UMP1 especifica
P38784 VM22_ LEVE- PMID:7673216 | proteina de montagem de Proteina
DURA ATPase vacuolar VMA22 especifica
P38072 SCO2_LEVE- | GOA:spkw Proteina de SCO2, precursor | proteina
DURA mitocondrial especifica
P53266 SHY1_LEVE- | PMID:1138989 | Proteina de SHY1 Proteina
DURA 6 especifica
P40046 VTC1_LEVE- GOA:spkw Chaperona de transportador | Proteina
DURA vacuolar 1 especifica
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Acesso Uniprot ID Fonte GO Anotagdo Familia
Uniprot
GroES/EL
P38958 PTO0_LEVE- PMID:1149800 | proteina de PET100, precur- | Proteina
DURA 4 sor mitocondrial especifica
Isomerases de ligagdo de dissulfeto
P17967 PDI_LEVE- PMID:1115798 | precursor de proteina dissul- | oxidorre-
DURA 2 feto isomerase ductase de
ligacao de
dissulfeto
P32474 EUG1_LEVE- | PMID:1115798 | precursor de EUG1 de pro- oxidorre-
DURA 2 teina dissulfeto isomerase ductase de
ligagdo de
dissulfeto
Q12404 MPD1_ LE- PMID:1115798 | precursor de MPD1 de dis- oxidorre-
VEDURA 2 sulfeto isomerase ductase de
ligagdo de
dissulfeto
Q99316 MPD2_ LE- PMID:1115798 | precursor de proteina dissul- | oxidorre-
VEDURA 2 feto isomerase MPD2 (EC ductase de
53.4.1) ligagdo de
dissulfeto
Q03103 ERO1_LEVE- | PMID:9659913 | precursor de oxidoreductina | oxidorre-
DURA endoplasmica 1 (EC 1.84.-) | ductase de
(Proteina de oxidomreductase | ligagdo de
endoplasmica 1) dissulfeto
P388866 FMO1_ LE- PMID:1007757 | Monooxigenase ti- oxidorre-
VEDURA 2 ol-especifica (EC 1.14.13.-) ductase de
(Monooxigenase flavi- ligacéo de
na-dependente) dissulfeto
Peptidil-prolil cis-trans isomerases
P14832 CYPH_LE- GOA:interpro ciclofilina de peptidil-prolil PPlase:
VEDURA cis-trans isomerase tipo ciclofi-
A/Cpr1/Cyp1/CPH1/Scc1 lina
P23285 CYPB_LEVE- | GOA:interpro Ciclofilina de peptidil-prolil PPlase:
DURA cis-frans isomerase tipo ciclofi-
B/Cpr2/Cyp2 lina
P25719 CYPC_LE- GOA:interpro Peptidil-prolil cis-trans iso- PPlase:
VEDURA merase C/CYP3/CPR3, mi- tipo ciclofi-
tocondrial lina
P25334 CYPR_LE- GOA:interpro Peptidil-prolil cis-trans iso-
VEDURA merase CPR4/Scc3
P35176 CYPD_LE- GOA:interpro Peptidil-prolil cis-trans iso- PPlase:
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Acesso Uniprot ID Fonte GO Anotagdo Familia
Uniprot
GroES/EL |
VEDURA merase D CypD/Cpr5 tipo ciclofi-
' lina
P53691 CYP6_LEVE- PMID:1094276 | Peptidil-prolil cis-trans iso- PPlase:
DURA 7 merase CPR6G tipo ciclofi-
lina
P47103 CYP7_LEVE- PMID:1094276 | Peptidil-prolil cis-trans iso- PPlase:
DURA 7 merase CYP7 tipo ciclofi-
lina
P53728 CYP8_LEVE- GOA:interpro Peptidil-prolil cis-trans iso- PPlase:
DURA merase CYP8 tipo ciclofi-
lina
Q02770 Q02770 GOA:interpro Yp1064cp PPlase:
’ tipo ciclofi-
lina
P20081 FKBP_LEVE- GOA:interpro proteina de ligagdo de FK506 | PPlase:
DURA FKB1/RBP1 tipo FKBP
P32472 FKB2_LEVE- GOA:interpro proteina de ligagdo de FK506 | PPlase:
DURA FKBP-13/FKBP-15/FKB2, tipo FKBP
FPR2
P38911 FKB3_LEVE- GOA:interpro proteina nuclear de ligagéo PPlase:
DURA de FK506 tipo FKBP
FKBP-70/Npi46/Fpr3
Q06205 FKB4_LEVE- GOA:interpro proteina de ligagdo de FK506 | PPlase:
DURA FPR4 tipo FKBP
P22696 ES- GOA:spkw proteina de ESS1 PPlase:
SI_LEVEDURA tipo parvu-
lina
Mista fracamente caracterizada
P27697 ABC1_LEVE- GOA:spkw proteina de ABC1, precursor | ABC1
DURA mitocondrial
P53193 YGB8_LEVE- | GOA:interpro proteina de 21,8 kDa hipoté- | Hsp20
DURA tica em regido intergénica de
CKB1-ATE1
P28707 YKL7_LEVE- PMID:9632755 | proteina de 24,1 kDaem P23/wos2
DURA regido intergénica de
VMA12-APN1
P38932 VP45 LEVE- PMID:1143282 | proteina associada aclassfi- | similar a
DURA 6 cagao de proteina vacuolar 45 | SEC1
Q12019 MDN1_ LE- GOA:spkw midasina
VEDURA
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MANIPULACAO GENETICA

Na etapa iii), o processo inclui alterar expressdo do gene ou

produto de gene compensatério identificado na célula recombinante através
de modificagcdo genética para fornecer uma célula recombinante modificada.
Apos identificagdo de um ou mais genes sobre-regulados, proteinas ou pro-
cessos metabdlicos, o genoma do hospedeiro pode ser modificado. Certos
genes ou produtos de gene, embora identificados como sobre-regulados,
podem n&o estar disponiveis para modulagao porque eles sdo essenciais a
célula ou sdo conhecidos afetar outros processos que podem ser essenciais a
célula ou organismo.

O genoma pode ser modificado incluindo um gene exdgeno ou
elemento de promotor no genoma ou no hospedeiro com um vetor de ex-
pressao, intensificando a capacidade de um gene identificado para produzir
mRNA ou proteina, ou deletando ou rompendo um gene ou elemento de
promotor, ou reduzindo a capacidade de um gene para produzir mRNA ou
proteina. O cédigo genético pode ser alterado, assim afetando a transcri¢éo
e/ou translagéo de um gene, por exemplo através de técnicas de substituigéo,
delegéo ("knock-out”), co-expresséo ou de insergio ("knock-in"). Genes adi-
cionais para uma proteina desejada ou sequéncia reguladora que modula a
transcrigdo de uma sequéncia existente podem também ser inseridos.
RECOMBINACAQ

O genoma da célula hospedeira que expressa proteina ou pep-

tideo recombinante pode ser modificado por meio de um evento alvejante
genético que pode ser por insergdo ou recombinagdo por exemplo recombi-
nacdao homologa. Recombinagdo homdloga refere-se ao processo de re-
combinagdo de DNA com base em homologia de seqliéncia. Recombinagéo
homologa permite modificagbes sitio-especificas em genes enddgenos e
desse modo novas alteragdes podem ser criadas em um genoma. Uma etapa
em recombinagdo homologa € permuta de filamento de DNA, que envolve um
emparelhamento de um duplex de DNA de pelo menos um filamento de DNA
que contém uma sequéncia complementar para formar uma estrutura de re-

combinagéo intermediaria contendo DNA de heteroduplex (ver, por exemplo
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Radding, C. M. (1982) Ann. Rev. Genet. 16: 405; Pat. U.S. N° 4.888.274). O
DNA de heteroduplex pode ter varias formas, incluindo um filamento de trés
DNA contendo forma triplex em que um filamento complementar simples in-
vade o duplex de DNA (Hsieh, et al., Genes and Development 4: 1951 (1990);
Rao, et al., (1991) PNAS 88:2984)) e, quando dois filamentos de DNA com-
plementares emparelham com um duplex de DNA, uma jungio de recombi-
nagao de Holliday classica ou estrutura qui (Holliday, R., Genet. Res. 5: 282
(1964)) pode formar, ou uma alga D dobrada ("Diagnostic Applications of
Double-D Loop Formation™" U.S. N° 07/755.462, depositada em 4 de set, 1991).
Uma vez formada, uma estrutura de heteroduplex pode ser solucionada a-
traves de rompimento e permuta de filamento, de forma que toda ou uma
por¢do de um filamento de DNA invasor é encaixada em um duplex de DNA
recipiente, adicionando ou substituindo um segmento do duplex de DNA re-
cipiente. Alternativamente, uma estrutura de heteroduplex pode resultar em
conversao do gene, em que uma sequéncia de um filamento invasor é
transferida para um duplex de DNA recipiente mediante reparo das bases
desemparelhadas usando o filamento invasor como um modelo (Genes, 32 Ed.
(1987) Lewina, B., John Wiley, Nova lorque, N. |.; Lopez, et al., Nucleic Acids
Res. 15: 5643(1987)). Seja pelo mecanismo de rompimento e rejungio ou
pelo(s) mecanismo(s) de conversdo de gene, formagdo de DNA de hetero-
duplex nas juntas homologamente emparelhadas pode servir para transferir
informagao de sequéncia genética de uma molécula de DNA para outra.

Em recombinagdo homodloga, o DNA entrante interage e integra
em um sitio no genoma que contém uma seqiiéncia de DNA substancialmente
homologa. Em integragdo ndo-homéloga ("aleatéria” ou "ilicita"), o DNA en-
trante n&o integra com uma sequéncia homéloga no genoma mas em outro
lugar, em uma de um numero grande de localizagoes potenciais. Varios do-
cumentos descrevem o uso de recombinag¢do homoéloga em células mamife-
ras.

Varios constructos podem ser preparados para recombinagéo
homologa em um lécus identificado. Usualmente, a construgdo pode incluir
pelo menos 10 bp, 20 bp, 30 bp, 40 bp, 50 bp, 70 bp, 100 bp, 500 bp, |kbp, 2
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kbp, 4 kbp, 5 kbp, 10 kbp, 15 kbp, 20 kbp, ou 50 kbp de seqiiéncia homéblogo
com o lécus identificado. Podem ser envolvidas varias consideragdes deter-
minando a extens&o de homologia de seqiiéncias de DNA identificadas, como,
por exemplo, o tamanho do locus identificado, disponibilidade de sequiéncias,
eficiéncia relativa dos eventos de dupla troca no 6cus identificado e a simila-
ridade da sequéncia identificada com outras sequéncias.

O DNA alvo pode incluir uma sequéncia em que o DNA substan-
cialmente isogénico flanqueia as modificagdes de seqiuéncia desejadas com
uma sequéncia identificada correspondente no genoma a ser modificado. A
sequéncia substancialmente isogéncia pode ser pelo menos cerca de 95%,
97-98%, 99,0-99,5%, 99,6-99,9% ou 100% idéntica a sequéncia identificada
correspondente (com exceg¢ao das modificagbes de seqliéncia deseja'das). 0]
DNA alvo e o DNA identificado podem compartithar extensdes de DNA de pelo
menos cerca de 10, 20, 30, 50, 75, 150 ou 500 pares de base que sdo 100%
idénticos.

Os constructos de DNA podem ser projetados para modificar o
produto de gene endogeno, identificado. A seqliéncia homdloga para identi-
ficar o constructo pode ter uma ou mais delegdes, insergées, substituigdes ou
combinagbes destas, projetadas para romper a fungdo do produto de gene
resultante. Em uma modalidade, a alteragdo pode ser a inser¢do de um gene
marcador selecionavel fundido na estrutura de leitura com a sequéncia a
montante do gene identificado.

O genoma pode também ser modificado usando delegdo inser-
cional. Nesta modalidade, o genoma é modificado recombinando uma se-
quéncia no gene que inibe a formag&o do produto de gene. Esta insergéo ou
pode romper o gene inserindo um elemento separado, ou remover uma por-
¢ao essencial do gene. Em uma modalidade, a delecéo insercional inclui in-
ser¢ao de um gene que codifica para resisténcia a um estressor particular,
como um antibidtico, ou para crescimento em um meio particular, por exemplo
para a produgdo de um aminoacido essencial.

O genoma pode também ser modificado pelo uso de transposons,

que sdo elementos genéticos capazes de inserir em sitios em genomas
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procariotes por mecanismos independentes de recombinagdo homologa.
Transposons podem incluir, por exemplo, Tn7 em E. coli, Tn554 em S. aureus,
IS900 em M. paratuberculosis, 1S492 de Pseudomonas atlantica, 1S116 de
Streptomyces e 1S900 de M. paratuberculosis. Etapas acreditadas estar en-
volvidas em transposigao incluem clivagem da terminagao do transposon para
render 3' OH; transferéncia do filamento, em que transposase redne a ter-
minagao de 3'OH exposta do transposon e a seqliéncia identificada; e uma
reacao de transesterificagdo de etapa simples para render uma ligagéo co-
valente do transposon ao DNA identificado. A reacdo fundamental executada
por transposase € em geral julgada ser corte ou permuta de filamento, o resto
do processo é feito através de enzimas hospedeiro.

Em uma modalidade, um processo é fornecido para aumentar o
nivel de um gene identificado ou homélogo deste incorporando uma seqtién-
cia genética que codifica o gene ou homoélogo no genoma através de recom-
binagdo. Em outra modalidade, um promotor ¢ inserido no genoma para in-
tensificar a expressao do gene identificado ou homélogo. Em uma modalidade
separada, um processo € fornecido para diminuir a expressdao de um gene
identificado ou homdlogo deste por recombinagdo com um gene inativo. Em
outra modalidade, uma sequéncia que codifica um gene diferente, que pode
ter uma fungéo separada na célula ou pode ser um gene reporter como um
marcador de resisténcia ou um gene marcador do contrario detectavel pode
ser inserido em um genoma através de recombinagdo. Em ainda outra mo-
dalidade, uma copia de pelo menos uma porgao do gene identificado que foi
mutado para uma ou mais localizagGes € inserida no genoma através de re-
combinag&o. A versdo mutada do gene identificado ndo pode codificar uma
proteina, ou a proteina codificada pelo gene mutado pode ser dada inativa, a
atividade pode ser modulada (aumentada ou diminuida), ou a proteina mu-
tante pode ter uma atividade diferente quando comparada a proteina nativa.

Ha estratégias para knock-out genes em bactérias, que foram em
geral exemplificadas em E. coli. Uma via é clonar um fragmento de DNA in-
terno no gene em um vetor contendo um gene de resisténcia antibiético (por

exemplo ampicilina). Antes de as células serem transformadas por meio de
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transferéncia conjugativa, transformagéo quimica ou eletroporagéo (Puehler,
et al. (1984) Advanced Molecular Genetics Nova lorque, Heidelberg, Berlim,
Toquio, Springer Verlag), uma origem de replicagdo, como a replicagdo de
plasmideo vegetativo (o lécus de oriV), é excisada e o fragmento de DNA
restante é re-ligado e purificado (Sambrook, et al. (2000) Molecular cloning: A
laboratory manual, terceira edigdo, Cold Spring Harbor, Nova lorque, Cold
Spring Harbor Laboratory Press). Alternativamente, plasmideos resistentes a
antibioticos tendo uma origem de replicagdo de DNA podem ser usados. Apds
transformacéo, as células foram banhadas por exemplo em placas de agar LB
contendo os antibiticos apropriados (por exemplo 200 ug/ml de ampicilina).
As colbnias que crescem nas placas contendo os antibidticos presumivel-
mente sofreram um evento de recombinagdo simples (Snyder, L., W.
Champness, et al. (1997) Molecular Genetics of Bacteria Washington DC,
ASM Press) que leva a integragdo do fragmento de DNA inteiro no genoma no
l6cus homdlogo. Andlise adicional das células resistentes a antibioticos para
verificar que o knock-out de gene desejado ocorreu no lécus desejado é por
exemplo por PCR diagnostica (McPherson, M. J., P. Quirke, et al. (1991) PCR:
A Practical Approach Nova lorque, Oxford University Press). Aqui, pelo menos
dois iniciadores de PCR sao projetados: um que hibrida fora da regido de DNA
que foi usado para a construgdo do knock-out do gene; e um que hibridar
dentro da cadeia principal de plasmideo restante. Amplificagdo de PCR com
sucesso do fragmento de DNA com o tamanho correto seguido por analise de
sequéncia de DNA verificard que o knock-out do gene ocorreu na localizagéo
correta no cromossomo bacteriano. O fenétipo da cepa mutante recentemente
construida pode depois ser analisado por por exemplo eletroforese em gel de
poliacrilamida de SDS (Simpson, R., J. (2003) Proteins and Proteomics - A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Nova lorque, Cold Spring Harbor
Laboratory Press).

Uma via alternativa para gerar um knock-out de gene é pelo uso
de um replicon sensivel a temperatura, como o replicon de pSC101 para fa-
cilitar a substituicdo do gene (Hamilton, et al. (1989) New process for gen-

eration deletions and gene replacements in Escherichia coli. Journal of Bac-
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teriology 171(9): 4617-22). O processo prossegue através de recombinagio
homologa entre um gene em um cromossomo e seqiéncias homdlogas rea-
lizadas em uma temperatura de plasmideo sensivel a replicagdo de DNA.
Transformagao do plasmideo no hospedeiro apropriado foi possivel selecio-
nar para integragdo do plasmideo no cromossomo a 44°C. Crescimento
subsequente destes cointegrates a 30°C leva a um segundo evento de re-
combinagéo, resultando em sua resolugdo. Dependendo de onde o segundo
evento de recombinagdo ocorre, 0 cromossomo ou tera sofrido uma substi-
tuigdo de gene ou tera retido a copia original do gene.

Outras estratégias para inibir expressdo de produtos de gene
particulares foram desenvolvidas. Por exemplo, interferéncia de RNA (RNAi),
particularmente usando interferéncia de RNA pequena (siRNA), foi desen-
volvida para extensivamente reduzir ou mesmo eliminar a expressédo de um
produto de gene particular. siRNAs sdo moléculas de RNA curtas, bi-filamen-
tares que podem alvejar mMRNAs complementares para degradagio. RNAi é o
fenbmeno em que a introdugdo de um RNA bifilamentar suprime a expressao
do gene homdlogo. Moléculas de dsRNA sao reduzidas in vivo para siRNAs
de 21-23 nt que séo os mediadores do efeito de RNAI. Sob introdugio, os
RNAs bifilamentares sao processados em siRNAs de 20-25 nucleotideos por
uma enzima similar a RNase |ll chamada Dicer (etapa de iniciagdo). Depois,
os siRNAs rearranjam-se em complexos contendo endorribonuclease co-
nhecidos como complexos de silenciamento induzido por RNA (RISCs), de-
senrolando no processo. Os filamentos de siRNA subseqiientemente guiam
os RISCs para as moléculas de RNA complementares onde eles clivam e
destroem o RNA cognato (etapa efeturadora). Clivagem de RNA cognato
ocorre proxima do meio da regido ligada pelo filamento de siRNA. RNAI foi de
forma bem sucedida usado para reduzir a expressdo de gene em uma vari-
edade de organismos incluindo peixe-zebra, nematddeos (C. elegans), inse-
tos (Drosophila melanogaster), planaria, cnidaria, tripanossomas, camun-
dongos e células mamiferas.

MUTACAO

O genoma pode também ser modificado mediante mutagéo de um
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ou mais nucleotideos em uma estrutura de leitura aberta que codifica um gene
identificado, particularmente uma protease identificada. Técnicas para mu-
tacdo genética, por exemplo mutagénese loco-dirigida, sdo bem conhecidas
na técnica. Alguns métodos focalizam na geragédo de mutagdes aleatdrias em
DNA cromossémico como aqueles induzidos por raios X e quimicas. Muta-
génese alvejada para uma regido definida de DNA inclui muitas técnicas, mais
popular que outras. Métodos in vitro para mutagénese dirigida podem ser em
geral agrupados em trés categorias: i) processos que reestruturam os frag-
mentos de DNA, como mutagénese de cassete; ii) mutagénese aleatoria lo-
calizada; e iii) mutagénese oligonucleotideo-direcionada.

Mutagénese oligonucleotideo-direcionada € com base no con-
ceito que um oligonucleotideo que codifica uma(s) mutagao(6es) desejada(s)
€ anelado em um filamento do DNA de interesse e serve como um iniciador
para iniciagdo da sintese de DNA. Desta maneira, o oligonucleotideo muta-
génico € incorporado no filamento recentemente sintetizado. Oligonucleoti-
deos mutagénicos incorporam pelo menos uma alteragdo de base mas podem
ser projetados para gerar multiplas substituicbes, inser¢ées ou delegdes.
Exemplos incluem processos com base em PCR e praticamente todos os
processos nao baseados em PCR em uso hoje. Estas técnicas incluem se-
leg&o antibidtica positiva (Lewis, M. K. e Thompson, D. V. (1990) Nucl. Acids
Res. 18, 3439; Bohnsack, R. N. (1996) Meth. Mol. Biol. 57, 1; Vavra, S. e
Brondyk, W. H. (1996) Promega Notes 58, 30; Altered Sites® Il in vitro Mu-
tagenesis Systems Technical Manual #TM001, Promega Corporation), sele-
¢éo de sitio de restricdo unico (Deng, W. P. e Nickoloff, J. A. (1992) Anal.
Biochem. 200, 81), incorporacgao de uracila (Kunkel, T. A. (1985) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82, 488; Kunkel, T. A., Roberts, J. D. e Zakour, R. A. (1987)
Meth. Enzymol. 154, 367) e incorporagao de fosforotioato (Taylor, J. W, Ott, J.
e Ecksteina, F., (1985) Nucl. Acids Res. 13, 8764; Nakamaye, K. e Ecksteina,
F., (1986) Nucl. Acids Res. 14, 9679). Oligonucleotideos podem também
codificar uma biblioteca de mutagbes randomizando a composicdo de base
nos sitios durante a sintese quimica resultando em oligonucleotideos dege-

nerados ou "dopados”. A habilidade para localizar e especificar mutagdes é
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grandemente intensificada pelo uso de oligonucleotideos sintéticos hibridados
com vetor de plasmideo contendo insergdo de DNA.

O formato geral para mutagénese dirigida é: desnaturagdo de
plasmideo DNA que contém o modelo de interesse (CDNA, promotor, etc.)
para produzir regides unifilamentares; anelamento de um oligonucleotideo
mutante sintético no filamento identificado; sintese de um filamento com-
plementar novo usando, por exemplo, T4 DNA polimerase; e vedagao do corte
resultante entre a terminagdo do filamento novo e do oligonucleotideo, por
exemplo usando T4 DNA Ligase. O heterodlplex resultante é propagado
atraves de transformag&o, por exemplo, em E. coli. Processos de selecdo e
enriquecimento foram incorporados nos processos de mutagénese para
grandemente melhorar a eficiéncia de recuperagdo do filamento mutante e
taxas que chegam a 80-90% séo possiveis. Numerosos processos existem
para gerar tipos diferentes de mutacgdes e intensificar a selegdo do mutante.
Exemplos de processos para intensificar a selegcdo do mutante incluem se-
legéo antibidtica positiva do filamento mutante, uso de um filamento de DNA
contendo uracila, que pode ser seletivamente degradado in vivo e incorpo-
ragao de andlogo de dNTP, que pode dar um filamento de DNA de hetero-
daplex impérvio para digestdo. Alguns métodos podem ser combinados, como
mutagénese de cassete e o uso de oligonucleotideos "dopados" para criar
uma biblioteca de mutagdes aleatérias em uma regidao pequena, definida.

Uma extensédo dos assim-chamados processos "padrédo” de mu-
tagénese dirigida inclui aqueles que contam com amplificagdo de DNA, es-
pecificamente a reagdo em cadeia de polimerase (PCR). O ponto comum
principal em mutagénese dirigida € o uso de um oligonucleotideo mutagénico.
O oligonuclectideo mutagénico deveria hibridar eficazmente com o modelo.
Para hibridizagao eficiente, pode haver, por exemplo, 100% de emparelha-
mento de base em qualquer terminacdo da seqliéncia identificada sem for-
macao de estrutura secundaria, mas pode também ser menor que 100% de
identidade, como 98%, 95%, 92%, 90%, 85%, 80%, 70% ou apenas uma
por¢ao da sequiéncia pode ser idéntica. Para substituicbes pequenas, 10-15

bases que hibridam com qualquer um dos lados da disparidade sdo usual-
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mente suficientes. A composigdo da terminagdo 3' do iniciador é particular-
mente importante visto que as polimerases tipicamente nio se estendem de
uma terminagao 3' desemparelhada ou fracamente hibridada.

A base para mutagénese dirigida através de selegdo antibiotica
positiva € que um oligonucleotideo ou oligonucleotideos de sele¢do sio a-
nelados simultaneamente, com o oligonucleotideo mutagénico, para reparar
um gene de resisténcia a antibiéticos (10-13). Selegio pelo filamento mutante
é permitida mediante resisténcia a antibiéticos do DNA mutado e sensibilidade
do filamento ndo-mutado. Este método oferece um meio muito eficiente para
gerar um numero indefinido das mutagdes desejadas com pouco tempo em
mMaos.

Mutagénese sitio-direcionada pelo uso de um sitio de restrigéo
unico &€ com base nos processos de Deng e Nickoloff (Deng, W. P. e Nickoloff,
J. A. (1992) Anal. Biochem. 200, 81). Neste método, um oligonucleotideo de
seleg&o que contém uma seqliéncia mutada para um sitio de restrigdo Gnico é
anelado simultaneamente com o oligonucleotideo mutagénico. O oligonucle-
otideo de selegdo transmite o sitio ndo-essencial imune para restricdo pela
enzima correspondente. Selegao pelo filamento mutante é intensificada dige-
rindo o fundo geral resultante de plasmideos com a enzima de restrigio Unica.
A digestao lineariza o plasmideo parental assim eficazmente diminuindo sua
habilidade para transformar bactérias.

Mutagénese sitio-direcionada através de incorporagdo de deoxi-
uridina contam com a habilidade de uma cepa hospedeira para degradar o
DNA modelo contendo uracila (U) no lugar de timidina (T). Um ndmero pe-
queno de dUTPs esté4 incorporado no filamento modelo no lugar de dTTP em
um hospedeiro que carece de atividades de dUTPase (dut-) e de uracil
N-deglicosidase (ung-). (Uracila per se ndo é mutagénica e seus pares de
base com adenina.) Normalmente, dUTPase degrada deoxiuridina e uracil
N-deglicosidase remove qualquer uracila incorporada. Replicagdo de
pos-mutagdo em uma cepa de dut+ ung+ é usada depois para degradar o
filamento de DNA nao-identificado. Este método requer que o DNA unifila-

mentado seja usado de forma que apenas um filamento contenha os Us que
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sdo suscetiveis a degradacao.

O método de incorporagdo de fosforotioato para mutagénese di-
rigida conta com a habilidade de um analogo de dNTP que contém um grupo
tiol de dar DNA de heteroduplex resistente a digestao da enzima de restrigdo.
O filamento de mutante é estendido do oligonucleotideo mutagénico e sinte-
tizado na presenga de dCTPalphaS. DNA modelo ndo-usado & removido
através de digestdo com uma exonuclease. Teoricamente, apenas DNA cir-
cular, heteroduplex permanece. O heteroduplex é depois entalhado, mas ndo
cortado, no(s) sitio(s) de restrigdo. Exonuclease il é usada para digerir o
filamento entalhado e o fragmento restante depois age como um iniciador
para repolimerizagdo, criando um homoduplex mutante.

No método com base em reagdo em cadeia de polimerase (PCR)
para gerar uma mutagdo em DNA, um modelo é amplificado usando um
conjunto de iniciadores de oligonucleotideo gene-especificos exceto que um
oligonucleotideo, ou mais nos protocolos que usam amplificagdes multiplas,
contenha a mutagdo desejada. Variagdes incluem alterar o sitio de hibridi-
zagao dos oligonucleotideos para produzir multiplos fragmentos de PCR de
sobreposicdo com a mutagdo na sobreposicdo e o método de "me-
ga-iniciador”, que usa trés oligonucleotideos e duas rodadas de amplificagdo
em que um filamento do produto da primeira amplificagdo serve como um
iniciador na segunda amplificagao.

No meétodo de extensdo de sobreposicao, iniciadores de oligo-
deoxirribonucleotideo complementares (oligo) sdo usados e a reagdo em
cadeia de polimerase para gerar dois fragmentos de DNA tendo terminacdes
de sobreposigdo. Estes fragmentos sdo combinados em uma reagéo de 'fu-
sdo' subseqliente em que as terminagdes de sobreposicdo anelam-se, per-
mitindo a sobreposig¢éo de 3' de cada filamento servir como um iniciador para
a extensao de 3' do filamento complementar. O produto de fusio resultante é
amplificado também por PCR. Alteragbes especificas na seqiéncia de nu-
cleotideo (nt) podem ser introduzidas incorporando alterages de nucleotideo

nos iniciadores de oligo de sobreposigao.
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CONSTRUCTOS DE VETOR

Em uma modalidade separada, a célula hospedeira é modificada

incluindo um ou mais vetores que codificam um gene identificado, tipicamente
um modulador de dobramento ou um co-fator de um modulador de dobra-
mento. Em outra modalidade, a célula hospedeira € modificada intensificando
um promotor para um modulador de dobramento ou um co-fator para um
modulador de dobramento, incluindo acrescentar um promotor exégeno ao
genoma de célula hospedeira.

Em outra modalidade, a célula hospedeira é modificada incluindo
um ou mais vetores que codificam um inibidor de um gene compensatério
identificado, como um inibidor de protease. Um tal inibidor pode ser uma
molécula anti-sentido que limita a expressdo do gene compensatorio identi-
ficado, um co-fator do gene identificado ou um homoélogo do gene identificado.
Anti-sentido € em geral usado para referir-se a uma molécula de acido nu-
cléico com uma sequéncia complementar para pelo menos uma porgao do
gene identificado. Além disso, o inibidor pode ser um RNA de interferéncia ou
um gene que codifica um RNA de interferéncia. Em organismos eucarioticos,
um tal RNA de interferéncia pode ser um RNA de interferéncia pequena ou
uma ribozima, como descrito, por exemplo, em Burn, A. et al. ( 1998) Nature
391:806-11, Elbashir et al. (2001) Genes & Development 15(2):188-200, El-
bashir et al. (2001) Nature 411(6836):494-8, Patentes U.S. N°s 6.506.559 de
Carnegie Institute, 6.573.099 de Benitec, Pedidos de Patente U.S. N°s
2003/0108923 de Whitehead Inst. e 2003/0114409, Publicagtes do PCT N°s
WO03/006477, WOQ03/012052, WOO03/023015, WO 03/056022, WO
03/064621 e WO 03/070966. O inibidor pode também ser outra proteina ou
peptideo. O inibidor pode, por exemplo, ser um peptideo com uma sequéncia
de consenso para a protease ou proteina de protease. O inibidor pode tam-
bém ser uma proteina ou peptideo que pode produzir uma molécula inibidora
direta ou indireta para a protease ou proteina de protease no hospedeiro.
Inibidores de protease podem incluir Amastatina, E-64, Antipaina, Elastatinal,
APMSF, Leupeptina, Bestatina, Pepstatina, Benzamidina, 1,10-Fenantrolina,

Quimiostatina, Fosforamidon, 3,4-dicloroisocumarina, TLCK, DFP, TPCK.
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Mais de 100 inibidores de protease de proteina de ocorréncia natural foram
identificados até agora. Eles foram isolados em uma variedade de organismos
de bactérias para animais e plantas. Eles se comportam como inibidores de
ligagéo firme reversiveis ou pseudo-irreversiveis de proteases impedindo

acesso do substrato ao sitio ativo através de obstaculo estérico. Seu tamanho

- & também extremamente variavel de 50 residuos (por exemplo BPTI: Inibidor

de Tripsina Pancreatico Bovino) até 400 residuos (por exemplo alfa-1P!: Ini-
bidor de Proteinase alfa-1). Eles sdo estritamente classe-especificos exceto
as proteinas da familia de alfa-macroglobulina (por exemplo alfa-2 macro-
globulina) que liga e inibe a maioria das proteases através de um mecanismo
de captura molecular.

Um constructo vetor ou DNA exdgena pode ser transfeccionado
ou transformado na célula hospedeira. Técnicas para transfeccionar e trans-
formar células eucariéticas e procariéticas respectivamente com acidos nu-
cléicos exdgenos sdo bem conhecidas na técnica. Estas podem incluir ab-
sorgédo mediada por vesicula de lipidio, transfecgcdo mediada por fosfato de
calcio (co-precipitagdo de fosfato de calcio/DNA), infecgdo viral, particular-
mente usando virus modificados como, por exemplo, adenovirus modificados,
microinje¢ao e eletroporagdo. Para transformacao procaridtica, as técnicas
podem incluir absor¢do mediada por choque térmico, fusdo de protoplasto
bacteriano com células intactas, microinjegdo e eletroporagao. Técnicas para
transformagdo de planta incluem transferéncia mediada por Agrobacterium,
como por A. tumefaciens, microprojéteis de tungsténio ou ouro rapidamente
impelidos, eletroporagéo, microinjegdo e absor¢cdo mediada por polietileno
glicol. O DNA pode ser DNA uni ou bifilamentar, linear ou circular, relaxado ou
super-enrolado. Para varias técnicas para transfeccionar células mamiferas,
ver, por exemplo, Keown et al. (1990) Processes in Enzymology Vol. 185,
pags. 527-537.

Para eventos de recombinagao, os constructos podem incluir uma
ou mais sequéncias de inser¢do que podem inserir ou transpor uma ou mais
sequéncia de acido nucléico em uma seqliéncia diferente. Porém, a cons-

tru¢cdo pode ser projetada para expresséo exdogena de um gene compensa-
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torio identificado ou homoélogo deste sem incorporagdo no DNA/genoma ce-
lular existente.

Os constructos podem conter um, ou mais que um, sitio de en-
trada de ribossoma interno (IRES). O constructo pode também conter um
promotor operavelmente ligado & sequéncia de acido nucléico que codifica
pelo menos uma porgdo do gene identificado, ou um co-fator do gene identi-
ficado, uma versdo mutante de pelo menos uma porgdo do gene compensa-
torio identificado, ou no caso de proteases, um inibidor do gene identificado.
Altemativamente, o constructo pode ser sem promotor. Em casos em que o
constructo ndo € projetado para incorporar no DNA/genoma celular, o vetor
tipicamente contém pelo menos um elemento promotor. Além das seqiiéncias
de acido nucléico, o vetor de expressao pode conter seqiiéncias de marcador
selecionaveis. Os constructos de expressdo pode também conter sitios para
iniciagao, terminagéo de transcrigédo e/ou sitios de ligagio de ribossoma. Os
constructos identificados podem ser inseridos e expressados em qualquer
célula procaridética ou eucariética, incluindo, mas ndo limitada as células
bacterianas, como P. fluorescens ou E. coli, células de levedura, células
mamiferas, como células de CHO, ou células de planta.

Vetores de clonagem podem incluir por exemplo plasmideo p-
BR322 (Bolivar, Rodriguez et al. 1977), a série de pUC dos plasmideos (Vieira
e Messing 1982), pBluescript (Short, Fernandez et al. 1988), pACYC177 e
pACYC184 (Chang e Cohen 1978). Promotores exégenos para o uso em tais
constructos, incluem, mas ndo s&o limitados a, o promotor de PL de fago
lambda, promotores lac de E. coli, trp de E. coli, phoA de E. coli, tac de E. coli,
SV40 tardia, LTRs de SV40 tardia, retroviral, genes de PGKI, GALI, de GALIO,
CYCI, PHO5, TRPI, ADHI, ADH2, forglimaldeideo fosfato desidrogenase,
hexocinase, piruvato descarboxilase, fosfofructocinase, triose fosfato isome-
rase, fosfoglucose isomerase, feroménio de fator de emparelhamento de
glucocinase alfa, promotor de PRBI, GUT2, de GPDI, promotor de metaloti-
oneina e/ou promotores virais mamiferos, como aqueles derivados de ade-
novirus e virus de vaccinia. Outros promotores serdo conhecidos a alguém

versado na técnica.
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Promotores para vetores exdégenos, ou promotores exégenos
projetados para ser inseridos no genoma pode ser com base em elementos de
resposta especificos em uma célula. Por exemplo, os promotores podem ser
responsivos aos compostos quimicos, por exemplo a antranilato ou benzoato,
como descritos na Publicagdo do PCT N° WO 2004/005221. Os constructos
podem incluir um ou mais promotores. Estes podem ser independentes, ou
podem estar em tandem. Por exemplo os promotores podem ser projetados
de forma que um gene compensatoério identificado seja sobre ou sub-regulado
em um prazo particular com a proteina ou peptideo recombinante. Por e-
xemplo, em um caso em que o gene identificado € um modulador de dobra-
mento, o modulador ou co-fator de dobramento pode ser induzido logo antes
da indug&o da proteina ou peptideo recombinante. Promotores podem incluir,

mas ndo sao limitados aos seguintes:

Promotor Fonte Regulacao Indugéo

lac E. coli lacl, lacl® IPTG

lacUV5 E. coli lacl, lacl® IPTG

tac (hibrido) E. coli lacl, lacl® IPTG

trc (hibrido) E. coli lacl, lacl® IPTG

Psyn (sintético) E. coli lacl, lacl® IPTG

trp E. coli inanigdo de triptofano

araBAD E. coli araC 1-arabinose

Ipp® E. coli IPTG lactose

1pp-lac (hibrido) | E. coli lacl IPTG

phoA E. coli phoB (positivo) inani¢do de fosfato
phoR (negativo)

recA E. coli lexA acido nalidixico

proU E. coli osmolaridade

cst-1 E. coli inani¢do de glicose

tetA E. coli tetraciclina

cadA E. coli cadR pH

nar E. coli fnr condigbes anaerdbicas

L A A clts857 térmico (alteragio para
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Promotor Fonte Regulagao Indugao
42°C)
CspA E. coli térmico (alteragdo para
abaixo de 20°C)
T7 T7 A clts857 térmico
Operador de T7 lacl® IPTG
T7-lac
Operador de T3 lacl? IPTG
T3-lac
Operador de T5 lacl, lacl® IPTG
T5-lac
Gene de T4 32 T4 Infec¢do de T4
Operador de n- Bacillus lacl® IPTG
prM-lac
VHb Vitreoscilla oxigénio
Proteina A S. aureus

Constructos podem incluir marcadores de selegao para identificar
céelulas modificadas. Genes marcadores selecionaveis adequados incluem,
mas nao sao limitados a: genes que conferem a habilidade para crescer em
certos substratos de meios, como o gene tk (timidina cinase) ou o gene hprt
(hipoxantina fosforibosiltransferase) que confere a habilidade para crescer em
meio HAT (hipoxantina, aminopterina e timidina); o gene gpt bacteriano
(guanine/xantina fosforibosiltransferase) que permite crescimento em meio
MAX (acido micofendlico, adenina e xantina). Ver, por exemplo, Song, K-Y., et
al. (1987) Proc. Nat'l Acad. Sci. U. S. A. 84:6820-6824; Sambrook, J. et al.
(1989) Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labo-
ratory, Cold Spring Harbor, N.I., Capitulo 16. Outros exemplos de marcadores
selecionaveis incluem: genes que conferem resisténcia a compostos como
antibidticos, genes que conferem a habilidade para crescer em substratos
selecionados, genes que codificam proteinas que produzem sinais detecta-
veis como luminescéncia, como proteina fluorescente verde, proteina fluo-
rescente verde intensificada (eGFP). Uma ampla variedade de tais marca-

dores é conhecida e disponivel, incluindo, por exemplo, genes de resisténcia
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a antibiéticos como o gene de resisténcia a neomicina (neo) (Southern, P. e P.
Berg, (1982) J. Mol. Appl. Genet. 1:327-341); e o gene de resisténcia a hi-
gromicina (hyg) ((1983) Nucleic Acids Research 11:6895-6911, e Te Riele, H.,
et al. (1990) Nature 348:649-651). Outros genes marcadores selecionaveis
incluem: acido acetoidrdxi sintase (AHAS), fosfatase alcalina (AP), galacto-
sidase beta (LacZ), glucoronidase beta (GUS), cloranfenicol acetiltransferase
(CAT), proteina fluorescente verde (GFP), proteina fluorescente vermelha
(RFP), proteina fluorescente amarela (YFP), proteina fluorescente ciana
(CFP), peroxidase de raiz-forte (HRP), luciferase (Luc), nopalina sintase
(NOS), octopina sintase (OCS) e derivados destes. Marcadores selecionaveis
multiplos estdo disponiveis que confere resisténcia a ampicilina, bleomicina,
cloranfenicol, gentamicina, higromicina, canamicina, lincomicina, metotrexato,
fosfinotricina, puromicina e tetraciclina. Genes marcadores selecionaveis
adicionais Uteis nesta invengao, por exemplo, sdo descritos nas patentes U. S.
Nos: 6.319.669; 6.316.181; 6.303.373; 6.291.177; 6.284.519; 6.284.496;
6.280.934; 6.274.354; 6.270.958; 6.268.201; 6.265.548; 6.261.760; 6.255.558;
6.255.071; 6.251.677; 6.251.602; 6.251.582; 6.251.384; 6.248.558; 6.248.550;
6.248.543; 6.232.107; 6.228.639; 6.225.082; 6.221.612; 6.218.185; 6.214.567;
6.214.563; 6.210.922; 6.210.910; 6.203.986; 6.197.928; 6.180.343; 6.172.188;
6.153.409; 6.150.176; 6.146.826; 6.140.132; 6.136.539; 6.136.538; 6.133.429;
6.130.313; 6.124.128; 6.110.711; 6.096.865; 6.096.717; 6.093.808; 6.090.919;
6.083.690; 6.077.707; 6.066.476; 6.060.247; 6.054.321; 6.037.133; 6.027.881;
6.025.192; 6.020.192; 6.013.447; 6.001.557; 5.994.077; 5.994.071; 5.993.778;
5.989.808; 5.985.577; 5.968.773; 5.968.738; 5.958.713; 5.952.236; 5.948.889;
5.948.681; 5.942.387; 5.932.435; 5.922.576; 5.919.445; e 5.914.233.
Delegdes podem ser pelo menos cerca de 5 bp, 10 bp, 20 bp, 30
bp, 40 bp ou 50 bp, comumente pelo menos cerca de 100 bp, e em geral ndo
mais que cerca de 20 kbp, onde a dele¢gdo normalmente pode incluir pelo
menos uma porc¢do da regido de codificagdo incluindo uma porgdo de ou um
ou mais éxons, uma porgao de ou um ou mais introns, e pode ou ndo pode
incluir uma porcgado das regiées de nao-codificagdo de flanqueamento, parti-

cularmente a regido de ndo-codificacdo de 5' (regido reguladora transcrip-
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cional). Desse modo, a regido homéloga pode estender-se além da regido de
codificagdo na regido de nao-codificagdo de 5' ou alternativamente na regido
de nao-codificagao de 3'. Insergbes podem em geral ndo exceder a 10 kbp,
usualmente ndo exceder a 5 kbp, em geral sendo pelo menos 50 bp, mais
usualmente pelo menos 200 bp.

A(s) regido(des) de homologia pode(m) incluir mutagdes onde as
mutagbes podem também inativar o gene identificado, fornecendo um des-
locamento de estrutura, ou alterando um aminoacido fundamental, ou a mu-
tacao pode corrigir um alelo disfuncional, etc. Usualmente, a mutagéo pode
ser uma alteracao sutil, ndo excedendo cerca de 5% das sequéncias de
flanqueamento homélogas.

O constructo pode ser preparado de acordo com 0s processos
conhecidos na técnica, varios fragmentos podem ser reunidos, introduzidos
em vetores apropriados, clonados, analisados e depois manipulados também
até que o constructo desejado tenha sido alcangado (ver, por exemplo Figuras
5-11). Varias modificagées podem ser feitas a sequiéncia, para permitir analise
de restricdo, excisdo, identificagdo de sondas, etc. Mutagdes silenciosas
podem ser introduzidas, como desejado. Em varios estagios, analise de res-
tricdo, sequenciacédo, amplificagdo com a reagdo em cadeia de polimerase,
reparo de iniciador, mutagénese in vitro, etc. podem ser empregados. Pro-
cessos para a incorporagao de genes de resisténcia a antibidticos e fatores de
selegdo negativos sdo familiarizados aqueles de habilidade usual na técnica
(ver, por exemplo, WO 99/15650; patente U.S. N° 6.080.576; patente U.S. N°
6.136.566; Niwa, et al., J. Biochem. 113:343-349 (1993); e Yoshida, et al.,
Transgenic Research, 4:277-287 (1995)).

O constructo pode ser preparado usando um vetor bacteriano,
incluindo um sistema de replicagdo procariético, por exemplo uma origem
reconhecivel por uma célula procaridtica como P. fluorescens ou E. coli. Um
marcador, igual ou diferente do marcador a ser usado para insergo, pode ser
empregado que pode ser removido antes da introdugao na célula identificada.
Uma vez o vetor contendo o constructo foi completado, ele pode ser também

manipulado, como por dele¢éo de certas sequiéncias, linearizagao, ou intro-
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duzindo mutagées, dele¢des ou outras seqliéncias na seqiéncia homoéloga.
Apds manipulagao final, o constructo pode ser introduzido na célula.

O processo pode ser iterativo. Em uma modalidade, ap6és modi-
ficagdo do hospedeiro e da expressdo da proteina recombinante no hospe-
deiro modificado, um perfil genético da célula hospedeira modificada é ana-
lisado para identificar um ou mais outros genes identificados na expressao
que € alterada na célula hospedeira modificada. Em particular, genes com-
pensatorios podem ser aqueles que mostram expressdo aumentada no
hospedeiro modificado expressando proteina recombinante quando compa-
rada a uma célula hospedeira modificada que ndo expressa a proteina ou
peptideo recombinante, ou quando comparada a uma célula hospedeira i-
nalterada. O processo também inclui alterar a expressdo do gene ou outros
genes identificados e expressar a proteina ou peptideo na célula duplamente
modificada. Estas etapas podem ser iteradas para melhorar a expressdo de
proteina e podem ser repetidas uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito,
nove, ou pelo menos dez vezes.

PRODUCAOQO DE PROTEINA

O processo da invengao otimamente leva a produgdo aumentada

de proteina ou peptideo recombinante em uma célula hospedeira. A produgéo
aumentada pode incluir uma quantidade aumentada de proteina por grama de
proteina do hospedeiro em uma quantidade dada de tempo, ou pode incluir
um aumento no comprimento de tempo que a célula hospedeira esta produ-
zindo proteina ou peptideo recombinante. A produgido aumentada pode
também incluir uma melhoria nos requerimentos para crescimento da célula
hospedeira recombinante. A produgdo aumentada pode ser uma produgao
aumentada de proteina ou peptideo de comprimento total. Se a melhoria for
em niveis aumentados de proteina, a proteina ou peptideo pode ser produzido
em um ou mais corpos de inclusdo em uma célula hospedeira.

A produgdo aumentada pode ser alternativamente um nivel au-
mentado de proteina ou peptideo ativo por grama de proteina produzida, ou
por grama de proteina do hospedeiro. A produgdo aumentada pode também

ser um nivel aumentado de proteina ou peptideo recuperavel, como proteina
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soluvel, produzida por grama de recombinante ou por grama de proteina de
célula hospedeira. A produgdo aumentada pode também ser qualquer com-
binagdo de nivel total aumentado e nivel de ativo ou solGvel aumentado de
proteina.

Produgédo aumentada é tipicamente medida comparando o nivel
de produgéo ap6s um certo periodo de indugdo em uma célula modificada
para a mesma indugao na célula inalterada.

SOLUVEL/INSOLUVEL

A expressdo melhorada de proteina recombinante pode ser um

aumento na solubilidade da proteina. A proteina ou peptideo recombinante
pode ser produzido e restabelecido do citoplasma, periplasma ou meio ex-
tracelular da célula hospedeira. A proteina ou peptideo pode ser insolivel ou
solvel. A proteina ou peptideo pode incluir uma ou mais seqiiéncias alvos ou
sequéncias para ajudar a purificagéo.

Em certas modalidades, a invengdo fornece um processo para
melhorar a solubilidade de uma proteina ou peptideo recombinante em uma
célula hospedeira. O termo "solGvel" como aqui usado significa que a proteina
ndo é precipitada através de centrifugacdo entre cerca de 5.000 e 20.000 x
gravidade quando girado durante 10-30 minutos em um tampéo sob condi-
¢oes fisiologicas. Proteinas soluveis, ativas sdo capazes de exibir a fungéo, e
nao fazem parte de um corpo de inclusdo ou outra massa precipitada.

A invengdo pode também melhorar a recuperagdo das proteinas
ou peptideos recombinantes ativos. Por exemplo, a interagdo entre um poli-
peptideo identificado e um de origem, polipeptideo variante, polipeptideo
segmento-substituido e/ou polipeptideo residuo-substituido pode ser medida
por qualquer ensaio conveniente in vitro ou in vivo. Desse modo, ensaios in
vitro podem ser usados para determinar qualquer interagio detectavel entre
um polipeptideo identificado e, por exemplo entre enzima e substrato, entre
horménio e receptor de horménio, entre anticorpo e antigeno, etc. Tal de-
teccdo pode incluir a medi¢cao das alteragbes colorimétricas, alterages na
radioatividade, alteragbes na solubilidade, alteragdes no peso molecular

quando medido por eletroforese em gel e/ou processos de exclusdo em gel,
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etc. Ensaios in vivo incluem, mas néo sio limitados a, ensaios para detectar
efeitos fisiologicos, por exemplo ganho de peso, alteragdo no equilibrio de
eletrolito, alteragéo no tempo de coagulo sanguineo, alteragées na dissolugéo
de coagulo e a indugdo de resposta antigénica. Em geral, qualquer ensaio in
vivo pode ser usado desde que um paradmetro variavel exista para detectar
uma alteragdo na interagdo entre o polipeptideo identificado e o de interesse.
Ver, por exemplo, patente US N° 5.834.250.
CITOPLASMICO/PERIPLASMICO/SECRETADO

Em certas modalidades, a proteina pode também ser segregada

no periplasma se fundida em uma sequéncia de secregao de sinal apropriada.
Em uma modalidade, a sequéncia sinal pode ser uma proteina de ligagdo de
fosfato, um peptideo sinal de secregédo de proteina de ligagéo de Lys-Arg-Orn
(LAObp ou KRObp), um peptideo de sinal de secre¢do de Porina de Mem-
brana Externa E (OprE), um peptideo de sinal de secre¢do de azurina, um
peptideo de sinal de secregdo de proteina de ligagdo de ferro (lll) [Fe(lll)bp]
ou um peptideo de sinal de secregdo de lipoproteina B (LprB).

Em uma modalidade, nenhuma condigcdo ou agente de promogao
de ligagao de dissulfeto adicional é requerido para restabelecer o polipeptideo
contendo ligagdo de dissulfeto identificado na forma ativa, solGvel da célula
hospedeira modificada ou célula duplamente ou multipla modificada. Em uma
modalidade, o peptideo, polipeptideo, proteina transgénica(o) ou fragmento
deste tem uma conformagéo intramolecular dobrada em seu estado ativo. Foi
observado que as proteinas mamiferas complexas sollveis no citoplasma
podem configurar-se apropriadamente ao posicionamento apropriado dos
grupos tiol para formacao de ligagao de dissulfeto posterior no periplasma. Em
uma modalidade, o peptideo, polipeptideo, proteina transgénica(o) ou frag-
mento contém pelo menos uma ligagao de dissulfeto intramolecular em seu
estado ativo; e talvez até 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 ou 20 ou mais ligagGes
de dissulfeto.

Em uma modalidade, mais que 50% do peptideo, polipeptideo,
proteina transgénica(o) ou fragmento deste expresso produzido sera produ-

zido como peptideos, polipeptideos, proteinas simples funcionais, ou frag-
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mentos destes em forma soluvel, ativa ou forma insoltvel faciimente renatu-
réda no citoplasma ou periplasma. Em outra modalidade cerca de 60%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95% da proteina expressa sio obtidos ou facilmente
renaturados em forma ativa.
EXEMPLOS

As cepas bacterianas usadas no estudo atual estio listadas na
TABELA 1. Cepas de P. fluorescens foram crescidas em frascos de agitagdo a
30°C. ODs;s foi registrada para cada cepa em varios pontos de tempo.
TABELA 1. VISAO GERAL DAS CEPAS BACTERIANAS

10

Cepa Genotipo de Cepa Rele- Plasmideo Proteina recombi-
vante nante
MB214 cepa hospedeira de P.
Fluorescens
MB206 pyrF
DC240 pyrF pDOW2415 Nitrilase
DC271 pyrF pDOW1323 pbp:hGH
DC280 pyrF pDOW1339 plasmideo apenas de
vetor
DC369 pyrF pDOW1426 hGH
DC462 pyrF pDOW3501 GrpE, DnaKJ
DC463 pyrF pDOW3501, GrpE, DnaKJ, hGH
pDOW1426
HJ104 pyrF pDOW1349 hGH-COP
DC370 pyrF, hsiU
DC372 pyrF, hslU pDOW1426 hGH
DC373 pyrF, hslU’ pDOW1323 pbp:hGH
HJ105 pyrF, hslU’ pDOW1349 hGH-COP
DC417 pyrF, hslUV
HJ115 pyrF, hslUV pDOW1426 hGH
HJ117 pyrF, hslUV pDOW1349 hGH-COP

Os plasmideos usados nos experimentos a seguir estao listados

na Tabela 2.
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TABELA 2: VISAO GERAL DOS PLASMIDEOS

Plasmideos Relevancia

pDOW2236 vetor de clonagem

pDOW2240 Ptac grpE-dnaKJ, pyrF*

pDOW2247 Pmtl nenhum gene recombinante; vetor vazio
pDOW3501 Pmti grpE-dnaKJ, pyrF*

pDOW1349 pyrF*, hGH::COP

pDOW1426 pyrF*, hGH

pDOW1261-2 | vetor suicida, pyrF"

pDOW2050 usado para construgado das cepas de delegao de hslUV

COLETANEA DE AMOSTRA E ISOLAMENTO DE RNA

Todas as amostras foram colhidas de uns experimentos de

frascos de agitagdo de 250 ml padrdo. As amostras foram tiradas em pontos
de tempo diferentes como indicados nas figuras. A cada ponto de tempo, 10
ml de cultura de célula dos frascos de agitagdo foram colhidos e misturados
com 10 ml de reagente RNA/ater (Ambion, Austina, TX) para estabilizar o
RNA.
HIBRIDIZACAO DE MICROARRANJO E ANALISE DE DADOS

Para cada amostra de RNA, os nucleotideos fluorescentes
Cy3-dUTP ou Cy5-dUTP (Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ) foram in-

corporados no cDNA em uma reagdo de transcrigdo reversa (RT) usando

iniciador de hexamero aleatério (Amersham). Os dois fundos gerais de cDNA
marcados foram combinados e aplicados a uma lamina de microarranjo. As
laminas de microarranjo contém oligodeoxirribonucleotideos amino-modifica-
dos de 50 mer (oligos) representandos cada um por ORF de P. fluorescens.
Cada oligo foi impresso duas vezes para manchas em duplicata em locali-
zagéo diferente usando o rob6 SDDC-2 (Virtek, Toronto, Canada - agora dis-
tribuido através de Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) e pinos de SMP3
(TeleChem Internacional Inc., Sunnyvale, CA). As laminas de microscépio
usadas foram revestidas com uma resina epoxi positivamente carregada para
ligagdo de DNA eficiente (MWG Inc, Alameda, CA). Apds imprimir, as laminas

foram pés-processadas de acordo com as especificagbes de MWG. Um pa-
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cote de software de BioDiscovery Inc. (El Segundo, CA) foi usado para facilitar
a andlise de dados. Este pacote consiste em mddulos CloneTracker®, Ima-
Gene®, GeneSight® e a base de dados de GeneDirector®. Cada l&dmina hi-
bridada foi varrida usando ScanArray 5000 (Packard BioScience, Billerica, MA)
para medir a fluorescéncia do cDNA Cy3- e Cy5-marcado ligado ao microar-
ranjo. As imagens adquiridas foram quantificadas em ImaGene® e os dados
brutos foram processados em GeneSight®. Durante a preparagao dos dados,
a intensidade das manchas para cada gene foi corrigida com a base; o sinal
para o canal de Cy5 foi normalizado ao canal de Cy3 usando a intensidade de
sinal total para o arranjo inteiro; a razdo normalizada de Cy5 para Cy3 para
cada gene foi transformada de log2, e as réplicas foram combinadas.
ANALISE DA EXPRESSAO DE PROTEINA ATRAVES DE SDS-PAGE

Aliquotas de cultura foram colhidas em varios pontos de tempo

apos indugao de IPTG, normalizada para ODggo de 10. Os lisados de célula
foram separados em fragbes sollveis e insoluveis através de centrifugagdo a
11000 g durante 5 minutos. As aliquotas de 2,5 ul foram combinadas com 5 ul
de tampé&o de amostra de 2X NuPAGE LDS (Invitrogen, San Diego, CA), 50
uM de DTT e H,O para 10 ul, depois aquecidas para 95°C durante 5 minutos.
As proteinas foram separadas e visualizadas em 12% de géis de Nupage
tingidos com Coomassie Blue usando Simply Blue Safestain (Invitrogen, San
Diego, CA).

MEDICAQ DA ATIVIDADE DE FLUORESCENCIA

Rendimento da proteina foi também medido por atividade de flu-

orescéncia da fusdo de proteina de fluorescéncia verde (COP) e hormédnio de
crescimento humano (hGH). O constructo de fusdo de hgh::COP foi trans-
formado nas cepas do tipo selvagem ou mutantes de hs/U e selecionadas na
placa de agar de glicose M9 sem uracila. A cultura de célula induzida por IPTG
foi normalizada para ODggg de cinco. Atividade de fluorescéncia relativa (RF)
foi medida usando o espectrofluorimetro de microplaca de Spectramax Ge-
mini (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) sob o ajuste apropriado (Ex485, filtro
de passagem de banda Em538530).
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EXEMPLO 1: ANALISE DE EXPRESSAO DE GENE DE CEPAS QUE

PRODUZEM PROTEINAS CITOPLASMICAS E PERIPLASMICAS - COM-

PARACAQO DE DIFERENTES PNOTOS DE TEMPO

Para estudo dos FMs e expressao de gene de protease durante a
producgao de proteina heteréloga, cepas de P. fluorescens DC206, 280, 240 e
271 foram usadas nos experimentos de microarranjo iniciais. DC206 é a cepa
hospedeira e foi usada como um controle para crescimento de célula; DC280
tem um plasmideo apenas de vetor e foi usado como um controle para o
experimento de microarranjo; DC240 é DC206 com uma enzima citoplasmica
de nitrilase de codificagdo de plasmideo que é sollivel; DC271 é DC206 com
um plasmideo que codifica 0 horménio de crescimento humano periplasmico
(pbp::hGH) que ¢ parcialmente insoltvel. Cepas foram crescidas em 200 ml
de meio de frasco de agitagéo e crescimento das células foi monitorado me-
dindo a ODs7s. Indugéo de IPTG foi executada 24 h apés inoculagdo. Todas as
cepas cresceram similarmente e as amostras de cultura foram tiradas logo
antes (0 h) e 4 h apds a inducgdo para isolamento de RNA e perfilagao trans-
cripcional (TxP) usando microarranjo de DNA (Figura 1).

Os perfis genéticos, isto €&, perfis transcripcionais foram com base
na comparagao da amostra de ponto de tempo de indugio de 4 h com aquele
da amostra de 0 h, as duas amostras foram rotuladas com corantes fluores-
centes, Cy3-dUTP ou Cy5-dUTP, e co-hibridadas na mesma lamina para cada
cepa. Cada hibridizagao foi duplicada com experimentos de troca de corante
(isto é, amostras foram marcadas com Cy3-dUTP ou Cy5-dUTP) (Tabela 3,
ldminas 1 a 6). As laminas hibridadas foram varridas usando um escéner a
laser confocal. Intensidade de sinal para cada gene foi determinada e pro-
cessada usando o pacote de software de microarranjo de Biodiscovery (El
Segundo, CA). A razdo de expressao dos dois pontos de tempo para cada
gene foi calculada e as razdes para todos 0s genes ao longo das cepas foram
agrupadas com base no valor da razdo e tendéncia entre as trés cepas
(DC280, DC240 e DC271) (Figura 2).
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TABELA 3. Sumario dos experimentos de microarranjo executados nos

Exemplos 1-3

Expe- Lamina Cy3 Cy5 Expe- La&mina Cy3 Cy5
rimento rimento
DC280 1 amostra | amostra Oh 7 DC240 | DC271
de 4 h deOh
2 amostra | amostra 8 DC271 | DC240
deOh de4h
DC240 3 amostra | amostra 4 h 9 DC240 | DC271
de4h deOh
4 amostra | amostra 10 DC271 DC240
deOh de 4 h
DC271 5 amostra | amostra | DC369 1 amostra | amostra
de 4 h deOh dedh deOh
6 amostra | amostra 12 amostra | amostra
deOh de4h deOh de4dh

Para focalizar em FM e expressido de gene de protease em P.
fluorescens sob a tensdo imposta pela producgao de proteina recombinante de
nivel alto, uma lista de FM e genes de protease foi comparada a anélise de
agrupamento. Apos analise de agrupamento hierarquica de todos os genes de
DC280, DC240 e DC271, FMs e proteases foram identificadas em dois a-
grupamentos (linhas nos agrupamentos 6 e 7; Figura 2).

Quatro genes no agrupamento 7 mostram expressdo mais alta
significativa em DC271 que expressa principalmente horménio de cresci-
mento humano periplasmico insolivel quando comparado a DC240 que
produz nitrilase citopldsmica solivel ou DC280 que nao superproduz ne-
nhuma proteina. Os quatro genes sdo HslV de codificagdo de rxf01961, HslU
de codificagéo de rxf01957, CbpA de codificagdo de rxf03987 e HtpG de co-
dificagéo de rxf05455. O HslV de E. coli (ClpQ) e HslU (ClpY) juntos formam
uma protease citoplasmica. A subunidade pequena, HslV, é uma peptidase
relacionada as a-subunidades proteassomais de eucariotes. A subunidade
grande, HslU, é um ATPase com homologia para outra familia de ATPases de
Clp como CIpA e ClpX. CbpA de E. coli € um analogo da co-chaperona bem

caracterizada DnaJ como julgado de ndo sé sua estrutura mas também sua
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fungdo. O fendtipo de lesdes em DnaJ, como sensibilidade de temperatura
para crescimento, € restabelecido sob introducdo do gene de cbpA em um
plasmideo de multicpias. HtpG de E. coli funciona como uma chaperona
molecular ATP-independente in vitro. Ela reconhece e transientemente liga
intermediarios de dobramentos estranhos, reduzindo sua concentragio livre
na solu¢do e desse modo impedindo a agregacao nao especifica. -

Os genes foram agrupados no agrupamento 6 da Figura 2 no-
vamente usando agrupamento hierarquico para identificar efeitos menos
pronunciados. Figura 3 mostra que FMs e proteases foram identificados em
dois agrupamentos principais (linhas no agrupamento 6 e 8). Os dois FMs no
agrupamento 8 sao DnaK e DnaJ, duas chaperonas principais que sdo bem
conhecidas trabalhar juntas para dobrar numerosas proteinas. Outra analise
dos valores de expressdo de genes do agrupamento 6 identificou um FM
adicional, ClpX que é mais alta expressa em DC271 produzindo pbp::hGH
quando comparada a DC240 produzindo nitrilase ou DC280 que ndo super-
produz nenhuma proteina. A proteina de choque térmico de ClpX de E. coli é
homéloga aos membros da familia de ATPases de HSP100/Clp procaridticos
e eucaridticos. ClpX de E. coli foi isolado como um componente especifico das
proteases de Clp ATP-dependentes, que mantém certos polipeptideos em
uma forma competente para protedlise pela subunidade de protease de ClpP.
ClpX pode agir como uma chaperona molecular, na auséncia de ClpP, ati-
vando as proteinas de iniciagdo envolvidas na replicagdo de DNA. FMs e
proteases identificados importantes para produgdo de hGH periplasmico es-
tao listadas na TABELA 4.

TABELA 4. Lista de FM e genes de protease cujos niveis de razdo de mRNA

de estado constante sdo mais altos em DC271 quando comparado a DC240 e

DC280. Os valores listados séo a razéo de 4 h apés indugdo de IPTG por O h.

DC280 DC240 DC271
Gene ID Gene | Fungao
(4hvs.0h) | (4hvs.0h) | (4hvs.0h)
RXF05455_1 0,8 0,6 53 htpG | Proteina de chape-
rona HtpG
RXF03987_1 1,0 0,5 5,2 cbpA | Proteina de ligagdo
de DNA curvada
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DC280 DC240 DC271
Gene ID Gene | Fungao
(4hvs.0h) | (4hvs.0h) | (4hvs.0h)

RXF01961_1 0,9 04 50 hslV | HslV Protease
ATP-dependente
(ec 3.4.25.-)

RXF01957_1 1,0 4.8 hsilU | Hsl Protease
ATP-dependente,
subunidade de
ligagdo de ATP
HslU

RXF05399 1,0 0,6 3,3 dnaK* | Proteina de cha-
perona DnaK

RXF05399 1 1,3 0,6 3,0 dnaK* | Proteina de cha-
perona DnaK

RXF05406_1 1,2 0,7 3.0 dnaJ | Proteina de cha-
perona DnaJ

RXF04654 1 1,1 0,9 2,0 cipX | Clp protease
ATP-dependente,
subunidade de
ligagdo de ATP

ClpX

* Para dnaK, duas sondas estédo presentes na fatia de microarranjo e desse
modo sé&o fornecidos dois valores de expressio de gene.
EXEMPLO 2 - ANALISE DE EXPRESSAO DE GENE DE CEPAS QUE

PRODUZEM PROTEINAS CITOPLASMICAS E PERIPLASMICAS - COM-
PARACAO DIRETA DE CEPAS DIFERENTES
Para confirmar os resultados obtidos acima, experimentos de

microarranjo adicionais foram executados por comparagéo direta das duas
cepas DC271 e DC240 (laminas 7 a 10 na Tabela 3). A comparagao das duas
cepas em 4 h apos ponto de tempo de indugdo confirmou que um conjunto
quase idéntico de FM e genes de protease foi sobre-regulado em células que
expressam pbp::hGH parcialmente soltveis (Tabela 5). Todos os genes lis-
tados na Tabela 5 sdo significativamente (isto € > 2 vezes) mais alto ex-
pressos nas cepas que produzem hGH parcialmente insollvel quando com-
parado as células que produzem nitrilase completamente soltvel. Na com-
paragdo direta de DC271 a DC240, algumas proteinas adicionais foram i-

dentificadas quando comparadas & comparagio de ponto de tempo (ver Ta-
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bela 4) que mostrou valores de expressdo de gene significativamente mais

altos durante a produg¢édo de hGH parcialmente insoltvel. Aqueles genes in-
cluiram ClpB de codificagdo de rxf08347, ClpA de codificagdo de rxf04587 e
FkbP de codificagdo de rxf05753. O homélogo de CipB de E. coli esta envol-

vido na reativagdo dos corpos de inclusdo juntos com DnaKJ-GrpE. ClpA de E.

coli tem uma fungéo de chaperona ou, quando junto com ClpP, degrada as

proteinas. Em E. coli, FkbP funciona como uma peptidil-prolil isomerase.

TABELA 5. Lista de FM e genes de protease cujos niveis de mRNA de estado

constante sdo mais altos em DC271 quando comparados a DC240. Os va-

lores listados sé@o a razdo de DC271 para DC240 em 4 h ap6s indugéo de

IPTG.
DC271 vs. DC271 vs.
Gene ID Gene Fungédo
DC240a0h | DC240a4h
RXF03987_1 0,8 10,8 cbpA Proteina de ligagao de
DNA curvada
RXF01957_1 0,9 10,0 hsiU Hsl protease
ATP-dependente,
| subunidade de ligagao
de ATP HsiU
RXF01961_1 0,7 10,0 hslvV Protease
ATP-dependente HslV
(ec 3.4.25.-)
RXF05455 1 0,7 7,8 htpG Proteina de chapero-
na HtpG
RXF05406_1 1,0 47 dnaJ Proteina de chapero-
na Dnad
RXF08347_1 0,6 3,8 clpB Proteina de ClpB
RXF05399 1 1,0 3,7 dnaK* | Proteina de chapero-
na DnaK
RXF05399 0,9 2,9 dnaK* Proteina de chapero-
na DnaK
RXF04587 1 0,9 2,8 ClpA Clp protease

ATP-dependente,
subunidade de ligagao
de ATP CIpA
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DC271 vs. DC271 vs.

Gene ID Gene Fungéo
DC240a0h | DC240a4h
RXF05753_1 1.1 21 fkbP Peptidil-prolil cis-trans
isomerase (ec 5.2.1.8)
RXF04654 1 1,2 2,0 clpX Clp protease

ATP-dependente,
subunidade de ligagao

de ATP ClpX

*Para dnaK, duas sondas estido presentes na fatia de microarranjo e desse
modo dois valores de expressao de gene sao fornecidos.
EXEMPLO 3: ANALISE DE EXPRESSAO DE GENE DE UMA CEPA QUE
PRODUZ UMA PROTEINA CITOPLASMICA INSOLUVEL

Uma vez que DC271 parcialmente expressa horménio de cres-

cimento humano periplasmico (pbp::hGH), ele foi investigado se FMs e genes
de protease similares ou diferentes fossem sobre-regulados em uma cepa
que principalmente expressa hGH citoplasmico insoltivel. DC369 foi usado
neste experimento. As 4 h apés indugdo, a amostra foi comparada a amostra
de ponto de tempo O h, e experimentos de microarranjo foram executados
como mostrado na Tabela 3 (lAminas 11 e 12). Novamente, FM e genes de
protease similares foram observados ser sobre-regulados indicando que os
genes identificados estdo envolvidos em dobramento citoplasmico ao invés
periplasmico e degradagdo de proteina (Tabela 6). Um resumo de quais ge-
nes que foram identificados em qual experimento junto com a sobre-regulagao
de dobramento é mostrado no diagrama de Venn da Figura 4.

TABELA 6. Lista de FM e genes de protease cujos niveis de mRNA de estado
constante foram mais altos em DC369 em 4 h apés indu¢do quando compa-
rados a zero no tempo. Os valores listados sdo a razédo de 4 h apos indugdo

de IPTG para 0 h (logo antes da indugao).

DC369
Gene ID Gene Funcgao
(4hvs.0h)
RXF01961_1 4.8 hslv Protease ATP-dependente HslV (ec
. 3.4.25.-)
RXF01957_1 4,3 hsiU Hsl protease ATP-dependente, su-
bunidade de ligagdo de ATP HslU
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Gene ID DC369 Gene Fungéo
(4hvs.0h)

RXF03987_1 4,1 cbpA Proteina de ligagdo de DNA cur-
vada

RXF05455 1 3,3 htpG Proteina de chaperona HtpG

RXF05406_1 2,3 dnaJ Proteina de chaperona DnaJ

RXF08347_1 2,2 clpB Proteina de ClpB

RXF05399 1 21 dnakK* Proteina de chaperona DnaK

RXF02095_1 2,0 groES Chaperonina de 10 kDa GroES

RXF06767 1 2,0 groEL Chaperonina de 10 kDa GroEL

RXF05399 1,8 dnaK* Proteina de chaperona DnaK

RXF04587 1 1,7 ClpA Clp protease ATP-dependente,

subunidade de ligagdo de ATP CIpA

* Para dnaK, duas sondas estdo presentes na fatia de microarranjo e desse
modo s&o fornecidos dois valores de express3o de gene.
EXEMPLO 4. GERACAO DE UMA CEPA MUTANTE DE hs/U EM DC206 DE

P. fluorescens

O dois genes hslU foram encontrados estar entre os genes iden-
tificados mais altamente sobre-regulados. HslU é uma ATPase citoplasmica.
A proteina homologa em E. coli pode agir em combinagdo com uma segunda
proteina para promover degradagdo de proteina energia-dependente em E.
coli. HslU interage com HslV, uma proteina com homologia para as
a-subunidades de proteasoma. Os homdélogos de HsIVU de E. coli foram
relatados estar envolvidos em protedlise geral das proteinas desdobradas em
Missiakas, D., et al. (1996) Identification and characterzation of HslV HslU
(ClpQ ClIpY) proteins involved in overall proteolysis of misfolded proteins in
Escherichia coli. Embo J15:6899-909. analise de sequéncia de DNA sugeriu
que os genes de hs/VU de P. fluorescens sao provaveis de fazer parte de um
operon bicistrénico (Figura 5).

Para verificar se HsIVU estéo de fato envolvidos na degradacao
de hGH, um cepa knock-out de hsl/U foi construida. Uma tal cepa foi gerada
por inativacao insercional de hs/U (Figura 6). Um fragmento de DNA interno
de cerca de 550 bp para hs/U foi clonado no vetor de pCR2.1-TOPO resistente
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a canamicina. Uma vez que este vetor tem uma origem de replicagdo (ColE1)
que é funcional em E. coli mas nao em P. fluorescens, os plasmideos cons-
truidos integrardo no cromossomo de DC206 através de recombinagdo ho-
mologa para conferir resisténcia a canamicina. O sitio de insergdo correto
para as colOnias resistentes a canamicina foi confirmado através de PCR de
diagnéstico de colénia usando iniciadores que hibridam fora da regido origi-
nalmente amplificada e dentro da cadeia principal de plasmideo (Tabela 3). A
cepa mutante de hs/U construida foi designada DC370.

Os iniciadores foram projetados que amplificariam uma regido
interna de ~550 bp do gene de hs/U (Tabela 7). O fragmento interno foi am-
plificado usando Taq Polimerase (Promega), purificado e clonado em vetor de
pCR2.1-TOPO (Invitrogen, San Diego, CA). Os plasmideos foram transfor-
mados em DC206 de P. fluorescens competente e selecionados nas placas
de agar de glicose de M9 suplementada com 250 pug/ml de uracila e 50 pg/ml
de canamicina.

TABELA 7. INICIADORES

Iniciadores Seqliéncia Propésito
hslU_sens accgaagtcggctatgtggg (SEQ ID NO: 1) usado na am-
plificagcago  de
HslU_antis aatcgcgctgcacgcecttcg (SEQ ID NO: 2) rfwzrl?to d:e f:ﬁ;
interno
hsl_F2 ttcatcaaggtcgaagcg (SEQ ID NO: 3)
hsl_R2 tcagtcttgaccatgec (SEQ ID NO: 4) usado em PCR
M13 R caggaaacagctatgac (SEQ ID NO: 5) de diagndstico
M13_F taaaacgacggccag (SEQ ID NO: 6)
hsl-UP gtggcagccaccaaggctge (SEQ ID NO: 7)
hs!. middieUp cccacattgagtgaggcttacaaggggagagtctccacg :Zaggg”; fPr::
- (SEQ ID NO: 8)
cgtggagactctccccttgtaagcectcactcaatgtggg mc.anto de DNA
hsl_middieDown acima e abaixo
(SEQ ID NO: 9) de hslUV
hsl_down ggccaatggttggccacgeg (SEQ ID NO: 10)
hsl_UpUp tgccgacgccacaggtge (SEQ ID NO: 11)




10

15

20

25

135

Iniciadores Seqiiéncia Proposito

usado em PCR

hsl_DownDown | gcctggtactgcgacteg (SEQ ID NO: 12) de diagnéstico

atatactagtaggaggtaacttatggctgacgaaca-

RC199 gacgcea usado na clo-
(SEQ ID NO: 13) nagem de gr-
atattctagattacaggtcgccgaagaagc (SEQ ID PE-DnaKJ

RC200 NO: 14)

COMPARACAO DE EXPRESSAO DA PROTEINA POR ANALISE DE

SDS-PAGE

Para estudar o efeito do knockout do gene de hs/U, duas ex-
pressdes de proteina exdégena foram comparadas entre a cepa de origem
DC206 e a cepa mutante recentemente construida DC370. Os plasmideos
abrigando o gene codificando pbp::hGH (pDOW1323) e hGH (pDOW1426)
foram cada um transformados em células de DC370 competentes e resulta-
ram em cepas DC373 e DC372, respectivamente. Os experimentos de cres-
cimento padréo em frasco de agitagao foram executados com as quatro cepas.
Figura 7 mostra que as cepas do tipo selvagem e mutantes tém taxas de
crescimento similares. As amostras foram operadas em géis de SDS-PAGE
(Figura 8 e 9). Os resultados sugerem que o mutante produziu quantidades
mais altas de proteinas devido a dele¢ao da subunidade de protease HslU.
COMPARACAO DE EXPRESSAO DA PROTEINA POR ATIVIDADE DE
FLUORESCENCIA

Uma vez que o efeito observado da falta de HslU no rendimento

de hGH ¢ dificil para quantificar usando andlises de SDS-PAGE, o perfil
temporal de produgéo de proteina foi monitorado pela fluorescéncia de uma
proteina de fuséo entre proteina fluorescente verde COP e hGH. Um plas-
mideo contendo uma fusdo de hGH::COP foi construido e transformado na
cepa de origem DC206 e na cepa de delegdo de gene de hs/U DC370 resul-
tando em cepas HJ104 e HJ105 (Tabela 1). Os experimentos de frasco de
agitagéo padrao foram executados e as amostras tiradas em varios pontos de
tempo para medigbes da fluorescéncia (Figura 10). As leituras do fluorimetro

claramente mostraram que a cepa mutante de protease de hs/U teve niveis de
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expresséo de proteina significativamente mais altos comparados aos da cepa
parental (Figura 11). Esta descoberta confirma os resultados obtidos por a-
nalise de SDS-PAGE. Comparando a cepa de tipo selvagem, o mutante de
hslU aumentou 33,05% da fluorescéncia relativa em 24 h apés indugao (ver
insercao na Figura 11).

EXEMPLO 5: CONSTRUCAO DE UMA CEPA KNOCKOUT LIMPA DE hs/UV

A protease de Hsl consiste em duas subunidades: uma subuni-

dade de ligagdo de ATP codificada por hs/U e uma subunidade de protease
codificada por hslV. A cepa knock-out de protease de Hsl previamente cons-
truida € uma inativagdo insercional do gene de hs/U. Para remover a preo-
cupagao que HslV poderia ainda funcionar como uma protease podendo
acoplar a uma subunidade de ligagdo de ATP de outra protease, uma cepa de
delegdo foi construida que teve os genes de hslU e hslV removidos do cro-
moSssSomo.

Como mostrado na Figura 13, plasmideo pDOW2050 foi cons-
truido por amplificagdo de PCR de dois fragmentos de DNA flanqueando a
regido de hslUV, os dois fragmentos foram subseqiientemente fundidos u-
sando o método de PCR de Encaixe através de Extenséo de Sobreposigéo
(SOE) (ver Ho, S. N. (1991) Method for gene splicing by overlap extension
using the polymerase chain reaction. Pedido: Patente US 89-3920955023171).
Os fragmentos de DNA fundidos foram depois ligados no sitio de Srfl de vetor
pDOW1261-2. O plasmideo de delegdo foi nomeado pDOW2050 apds a in-
sergéao ter sido confirmada através de seqlienciagdo de DNA.

Plasmideo pDOW2050 foi eletroporado em DC206 e banhado
sobre placas de agar de M9 suplementadas com 1% de glicose e 15 pg/ml de
tetraciclina. Resisténcia a tetraciclina é devido a um evento de integragéo que
recombina o plasmideo inteiro no cromossomo com uma das duas regides
homdlogas dentro do genoma (Figura 13). Para selecionar as células que tém
uma delecao dos genes de hslUV, que resulta de uma segunda recombinagio
homologa entre o plasmideo integrado e a regido de DNA homéloga no
cromossomo, as coldnias resistentes a tetraciclina foram crescidas para fase

estacionaria em meio de LB suplementado com 250 ug/ml de uracila. As cé-
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lulas s&o depois banhadas sobre placas de agar de LB suplementadas com
500 pg/ml de acido 5-fluoroorético (5-FOA). As células que perderam o
plasmideo integrado por um segundo evento de recombinagdo também per-
deram o gene de pyrf e desse modo sao resistentes a 5-FOA, resultando na
cepa de delegdo de hs/lUV cromossdmico desejada, chamada DC417.
ANALISE FENOTIPICA DA CEPA DE DELECAO DE hsIUV

Analise de SDS-PAGE da cepa de delegao de hs/UV expressando

a proteina de hGH (cepa HJ115) mostrou rendimento de proteina muito mais

alto que a cepa do tipo selvagem DC369, similar ao que foi observado mais
cedo usando a cepa mutante insercional de hs/U DC372 (dados ndo mos-
trados).

Rendimento da proteina foi também medido por atividade de flu-
orescéncia da fusdo de hGH::COP usando o mesmo método descrito mais
cedo. Plasmideo pDOW1349 contendo a fusdo de hGH::COP foi transfor-
mado nas cepas do tipo selvagem e mutante que resultam em cepas HJ104 e
HJ117, respectivamente. Experimentos de frasco de agitagcio padrdo foram
executados e as amostras foram tiradas em varios pontos de tempo para
medigbes de fluorescéncia relativa (Figura 14). As leituras do fluorimetro in-
dicaram que a cepa de delecdo de protease de hs/UV teve niveis de ex-
pressao de proteinas significativamente mais altos (cerca de 50% de aumento
de rendimento) quando comparada aos da cepa do tipo selvagem. Este re-
sultado € similar ao que foi previamente observado com a cepa knock-out de
hsiU.

EXEMPLO 6: IDENTIFICACAO DE ALVO ITERATIVO USANDO TECNO-
LOGIA DE MICROARRANJO DE DNA

Para investigar se um conjunto novo de proteases é so-

bre-regulado na cepa de delegdo de protease de hs/UV, experimentos de
microarranjo de DNA foram conduzidos. Experimentos de frasco de agitagao
padrdo foram executados usando a cepa do tipo selvagem (DC369) e mutante
(HJ115) para expressar hGH. Para cada cepa, as 4 h apds as amostras de
indugdo term sido comparadas a amostra de ponto de tempo 0 h (logo antes

da indugdo de proteina heterdloga) os experimentos de microarranjo de DNA
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foram executados. Comparando a razéo de dois pontos de tempo entre as
cepas do tipo selvagem e mutante, uma lista nova de genes de protease que
sdo sobre-regulados na cepa de delecdo de protesase de hs/UV foi identifi-
cada (Tabela 8). Estes genes recentemente identificados codificando prote-
ases podem agora ser os alvos para uma segunda rodada de eventos de
delecdo de gene para também melhorar o rendimento de produgéo de pro-
teina heteréloga.

TABELA 8: Genes de protease cujos niveis de mRNA de estado constante
sdo mais altos na cepa de delegdo de protease de hs/UV (HJ115) quando
comparados aos da cepa do tipo selvagem (DC369), com base na razdo de

4 h apds indugdo de IPTG para 0 h (logo antes da indug&o).

Fungao . )
ORFID Sequéncia
Curada

rxf00133 | D-alanil-me- | atgcactttggaaaatggtttcacaccagcaccetgetggteggcttgagtittgtectggaceg
so-diaminop ctgcgccagcgtctcccaaacctccaccccggcaaccctggataagctgtt_gagcgacccgg
] cgotgeaaggegecaccgtctegetgatggtgegtgatgeccgeacaggeaccacgetgtat
imelato en- cageacaacccacgeaccoggetggtgecegegtecaaccteaagetgttgaccacggegg
dopeptidase | cagccatggatgtattggggecgeagtacegeticgecacgeaactgetgageaatggectac
(ec 3.4.-.-) gecagggegaccggetgactggeaacctgtacctgegtggettgggogacecgagtaticag
tttgccgactatcaggcgctcgccgcgcaattggccagccagggcgtgcgccaggtgcagg
gtgacctggtgttcgacgacactiggttegatgecgageggetgggegtggactggticecatg
atgatgaaaccacctactacggegegcagatttcagegetgacegtggegcceaatacegact
ttgatgetggeagegtgetggteaccgecaaggegeegttgeacgteggetegeeggtegge
gtggagatctaccecgeccaccgactacctgeaactgaataaccgogeegtecagegggecgg
gtaacagctatgggatcaaccgtegeeatggeaccaacctgetgeageteageggegegatg
gegectggeeggeagagecagceaattgatcagegtgtgegageegacgeaactggtggeca
acctgtitgagcaageettggegeagcagggeatcaaggtgetggggcegtegggtgatgggc
ggggcaagtcctgetgggptgacggtactgpecgageaccaateggegeegtigeaggage
tgatcgtgecgotgetcaagotctegaacaacgecatgtecgaageegtgctcaaggecatgg
goegecagacggecageageggeacgeeggeggegggegeegtggegetggecgacttt
ctcaagcgccaggggctggacaccagcgctgtgagccaagtggacggctccggcctgtcgc
gecgtaacctggtgtegtcgeaaacceicacegacctgetgetggeggecageaaacaacec
tggticgacgeetggtacaacgegetgecggttgecggeaatgecgacegtatgaceggegg
cagectgggttaccgeetgegeggoacggetgeggaaaataacctgeatgecaagacegget
ccatggeeggeptgtegteatigageggttacatcaccgatgetcacgggegeaagetggtptt
cgegatgttgaccaacaactatgtggtegetggegegeaggtaaaageegtggaaaacegeg
tcgeegtggcecectgtcccacagegaagactga
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ORFID

Fungao
Curada

Sequéncia

rxf01918

Zinco pro-
tease (ec
3.4.99.-)

atgagtgatcgcaaaaacagecgectgatectgeceggectgategeogteaccetgatggeg
gecagegecgtttacttettgogeoccagegagteggtegecageeaggecctggacaagge
tcaaacggecageaccetgeaatcectggeggaactggatggeaaggeaccgaccaacege
aagctcgacgtacaaacctggaccaccgecgaaggegecaaggtgetgticgtegaagecca
tgagttgcogatgttogacatgegectgctgttcgeegecggeageagecaggatggegacgt
gecaggectggegetgatgaccaacgecatgetcaacgaaggegtgecgggcaaggacgtc
agccagatcgecagtggettcgaaggectgggggecgactitggeaacggegectacegeg

acatggegetggtgaccctgegeageetgagegacagegecaagegegacgecgeectgte
actgttcaaccaggtgatcggccagecgactticccggeagacteactggeacgeatcaagaa
ccagatectggecggtitcgagtaccagaageagaaccceggeaaactggegageatcgaac
tgttcaagegectgtacggegaccaccettacgeacacccgagegaaggeacceccgagag

cgtgeecgaagattacectggegeagttgeaggegttccacgecaaggectatgecageggata

acgeggtgattgeagtggtgggcegacctgaceegegecgaagetgaagecatgacggecaa
ggtgtecgegtogetgeccaaaggeccggotatggecaagategeccagecgaccgageea
aaagccggecetgagecgtatcgagitccegteccaageaaacceacetgetgtitgegeagtig

ggcatcgaccgtgecgaceeggattacgeagecttgtocctgggtaaccagatecteggegg
cggtggettcggeaccegetigatgagegaagtgegtgaaaagegeggectgacotacgge
gtgtattccggtitctcaccaatgeaggegegeggecegticatgatcaacetgeagaccegeg
ccgaaatgageggtgecaccttgegectggtggaggacgtactggetgactacctcaagace
ggcccgacgeaaaaggaactggatgacgccaagegegagetggecggeagetteeegetgt
ccaccgecageaacgecgatatcgtegggcagttgggcgcecatgggttictacaacctgeeg
ctgagctatctggaagatttcatgaaacaatcccaggecctgacegtegatcaggtcaaggete
caatgaataaacactigagcgecgacaagatggteatcgtgaccgecggeccgacgattgeg
caaaagccactaccgecceccactgataaacetgeccgageageegeteggggttceggage
attaa

rxf02689

Dipeptidase
microsso-

mal (ec
3.4.13.19)

ttgtcgtggattgacgctticggeaattceectgtegttittgeacceggeteegtegptpectgg
geatatgetggecccaaagegeeggceagacgattcggegeatgaategecaataaggapac
geetgatgageccagecgagtigecacgecgacageategttatcgacggtetgattatigecaa
gtggaaccgegacctgttcgaagacatgegeaaaggtggectcacegeegecaattgeacgg
tgteggtgtgggaaggcticcaggecacgatcaataacategttgecagecagaccctgatee
gcgaaaacagegacctggtgatcccggtgaaaaccaccgeegacateegeogegecaagg
agctgggcaagactggcatcatcttcggettccagaatgeccatgectttgaggaccagetepg
ctatgtcgagatcticaagcageteggegtgggogtggtgcagatgtgctacaacacccagaa
cctggtgggeaccggttgetacgagegegatggeggectgtegggtitcgggeptgagateg
tcggegagatgaaccgegtcggeatcatgtgegacetgteccacgtgggctecaagaccage
gaagaggtcatcctcgaatcgaaaaagecggtgtgctactcecactgtetgeegteogggctta
aagagcacccgegeaacaagtccgatgaagagetgaagticatcgecgaccatggeggattt
gteggtgtgaccatgttcgegeegtititggccaagggceatcgactcgactatcgacgactatge
cgaagccatcgaatacaccatgaacatcgtcggegaagacgecatcggeateggeaccgact
tcacccagggccatgpcecaggatticticgaaatgetcacccatgacaagggcetacgecegee
geetgaccagetteggeaagateatcaacecgetgggeatcegeaccgtggatgagttcceea
acctcaccgagack:ctgctcaagcgcggccacagcgagcgcgtggtgcgcaagatcatggg
cgagaactggptcaacgtgctcaaggacgtetgggpgegaataa
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ORFID

Funcgao
Curada

Sequéncia

rxf05113

Precursor
de metalo-
protease
extracelular
(ec 3.4.24.-)

atgacaatitgpcccagggggcgaacacagggctatcctgaaaaccgttacceggacgttcac
cacacgccaaaaaggagecagctcatgtgtgticgccaaccgegoaacoegaititttgectga
teccegecgtacatgetcgaccagategeacgecacggogacaaageccaacgggaagtcge
attacgcacgcgtgecaaggacageacgtitcgticgtigegeatgptegeggtaccocgecaa

ggggeeggeeccgeatggeactggeegtgggegeegagaageaacgetcgatetacagtge

cgaaaacaccgacagectgecoggeaagetgatcegeggegaaggpgeageccgecagtag
cgatgccgeggtggacgaagectalgacggectgggegegaccttcgattitittgaccaggte
tttgatcgeaattccatcgacgatgegggcatggegetggacgecacggtgeacticggecag
gactacaacaatgcgttctggaattcgacccagatggtgticggegatggegaccageagttgt
tcaaccgetttaccgtggeactegacgtcatigggeatgagttgpeecatggegtgactgagga
tgaggecaagetgatgtacticaaccagtceggigegetgaacgagtegtigtoggacgtgtte
ggttcgetgatcaageagtacgegtiaaageaaacggecgaggatgeogactggttgatogg

caaggggttstttaccaanaagatcaagggcacggegctgegetcgatgaaggegecagge

actgegtitgatgacaagcetgetgggcaaagaccegeagectgggeacatggatgattttgtec
aaacttacgaggacaatgggggcgtgcatatcaattccggeattcccaaccatgegtictacca
ggtggcpatcaatataggegegticgectgggagegigecgggegtatetggtatgacgeact
gegegattcgeggttgeggeccaaticegggttettgegtittgcgegeattacccacgatattg

coggecagctttatgpegtgaacaaagetgageagaaggeagtcaaggaaggetggaaage
getgggcataaacgtitga

rxf0540

Proteina de
divisdo ce-
jular  FtsH
(ec 3.4.24.-)

ttgaacgatatggcaaagaatctgateetgtgotigateatcgeggetgtectggtgacggtgat

gaacaacttctccagecctaacgagecgeagaccetcaactattcegacttcatccageaagtt

aaggatggcaaggtcgagegegtageggtigatggctacgtgattaccggtaagegeaacga
tggogacagettcaagaccaticgtectgecattcaggacaacggtcteate getgacctggtg
gataacaaggtcgttgippaagpeaageagectgaacagcaaageatetggacceageteet
ggtggocageitccegatcectggtgattategecgtgtteatgttetteatgegecagatgeaag
geggtgeggeaggeaagggegggccgatgagcticggeaaaageaaggegegectgetet
ccgaagaccaggtgaagaccaceetggetgacgicgeaggtigegacgaagecaaggaag
aagtoggtgagttgptegagticetgegtgatccgggceaagticcagegectggptggecgtat
tcctcgcggtgtgctgatggtggggcctccgggtaccggtaaaaccttgctggccaaggcgat
tgccggcgaagccaaggtgcctttcttcacgatttccggttctgacttcgtcgagatgtttgtc {144
cgteggegecagecgtgttcgegatatgticgageaggecaagaageacgegecatgcatca
tcttcatcgacgaaatcgatgccgttggtcgccatcgtggcgcgggcatggggggtggtcacg
atgagcgtgagcagaccctcaaccagttgctggtagagatggatggtttcgagatgaat gacg
geattatcgteatcgecgeaaccaaccgiceegacgtictegaccetgegtigetgegteogge
ccgtitcgacegteaggttgtggteggectgecggacattogtggteatgageagatectgaaa
gtacacatgcgeaaggtgecaatgggtgacgacgtggctceggetgtgatcgeccgtggtact
ccegptttctceggtgetgatetggogaacctggtcaacgaggettegetgticgetgeecgtac
tggcaagcgcatcgttgagatgaaagagttcgaattggcgaaagacaagatcatgatgggcg
ccgagegceaaatccatggteatgtecgagaaagagaageagaacaccgettatcacgaggee
ggtcacgecattgtagptegegtigtecctgageatgaceecgtetacaaagtgtegateattes
tegtggtegggcactgggtatgaccatgttectgecggaagaagategetacagectetccaa
gegtgegetgatcagecagatetgetogetgtatggeggtegtattpotgaggaaatgaccett
ggcttcgacggtgtgaccactggtgectecaatgacatcatgegtgecagecagategeacga
aacatggtgaccaagtgggectigtcggaaaaactcggeccattgatgtacgecgaagagga
aggcgaagtgttcctggggegtggegecggtpgecaaagegecagetictegggtgagaca
gecaagcetgatcgactccgaagitcgeageateattgaccagtgetatggeacggccaageag
attttgactgacaaccgtgacaagetggacgecatggotgatgegttgatgaagtacgaaacca
tegatgecgaccagatcgacgacatcatggegggecgtacgeegegtgageegegegactg
geaaggtggticgggtactteggpeactecgectgtggtgeagaatgagegeectgaaacge
ctatcggeggeccggeagetgateactaa
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EXEMPLO 7: CO-SOBRE-EXPRESSAO DE MODULADORES DE DO-
BRAMENTO AUMENTA A SOLUBILIDADE DA PROTEINA ALVO HGH

Com base nos dados de perfilagdo transcripcional mostrados na

Figura 4, expressdo de moduladores de dobramentos (FMs) DnaK e DnaJ foi
aumentada em cepas que produzem proteina recombinante comparadas as
cepas de controle (ver Tabelas 4 e 5). Uma cepa que co-superproduziu GrpE,
DnaK e DnaJ junto com hGH foi produzida e testada para identificar se isto
resultou na acumulagdo de niveis aumentados de hGH soluvel.
CONSTRUCTO DE PLASMIDEO CONTENDO grpE-dnakKJ PARA
CO-SOBRE-EXPRESSAO COM hGH

Os genes de grpE-dnaKJ de P. fluorescens foram amplificados

usando o DNA cromossomico isolado de MB214 (DNeasy; Qiagen, Valenga,
CA) como um modelo, RC199 (5'-ATATACTAGTAGGAGGTAACTTATGGC
TGACGAACAGACGCA-3') e RC200 (5-ATATTCTAGATTACAGGTCGCCGA
AGAAGC-3') como iniciadores, PfuTurbo (Stratagene, La Jolla, CA) foi usado
seguindo as recomendagdes do fabricante. O produto de PCR resultante (4 kb)
foi digerido com Spel e Xbal (sitios de restricido sublinhados acima nos ini-
ciadores) e ligado a pDOW2236 para criar pDOW2240 contendo os genes de
grpE-dnaKJ sob o controle do promotor de tac. Plasmideo pDOW2240 foi
digerido com Spel e Hindlll e o fragmento de 4,0 kb contendo grpE-dnakJ
resultante foi purificado em gel usando Qiaquick (Qiagen) e ligado a
pDOW2247 também digerido com Spel e Hindlll. O plasmideo resultante,
pDOW3501, contendo grpE-dnaKJ sob o controle do promotor de manitol, foi
transformado em DC388 mediante selegdo em placas de glicose de M9 su-
plementadas com 250 pg/ml de uracila. Por fim, pDOW1426 foi eletroporado
na cepa acima (DC462) e selecionado em placas de glicose de M9, resultando
em cepa DC463 com dois plasmideos induziveis: 1) pDOW1426 carregando
Piac hGH e 2) pDOW3501 carregando P grpE-dnaKJ.

FERMENTACAO EM FRASCO DE AGITACAO, COLETA DE AMOSTRA E
ANALISE

Culturas em duplicata de DC463 foram crescidas em frascos de

agitagdo. Indugéo de proteina foi realizada pela adigdo de 0,1 mM de IPTG
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para hGH e 0,5% de manitol para GrpE-DnaKJ em 24 hs apds inoculagéo. As
amostras foram colhidas a 0, 4, 8, 24 e 48 horas ap06s indugdo. Em cada ponto
de tempo, 20 células de ODgyo normalizada em 1 ml foram colhidas, lisadas
usando Easylyse® (Epicentro, Madison, W) e separadas em fragdes soltiveis
e insoluveis mediante centrifugagdo a 14000 rpm durante 30 minutos. Volu-
mes iguais das amostras foram combinados com BioRad (Hercules, CA) 2x
tampao de Laemmli, aquecidos para 95°C durante 5 minutos com 30 pL
carregados em um gel de Criterion a 15% de Tris HCI de BioRad usando
tampao de operagéo de SDS de 1x Tris Glicina corrente (BioRad). As prote-
inas foram visualizadas com Simply Blue Safestain (Invitrogen, Carlsbad, CA)
como mostrado na Figura 15. Os géis tingidos com Coomassie resultantes
foram varridos usando um Densitémetro Pessoal de Molecular Devices (Mo-
lecular Devices, Sunnyvale, CA) com analises executadas usando Image-
Quant e Excel. Como mostrado na Figura 15, a co-sobre-expressao de GrpE,
DnaKJ significativamente aumentou a solubilidade de hGH, convertendo
quase 100% da proteina alvo na fragdo soluvel, embora a um rendimento de
proteina total inferior. Experimentos adicionais repetindo crescimento e in-
ducdo de DC463 usando a adigdo simultinea de IPTG e manitol de forma
bem préxima imitaram os resultados mostrados aqui, embora com um grau
variado de solubilidade de hGH (entre 50-100%; dados ndo mostrados),
quando GrpE DnaKJ foram co-superproduzidos. Estas descobertas também
demonstram que engenharia de cepa alvejada com base em perfilamento
transcripcional pode levar a um projeto de cepa racional para aumentar a
solubilidade e/ou rendimento de uma proteina recombinante.

A invengdo foi descrita com referéncia a certas modalidades e
exémploé nao-limitativos. Estara claro a alguém de habilidade na técnica que

outras modalidades da invengao sdo também possiveis.
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REIVINDICAGOES

1. Processo para melhorar a expresséo de uma proteina ou pep-
tideo recombinante em uma célula ou organismo hospedeiro, compreen-
dendo:

i) expressar a profeina ou peptideo recombinante na célula ou
organismo recombinante hospedeiro;

i) analisar um ‘perﬂl genético da célula recombinante para identi-
ficar um ou mais genes ou produtos de gene compensatorios que sao ex-
pressos a um nivel mais alto na célula recombinante que em ou uma célula
hospedeira que ndo foi modificada para expressar a proteina recombinante ou
uma célula recombinante que néo esta expressando a proteina recombinante:
e

iii) alterar a expressao do gene ou produto de gene compensatorio
identificado na célula recombinante através de modificagdo genética para
fornecer uma célula recombinante modificada que alcanca um aumento em
expressao, atividade ou solubilidade da proteina recombinante.

2. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, ainda compreen-
dendo expressar a proteina ou peptideo na célula recombinante modificada.

3. Processo de acordo com a reivindicagéo 1, ainda compreen-
dendo:

(a) expressar a proteina ou peptideo recombinante na célula re-
combinante modificada;

(b) analisar um perfil genético da célula recombinante modificada
para identificar pelo menos um/uns segundo(s) gene(s) ou produto(s) de gene
que é/sao diferencialmente expresso(s) na célula recombinante modificada;

(c) alterar a expressao do segundo produto de gene identificado
na célula recombinante modificada para forecer uma célula duplamente
modificada; e

(d) expressar a proteina ou peptideo na célula recombinante du-
plamente modificada.

4. Processo de acordo com a reivindicag&o 3, ainda compreen-

dendo repetir as etapas a) a d).
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5. Processo de acordo com a reivindicagdo 4, compreendendo
repetir as etapas a) a d) até a viabilidade da célula ser afetada alterando a
expressao do(s) gene(s) ou produto(s) de gene modificado(s).

6. Processo de acordo com a reivindicagdo 4, compreendendo
repetir as etapas a) a d) até a expressao da proteina ou peptideo recombi-
nante alcancar um ponto terminal alvejado.

7. Processo de acordo com a reivindica¢do 1, em que um perfil
genético é analisado comparando um perfil genético da célula recombinante a
um segundo perfil genético da célula hospedeira.

8. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que o perfil
genético é um perfil de transcriptoma.

9. Processo de acordo com a reivindicagdo 8, em que o perfil de
transcriptoma é determinado por um microarranjo.

10. Processo de acordo com a reivindicagéo 1, em que o perfil
genético € um perfil de proteoma.

11. Processo de acordo com a reivindicagdo 10, em que o perﬁl de
proteoma € determinado por eletroforese em gel bidimensional, ICAT ou
LC/MS.

12. Processo de acordo com a reivindicagéo 10, em que o perfil de
proteoma e determinado por um arranjo de peptideo.

13. Processo de acordo com a reivindicagdo 12, em que o arranjo
de peptideo € um arranjo de anticorpo.

14. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que o produto
de gene identificado € uma protease, uma subunidade de uma protease, um
co-fator de uma protease, um modulador celular ou um genético que afeta a
expressao de uma protease.

15. Processo de acordo com a reivindicagdo 14, em que o produto
de gene identificado € uma protease.

16. Processo de acordo com a reivindicagdo 14, em que o produto
de gene identificado € uma subunidade de uma protease.

17. Processo de acordo com a reivindicago 14, em que o produto

de gene identificado é um co-fator de uma protease.
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18. Processo de acordo com a reivindicagio 14, em que o produto
de gene identificado € um modulador celular ou genético que afeta a ex-
pressao de uma protease.

19. Processo de acordo com a reivindicagdo 14, em que o produto
de gene identificado é selecionado do grupo que consiste em D-alanil-me-
so-diaminopimelato endopeptidase, zinco protease, dipeptidase microssomal,
precursor de metaloprotease extracelular, proteina de divisdo de célula ftsH e
produtos de gene derivados dos genes hslV, hslU, clpX, clpA e clpB.

20. Processo de acordo com a reivindicagio 14, em que o nivel de
rRNA do produto de gene identificado é sobre-regulado quando a proteina ou
peptideo recombinante for expressado na célula hospedeira.

21. Processo de acordo com a reivindicagio 14, em que o produto
de gene identificado é removido de um genoma de célula hospedeira.

22. Processo de acordo com a reivindicagéo 21, em que o produto
de gene identificado é removido através de recombinagio homoéloga.

23. Processo de acordo com a reivindicagéo 1, em que o produto
de gene identificado € um modulador de dobra, uma subunidade de um mo-
dulador de dobra, um co-fator de um modulador de dobra ou um modulador
celular ou genético que afeta a expressdo de um modulador de dobra.

24. Processo de acordo com a reivindicagdo 23, em que o produto
de gene identificado € um modulador de dobra.

25. Processo de acordo com a reivindicagdo 23, em que o produto
de gene identificado é uma subunidade de um modulador de dobra.

26. Processo de acordo com a reivindicagdo 23, em que o produto
de gene identificado € um co-fator de um modulador de dobra.

27. Processo de acordo com a reivindicagdo 23, em que o produto
de gene identificado € um modulador celular ou genético que afeta a ex-
pressao de um modulador de dobra.

28. Processo de acordo com a reivindicagdo 23, em que o mo-
dulador de dobra é uma proteina de chaperona.

29. Processo de acordo com a reivindicagdo 23, em que 0 mo-

dulador de dobra é selecionado do grupo que consiste em produtos de gene
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dos genes cbpA, htpG, dnak, dnaJ, fkbP2, groES e groEL.

30. Processo de acordo com a reivindicagdo 23, em que a ex-
presséo do produto de gene identificado é alterada aumentando a expressao
do gene identificado, um co-fator de um gene identificado ou um modulador
celular ou genético do gene identificado.

31. Processo de acordo com a reivindicagdo 30, em que a ex-
pressao aumentada € por inclusdo de um DNA que codifica o produto de gene
identificado.

32. Processo de acordo com a reivindicagdo 30, em que a ex-
press@o aumentada € por insergdo de um promotor em um genoma da célula
hospedeira.

33. Processo de acordo com a reivindicagdo 30, em que a ex-
pressédo aumentada € por inclusdo de um vetor exdgeno na célula hospedeira.

34. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a célula
hospedeira € uma célula microbiana.

35. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a célula
hospedeira é uma Pseudomonada.

36. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a célula
hospedeira € uma célula de P. fluorescens.

37. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a célula
hospedeira € uma célula de E. coli.

38. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a célula
hospedeira é selecionada do grupo que consiste em uma célula de inseto,
uma celula mamifera, uma célula de levedura, uma célula fangica e uma cé-
lula de planta.

39. Processo de acordo com a reivindicagdo 9, em que o micro-
arranjo compreende amostras de pares de ligagéo para pelo menos 50% de
um genoma da célula hospedeira.

40. Processo de acordo com a reivindicagao 9, em que a técnica
de microarranjo compreende amostras de pares de ligagdo para pelo menos
80% de um genoma da célula hospedeira.

41. Processo de acordo com a reivindicagdo 9, em que o micro-
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arranjo compreende amostras de pares de ligagéo para pelo menos 90% de
um genoma da ceélula hospedeira.

42. Processo de acordo com a reivindicagdo 9, em que o micro-
arranjo compreende amostras de pares de ligagdo para pelo menos 95% de
um genoma da célula hospedeira.

43. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a ex-
pressao melhorada € um aumento na quantidade de proteina ou peptideo
recombinante.

44. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a ex-
pressao melhorada € uma solubilidade aumentada da proteina ou peptideo
recombinante.

45. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a ex-
pressdo melhorada € uma atividade aumentada da proteina ou peptideo re-
combinante.

46. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que o perfil
genetico € um perfil de genes em uma familia de gene.

47. Processo de acordo com a reivindicagio 1, em que o perfil
compreende proteases e moduladores de dobra.

48. Processo de acordo com a reivindicagdo 46, em que o perfil
consiste essencialmente em proteases.

49. Célula ou organismo hospedeiro, em que expressa uma pro-
teina recombinante que foi geneticamente modificada para reduzir a ex-
presséo de pelo menos duas proteases.

50. Celula ou organismo hospedeiro, em que expressa uma pro-
teina recombinante que foi geneticamente modificada para reduzir a ex-
pressao de pelo menos uma protease selecionada do grupo que consiste em
D-alanil-meso-diaminopimelato endopeptidase, zinco protease, dipeptidase
microssomal, precursor de metaloprotease extracelular, proteina de divisdo
de célula ftsH e produtos de gene derivados dos genes hslV, hsiU, clpX, clpA
e clpB.

51. Célula ou organismo hospedeiro, em que expressa uma pro-

teina derivada mamifera recombinante que foi geneticamente modificada para



reduzir a expressao de pelo menos uma protease.

52. Célula ou organismo hospedeiro de acordo com a reivindi-
cacao 52, em que a proteina recombinante é hormdnio de crescimento hu-
mano.

53. Célula ou organismo hospedeiro, em que expressa uma pro-
teina recombinante que foi geneticamente modificada para aumentar a ex-
pressao de pelo menos dois moduladores de dobra que ndo sejam subuni-

dades de modulador de dobra.
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FIG. 2

RXD05455: HtpG

4
5
2] P /
Agrupamento 1 Agrupamento 2 Agrupamento 3
| |
0 L i .
2 7/ — o S
rd
41
Agrupamento 4 Agrupamento 5 Agrupamento 6
4 | < L
5 X —
0
2
4
Agrupamento 7 Agrupamento 8 Agrupamento 9
4 I
2
0
2
4
O O N ) Q N ) o AN
59 S A\ 5 s 1 D A
‘v YV Vv v v Y Vv v 2k
S & & & & S & & &
RXF01961: HsIV
RXF01957: HsIU
—»{ RXF03987: CbpA




3/15

FIG. 3
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FIG. 7

100

10 1

0D600
-

0.1 -

0.01! T ; T T T . T
o 10 20 30 40 50 60

Horas

—e— DC369 (wt, hGH)

—s— DC372 (hslU-, hGH)
—&— DC271 (wt, pbp::hGH)
—m— DC373 (hslU-, pbp::hGH)



8/15

opessa00ld |

e if
—

opessado.id-0eN

LG

W




9/15

51 S{8 {15
MWW M W
B as 1 OE

6 Old

g s 9s¥e et 68LI9E € Z L

S1S 1S1 SIEN

MoOW oM W

Iy ¥ g

$ 8+ 98 ¥E €1

S 15 1S 1 S 1 e AN




10/15

~ (doD::HOY
“NIsY) SOLLH y—

(d0O::HOY ‘M) p0LrH-g—
(HOU ‘M) 69€0Q _o—

0000}

00000}

009(JO



11/15

6000.00

5000.00

iva

© 4000.00 -
Q 3000.00
/a
$ 2000.00
S ' /
= 1000.00
0.00
0 ' 20 40 .60
Horas
T [+
mpe ”S’;f | —e— DC369
7 = . DC206_hGH
- > —A— hslU_hGH
24 33 .
30 24
48 16
52 15

FIG. 11



12/15

ARG ER

jejuswiiadxa wo Jole

9]0JU0D WB JOIBY

1enbi eloueqiosqy

JepugiH

—~afammm—— ©)NDOLIE/ t’

sienbi
sapepijuenb
leulquop .

3JU8253J0N}} SEINJUI} WOD oedeolep

esJonal oeduousel|

A

oluelseoioiw Jeiedald

ool1oadsa-auab 061j0 wn TBPEUoS

jejuawadxy - aj0)u0)

oedeolewl ap OAle NN



Mutagénese de permuta alélica

ePlasmideo de delegao de hsiUV (Tet+, pyrF+)
«Cruzamento interno: Tet®

eCruzamento externo: tolerante a 5-FOA

|

13/15

A. Cruzamento interno
de plasmideo .

_ Regido a ser
r—_' deletada (1917 bp)
i hslUV .
* Nm——— Genoma
I i

Plasmideo

pDOW2050
(& hstUV )

tet pyrF

B. Resistente a Tet;
sensivel a FOA

pDOW2050 M

= ot 't hslUV

— NN\ Genoma

_1

Cruzamento externo de plasmideo

C. tolerante a FOA

‘i\\\\‘——— Genoma

FIG. 13



14/15

Fluorescéncia relativa

Hora ap6s indugéo

3500

3000
o

- Z

i5oo ‘¢//7 ‘4’*‘77‘6

1000 . A///

500 l;;gg557/ :
L ' | .
0 10 20 30 40

- [—e—HJ104 (1)

—o—HJ104 (2)
—a—H117 (1)

| —o—HI117 (2)

- FIG. 14




15/15

3dio-ryeud

GlL Old

OjusWEIGOp Bp SaI0pe|NPoW Wag

siygy ¥ 8 14



10

PLo91332¢ -4

RESUMO
Patente de Invencdo: "PROCESSO PARA EXPRESSAO DE PROTEINA
MELHORADA ATRAVES DE ENGENHARIA DE CEPA".
A presente invengao refere-se a um processo para melhorar 0s
niveis de produgdo de proteinas ou peptideos recombinantes ou melhorar o
nivel de proteinas ou peptideos recombinantes ativos expressos em células

hospedeiras. A invengdo é um processo de comparar dois perfis genéticos de

“uma celula que expressa uma proteina recombinante e modificar a célula para

alterar a expresséo de um produto de gene que é sobre-regulado em resposta
a expressao da proteina recombinante. O processo pode melhorar a produgao
de proteina ou pode melhorar a qualidade da proteina, por exemplo, au-

mentando a solubilidade de uma proteina recombinante.
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