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MEMORIA DESCRITIVA

Resumo

0 inventp descreve © processo pa-
ra a preparagdo de uma sequéncia de aminpédcides da hidrolise
de peptideons acilades. 0 invento relaciona-se também com um
processo para a preparacgdn de uma molécula de DNA codificada
per APH de um vecter que inclui a molécula e com a utiliza -
¢do de tal vector para transformar im hospedeiro. 0 invento
relaciona-se ainda com a expressde pele hespedeiro para pro-
duzir APH e a utilizagde de APH,para catalisar a hidrélise
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de um peptideo ou proteina N F-acetilado ou a reaccdo entre
um dador aminpodcide N x-acetilado e uma proteina aceitadora
com um grupo o(-NH2 livre.
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Fundamento do Invento

Campo do invento

0 presente invento & dirigido a
produgdo de Hidrelase de Peptideos Acilades através da tecno-
logia de DNA recombinante. Dirige-se também a utilizacdo da
enzima para catalisar a hidrflise de um peptidep ou protefna
acilados e a reacgdo entre um dader derivatizade de aminodci-
dos de N“ -acetilados e uma proteina aceitadera com um grupe
d’NHZ livre.

Breve descricdo de trabalhos anteriores

Desde a descoberta de um grupo ace-
tile no extremo amino da proteina da cdpsula do virus do me-
saico do tabaco, tém sido encontradoes uma série de proteinas
N*-acetilados em animais, plantas e seus virus e também em
bactérias e fungos. A N™-acetilacdp & assim coensiderada uma
das modificagBes tipicas das proeteinas nos organismos vivos.
Ainda, nalgumas células eucarifticas, fei sugerido que mais
de 80% das proteinas sollGveis intracelulares sdo N™-acetiladas
(Brown, J.L., J. Biol. Chem. 254: 1447-1449 (1979)).

0 significado bielégico de N*-ace-
tilagdp de proteinas & ainda uma questdc em aberte (ver Tsuna-.
sawa et al., Method Enzymel. 106: 165-170 (1984)). Tem sidao
propesto que estas modificag@es pfs-traducdc protege da pro-

teflise as proteinas intracelulares. No entantp, isto ndo pa-
rece ser verdade para todas as proteinas. No caso da activa do




do pseudoplasmfdio, a degradacde protenlitica torna-se mais
lenta quando a proteina & N™-acetilada. Ap contrério, a hemo-
glebina de gate & degradada a mesma velocidade independente-
mente da N*-acetilagde (Tsunasawa et al., 1984).

Resultados recentes da sequéncia
de DNA mostraram que nos genes estruturais das proteinas se-
cretadas que sdo N*-acetiladas, o cpddo do residuc amino-ter-
minal acetilado & directamente precedide pelo coddp de inicia
¢do sem a insercdp de codfies adicionais de aminpdcidos (Tsuna-
sawa et al., 1984). Tem-se feite pouco esforgo para compreen-
der a relagdo entre N™-acetilagdoc e o transporte de proteinas
secretadas através de membranas biplfgicas. Para compreender
totalmente a funcdo da N%-acetilacdo serd importante identifi-
car os aminpadcides N*-acetilados nas proteinas e peptideons
numa escala micrpanalitica. Com esta finalidade de remgcdo de
grupo N -acetile ou do aminpdcido N*-acetilade deve ser con-
seqguidp de mpdo eficaz.

A Hidrolase de Peptideps Acilades
(APH) tem sido usada com éxite na hidrtlise de peptideps N*-
-acilades. Aquela enzima que foi purificada a partir do figa-
do, pode libertar o aminpédcido N<-acetilado de péptidens pe-
quenos derivados de proteinas N*-acetiladas (Tsunasawa et al.,
1984). A especificidade do substrate & larga para o residuo
N-terminal. APH cliva o aminpacido N-terminal formilado ou ace
tilado de um peptiden blequeado (Jones et al., BBRC 126: 933
(1989)). Esta enzima catalisa a hidrélise de uma série de pep-
tideos e apresenta diferentes pHs fptimos para alguns substra
tos. Esta enzima pode também desempenhar um papel de charnei-
ra no processamento de cadeia polipeptidicas durante a biops-
sintese. A presenca do grupo acetilado tem passade despercebi-
da em muitas proteinas devide a na maior parte dos cases o
grupo bloqueador da cadeia pplipeptidica nascente juntamente
com ¢ primeirp amingdcido serem remopvidos por vezes durante a

bigossintese. APH tem sido purificada a partir de figadoe de ra-
to (Tsunasawa et al., J. Biochem. 77: 89-102 (1975)); a partir
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de figado bovine (Gade et al., Bipchim. Biophys. Acta 662:
86-93 (1981)); a partir de figado de porce (Tsunasawa et al.,
J. Biochem. 93: 1217-1220 (1983)); a partir de cérebro de ra-
to (Marks et al., J. Neurochem. 41: 201-208 (1983)); e a par-
tir de eritrgcitos humanes (Jones et al., Biochem. and Bigp-
phys. Res. Comm. 126: 933-940 (1985)).

Sumarig do invento

Este invento é dirigido a uma pro-
teina Hidrolase de Peptideos Acilades (APH), que & constitul-
da pela sequéncia de aminodcidos da Figura 1. E também dirigi-
do & producde de APH por tecnolpogia de DNA recombinante e a
utilizagde de APH na hidrflise pu aminv-acilacdo de péptideons
pu proteinas.

Uma molécula de DNA recombinante
codificadora de APH do presente invento pode ser usada para
transformar qualquer um de uma série de hospedeiro criando no-
vas fontes e fornacimento ilimitades de APH. Censtitui um ob-
jective deste invento proporcionar novas fontes de APH subs-
tancialmente pura que estardo disponiveis inesgotdvelmente.

Ainda, este invento inclui o uso
da enzima para catalisar a hidr6lise de uma proteina N<-acila-
da ou a reaccdo entre um dador de aminodcidos N*-acetilados
e uma proteina aceitadora com um grupo d‘—NH2 livre.

Portanto, outros fins deste inven-
to sdo proporcionar um meio de hidrflise de proteinas N-acila-

das e de aminpacilag¢de de qualquer polipéptiden ou proteina a
partir de um dader de aminpdcidos N™-acetilades e de um acei-
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tador com um grupo -NH2 livre usando APH.

Descricde das Figuras

A figura 1 ilustra a sequéncia de
aminpgdcides de APH. As partes sublinhadas e a parte tracejada
representam dreas sequénciadas pela degradacdno de Edmam de
APH tratade com tripsina e fragmentos obtides com brometo de
cianogénio e peleo método de sequenciacéo da terminacdo de ca-
deias didesoxi do cDNA do clone APH36.1. Os astericos indicam
potenciais lpocais de glicesilagdn. A parte tracejada represen
ta o sitio active que contem uma serina e uma histidina.

A Figura 2 indica o peptiden de
APH a partir do qual se gbtiveram as sequéncias de sondas de-
generadas YS17.2 e YS$20.1.

A ﬁigura 3 ilustra o esquema de
despiste de uma biblinoteca de cDNA com sondas de modp a inden-
tificar e iselar o gene coedificador de APH.

A Figura 4 ilustre a sequéncia de
DNA da insercdo de DNA fagicoe do clone APH36.1, excluindg a se-
quéncia da albumina do soro de rate mais sequenc1a 3' ndg tra
duzida do clone de figado de rato APH36.

Nas Figuras 1 e 4 ps aminpé&cidos
foram designados por letra Gnicas do alfabeto do seguinte modo:
A=Alanina, B=Acido Aspéartico ou Asparagina, C=Cisteina, D=Aci-
do Aspértico, E=Acido Glutdmico, F=Fenilalamina, G=Glicina, H-
-Histidina, I=Isgbucina, K=Lisina, L=Leucina, M=Metionina, N=
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=Asparagina, P=Prgolina, Q=Glutamina, R=Arginina, S=Serina, T=
Tregonina, V=Valina, W=Triptefane, Y=Tirosina, Z=Glutamina ou
Acidp Glutémico.

Discussdo Detalhada do Invento

Definicgdes
Para ajudar a compreensdo de espe-

cificagde e reivindicag@es, incluindo o dmbite em que sdo em-
pregues tais termos, sdo dadas as definigfies que se seguem.

Transcrigdo. 0 processo de produgdo de mRNA a

partir de um gene estrutural.

Traducgdo 0 processo de producgde de um poli-
peptideo a partir de mRNA.

Traducdo. 0 processo de producdoe de um poli-
peptiden a partir de mRNA.

Expressan. 0 processo a que & sujeito um gene
estrutural para produzir um polipeptiden. Consiste numa cembi-
nagdoe de transcrigdo e traducdo.

Plasmiden. Uma molécula de DNA circular de ca-
deia dupla que nda faz parte des cremossomas de um gprganismo, .
contendo genes que conferem resisténcia a antibifticos espe-
cifices. Quando o plasmideo & colocadoe num grganisma unicelu-

lar as caracteristicas daquele organismo podem ser alteradas
ou transformadas come resultado da presenca do DNA do plasmi-
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depo. Por exemplo, um plasmideo portador do gene de resistén-
cia a tetraciclina (TetR) transforma uma célula anteriormen-

te sensivel 2 tetraciclina numa que lhe & resistente. Uma cé-
lula transfermada pelo por um plasmideo & designada um "trans

formante®.

Veiculo de Clonagem: Um plasmidero, DNA féagico ou outras

sequéncias de DNA que sejam capazes de se replicarem numa cé-
lula hospedeira. O veiculpo de clonagem & caracterizado por um
gu um pequenc nGmero de locais de reconhecimente de endonuclea
ses nos quais tais sequéncias de DNA podem ser cortadeos de de-
terminado mpdoe sem perda de uma fungdo bivlégica essencial do
DNA, que pode conter uma marca adequada para usar na identifi-
cacdo de células transfermadas. As marcas, por exemplo, sdo

de resisténcia a tetraciclina ou a ampicilina. Um veiculg de
cleonagem & por vezes designado num vector.

Mpléculas de DNA Recombinante ou DNA Hibrido. Uma molécu-
la consistinde em segmentos de DNA de genomas diferentes que

tenham side ligados extremo fora das células e que tenham a
capacidade de infectar célula hospedeira e nela mantidos.

Operador. Uma sequéncia de DNA capaz de in-
teractuar com o repressor especifico, contrelande assim a trans
crigdoe de gene(s) adjacente(s).

Promotor. Uma sequéncia de DNA a qual se li-
ga a RNA poplimerase que inicia assim a transcricde de um ge-
ne(s) adjacente(s).

Hidrplise de Peptideps Acilades (APH). Este termo pre-
tende incluir uma(s) hidreolase de peptideos acilados de qual-




quer espécie, que tenha a actividade de libertar o aminpéci-
do N™-terminal acilado de qualquer proteina ou peptidep num
sistema in vive ou in vitre. O termo hidrolase de peptidens
acilados & também usade neste invente para incluir qualquer
andlago, homéloge, mutante ou derivado de uma hidrolase de
peptideo acilades natural que corte o amingdcido N*-acetila-
do da parte NA-terminal de um peptidec ou preteina. 0 termo
também pretende incluir fragmentes tendo menpos aminpacidos
de que a protefna natural como sejam fragmentos parciais de
hidrolases de peptidens acilados naturais que mantenham a
actividade de clivagem de aminpdcidos acilades do extremo N-
terminal de um proteina ou peptideoc. 0 termo também & usado
para incluir qualquer produto que compreenda a sequéncia de
uma hidroplase de peptidees acilados natural cu seu ané&logo,
juntamente com um pu mais aminpdcides ladeantes, que apresen
te actividade ou hidrplase pu peptideos acilades. 0 termo hi-
drolase de peptideos acilados também inclui sinfnimos tais
como factor de libertagdo de aminpacidos acilados, enzima de
libertagdo de aminpdcidos acilades, hidrolase de peptideps
aming-acilados e acetilaminpacil-p-nitroanilidase.

Foerma Substancialmente Pura. Comp aqui & usado o termp

“substancialmente pure" ou "substancialmente purificade" pre-
tende descrever a proteina que estd substancialmente livre

de quaisquer compostos normalmente associade ao factor na sua
fase natural. 0 termo pretende ainda descrever o facter que

& hompgénen por uma ou mais caracteristicas de pureza ou ho-
mogeidade usadas pelos familiarizades com a matéria. Por exem
ple, um facter substancialmente puroc apresentard caracteris-
ticas constantes e reprodutiveis dentro de desvios experimen
tais convencipnais de pardmetro tais como oS que se seguem:
peso molecular, técnicas de cromatografia e outros pardmetros.
0 termo no entanto ndo pretende excluir misturas artificiais
ou sintéticas do factoer com outros compostos. 0 termp ndp
pretende excluir a presenca de pequenas impurezas que nap in-
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terfiramcom a actividade bielégica do facter e que possam es-
tar presentes, por exemplo, devide a purificacde incompleta.

Predutos e Propcessos.

0 invento compreende uma enzima
tendo a sequéncia de aminpdcidos apresentades na Figura 1,
as sequéncias genéticas codifideras da enzima, hospedeirgs
transformados com ela, producde de enzima por expressdp em
hospedeirgs transformados e utilizacde da enzima na hidreli-
se pu na aminp-acilacdo de peptideps ou proteinas.

0 peso mplecular da APH de figado
de rato, conforme calculade por filtragdo em gel & 290.000-
-320.000. E constituida poer quatrp subunidades idénticas, com
uma serina activa por subunidade. 0 extremo N*-da APH & aci-
lado. APH parece ser uma protease serina, com um sistema re-
lay charge envolvendo serina, histidina e grupos carboxile.
0 ambiente do sfitiv activo difere do de outras proteases da
famflia da tripsina devido a presenca de histidina. Apesar
de APH apresentar uma larga especificidade para substrates,
ela corta peptideos contendo Ac-Ala-Ac-Ser e Ac-Met- (gs re-
sidups N-terminais mais comuns) mais eficazmente do que pu-
tros dipeptideps acilados. APH tem muite pouca ou nenhuma ac-
tividade com peptideos contendo Ac-Trp-, Ac-Asps Ac-Glu, Ac-
-Arg-, Ac-fen e Ac-Pro-.

A hidrolase de peptidens acilados
(APH) deverd ser distinguida da N®-acetiltransferase, que ca-
talisou a reacgdp em que uma uma proteina deita o grupo ace-
tile derivado de um acetil-lo A (Tsunasawa et al., Methods in.
Embryology 106: 165-170 (1984)). A hidroplase de peptidens aci
lados deverd também ser distinguida da Aminpacilase (Szajani;
Acta Bipchim. et Biophys. Acad. Sci. Hung. 15: 223-228 (1980)),
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também conhecida como hidrolase de «-N-acilaminpédcidos (Gade
et al., Biochim et Bipphys Acta 662: 86-93 (1981)).

Apesar da APH ter sido isolada e
purificada a partir de viarias fontes até a data nde foi divul
gada sequénciacde de APH. 0 presente invento descreve essa
sequéncia (Figura 1).

A sequéncia de DNA codificadora
de APH pode ser derivada de vdarias fontes. Por exempleo, mRNA
cedificador de APH pode ser isplade a partir de tecidos de

qualquer espécie que produza APH, usando o método de transfe-
réncia Northern (Alwine et al, Method Enzympl. 68: 220-242
(1979)) e sondas de vligonuclegtiders marcades. O mRNA pode

entdo ser convertido em cDNA por técnicas conhecidas dos fa-
miliarizades com a matéria. As sondas podem ser sintetizadas
com base na sequéncia de aminpdcidos cenhecida de peptideons
de APH.

Como alternativa, sondas de DNA
degenerativo podem ser -usadas para fazer o despiste de uma
biblioteca de DNA de uma espécie que produza APH, isclando
assim um clone que contem a sequéncia de DNA codificadera de
APH. A biblipoteca de DNA & criada por fragmentagdop, usando
uma ou mais endonucleases de restrigdo do DNA genfmico, segui
doe da incorporagdo em vectores e sua utilizagde para transfor
mar células hospedeiras as quais sdp entdo semeadas e despis-
tadas.

A sonda de DNA popde ser marcada
com um grupo detectdavel. Tal grupo detectdvel pode ser qual-
quer material tende uma prepriedade fisica ou quimica detecta
vel. Tais materiais estdoe bastante desenvelvidos no campo dos
imunpensaios e em geral qualquer marca Gtil em tais métodos
pepde ser aplicada no presente inventp. Sdo particularmente
Gteis os grupos enzimédticamente activo tais como enzimas (ver
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Clin. Chem. 22: 1243 (1976)), substratos de enzimas (ver Esp.
de Patente Britdnica 1.548.741), coenzimas (ver Pat. U.S. N2,
4.230.797 e 4.238.565) e inibidores de enzimas (ver Pat. U.S.
Ne, 4.134.792); substdncias fluorescentes (ver Clin. Chem.
25: 353 (1979)); crom6fernos; substdncias luminiscentes tais

como quimioluminescentes e bioluminescentes (ver Clin. Chem.

25: 512 (1979)); especificamente ligandes; para pares inte-
ractuantes proximais; e radipisftopos tais come 3H, 355, 32
1251 e 14C. Tais marcas e pares de marcacgde sdo detectados
com base nas suas préprias propriedades fisicas (e.g. subs-

P,

tdncias fluorescentes, cromgfores e radicisGtopes) ou as suas
praopriedades reactivas ou de ligacdo (e.g. enzimas, substra-
tos, cpenzimas e inibideres). Por exemple uma sonda marcada
com um cofactor pode ser detectada pela adig¢de da enzima para
a qual a marca & um cofactor e um substrate da enzima. Por
exemplo pode-se usar uma enzima que actue num substrate para
gerar um produto com uma propriedade fisica menscurdvel. Exem
plos destas Gltimas incluem mas ndp estdo limitadas a beta-
-galactonidase, fosfatase alcalina e peraoxidase.

Uma sequéncia de DNA cpdificadora
de APH pode ser recombinada com DNA vector de acordo com téc-
nicas convenciognais, incluindo extrempos cegos ou protuberan-
tes para ligagdp, digestde com enzimas de restrigdoe para dar
0s extremps adequados, preenchimento dos extrempos cgesivos
conforme adequado, tratamente com fosfatase alcalina para evi
tar ligacdoe indesejdvel e ligacdoc com ligases adequadops.

Para expressar APH sdo necessdrios
sinais de transcricdp e tradugdo recenhecidos por um elemen-
to do hospedeiro adequade. Os hospedeiros eucarifitices poedem
ser células de mamifero capazes de serem cultivadas in vitrag,
particularmente leucfcitos, mais particularmente células de
mielona pu putros linftcites transformades ou oncogénicos, e.
g., células transformadas com EBV. Como alternativa podem ser

empregues células que ndc sejam de mamiferp, tais como bacté-
rias, funges, e.g. leveduras, fungos filamentesos ou simila-
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res.

Hospedeiros possiveis para a pro-
dugdo de APH sdp células de mamiferoe, cultivadas in vitro em
cultura de tecides ou in vive em animais. As células de mami-
fero podem proporcionar medificagles pés-traducdo as molecu-
las de APH incluindg enrpglamento correcto ou glicesilacdo dos
sitios certes. As células de mamiferos que podem ser Gteis
comp hospedeiros incluem células de origem fibroblastica tais
como VERO gu CHO-K1 pu células de origem linfoide, tais como
o hibridoma SP2/0-AG14 gu o mielona P3x63Sgh e seus derivadoes.
Geralmente a construcdo APH fard parte de um vector tendo um
sistema de replicacdo reconhecide pela célula hospedeira.

Numa execucdo preferida, uma célu-
la procariftica & transformada por um plasmidep portader de
gene codificador de APH. Hospedeirps bacterianps de interesse
particular E. coli K12 estirpe 294 (ATCC 31446), E. coli X1776

(ATCC 31537), E. coli W3110 (F , lambda , prototrafica (ATCC
27325)) e oputras enterpbacteredceas tais come Salmonella ty-

phimurium ou Serratia marcescens e vérias espécies de Pseudo-

monas. Em tais condigfes a APH ndo serd glicosilada. O hospe-
deirg procarittice deve ser compativel cem o replicdo e se-
quéncias de contreole presentes no plasmideo de expressdo. Um
hospedeirg procariftice com um plasmideo contendo o cDNA co-
dificador de APH foi depositado em 21 de Agoste, 1987 na Ame-
rican Type Culture Collection, Rockville, MD, USA e dado o
namero de acesso ATCC 67504.

Em geral tais vectores contendo
replicacdo e sequéncias de controle derivadas de espécies com
patfiveis com uma célula hospedeira, sdc usados em ligagdo com
o hospedeirg. 0 vector possui nermalmente um sftio de repli-.
cacdn, assim como genes especificos que sdo capazes de propor
cignar seleccdo fenotipice nas células transformadas. A ex-

pressdo do DNA codificador de APH também pode ser colocada
seb o controle de oputras sequéncias reguladoras que podem ser
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hem@legas para o organismo no seu estade nde transformadoe.
Por exemplo, o DNA cromessgmico de E. celi dependente de lac
tose ou lac que medeia a utilizagdo de lactose através da ela
boracde da enzima P—galactosidase. 0s elementos de controle
lac podem ser obtidos a partir do bacteriefage lambda plach,
o qual infecta E. coli. 0 sistema prometer-cperador lac pode
ser induzido por IPTG.

Também podem ser empregues oputros
sistemas promotor/eperador pu suas partes. Por exemple, podem
ser usados coelicina E1, galactose, fosfatose alcalina, trip-
tefeno, xilose, tax e similares.

Para um hospedeiro mamifero exis-
tem disponiveis vdriogs sistemas vectores para expressdo. Uma
classe de vectores utiliza elementos de DNA que proporcignam
plasmideps de replicacdo autfnoma extracromessfmica, derivados
de virus animais tais coemo virus do papilema bovine, virus
pelioma, adenovirus gu virus SV40. Um segundp classe de vec-
tores baseia-se na integragdo das sequéncias genéticas preten
didas no cromossoma hospedeirn. As células que possuem o DNA
introduzido estédvelmente integradpo nes seus cremossomas poedem
ser seleccionados através da intrpdugde uma ou mais marcas
que permitem a selecgdo de células hospedeiras que contenham
o vector de expressdo. A marca pode praopercignar pretetrofia
a um hospedeiro auxctr6fico, resisténcia e substdncias bioci-
das, e.g. antibifticos ou metais pesados, tais comp cobre pu
similares. 0 gene da marca selecciagndvel popde ser ligade di-
rectamente as sequéncias de DNA a serem expressas ou introdu-
zido na mesma célula por co-transformacde. Podem ainda ser
necessarios elementos adicionais para a sintese fptima de mRNA.
Estes elementos podem incluir sinais de "splicing", assim como
premetores da transcricde, potenciadores e sinais de termina-.
cdo. Os vectores de expressdo de cDNA que possuem tais elemen
tes incluem os descrites per Okayama, H. Mel. Cel. Biol. 3:
280 (1983) e putros.
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Pode ser empregue uma grande varie
dade de sequéncias reguladeres da transcricdo e traducdo, de-
pendendo da natureza do hospedeire. 0s sinais de transcricdo
e traducgdo podem derivar de fontes virais, coemo sejam adenp-
virus, virus do papiloma boevine, virus simio ou similares on-
de os sinais reguladores estdo asseciades a um gene particu-
lar que possui um nivel elevado de expressdo. Como alternati-
va podem ser usades promotores de produtos de expressdo de
mamiferes, comp seja actina, colagénio, miosina, etc. Os si-
nais de iniciagde da transcricdo podem também ser selacciona-
dos de medo a permitir a repressdp ou activacdo para se poder
modular a expressde dos genes. Sdp de interesse 0s sinais re-
guladeres sensiveis & temperatura de modo a que variando a
temperatura, a expressdo possa ser reprimida ou iniciada, ou
sdo sugeitos a reqgulacgdo quimica, e.g. metabolite.

Uma vez preparadpo para expressan
o vector ou sequéncia de DNA contendo as construgfies, estas
podem ser intrpduzidas num hospedeirp adequado. Podem ser em-
pregues vdarias técnicas, como seja fusdoc de protoplastos, pre-
cipitacdo com fosfato de célcio, electroperacdo ou outras téc
nicas convenciopnais. Apfs fusde as células sdo cultivadas em
meio e testadas relativamente as actividades adequadas. A ex-
pressdo do(s) gene(s) resulta na producdo de APH.

As células hospedeiras para produ-
¢do de APH podem ser células imortalizadas, principalmente
células de mielona ou de linfoma. Estas células podem ser cul
tivadas num meio nutritivo adequado em frascos de cultura ou
injectadas num hospedeiro sinergistico, e.g. murganho ou rato
ou hospedeiro imunpdeficiente ou lecal imunodeficiente de um
hospedeire, e.g. murganho labro ou a bolsa de hamster.

0 APH do invento pode ser iselado
e purificade de acoerde com cendigfies convencipnais, come seja
extracda, precipitagde, cromategrafia, cromatografia de afi-
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nidade, electroforese gu similares.

Utilizagdes

APH, uma vez produzida e purifica-
da, pode ser usada, por exemple, num ambiente de producgdo far
macéutica para hidrolisar um peptidee N-acilado ou para aming
-acilar o extremo N> de um peptideo. A primeira & efectuada
numa selucdo aquosa e torna resistentes proteinas susceptiveis
de Edman. A Gltima pode ser efectuada num ambiente quase ani-
drpo e & O0til para reduzir a degradacdc de proteinas a serem
usadas terapéuticamente. Ver a discussdoc segundo A. Klibinev,
“Uncenventional Catalytic Properties of Conventignal Enzymes"
em Basic Biology of New Developments in Bipotechnology, pag.
497-518 (A. Hepllaender, ed. 1973) sobre a utilizagdo de enzi-
mas em sistemas biféasices para sintese orgénica.

0 ambiente quase anidro alterara
a especificidade de APH para o substracto de tal forma que se
d& a aminp-acilacdo de peptidens. A especificidade uma enzima
para o substracto em solventes orgdnicos pode ser radicalmen-
te diferente, e muitas vezes opposta, & apresentada em &gua
Am. Chem. Spc. 108: 2767-2768 (1986)). De
monstrou-se que os peptideos podem ser sintetizades pela tri-
psina e st-quimptripsina em selventes misciveis ou imisciveis
em &gua (ver Pugniere et al., Proteins: Structure, Function
and Genetics 1: 134-138 (1986)).Lipases pancreatica bovina,
de levedura e de fungos filamentosos mostraram forte activi-
dade catalftica numa série de solventes quase anidros. A actil
vidade das lipases nos meios orgdnicos depende do pH da solu-
¢dp aquosa a partir da qual & recuperada a lipase. A activi-

(ver Zaks et al. J.

dade mé&xima de lipase no splvente orgdnico ceincide com o pH
6ptimo da actividade enzimdtica em agua (ver Zaks et al., Proc.
Nat'l Acad. Sci. USA 82: 3192-3196 (1985)). Demonstrou-se tam
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bém que uma carbeoxipeptidase serina, como seja carboxipepti-
dase y derivada de levedura, pode sintetizar um peptiden a
partir da reaccdo de um éster pu amida de aminpdcido ou pu-
tro substracte coem um amingdcide ou outro componente com ami-
na (Patente U.S. N2. 4.339.534).

Enzimas tais como APH podem fun-
cionar fortemente comp catalisadores em solventes oargdnicos
desde que sejam seguidas algumas regras basicas. Estas regras
incluem: (1) uma escelha adequada do solvente (sendo os hidre
fébicos melhores se ndo removerem a fase essencial de &dgua
da mplécula de enzima); (2) o uso de uma enzima recuperada a
partir de uma solugdo aquosa com pH 6ptimo para a actividade
enzimdtica; e (3) eliminagdc das limitagdes causadas por di-
fusdo através de agitag¢de vigorosa e dispersdo do p6 de enzi-
ma no selvente orgdnico (ver Zaks et al., 1986).

0Os reagentes na reaccdo de conden-
sagdo catalizada por APH sde poplipeptideos aceitadores, e.qg.
proteinas com um grupe livre N -terminal e um substracto coemeo
seja um derivado de dlcoel benzilice de um amingdcido acila-
do. A concentragdo de substracto necessita de ser suficiente
para deslocar a reacc¢dos no sentido de amino-acilagde. 0 sol-
vente escolhide & um que seja hidroffbico e que ndo rempva a
camada de mpléculas de &gua essencial presente a voplta da en-
zima. A APH, antes de ser colocada no solvente & recuperada
a partir de uma selug¢de aquosa com o pH éptimp para a activi-
dade enzimdtica. A dispersdo do p& fino de APH no solvente e
agitagdo vigorosa & usada para ultrapassar as limitagdes da
difusdo (Zaks et al.,J. Am. Chem. Spc. 108: 2767-2768 (1986)).
Em adigdo, o ambiente prgdnico facilitard a extraccdo da APH
devidp 2 insplubilidade da enzima em meips organicos (Zaks
et al., Prpc. Nat'l Acad. Sci USA 82: 3192-3196 (1985)).

APH pode ser suspensa na sua forma
de p6 fino hidratade ou pode ser impbilizada num veiculp. A
estabilidade das enzimas relativamente a agentes inactivantes
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comg sejam dlcoeis mono-hidricos & muitas vezes aumentada
através da imgbilizagde. Verificou-se que a tripsina e cA-qui-
motripsina, quando imobilizadas num complexo insoluvél alumi-
na-fosfocolamina, apresentam uma maior resisténcia a solven-
tes orgdnices, incluindo alcofis mono-hidricos misciveis em
dgua (Pugniere et al., 1986): APH pede ser imebilizado, por
métodos conhecidos dos familiarizadoes com a matéria, em esfe-
ras e putros velfculos, os quais podem entdo ser usadps em
"batch" gu em colunas.

Tendo descrito este invento de uma
maneira generalizada, o mesme serd melhor compreendido atra-
vés da referéncia a exemplos especifices, os quais sdo aqui
incluidos apenas com fins ilustrativos e ndo pretendem ser
limitantes a mengs que de outro mede seja especificado.

EXEMPLOS
Exemplo 1 - Extracgdoe e purificacdo de APH

Materiais - DEAE Sepharoese CL-6B, colunas de FPLC (Mono Q HR5/
/5, e Mono SHRS /5), Sephacryl S-300 superfina, Octyl-Sepharose

e Polybuffer 74 foram adquirides & Pharmacia. A coluna de Sphe
rogel CAA-HIC (0,46x10 cm) foi da Beckman. A hidroxilapatite
(Bingel HT) foi da Bio-Rad. O glicergol foi da BRL. Reactigel
6X foi adquirideo & Pierce. Os aminoédcidos (Ac-L-Ala) foram da
Sigma. Todos o©s putres produtes quimicos feram gran reagente .
ou melhores.
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Purificacdo da Enzima - APH fpi purificada a partir de 300 g
de figado de rato (macho, estirpe CD) cemo descrito por Tsu-
nasawa et al., J. Biochem. (Tokye) 77: 89-102 (1975), excep-
to no que respeita a substitui¢do de DEAE-celulose e Sepharo-
se 6B, por DEAE-Sepharvese CL-6B e Sephacryl S-300, respecti-
vamente. Os tamanhos das colunas e gradientes foram também

alterados. Para a cromategrafia em hidroxilapatite, o gradien
te de partida foi tampdoc de fosfateos 5mM em vez de fosfatos
20mM e usopu-se 10% de glicerol no gradiente. Obtiveram-se 4
mg de enzima purificada. Durante a cromategrafia em DEAE-Spha
rose CL-6B observou-se um aumento de actividade total. Para
cenfirmar a homogeneidade da proteina saida da cromatografia
em Sephacryl S-300, procedeu-se a cromategrafia adicional:

(i) cromatografia de permuta ifnica com o sistema FPLC de
Pharmacia em Mono Q e Mpng S com varies tampdes a pHs entre

5 e B; (ii) cromatografia de interacgde hidroffbica em Octyl-
-Sepharose e Spherogel CAA-HIC; (iii) crematofocagem em Mone
P com Pelybuffer 74; e (IV) cromatpgrafia de afinidade usan-
do Ac-L-Ala-Sepharose, preparade a partir de Reacti-Gel 6X
(Pierce) e acetil-L-alamina. Em nenhum dpos casps se gbservou
melhor separacdo ocu aumento de actividade..
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EXEMPLO 2

Sequenciac¢dp de aminpé&cidps de
fragmentos triptices e obtidos com bremeto de cianogénie de
APH e censtrucde de sondas.

Este processe estd ilustrado na
parte esquerda da Figura 3.

Materiais - APH foi purificado como no Exemple 1. A pureza
fei confirmada por electroforese em gel de SDS e poliacrila-
mida pelo método de Laemmli, Nature 227: 680-685 (1970).

Brometo de cianogénio, guanidina-
-HCl, 2-mercaptoetanol e &cido triflueorcacétice (TFA) foram
adquiridos a Pierce. O acetonitrilo (grau para HPLC absorcae
de VV a 188 nm) foi da J.T. Baker. Tripsina tratada com N-
-tosil-FenCh2C1 foi adquirida a worthington. O reagente de
Bradform para ensaios de proteinas e 0s reagentes para elec-
troforese foram adquiridos a Bip-Rad exceptuando os marcado-
res de peso molecular e Tris que foram adquirides a Sigma.
Iwittergent 3-14 foi da Calbicchem e p dcido iodoacético mar-

cadpo com 14

Tedes s outros reagentes foram

do grau de pureza maior dispoenivel no mercado.

Reducdo de Ligagfes dissulforete e alquilagdo com o &cido
ipdpacético

A APH (3 mmoles) foi desnaturada
em 0,5 M Tris-HCl (pH 8,5) contendn 7 M guanidina-HCl1/2 mM
EDTA e reduzide com 8-10 mM 2-mercaptpetancl em atmosfera de

-C (9,8 mCi/mmol) foi obtido da New England Nuclear.
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argen a temperatura ambiente durante 12 h ou a 372C durante

3 h. A mistura 0,19 ml adicignaram-se [14-Q] d&cidp iodeacéti-
ce (2,6 umel em 30 pl 0,5 M tris-HCI (pH 8,5)/7 M guanidina
HC1/2 mM EDTA) e a reaccdo decorreu durante 1 h a 379C no es-
curg. Adicienou-se entdo 2-mercaptoetannl para uma concentra-
¢do final de 0,2 M. Retirpu-se o sal 3 proteina por precipi-
tagde com quatro velumes de acetona/metancl (3:1 v/v) ou por
didlise contra 0,1 M acido acético e liefilizou-se num concen
trador/evaporader Savant.

Clivagem com brometo de cianogénio

A proteina carboximetilada foi dis
splvida em é&cido férmico a 70% (0,1-0,2 ml) a que se adicio-
neu 10-15 pl de solucde de CnBr (100 mg/ml em &cide férmico
a 70%). A mistura foi incubada & temperatura ambiente duran-
te 24 h e seca sob vacup apfis diluicde com agua. 0s fragmen-
tos peptidicoes obtidos poer clivagem com CNBr foram purifica-
dos por HPLC de fase reversa (RPLC) ou ainda fragmentados por
digestao triptica.

Digestdo com tripsina

0s peptideps obtidos com CNBr fo-
ram disspolvides em 0,2 ml de bicarbonatoe de aménioc 0,2 M con-
tende 0,2% de Zwittergent 3-14 e digerida com tripsina (50
pmeles) tratado com N—tosil-FenCHCl2 durante 20 H a 37¢C. O
produte de digestdo foi seco sob vacuo e dissplvido em 6M
guanidina-HCl em 0,1% TFA para purificacdo por RPLC.
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Purificagdo de fragmentos peptidicos per HPLC de fase reversa

Os peptidens foram purificados per
RPLC num sistema de HPLC Beckman 344, usando uma coluna C4
(Vydac, 0,46 x 25 cm, particulas de 10 micraons com 300 R de
pere) para fragmentes obtides com CNBr ou uma coluna Phenyl
(Vydac, 0,46 x 25 cm, particulas de 5 microns cem 300 R de
pere) para fragmentoes tripticos. A mistura bruta de peptideos
fei aplicada a celuna equilibrada com 0,1% TFA e eluida com
gradiente linear 0-80% de acetenitrile em 0,1% TFA em 160
min com um caudal de 1 ml/min. A eluicdo foi controlada por
absorvdncia a 214 nm e a 280 nm. Cada um dos pices foi celhi-
do manualmente e, caso necessdario, ainda purificade por RPLC
ispcratica usande a mesma coluna apfs ter side seco e redis-
selvida em 0,2 ml de 6M guanidina-HC1-0,1% TFA. A concentra-
¢do bfptima de acetonitrilo para a separacdp dos peptideons de
cada uma das fracgdes foi calculada a partir deo padrdo de
eluigdo da primeira HPLC (ver equacdo de Wong et al., Proc.
Nat'l Acad. Sci. USA 82: 7711-7715 (1985)).

Andlise de amingdcidos

A hidrolase de peptideos acilados
foi extensivamente dialisada contra 0,1M &cido acético, lio-
filizado e hidrpolisada a 1109C durante 24 h e 48 h em 6N HCI
contendo 0,1% de fenol. A composicdp em amingdcides foi de-
terminada usando um Analidador de Aminpdcides Beckman 6300
(ver Hirs, Method. Enzymol. 11: 197-199 (1967)).

Sequenciacdn de Peptidens

As andlises das sequéncias pepti-
dicas foram efectuadas usande um Sequenciador de Proteinas
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Applied Bigsystems 470 A e um Analisador de Pth Applied Bio-
systems 120 A (ver Hewick et al., J. Bipl. Chem. 256: 7900-
7997 (1981)).

Construcde de sondas

Duas sondas oligonucleotidicas,
¥S20.1 e YS17.2 foram construidas a partir das sequéncias de
aminpgdcidos de dois peptidens. Ver Figura 2. As spndas foram
sintetizadas com um sintetizader de DNA Applied Bipsystems
380 A usando o método de fase sflida com base de silica (Mat-
teucci et al., J. Am. Chem. Spoc. 103: 3185-3191 (1981)) e ©
método da fosferarnidite de nuclepsideos activades com pro-
tdes (Beaucage et al., Tetrahedron Lett. 22: 1859-1862 (1981)).
Os oligonucleotidens purificados feram iscladoes a partir de
misturas sintese brutas por PAGE e foram marcadoes com [L3ZR]
ATP para uma actividade especifica de 9 x 103. YS17.2 YS20.1
representam coenjuntos de oligonucleptideos degenerados 128
vezes. 0s conjuntos de YS17.2 e YS20.1 tinham 17 e 20 nuclen-
tideos de comprimente, respectivamente. As duas sondas sobre-
poem-se 12 nucleotideos, de tal forma que a utilizacde sequen
ciada das sondas para a despiste de uma biblioteca de DNA
permite detectar eficazmente um pedaco de 25 nuclectidens de
DNA codificader de APH.

EXEMPLO 3

Criacdo e despiste da biblieteca
de cDNA e sequenciacdo do cDNA cedificador de APH.
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Este processo estd ilustradoe na
parte direita e na porcdoe inferior da Figura 3.

Figade de rate foi rapidamente con
geladop em N2 liquide e descongelado em isotiecianate de guani
dina e o RNA purificado por centrifugacdo através de CsCl
(Chirgwin et al., Biochem. 18: 5294-5299 (1979)). RNA poli
(A)" foi seleccionado em oligo (dT)-celulese (Aviv et al.,
Proc. Nat'l Acad. Sci. 69: 1408-1412 (1972) e verificou-se
estar intactoe por transferéncia e hibridacde com a sponda de
cDNA da actina, pACT-1 (Spiegelman et al., J. Biel. Chem. 258:
10083-10089 (1983)).

0 cDNA foi utilizado a partir de

10 pg de RNA poli(A)¥ segundo o método de OKayama et al., MOL.
Cell. Biol. 2: 161-170 (1982), conforme modificade per Gubler
et al., Gene 25: 263-269 (1983). 0 cDNA foi ligado a adapta-
dores EcoRI apfs os extremos do cDNA terem sido tornades cer-
ses com DNA-polimerase de T4 e os sitios EcoRI interngs terem
sido metilados. O cDNA fpi entdo digerido com excesso de ECORI
e cromatografado em Sepharose CL-4B. 0O cDNA superior a 500

pb foi reunidpo e ainda fraccigonado num gel de 0,8% de agrase
em tampdo tris-borate. 0 cDNA com migracgdo superiar a 2 kb

foi colhido com papel NA-45 (Schleicher & Schuell). Dez Hg

de DNA de gt 11 desafosforilado (ver Yong et al., Proc. Nat'l
Acad. Sci. USA 80: 1194-1198 (1983)) foi ligado a 100 pg de
CDONA do tamanho seleccionade em 20 pl e encapsidado in vitre
(ver Maniatis et al., Molecular Cleoning: A Laberatory Manual
(Cold Spring Harbor Laborateries, Cold Spring Harbor, NY (1982)

E. coli estirpe Y1088 foi infectada com o fage recoembinante
e a biblioteca fni semeada para despiste.

Inicialmente, 450.000 clones foram
semeados e despistados usando YS20.1. Das 450.000 placas ob-
servaram-se 27 placas positivas em duplicade. Dpze destas 27
foram ispladas e purificadas e deprpis despistadas usandg YS
17.2. Das 12 apenas se observou 1 placa verdadeiramente posi-
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tiva. Este clone foi designado APM 5.2. Para confirmar que a
insercdo de cDNA em APH 5.2 codificava de facto APH, sequen-
cipu-se a regide do sitie de hibridacde olige pelp método de
terminacdo de cadeia didesexinucleotidicas (ver Sanger et al.,
J. Mpl. Bigl. 94: 441-448 (1975)). A traducdo da sequéncia

produziu a sequéncia peptidica idéntica a que serviu para a
pregramagdne das sondas oligonucleptidicas.

A insercdp de cDNA no clone APH
5.2 verificou-se ter 71,3 kb por andlise com enzimas de res-
tricdo. Para se obter uma estimativa do comprimento do gene
de APH, ustcu-se o método de "chromosome walking" para se ob-
ter uma sonda maier, a qual foi entdo usada para hibridar
com um mRNA cedificader de APH numa transferéncia Northern.
Com base num mapa de restricdo parcial de APH 5.2, seleccio-
nou-se um fragmento Kpn-XmnlI de 660 pb. Obtiveram-se sgndas
marcadas radigactivamente por "nicktranslation" e usaram-se
para fazer o despiste de mRNA de tecido de rato, preparado
de acorde com o processo de transferéncia Northerm (Alwine
et al., (1979)). A sonda de 660 pb hibridou com um Gnico mRNA
de 72,9 kb de tamanho.

Devido ao fragmento de 1,3 kb deo
clene APH 5,2 ser consideravelmente mais pequenc do que ©
mRNA de 2,9 kb usou-se o fragmento de 660 pb para fazer nova-
mente o despiste da biblinteca de cDNA de figado de rato. Dos
1,1 milhfes de clones semeados observaram-se 15 placas posi-
ticas em duplicacgde. Treze daqueles clones isclades e o DNA
fdgicoe isplado. A cadeia mais longa tinha uma insercdo de
cDNA de 2,5 kb e foi designado APH36.1.

0 DNA fagico de APH36.1 foi puri-
ficade e sequenciade. A estratégia de sequenciacgdo incluiu a
subclenagem dos fragmentes de restricde da insergdoe de cDNA
do APH36.1 em M13 mutantes de delecgdo gerados pela Exonuclea

se III, ou oligonuclepotideos iniciadores para sequenciacdo
hibridados com regifies de sequéncia especificas do cDNA.
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A sequéncia traduzida do extremo
5' do cDNA de APH36.1, i.e., os primeirgos 40 aminepdcidos,
mostrou-se idéntica & sequéncia de aminpdcides da albumina
de soro de rate. Portante, APH36.1 era um clene miste conten
do apenas 2,5 kb de c¢DNA codificador de APH.

A Figura 1 ilustra a sequéncia tra
duzida do cDNA de APH36.1 sem a sequéncia da albumina do soro
de rate. As sequéncias sublinhadas e tracejadas sdo as sequén
cias obtidas por sequénciacdo dos fragmentos tripices e obti-
dos com brometo de ciancgénio de APH. 0 sitio active estd
assinalado pela drea a tracejade e cada um dos anteriores as-
terisceos indica um sitio possivel de glicesilacgado.

Uma vez que cada uma das subumida-
des de APH tem um peso molecular de 80.000 pu aproeximadamen-
te 700-755 residups de aminpdcidos e uma vez que a sequéncia
codificadera de APH do clone APH36.1 constitui 2184 pares de
bases (i.e., 728 amingécidos), "chromosome walking" adicional
permitiria encontrar o extremo 5' do gene codificader de APH.
Para tal, uma biblioteca comercial de cDNA de figade de rarp
em lambda-gt11 da Clonetech (HRZ1001) contendo 6,8 x 105 clo-
nes independentes e uma insercdo média de 1,1 Kb, foi despis-
tada com sondas marcadas radigactivamente criadas a partir
do fragmento Bam 2-Patl do extremp 5' da sequéncia codifica-
dora de APH do clone APH36.1. Clones contendo a sequéncia 5'
proelengada foram iseclados e o DNA fagicoe purificade. A sequen
ciacdp do DNA fagico & feita pelo métedo de terminacdo de ca-
deias didesoxi (Sanger et al., 1975). 0 extreme 3' da sequén-
cia traduzida & identificado pela localizacao do ceddo de pa-
ragem (marcade com um asteriscg).

A sequéncia que falta do extremo
5' da regido codificadora da Hidrolase de peptidens aciladas
& determinada por andalise por extensdoe com iniciador do mRNA

da hidrolase de peptiders acilados. Um pligonucleptideo sinté-
tico complementar do extremo 5' da regide coedificadora de APH
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36.1 foi para iniciar a sintese de uma cadeia de cDNA. 0 mgl-
de nesta reaccdo foi RNA poli AY celular total cu mRNA enri-
quecido em mensageirp da hidrolase de peptidens aciladoes par
selecgdo prévia de hibridoes. A cadeia de cDNA sintetizada
deste modo fei directamente sequenciada pelo métede quimice
de Maxan e Gilbert (Maxam et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
74: 560-564 (1977)).

Apesar do que foi descritno se re-
ferir a execugfes particulares preferidas, cempreende-se que
0 presente invento nde lhes esteja limitade. Os familiariza-
dos com a matéria verdp facilmente que podem ser feitas vérias
modificag@es as execugfes divulgadas e que tais modificacdes
pretendem-se inseridas ne ambito deo presente invento.




REIVINDICACGCOES:

12. - Propcesse para a preparacadoe
de hidrolase de peptidens acilades ("APH") numa forma subs-
tancialmente pura, caracterizade poer se incluir na referida
hidrolase a sequéncia de aminpédcidos descrita na Figura 1.
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t—> <+
>

251 TWYSXSIPVL CYLDIDSGNI BVLEGVPENY SPCRAFYAPC DTCVVEVOLWY

301 EXPFRLGIRY CTWKRRSALYY VDLSCCKCEL LEDGSLAICS PRLSPDQCRI

351 VYLQYPCLAP HHQCSQLCLY DYYTXYISVYY VDIVPRQLGE BFSCGIYCSLL

401 PLGCWSADSQ llWFDSAQP{ RQDLFAVDTQ TCSITSLTAA CSAES')CLLT

451 IDXDLNVAQF STPELPPSLX VGFLPPPCKE QSYSYYSLEE AYPIPCIHWG
«—> - »

601 VRYLHPPPDQ ENVQYADLDF IJJLL%PSK? POKTQVYPHVY MPHCGPHSSF

851 VIAWMMLFPAM LC!CNG)'AVLL VXYRGSTGFG QDSILSLPGN VGHRQDVKDVQ

601 FAVEQVLQEE EFDARRYALN GGSHGGFLSC HLIGQYPETY BACIARNPV]
| ssssunuY

651 NIASMMCSTD IPDWQWVETG FPYSKRSCLPD LWYWEEMI DK SPIKYIPQVK

701 TPVIIMLGQE DRRVPFXQGN EYTRALKARK VPYRLLLYPK SNHALSEVEA
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228, - Processe de acerdo com a
reivindicacde 1, caracterizade ppor se obter hidrelise de pep-
tideos acilados sem glicoesilacdo nativa.

32, - Processo para a preparacgdo
de uma mplecula de DNA recombinante caracterizado por se in-
cluir na referida mplecula em sequéncia genetica codificade-
ra de hidrolase de peptidens acilados.

438, - Processo de acordo com a
reivindicagdo 3, caracterizado por a referida sequéncia gené-
tica codificar APH de mamifereo.

52, - Prpcesso de acordop com a
reivindicacdo 4, caracterizado por o referidp mamiferp ser

ratazana.

62. - Processo de acorde com qual-
quer uma das reivindicag@es 3 ou 4, caracterizado poer a refe-
rida sequéncia genética estar na forma de cDNA.

72, - Processo de acorde com qual-
quer uma das reivindicagdes 3-5, caracterizadoe por a referi-
da mpolecula ser um vector.

82. - Processo de acordo com a
reivindicagdne 7, caracterizado por o referide vector ser um
plasmiden.
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9¢. - Hospedeirp caracterizado por
ter sido transformade com a melécula de DNA recombinante aob-
tida de acerde com qualquer uma das reivindicacdes 3 a 5.

102. - Hespedeiro de acorde com a
reivindicacde 9, caracterizade por ser uma bactéria.

112, - Hospedeiro de acoerdo com a
reivindicacde 9, caracterizado por ser uma levedura.

122, - Hpospedeirn de acorde com a
reivindicacde 9, caracterizado por ser uma célula de mamife-
ro.

132, - Processo para a producdo
de hidrolase de peptideos caracterizade por compreender:

(a) obtencdo da molécula de DNA de qualquer uma das
reivindicagges 3, 4 ou 5;

(b) a insercdc da referida molécula de DNA num vec-
tor;

(c) a transformacdc de um sistema hospedeire com o
referido vector; '

(d) a expressdp da referida sequéncia de DNA de APH
da referida molécula de DNA recombinante no referido hospedei-

rg; e

(e) recuperacdec da APH produzida pela referida expres
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142, - Métode de hidrtlise de ami-
npdcidos acilades na terminacde N de um polipeptiden acilade
caracterizado por se fazer contactar o referidoe polipeptideo
com a APH obtido de acoerdn com qualquer uma das reivindicacges
1 ou 2.

15¢. - Métpdo de catédlise da reac-
¢do entre um dadeor derivatizade aminodcido N «x-acetilade e
um aceitader com um OL-NH2 livre caracterizado por se fazer
contactar o referidoe dador cem o referido aceitador na presen-
¢a da APH obtido de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢les 1 ou 2.

162. - Métoedo de acoerdo com a rei-
vindicacdo 15, caracterizade por a referida catdlise ser efec
tuada num mein quase anidro.
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172. - Processo de acorde com qual
quer uma das reivindicacgdes 1, 2 ou 14, caracterizado por se

gbter uma enzima na forma imebilizada.

Lisbpa, 18 de Agosto de 1988
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Figura 1
Seguéncia proteica
1 VLLSEPQEAA
s

51 ALYEEFSRQP SLSAACLGPE VTTQEEGLYR TVHTEWTQRD LERMENIRFC

101 RQYLVFHDGD SVVFAGPAGN SVETRGELLS RESPSGTMKA VLRKAGGTVS

» x¥
151  GEEKQFLEVW EKNRKLKSFN LSALEKHGPV YEDDCFGCLS WSHSETHLLY

201  VAEKKRPKAE SFFQTKALDI SASDDEMARP KKPDQAIKGD QFVFYEDWGE

* L
251 TMVSKSIPVL CVLDIDSGNI SVLEGVPENV SPGQAFWAPG DTGVVEVGHW

301 HEPFRLGIRY CTNRRSALYY VDLSGGKCEL LSDGSLAICS PRLSPDQCRI

——

351 VYLQTPCLAP HHQCSQLCLY DWYTKVTSVV VDIVPRQLGE SFSGIYCSLL

401 PLGCWSADSQ RVVFDSAQRS RQDLFAVDTQ TGSITSLTAA GSAGSWKLLT

451 IDKDLMVAQF STPSLPPSLK VGFLPPPGKE QSVSWVSLEE AEPIPGIHWG
4_—’- - Rl

501 VRVLHPPPDQ ENVQYADLDF EAILLQPSNP PDKTQVPMVV MPHGGPHSSF

551 VTAWMLFPAM LCKMGFAVLL VNYRGSTGFG QDSILSLPGN VGHQDVKDVQ

601 FAVEQVLQEE HFDARRVALM GGSHGGFLSC HLIGQYPETY SACIARNPVI
[AMRRLRRAY

651 NIASMMGSTD IPDWCMVETG FPYSNSCLPD LNVWEEMLDK SPIKYIPQVK

701 TPVLLMLGQE DRRVPFKQGM EYYRALKARN VPVRLLLYPK SNHALSEVEA

751 ESDSFMNAVL WLHTHLGS

———

- .

FIG.1
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Estratégia de clonagem da hidrolase

de peptideos acilados

Hidrolase;l; peptideos acilados mRNA de 1igado de rato

de figadodg rato purificada

Fragmentos tripticos e de CNBr Biblioteca de cDNA em) gtll
Analise de sequénciade aminodcidos  Semear 4,5x105 clones

Sonda oligonucleotidica redundante Transferir para filtros de
YS 20.1 nitrocelulose

Hibridar, lava
e expdr

12 clones repicados de 27 sinais em
duplicado observados

Novo despiste com sonda oligonu-
cleotidica sobreponivel VS17.2

Clone APH5.Z2 hibridado com
ambas as sondas

Sequéncia de nucleotideos confirmada
a identidade de A APHS.2

FIG.3
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TGTGCTGCTGAGTGAGCCCCACGAGGCGGCAGCGCTGTACCGGGGCCTTAGCCGCCAGCC

13 (R S S ) 180
ACACGACGACTCACTCGGGGTCCTCCGCCGTCGCGACATGGCCCCGGAATCGGCGGTCGG
VLLSEPQEAAALYRGLSHRAQE®P

TTCGCTGAGCGCCGCCTGCCTGGGTCCGGAGGTCACCACGCAGTATGGGGGCCTCTATCG

181 ——m o e e 240
AAGCGACTCGCGGCGGACGGACCCAGGCCTCCAGTGGTGCGTCATACCCCCGGAGATAGC
SLSAACLGPEVTITTQYGGLYTHR

GACCGTGCACACTGAGTGGACTCAGAGGGACTTGGAGCGAATGCACAACATCCGATTCTG

241 e 300
(TGGCACcTCTGACTCACCTGAGTCTCCCTGAACCTCGCTTACCTCTTGTAGQCTAAGAC
T VHTEWTU QRDLTETRMENTIR RETESC

CCGCCAGTACCTAGTGTTTCATGACGGACACTCCGTGGTGTTTGC(GGGCCTGCAGGCAA

301 e e 360
GGCGGTCATGGATCACAAAGTACTGCCTCTCAGCCACCACAAACGCCCCGGACGTCCGTT
R Q YLV F HDGDSV VFAGPAGN

CAGTGTGGAAACCCGGGGGCAGCTGCTGAGCAGAGAGTCTCCTTCAGGCACCATGAAAGC

K B et et e S L b 420
GTCACACCTTTGGGCCCCCCTCGACGACTCCTCTCTCAGAGGAAGTCCGTGCTACTTTCG
S VETRGELTLSRESPSGCTMEK A

TGTGCTTCGCAAGGCCGGAGGCACAGTCTCAGGAGAGCAAAAACAGTTCTTGGAGGTCTG

821 ooy 480
ACACGAAGCGTTCCGGCCTCCGTGTCAGAGTCCTCTCCTTTTTCT(AAGAACCTCCAGAC
VLRKAGGCTVYSGCETET KT QTFTLEUVVW

FIG. 4
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GGAGAAGAACCGGAAGCTCAAGAGTTTCAACCTGTCAGCGCTGGAGAAGCATGGGCCTGT

CCTCTTCTTGGCCTTCGAGTTCTCAAAGTTGGACAGTCGCGACCTCTTCGTACCCGGACA
EKNRKLIKSTFNLSALTETKTHGEPYVY

CTATGAGGATGACTGCTTTGGCTGCCTTTCCTGGTCACACTCAGAGACACACTTGTTGTA

......... e c e e r e e e e — e — e e ————— L L upupnpry

GATACTCCTACTGACGAAACCGACGGAAAGGACCAGTGTGAGTCTCTGTGTGAACAACAT
Y EDDCF G CL SWSHSETHLLY

TGTGGCGCAGAAGAAGCGTCCCAAGGCTGAGTCCTTCTTTCACACCAAAGCCTTGGACAT

ACACCGCCTCTTCTTCGCAGGGTTCCGACTCAGGAAGAAAGTCTGGTTTCGQAACCTCTA
VAEKKRPIKAESTFTFIQTIKALTDII

CAGTGCCAGCGATGATGAGATGGCCAGGCCGAAGAAGCCAGACCAGGCCATCAAGGGGGA

bbbt it el R L i, LT T Py Lk, )

GTCACGGTCGCTACTACTCTACCGGTCCGGCTTCTTCGGTCTGGTCCGGTAGTTCCCCCT
S ASDDEMARPIKI KTPDO QAIKTSCECHD

CCAGTTTGTA!lllATGAAGACTGGGGAGAAACGATGGTTTC(AAAAGCATCCCTGTGCT

GGTCAAACATAAAATACTTCTGACCCCTCTTTGCTACCAAACGIlllCGTAGGGACACGA
Q F VFYEDWGETMVSKSTITZPVL

CTCCGTGCTAGATATCGACACTGGCAACATCTCTGTGCTTGAGGCACTCCCTGAAAATGT

GACGCACGATCTATAGCTGTCACCGTTGTAGAGACACGAACTCCCTCAGGGAClIIIACA
CVLDIDSGNTISVYLETGVEPENYVY

FIG. 4A
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GTCACCTGGTCACGCI|IllGGCCCCCTGGAGACACGGGGGTGGTGTTTGTGGCCTGGTG

CAGTGGACCAGTCCGAAAAACCCGGGGACCTCTGTGCCCCCACCACAAACACCCGACCAC
S PG QAFWAPGDTGCVY FVCWW

GCATGAACCCTTCAGGCTCGGCATCCGCTATTGCACCAATCGCAGATCAGCTCTGTACTA

CGTACTTGGGAAGTCCGAGCCGTAGGCGATAACGTGGTTAGCCT(TAGTCCAGACATGAT
HEPFRLGIRY CTNRRSALYY

TGTGGACCTGAGCGGAGGGAAGTGTGAACTACTCTCGGATGGTTCCCTGCCCATCTGTTC

ACACCTGGACTCGCCTCCCTTCACACTTGATGAGAGCCTACCAAGCGACCGGIAGACAAG
VDLSGCGKT CELLSDEGSLATITCS

TCCTCGGCTCAGCCCAGACCAGTGTCGCATCGTCTACCTACAGTATCCATCTCTAGCCCC

ACGAGCCGAGTCGGGTCTGCTCACAGCGTACCAGATGGATCTCATAGGTACAGATCCGGG
PRLSPDQCRTIVYLQVY®PCLATFP

TCATCACCAATGCAGCCAGCTCTGCCTGTACGACTGGTACACCAAGGTCACCTCAGTGET

o o o e e e o s e v o e o O e e o -

AGTAGTGGTTACGTCGGTCGAGACGGACATGCTGACCATGTGGTTCCAGTGGAGTCACCA
HHQCSQLCCLYDWY TKVYTSVY

GGTGGACATTCTACCCCGGCAGCTGGGAGAGAGCTTCTCTGGAATCTACTGCAGTCTTCT

- e o e e o e e e o o = e = = o

CCACCTGTAACATGGGGCCGTCGACCCTCTCTCGAAGAGACCTTACATGACCTCAGAACA
VDIVPRQLGESTFSGTIVYTCSTLL

FIG.48B
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TCCTTTGGGATGCTGGTCAGCTGACAGCCAGACAGTAGTCTTTGACTCTGCCCAGCGCAG ‘

Y ) B S e S S 1260
AGuAAACCCTACGACCAGTCGACTGTCGGTCTCTCATCAGAAACTGAGACGGGTCGCGTC
PLGCWS ADSIQRVYVYFDSARQR RS

TCGGCAGGACCTGTTTGCTCTGGACACCCAGACGGGCAGCATCACCTCCCTGACAGCTGC

1261 - o oo oo e e 1320
AGCCGTCCTGGACAAACGACACCTGTGGGTCTGCCCGTCCTAGTGCAGGCACTGTCGACG
RQDLFAVDTQTGESITSLTAARK

GGGGTCAGCAGGAAGCTGGAAGCTGCTTACAATTGACAAACACCTTATGGTTGCCCAGTT

Y S B O 1380
CCCCACTCGTCCTTCGACCTTCGACGAATGTTAACTCTTTCTGGAATACCAACGGGTCAA
€ SAGCSW¥KLLTIDEKTDTLMYMNGQ GQETF

CTCCACACCCAGTTTGCCCCCAAGCCTGAAAGTTGGGTTCCTGCCTCCTCCTCGGAAGGA

1381 O P 1440
GAGGTGTGGGTCAAACGGGGCTTCGGACTTTCAACCCAAGCACGGAGGAGGACCCTTCCT
S TPSLPPSLIKVYVGFLZPPPGZKE

GCAGTCTGTGTCATGGCTGTCCCTGGAGGAGGCTGAACCTATTCCTGGCATCCACTCCGE
1441 oo e 4o mem——— domm e tmmm oo tm e + 1500

CGTCAGACACAGTACCCACAGGGACCTCCTCCGACTTGCATAAGGACCGTAGGTGACCCC
Q SVSWVSLEEAEPTIG®PGIUHUWGEG

CCTCCGTGTGCTACACCCACCTCCAGACCAAGAGAATGTACAATATGCTGACCTTGACTT
L) B O O S 1560
GCAGGCACACGATGTGGGTGGAGGTCTGGTTCTCTTACATGTTATACGACTGGAACTGAA
VRV LHPPPDIQENVQYADLTSDTF

FIG. 4C
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CAGTGCTTGTATAGCCCGGAACCCAGTGATCAACATTGCCTCCATGATGGGCTCCACTGA

3 O S St T —— 1980
GTCACGAACATATCGGGCCTTGGLTCACTAGTTGTAACGGACGTACTACCCG&GGTGACT
SACIARNPVINIASMMGSTOD

CATCCCTGATTGGTGTATGGTGGAGACTGGCTTCCCTTATAGCAACAGCTGCCTCCCAGA

1981 === mm e e g me e 2040
cTAcccACTAACCACATACCAcCTCTcAcccAAcccAATATccTTcchAcccAcccTCT
I PDWCMY ETGFPYSNSTCLEPD

TCTGAATcTGTGcGAGGAGATGCTGGATAAGTCACCCATCAAATACATCCCTCAGGTAAA
204] e e e 2100
AGACTTACACACCCTCCTCTACGACCTATTCAGTGGGTAGTTTATGTAGGGAGTCCATTT
LNV WEEMLODI KT SPIKT YTIPU VK

GACACCAGTGTTACTGATGCTGGGCCAGGAGGACCCACGGGTACCCTTCAAGCAGGGTAT

2 B e T e T T S 2160
CTGTGGTCACAATGACTACGACCCGGTCCTCCTGGCTGCCCATGGGAAGTTCGTCCCATA
TPVLLMLGQEDRRVYPFIKG QG GCWM

GGACTATTACCGTGCCCTCAAGGCCCGGAATGTGCCTGTCCGGCTCCTGCTGTACCCCAA

2161 — e e e e 2220
CCTCATAATGGCACGGGAGTTCCGGGCCTTACACGGACAGGCCGAGGACGACATGGGGTT
EYYRALKARNVPVRLLLYT®PEK

cAGCAAcCACGCGCTGTCAcAccchAcccccAcTcAGACAGCTTCATGAACGCTGTGCT

2221 e e 2280
CTCGTTGGTGCGCGACAGTCTCCACCTCCGCCTCAGTCTGTCGAAGTACTTGCGACACGA
S NHALSEVEA AETSTDS ST FWMNALVL

FIG.4D
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TGAAGCAATCCIIIlGCAGCCCAGCAATCCTCCAGATAAGACCCAGGTCCCCATGGTAGT

D S U 1620
ACTTCGTTAGGAAAACGTCGGGTCGTTAGGAGGTCTATTCTGGGTCCAGGGGTACCATCA
EATI LLAQYFP SNPPDKTQVPMVY

CATGCCCCATGGGGGACCCCATTCGTCCTTCGTCACTGCCTGGATGCTCTTCCCACCCAT

1621~ = m e oo 1680
GTACGGGGTACCCCCTGGGGTAAGCAGGAAGCAGTGACGGACCTACGACAAGCGTCGGTA
M PHGGPHSSFVTANYMLE FEPAUM

GCTCTGCAAGATGGGCTTTGCAGTacttctggtgaactatcgtggctccactggctttgg

1:3: R 4o g 1740
CGAGACGTTCTACCCGAAACGTCAtgaagaccacttgatagcaccgaggtgatcgaaacc
L CKMGCFAVLLVNYRGCSTGTFOG

ccaagacagcatcctttctctcccaggcaatgtgggccaccoggatgtgaaggatgtcca

1741 ~ceeeeee R e At A e A $ommmmmeee 1800
gttctgtcgtaggaaagagagggtccgttacacccggtggtcctacacttcctacaggt
QDS ILSLPGNVGH Q DV KDV Q

gtttGCAGTGGACCAGGTACTCCAGGAGGAACACTTTGATGCAAGACGCCTGGCCCTTAT

L O . 1860
caa-CGTCACCTCGTCCATGAGGTCCTCCTTGTGAAACTACGTTCTGCGCACCGGGAATA
FAVEQVLQEEHTFDARRVYALM

GGGTGGTTCCCATGGTGGCTTCCTCTCCTGCCACCTGATTGGTCAATACCCGGACACCTA
1861  — oo e e e 1920
CCCACCAAGGGTACCACCCAAGGAGAGGACGGTGGACTAACCACTTATGGGCCTCTCGAT
G GCS HGGCFLSCHLTIGQYZPETY

FIG. 4E
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TTGGCTGCACACACACTTGGGCAGCTGAAGCCCTATGTTCTTCTTGAGCTGGGCAGCCCE

- o e > ] B e ot o A e A = = = - = A

AACCGACGTGTGTGTGAACCCGTCGACTTCGGGATACAAGAAGAACTCGACCCGTCGGGC
W LHTHLGS S PMFFLSWAA AR

TCTTGCACTTTGCTCTTGGTAAGCTCCAGGATCTGACCGAACAGCCAAACAGTCTCCTAG

......... D R L L Ty T SN QRSP RPN S PSP QPP Y

AGAACGTGAAACGAGAACCATTCGAGGTCCTAGACTCGCTTGTCGGTTTGTCAGAGGATC
LALCS W« APGCSDRTA AKD QST®PR

GCTGTGGACTCAGTGAATGGGCAGAGGACTAAGAACTATGTTATCATAATAAAGGAAGAC

CCACACCTGAGTCACTTACCCGTCTCCTGATTCTTGATACAATACTATTATTTCCTTCTG
L WT Qe+ MGCRGLRTMLS e«a«~hkKT

TGTCIllllllllllII||||||||C
Q K K K K K K K

FIG.4F
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