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(57) Resumo: METODO PARA PRODUZIR ESCLAREOL. A presente invengéo fornece um método de
producao de esclareol, método esse compreendendo de contatar um polipeptideo particular tendo uma
atividade de sintese de esclareol com difosfato de labdenediol (LPP). Em particular, o referido método
pode ser realizado in vitro ou in vivo para produzir esclareol, um composto muito Gtil nos campos de
perfumaria e aromatizante. A presente invencdo também fornece a sequéncia de aminoéacido do
polipeptideo usado no método. Um acido nucléico derivado da Salvia sclarea e que codifica o
polipeptideo da invengéo, um vetor de expresséo, contendo o referido acido nucléico, bem como um
organismo ou uma célula hospedeira ndo-humana transformada para hospedar o mesmo acido
nucléico, também sao partes da presente invencéo.
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METODO PARA PRODUZIR ESCLAREOL

Campo técnico

(01) A presente invencao fornece um método de producdo de esclareol, método
esse compreendendo de contatar, no minimo, um polipeptidio com geranil geranil
pirofosfato (GGPP). Em particular, o referido método pode ser realizado in vitro ou in
vivo para produzir esclareol, um composto muito Gtil nos campos de perfumaria e
aromatizante. A presente invencdo também fornece as sequéncias de aminoacido
de um polipeptidio usado no método da invengdo. Um &acido nucléico que codifica o
polipeptidio da invencdo e um vetor de expressdo que contém o referido acido
nucléico sdo parte da presente invengcdo. Um organismo hospedeiro nao-humano ou
uma célula transformada a ser usada no método de producao de esclareol também é
um objeto da presente invencao.

Estado da técnica

(02) Os terpenos sao encontrados em muitos organismos (microorganismos,
animais e plantas). Esses compostos sdo constituidos de cinco unidades de
carbono, chamadas unidades de isopreno e sao classificados pela quantidade
dessas unidades presentes em sua estrutura. Dessa forma, monoterpenos,
sesquiterpenos e diterpenos sao terpenos contendo 10, 15 e 20 atomos de carbono,
respectivamente. Diterpenos, por exemplo, sdo amplamente encontrados no reino
das plantas e mais de 2500 estruturas de diterpeno foram descritas (Connolly e Hill,
Dicionario de terpendides, 1991, Chapman & Hall, Londres). As moléculas de
terpeno foram importantes durante centenas de anos devido a suas propriedades
aromatizantes e de fragrancia e seus efeitos cosméticos, medicinais e
antimicrobianos. Extratos de planta obtidos por diferentes meios, como destilacao a

vapor ou extracdo de solvente sdo usados como fonte de terpenos. As moléculas de
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terpeno sao, muitas vezes, usadas como tal, mas em alguns casos, reacodes
quimicas sdo usadas para transformar os terpenos em outras moléculas de alto
valor.
(03) A producdo biossintética de terpenos envolve enzimas chamadas terpeno-
sintases. A sintese de um diterpeno pode ser realizada por uma enzima Unica ou por
duas ou mais enzimas. Quando duas enzimas estéo envolvidas, a primeira catalisa a
sintese de um diterpeno de difosfato éster, que, por sua vez, € convertido ao produto
final pela segunda enzima.
(04) Dois tipos de mecanismos de ciclizagcdo ocorrem na natureza e Ss&o
relacionados com dois tipos de diterpeno-sintases, que podem ser classificados em
diterpeno-sintases de classe | e classe Il (Wendt e Schulz, 1998, Estrutura. 6(2):127-
33). Para alguns diterpenos, o mecanismo de ciclizacdo é iniciado pela ionizacdo da
funcdo de disfostato éster de GGPP, seguida pela reacdo de carbocation resultante
com uma ligacdo dupla interna. As diterpeno-sintases que catalisam esse tipo de
ciclizacdo sdo diterpeno-sintases de classe I. O segundo modo de ciclizacdo na
biossintese de diterpenos, catalisados por diterpeno-sintases de classe I, é iniciado
pela protonacao da ligacdo dupla terminal de GGPP e leva, apds rearranjo interno e
eliminacdo de préton, a um intermediario de diterpeno difosfato ciclico.
(05) Genes e cDNAs que codificam diterpeno-sintases de cada uma das duas
classes foram clonados e as enzimas recombinantes caracterizadas. A
disponibilidade de genes que codificam diferentes tipos de diterpeno-sintases
fornece informagdes sobre as estruturas primarias das enzimas. Alguns motivos de
aminoacido sdo conservados em diterpeno-sintases e sdo relacionados com a
protonacdo ou a ionizacdo dependente da ciclizacdo. Um motivo DDxxD (onde X

representa qualquer aminoacido) € encontrado em diversas diterpeno-sintases de
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classe I. O referido motivo provavelmente est4 envolvido na ligacdo e na ionizagao
da metade do difosfato. Nas sintases de classe II, um motivo DxDD conservado
(onde x representa qualquer aminoacido) € encontrado, no qual o segundo residuo
de aspartato esta envolvido como doador de proton.

(06) O esclareol é uma molécula de diterpeno que ocorre naturalmente,
extensivamente usada como material primario para a sintese de moléculas de
fragrancia com notas de ambar-gris. Essas sinteses foram desenvolvidas para
fornecer uma alternativa para o ambar-gris, uma substancia ceracea, secretada
pelos intestinos da cachalote. O ambar-gris é altamente apreciado por seu odor
prazeroso e foi historicamente usado como um componente de perfume. Devido a
seu alto preco e a elevada demanda de ambar-gris, e particularmente devido a
protecdo das espécies de baleia, a sintese quimica de constituintes e moléculas de
ambar-gris com carater de a&mbar-gris foram desenvolvidas. Entre essas moléculas,
Ambrox® (marca registrada da Firmenich SA, Suica) é o substituto mais amplamente
apreciado para o Ambar-gris. O material primario mais amplamente usado para a
sintese de Ambrox® é o diterpeno-diol esclareol.

(07) Geralmente, o preco e a disponibilidade de extratos naturais de planta séo
dependentes da abundancia, do rendimento de 6leo e da origem geogréfica das
plantas. Além disso, a disponibilidade e a qualidade de extratos naturais sdo muito
mais dependentes do clima e de outras condi¢des locais, que levam a variabilidade
de ano a ano, tornando o uso desses componentes na perfumaria de alta qualidade
muito dificil ou mesmo impossivel alguns anos. Portanto, seria uma vantagem
fornecer uma fonte de esclareol, que seja menos sujeito a flutuacdes na
disponibilidade e na qualidade. A sintese quimica pareceria ser uma opcao evidente

para a preparacdo do esclareol. Entretanto, dada a sua estrutura altamente
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complexa, um processo sintético econémico para a preparacao de esclareol ainda é
dificil. Uma via bioquimica que leva a sintese de esclareol seria, portanto, de grande
interesse.
(08) A biossintese de terpenos nas plantas e em outros organismos foi
extensivamente estudada e ndo é muito detalhada no presente, mas referéncia é
feita para Dewick, Nat. Prod. Rep., 2002, 19, 181-222, que revisa o estado da
técnica das vias biossintéticas de terpeno.
(09) Diversas diterpeno-sintases ja foram identificadas. Em particular, terpeno-
sintases, que possuem uma certa porcentagem de identificacdo de sequéncia com
as sequéncias da presente invencdo, também foram encontradas nos bancos de
dados de sequéncias. Todavia, a porcentagem de identificacdo entre as diterpeno-
sintases conhecidas e os polipeptidios da invencao € muito baixa.
(010) As sintases mais proximas as LPP (Labdenediol difosfato) -sintases da
invencdo sado duas copalil difosfato-sintases (uma da Solanum lycopersicum
(BAA84918) e uma da Cucurbita maxima (AAD04293 e AAD04292)), uma copalil
difosfato-sintase putativa da Scoparia dulcis (BAD91286) e uma proteina hipotética
da Vitis vinifera. As sequéncias dessas proteinas compartiiham apenas 41% de
identificacdo com as LPP-sintases da invencdo e nenhuma dessas sequéncias é
descrita como sendo util na producao de esclareol, e como tendo atividade de LPP-
sintase.
(011) As sintases mais proximas a esclareol-sintase da invencdo sdo uma
terpendide ciclase de funcdo néo definida (NUmero de acesso NCBI AAS98912)
tendo 36% de identificacdo com o polipeptidio da inveng¢do, uma ent-caureno-sintase
de Cucumis sativus (niumero de acesso BAB19275) tendo 32% de identificacdo com

o polipeptidio da invencdo, uma ent-cassadieno-sintase de Oryza sativa (nUmero de
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acesso ABH10734 e publicada em Xu, Wilderman, Morrone Xu, Roy, Margis-
Pinheiro, Upadhyaya, Coates e Peters, Caracterizacao funcional da familia genética
semelhante a caureno-sintase do arroz, Fitoquimica 68(3), 2007, 312-326) tendo
32% de identificacdo com o polipeptidio da invencdo e uma ent-caureno-sintase de
Oryza sativa (numero de acesso AAQ72559 e publicada em Margis-Pinheiro, Zhou,
Zhu, Dennis e Upadhyaya, Isolamento e caracterizagdo de arroz marcado com DS
(Oryza sativa L.) Mutante anao responsivo a GA, defeituoso em uma etapa inicial da
via de biossintese de giberelinas, Plant Cell Rep., 23(12), 2005, 819-833) tendo 32%
de identificagdo com a esclareol-sintase fornecida na presente invencao. Além disso,
nenhuma dessas sequéncias € descrita como sendo util na producdo de esclareol e,
em particular, como sendo capaz de catalisar a transformacéo de LPP em esclareol.

(012) Além da diferenca entre as proprias sequéncias, também tem de ser
salientado que a estrutura e as propriedades dos produtos sintetizados pelas
enzimas acima mencionadas sao muito diferentes daquelas do esclareol e LPP. As
propriedades do copalil difosfato s&o muito diferentes daquelas do labdenediol
difosfato (LPP). Em particular, diferente de LPP, o copalil difosfato ndo é usado
como um produto intermedidrio da biossintese de esclareol. Ent-caureno e ent-
cassadieno também sdo muito diferentes do esclareol. Ent-caureno é um diterpeno
triciclio, que ndo contém nenhum grupo funcional de alcool, diferente do esclareol,
que é um diol biciclico. Além disso, ent-caureno, que é um precursor de um
hormbénio de planta regulador de crescimento, esta fora de uso no campo da
perfumaria e aromatizacdo, considerando-se que o esclareol é de alto interesse
nesses campos técnicos, conforme explicado acima.

(013) Um documento do estado da técnica relaciona-se especificamente com uma

esclareol-sintase (Banthorpe, Brown e Morris, Purificacdo parcial de farnesil
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pirofosfato: Drimenol ciclase e geranil geranil pirofosfato: Esclareol ciclase, usando
cultura celular como uma fonte de material, Fitoquimica 31, 1992, 3391-3395).
Nessa referéncia, uma proteina parcialmente purificada de Nicotiana glutinosa é
identificada como uma esclareol-sintase, mas nenhuma indicacao é fornecida, com
relacdo a sequéncia de aminoacido dessa proteina, a sequéncia de nucleotideo do
acido nucléico que a codifica ou 0o uso dessa proteina em um meétodo para a
biossintes de esclareol in vitro ou in vivo. Além disso, esse documento ndo ensina
ou mesmo sugere que duas proteinas (uma diterpeno-sintase de classe | e uma de
classe Il) estejam envolvidas na catalise da transformacdo de GGPP em esclareol.
Ao contrario, este ensina que uma proteina Unica parcialmente purificada €
responsavel pela sintese de esclareol.

(014) A WO 2008/007031 divulga uma proteina que tem uma atividade de sintese
de syn-copalil-8-ol difosfato, a sequéncia de nucleotideo que codifica a referida
proteina, bem como um vetor e um organismo ndo-humano transgénico que
compreende o referido &cido nucléico. Essa syn-copalil-8-ol difosfato-sintase,
entretanto, € muito diferente do polipeptidio da invencdo, porque a proteina la
divulgada tem uma sequéncia de aminoacido apenas 44% idéntica a presente LPP-
sintase, usada nos métodos da presente invencdo no polipeptidio de fusdo da
invencao.

(015) E um objetivo da presente invencéo fornecer métodos para criar o esclareol
em uma maneira econdmica, conforme indicado acima. Conformemente, a presente
invencéo tem o objetivo de produzir esclareol ao mesmo tempo em que tem pouco
residuo, um processo eficiente de mais energia e recurso e a0 mesmo tempo em
que reduz a dependéncia de combustiveis fosseis. E um objetivo adicional fornecer

enzimas capazes de sintetizar o esclareol, que é util como componentes de
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perfumaria e/ou aroma.
(016) Nenhum documento do estado da técnica divulga um processo da producéo
biossintética de esclareol a partir do precursor diterpeno aciclico GGPP.

Abreviacdes Usadas

bp par de base

kb quilo base

BSA albumina sérica bovina
DMAPP dimetilalil difosfato

DNA acido desoxirribonucléico
cDNA DNA complementar

dT deoxi timina

dNTP deoxi nucleotideo trifosfato
DTT ditiotreitol

FPP farnesil pirofosfato

GC cromatografia gasosa

GGPP Geranil geranil pirofosfato:

idi isopentenil difosfato isomerase
IPP isopentenil difosfato

IPTG isopropil-D-tiogalactopiranosideo
LB caldo de lisogenia

LPP labdenediol difosfato

MOPSO acido sulfénico 3-(N-morfolino)-2-hidroxipropano
MS espectrometro de massa
mvaK1 mevalonato quinase

mvaK?2 mevalonato difosfato quinase
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PCR reacao em cadeia da polimerase

3’-/5-RACE amplificagcéo rapida de 3’ e 5’ de extremidades de cDNA

RMCE troca de cassete mediada por recombinase

RT-PCR reacado em cadeia da polimerase via transcricao reversa
RNA acido ribonucléico

MRNA acido ribonucléico mensageiro

RuBisCO ribulose-1,5-bifosfato carboxilase

SDS-PAGE eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS
SsLPPs Salvia sclarea labdenediol difosfato-sintase

Descricdo da invencao

(017) A presente invengdo fornece um método para produzir biossinteticamente
esclareol em uma maneira econémica, confiavel e reprodutivel.

(018) Conforme proposto no presente pedido, esclareol, GGPP, LPP e todos os
outros compostos citados no presente pedido sdo definidos pela maneira de suas
formulas, conforme representado na figura 1.

(019) Uma “diterpeno-sintase” ou “um polipeptidio tendo uma atividade de sintese
de diterpeno” é proposto para o propoésito do presente pedido como um polipeptidio
capaz de catalisar a sintese de uma molécula de terpeno do precursor de terpeno
aciclico GGPP ou de um diterpeno de difosfato éster, como LPP, ou capaz de
catalisar a sintese de um diterpeno de difosfato éster do precursor de diterpeno
aciclico GGPP.

(020) Como uma "LPP-sintase" ou como um “polipeptidio tendo uma atividade de
sintese de LPP”, referimo-nos aqui a um polipeptidio capaz de catalisar a sintese de
LPP comecando do GGPP.

(021) Como uma "esclareol-sintase" ou como um “polipeptidio tendo uma atividade
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de sintese de esclareol”, referimo-nos aqui a um polipeptidio capaz de catalisar a
sintese de esclareol comecando do LPP.
(022) Como um “polipeptidio capaz de catalisar a transformacdo de GGPP em
esclareol”, referimo-nos aqui a qualquer polipeptidio que seja capaz de catalisar a
referida transformacéo e, em particular, polipeptidios que catalisam um mecanismo
de duas etapas, durante o qual o LPP é sintetizado como produto intermediério.
(023) A capacidade de um polipeptidio catalisar a sintese de um diterpeno particular
(por exemplo, esclareol) e/ou de um diterpeno de difosfato éster particular (por
exemplo, LPP) pode ser simplesmente confirmada pela realizagdo do ensaio
enzimatico, conforme detalhado no Exemplo 3.
(024) De acordo com a presente invencao, os polipeptidios também devem incluir
polipeptidios truncados, considerando-se que eles mantenham sua atividade de
sintese de diterpeno, conforme definido em qualquer uma das configuracdes acima
e que eles compartilhem, no minimo, a porcentagem definida de identificagdo com o
fragmento correspondente de SEQ ID NO:1 ou 2 ou de SEQ ID NO:3.
Particularmente, polipeptidios truncados Uteis sdo aqueles com uma delecdo no
terminal N do sinal de direcionamento de plastideo.
(025) A porcentagem de identificagdo entre duas sequéncias peptidicas ou
nucleotidicas é uma funcao da quantidade de residuos de aminoacidos ou acidos
nucléicos que sao idénticos nas duas sequéncias, quando um alinhamento dessas
duas sequéncias foi gerado. Residuos idénticos sao definidos como residuos que
sdo os mesmos nas duas sequéncias em uma dada posicdo do alinhamento. A
porcentagem de identificacdo de sequéncia, conforme usada no presente, é
calculada a partir do alinhamento favoravel, pegando a quantidade de residuos

idénticos entre as duas sequéncias, dividindo-a pela quantidade total de residuos na
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sequéncia mais curta e multiplicando por 100. O alinhamento favoravel é o
alinhamento no qual a porcentagem de identificacdo € a maior possivel. Lacunas
podem ser introduzidas em uma ou ambas as sequéncias em uma ou mais posi¢oes
do alinhamento para obter o alinhamento favoravel. Essas lacunas séo, entéo,
levadas em consideracdo como residuos nao-idénticos para o calculo da
porcentagem de identificacdo de sequéncia.
(026) O alinhamento para fins de determinacao da porcentagem de identificacdo da
sequéncia de aminoacido ou acido nucléico pode ser atingido de varias maneiras,
usando programas de computador e, por exemplo, programas de computador
publicamente disponiveis na rede mundial. Preferivelmente, o programa BLAST
(Tatiana et al, FEMS Microbiol Lett.,, 1999, 174:247-250, 1999) estabelecido para
parametros padrdo, disponivel a partir do Centro Nacional de Informacdes de
Biotecnologia (NCBI) em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/bl2seq/wblast2.cgi,
pode ser usado para obter um alinhamento favoravel de sequéncias peptidicas ou
nucleotidicas e calcular a porcentagem de identificacdo de sequéncia.
(027)Um objetivo da presente invengdo €, portanto, um método de producdo do
esclareol compreendendo
contato de GGPP com, no minimo, um polipeptidio tendo uma atividade de sintese
de LPP e compreendendo uma sequéncia de aminoacido, no minimo, 50% idéntica
a SEQ ID NO:1 ou 2;
contato do produto intermediario produzido na etapa a) com, no minimo, um
polipeptidio tendo uma atividade de sintese de esclareol e compreendendo uma
sequéncia de aminoacido, no minimo, 50% idéntica a SEQ ID NO:3; e
opcionalmente, isolamento do esclareol produzido na etapa b).

(028) De acordo com uma configuracéo preferida, as etapas a) e b) do método de
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producéo de esclareol sédo realizadas simultaneamente pelo contato do GGPP com o
referido, no minimo um, polipeptidio tendo uma atividade de sintese de LPP e com o
referido, no minimo um, polipeptidio tendo uma atividade de sintese de esclareol em
conjunto.
(029) Para o propdsito do presente pedido, dizendo que as etapas a) e b) séo
realizadas simultaneamente, referimo-nos que apenas uma acao é necessaria para
a pessoa, que quer realizar a invencgao, atingir o resultado de ambas as etapas, isto
€, contato do GGPP com, no minimo, dois polipeptidios ou com, no minimo, um
polipeptidio de fusdo, conforme descrito abaixo. Todavia, a producdo de esclareol
ainda sera realizada em um mecanismo de duas etapas, conforme ilustrado pela
figura 2. LPP é primeiramente sintetizado in situ a partir do GGPP pela LPP-sintase
ou pela parte do polipeptidio de fusdo, tendo a sequéncia da LPP-sintase na
presenca da esclareol-sintase. O LPP assim produzido é, dessa forma, contatado
diretamente com a esclareol-sintase ou com a parte do polipeptidio de fuséo, tendo
a sequéncia da esclareol-sintase, enzima essa que catalisa a transformacéao desse
precursor em esclareol tdo logo este for produzido.
(030) De acordo com uma configuracao preferida, as etapas a) e b) do método de
producdo de esclareol sdo realizadas simultaneamente através do contato do GGPP
com, no minimo, um polipeptidio de fusdo, capaz de catalisar a transformacédo de
GGPP em esclareol e que compreende uma sequéncia de aminoacido, no minimo,
50% idéntica a SEQ ID NO:1 ou 2 e uma sequéncia de aminoacido, no minimo, 50%
idéntica a SEQ ID NO:3.
(031) De acordo com uma configuracao preferida, o polipeptidio de fusdo capaz de
catalisar a transformacdo de GGPP em esclareol compreende a sequéncia de um

polipeptidio tendo uma atividade de sintese de LPP e uma sequéncia de
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aminoacido, no minimo, 50% idéntica a SEQ ID NO:1 ou 2 e a sequéncia de um
polipeptidio, tendo uma atividade de sintese de esclareol e uma sequéncia de
aminoacido, no minimo, 50% idéntica a SEQ ID NO:3.
(032) O método pode ser realizado in vitro, bem como in vivo, j& que sera explicado
em detalhes posteriormente.
(033) O polipeptidio que entrara em contato com LPP in vitro pode ser obtido por
extracao de qualquer organismo que o expresse, usando tecnologias de extracao de
proteina ou enzima padrao. Se o organismo hospedeiro for um organismo unicelular
ou célula que libera o polipeptidio da invencdo no meio de cultura, o polipeptidio
pode simplesmente ser coletado do meio de cultura, por exemplo, por centrifugacao,
opcionalmente seguida por etapas de lavagem e ressuspensédo em solucdes tampao
adequadas. Se o0 organismo ou a célula acumular o polipeptidio em suas células, o
polipeptidio pode ser obtido por ruptura ou lise das células e, ainda, extragdo do
polipeptidio do lisado celular.
(034) O polipeptidio, que tem uma atividade de sintese de esclareol e/ou o
polipeptidio, que tem uma atividade de sintese de LPP, ou em uma forma isolada ou
juntamente com outras proteinas, por exemplo, em um extrato de proteina crua,
obtido de células ou microorganismos cultivados, podem, entdo, ser suspensos em
uma solucdo tampédo em pH favoravel. Se adequado, sais, BSA, DTT e outros tipos
de cofatores enzimaticos podem ser adicionados a fim de otimizar a atividade
enzimatica. Condicbes adequadas sao descritas em mais detalhes nos Exemplos
posteriormente.
(035) O precursor GGPP ou LPP pode, entdo, ser adicionado a suspensado ou
solucéo, que é, entédo, incubada em temperatura favoravel, por exemplo, entre 15 e

40°C, preferivelmente entre 25 e 35°C, mais preferivelmente em 30°C. ApoOs a
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incubacéo, o LPP ou o esclareol produzido pode ser isolado da solugao incubada
por procedimentos de isolamento padrdo, como extracdo de solvente e destilacao,
opcionalmente apds remocéao dos polipeptidios da solucao.
(036) De acordo com outra configuracdo preferida, o método de producdo de
esclareol é realizado in vivo. Nesse caso, as etapas a) e b) do método acima
descrito séo realizadas simultaneamente e compreendem o cultivo de um organismo
ou célula hospedeira ndo-humana, capaz de produzir GGPP e transformada para
expressar, no minimo, um polipeptidio que compreende uma sequéncia de
aminoacido, no minimo, 50% idéntica a SEQ ID NO:1 ou 2 e tendo uma atividade de
sintese de LPP e, no minimo, um polipeptidio que compreende uma sequéncia de
aminoacido, no minimo, 50% idéntica a SEQ ID NO:3 e tendo uma atividade de
sintese de esclareol sob conducfes que levam a producéo de esclareol.
(037) De acordo com uma configuragdo mais preferida, o método ainda
compreende, antes da etapa a) e b), a transformagdo de um organismo ou célula
ndo-humana, capaz de produzir GGPP com, no minimo, um &cido nucléico, que
codifica um polipeptidio, que compreende uma sequéncia de aminoacido, no
minimo, 50% idéntica a SEQ ID NO:1 ou 2 e tendo uma atividade de sintese de LPP
e com, no minimo, um acido nucléico, codificando um polipeptidio, que compreende
uma sequéncia de aminoacido, no minimo, 50% idéntica a SEQ ID NO:3 e tendo
uma atividade de sintese de esclareol, de maneira que o referido organismo
expresse os referidos polipeptidios.
(038) Essas configuracbes da invencao sao particularmente vantajosas ja que é
possivel realizar o0 método in vivo sem previamente isolar o polipeptidio. A reacao
ocorre diretamente dentro do organismo ou da célula transformada para expressar o

referido polipeptidio.
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(039) O organismo ou célula hospedeira ndo-humana pode ser transformada com
ambos os &acidos nucléicos ao mesmo tempo ou separadamente. Quando o
organismo ou célula hospedeira ndo-humana € transformada com ambos os acidos
nucléicos ao mesmo tempo, esses acidos nucléicos podem ser incorporados em um
vetor Unico ou em diferentes vetores.

(040) De acordo com uma configuracao particular da invencdo, no minimo, o &cido
nucléico que codifica a LPP-sintase compreende uma sequéncia de nucleotideo, no
minimo, 50%, preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%,
preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente,
no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo,
85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e
ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:4, 5 ou ao
complemento da mesma. De acordo com uma configuragcdo mais preferida, o
referido &cido nucléico compreende a sequéncia de nucleotideo SEQ ID NO:4, 5 ou
o complemento da mesma. De acordo com uma configuragdo ainda mais preferida,
o referido acido nucléico consiste de SEQ ID NO:4, 5 ou 0 complemento da mesma.
(041) De acordo com uma configuracdo particular da invencéo, no minimo, o acido
nucléico que codifica a esclareol-sintase compreende uma sequéncia de
nucleotideo, no minimo, 50%, preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no
minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%,
preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente,
no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no
minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:6
ou ao complemento da mesma. De acordo com uma configuracdo mais preferida, o

referido acido nucléico compreende a sequéncia de nucleotideo SEQ ID NO:6 ou 0
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complemento da mesma. Em uma configuracdo ainda mais preferida, o referido
acido nucléico consiste de SEQ ID NO:6 ou o complemento da mesma.
(042) Em outra configuragdo particular da invencdo, o organismo ou célula
hospedeira ndo-humana pode também ser transformada com, no minimo, um &cido
nucléico, que codifica um polipeptidio de fusédo, capaz de catalisar a transformacao
de GGPP em esclareol e compreendendo uma sequéncia de aminoacido, no
minimo, 50% idéntica & SEQ ID NO:1 ou 2 e uma sequéncia de aminoacido, no
minimo, 50% idéntica a SEQ ID NO:3.
(043) De acordo com uma configuragdo preferida, o acido nucléico que codifica um
polipeptidio de fusdo compreende uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 55%,
preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente,
no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo,
80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais
preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98%
idéntica a SEQ ID NO:4, 5 ou ao complemento da mesma. De acordo com uma
configuragdo mais preferida, o referido acido nucléico compreende a sequéncia de
nucleotideo SEQ ID NO:4, 5 ou o complemento da mesma.
(044) De acordo com outra configuragéo preferida, o acido nucléico que codifica um
polipeptidio de fusdo compreende uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 55%,
preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente,
no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo,
80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais
preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98%
idéntica a SEQ ID NO:6 ou ao complemento da mesma. De acordo com uma

configuragdo mais preferida, o referido acido nucléico compreende a sequéncia de
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nucleotideo SEQ ID NO:6 ou o complemento da mesma.

(045) De acordo com uma configuracdo ainda mais preferida, o acido nucléico que
codifica um polipeptidio de fusdo consiste de SEQ ID NO:4, 5 ou o complemento da
mesma e uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 50%, preferivelmente, no
minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%,
preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente,
no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo,
90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no
minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:6 ou ao complemento da mesma.
Alternativamente, o acido nucléico que codifica o polipeptidio de fusdo consiste de
SEQ ID NO:6 ou o complemento da mesma e de uma sequéncia de nucleotideo, no
minimo, 50%, preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%,
preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente,
no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo,
85%, preferivelmente, no minimo, 90%, preferivelmente, no minimo, 95%, mais
preferivelmente, no minimo, 98% e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98%
idéntica a SEQ ID NO:4, 5 ou ao complemento da mesma. Alternativamente, o 4cido
nucléico que codifica o polipeptidio de fusdo consiste de uma sequéncia de
nucleotideo, no minimo, 50%, preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no
minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%,
preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente,
no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo, 90%, ainda mais preferivelmente, no
minimo, 95% e mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:4, 5 ou
ao complemento da mesma e de uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 50%,

preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente,
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no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo,
75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%,
preferivelmente, no minimo, 90%, preferivelmente, no minimo, 95%, mais
preferivelmente, no minimo, 98% e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98%
idéntica a SEQ ID NO:6 ou ao complemento da mesma. Em uma configuracdo mais
preferida, o &cido nucléico que codifica o polipeptidio de fusdo consiste de SEQ ID
NO:4, 5 ou o complemento da mesma e de SEQ ID NO:6 ou o complemento da
mesma.

(046) De acordo com outra configuracao preferida, o acido nucléico que codifica o
polipeptidio de fusdo compreende uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 50%,
preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente,
no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo,
75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%,
preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% idéntica e
ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica & SEQ ID NO:87. De acordo
com uma configuracdo ainda mais preferida, o &cido nucléico que codifica o
polipeptidio de fusdo compreende a sequéncia de nucleotideo SEQ ID NO:87. De
acordo com uma configuracdo mais preferida, o acido nucléico que codifica o
polipeptidio de fusédo consiste de SEQ ID NO:87.

(047) O organismo ou célula ndo-humana pode vantajosamente ser ainda
transformada com, no minimo, um gene que codifica um polipeptidio envolvido no
metabolismo da producdo de GGPP, como, por exemplo, enzimas da via do MEP,
da via do MVA e/ou prenil transferases. A transformacéo de um organismo ou célula
nao-humana, capaz de produzir GGPP com uma LPP-sintase e uma esclareol-

sintase, ou com um polipeptidio de fusdo, conforme descrito em qualquer uma das
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configuracbes da invencao, é suficiente para a producdo de esclareol. Todavia, a
transformacao adicional com, no minimo, uma enzima envolvida na producdo de
GGPP e/ou de um precursor de GGPP, isto &, isopentenil difosfato (IPP) e dimetilalil
difosfato (DMAPP), tem a vantagem de aumentar a quantidade de precursor
disponivel para a conversao em esclareol.

(048) O organismo ou a célula deve “expressar” um polipeptidio, considerando-se
que o0 organismo ou a célula seja transformada para hospedar um &cido nucléico
que codifica o referido polipeptidio, esse acido nucléico € transcrito para mRNA e o
polipeptidio é encontrado no organismo ou célula hospedeira. O termo “expressar”
abrange “expressar heterologamente” e “super-expressar”, o ultimo referindo-se aos
niveis de mRNA, polipeptidio e/ou atividade de enzima sobre e acima do que é
medido em um organismo ou uma célula ndo-transformados. Uma descricdo mais
detalhada dos métodos adequados para transformar um organismo ou uma célula
ndo-humana sera descrita posteriormente na parte da especificacdo, que é dedicada
a esses organismos ou células hospedeiros ndo-humanos, transformados como
objetos especificos da presente invencéo e nos Exemplos.

(049) Um organismo ou célula particular deve ser “capaz de produzir GGPP”,
quando este produz GGPP naturalmente ou quando n&o produzir GGPP
naturalmente, mas é transformado para produzir GGPP, ou antes da transformacéo
com um &cido nucléico, conforme descrito na presente ou juntamente com o referido
acido nucléico. Organismos ou células transformados para produzir uma quantidade
maior de GGPP do que o organismo ou ceélula que ocorre naturalmente também sao
abrangidos pelos “organismos ou células capazes de produzir GGPP”. Métodos para
transformacdo de organismos, por exemplo, microorganismos, de maneira que eles

produzam GGPP ja sdo conhecidos na técnica. Esses meétodos podem, por
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exemplo, ser encontrados em Huang, Roessner, Croteau e Scott, Engenharia de
Escherichia coli para a sintese de taxadieno, um intermediario importante na
biossintese de taxol, Bioorg Med Chem., 9(9), 2001, 2237-2242.

(050) De acordo com uma configuragao preferida, o organismo acumula GGPP
naturalmente ou é transformado para acumular esse precursor.

(051) Para realizar a inveng¢do in vivo, 0 organismo ou a célula hospedeira é
cultivada sob condi¢bes que levam a producéo de esclareol. Conformemente, se o
hospedeiro for uma planta transgénica, condi¢cdes de crescimento favoravel séo
fornecidas, como condi¢des de luz, &gua e nutriente favoraveis, por exemplo. Se o
hospedeiro for um organismo unicelular, condicdes que levam a producdo de
esclareol podem incluir a adicdo de cofatores adequados ao meio de cultura do
hospedeiro. Além disso, um meio de cultura pode ser selecionado, de maneira a
maximizar a sintese de esclareol. Condi¢des de cultura favoraveis sdo descritas em
uma maneira mais detalhada nos seguintes Exemplos.

(052) Organismos hospedeiros ndo-humanos adequados para realizar o método da
invengao in vivo podem ser quaisquer organismos multicelulares ou unicelulares
nao-humanos. Em uma configuracdo preferida, o organismo hospedeiro nao-
humano, usado para realizar a inven¢ao in vivo € uma planta, um procarionte ou um
fungo. Qualquer planta, procarionte ou fungo pode ser usado. Particularmente,
plantas Uteis sdo aquelas que naturalmente produzem altas quantidades de
terpenos. Em uma configuracdo mais preferida, a planta é selecionada da familia
das Solanaceae, Poaceae, Brassicaceae, Fabaceae, Malvaceae, Asteraceae ou
Lamiaceae. Por exemplo, a planta € selecionada dos géneros Nicotiana, Solanum,
Sorghum, Arabidopsis, Brassica (rapé), Medicago (alfalfa), Gossypium (algodéo),

Artemisia, Salvia e Mentha. Preferivelmente, a planta pertence as espécies de
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Nicotiana tabacum.
(053) Em uma configuracdo mais preferida, o organismo hospedeiro ndo-humano,
usado para realizar a invencdo in vivo é um microorganismo. Qualquer
microorganismo pode ser usado, mas de acordo com uma configuracdo ainda mais
preferida, o referido microorganismo é uma bactéria ou um fungo. Preferivelmente, o
referido fungo é uma levedura. Mais preferivelmente, a referida bactéria é E. coli e a
referida levedura € Saccharomyces cerevisiae.
(054) Diversos desses organismos nao produzem GGPP naturalmente. Para serem
adequados para realizar o método da invencdo, esses organismos tem de ser
transformados para produzir o referido precursor. Eles podem ser transformados
antes da modificacdo com o acido nucléico descrito, de acordo com qualquer uma
das configuracdes acima ou simultaneamente, conforme explicado acima.
(055) Células eucaritticas maiores isoladas podem também ser usadas, em vez de
organismos completos, como hospedeiros para realizar 0 método da invencgéo in
vivo. Células eucaridticas adequadas podem ser qualquer célula ndo-humana, mas
séo preferivelmente células de planta.
(056) De acordo com uma configuracdo preferida, no minimo, um polipeptidio tendo
uma atividade de sintese de LPP, usado em qualquer uma das configurages acima
descritas ou codificado pelo acido nucléico, usado em qualguer uma das
configuragbes acima descritas compreende uma sequéncia de aminoacido, no
minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%,
preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente,
no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo,
90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no

minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:1 ou 2. De acordo com uma configuracdo mais
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preferida, o referido polipeptidio compreende a sequéncia de aminoacido SEQ ID
NO:1 ou 2. Em uma configuracdo ainda mais preferida, o referido polipeptidio
consiste de SEQ ID NO:1 ou 2.

(057) De acordo com outra configuragdo preferida, no minimo, um polipeptidio
tendo uma atividade de sintese de esclareol, usado em qualquer uma das
configuracbes acima descritas ou codificado pelo acido nucléico, usado em qualquer
uma das configuragdes acima descritas compreende uma sequéncia de aminoacido,
no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo,
65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%,
preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente,
no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais
preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:3. De acordo com uma
configuracdo mais preferida, o referido polipeptidio compreende a sequéncia de
aminoacido SEQ ID NO:3. Em uma configuracdo ainda mais preferida, o referido
polipeptidio consiste de SEQ ID NO:3.

(058) De acordo com uma configuracdo preferida adicional, o polipeptidio de fusao,
usado em qualquer uma das configuragdes acima descritas ou codificado pelo &cido
nucléico de qualquer uma das configuracdes acima descritas compreende uma
sequéncia de aminoéacido, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%,
preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente,
no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo,
85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e
ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:1 ou 2. De
acordo com uma configuragdo mais preferida, o referido polipeptidio de fuséo

compreende a sequéncia de aminoacido SEQ ID NO:1 ou 2.
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(059) De acordo com outra configuracdo preferida, o polipeptidio de fusdo, usado
em qualquer uma das configuracbes acima descritas ou codificado pelo &cido
nucléico de qualquer uma das configuracdes acima descritas compreende uma
sequéncia de amino&cido, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%,
preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente,
no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo,
85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e
ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:3. De acordo
com uma configuracdo mais preferida, o referido polipeptidio de fusdo compreende a
sequéncia de aminoacido SEQ ID NO:3.

(060) De acordo com uma configuracdo ainda mais preferida, o polipeptidio de
fusdo, usado em qualquer uma das configuracdes acima descritas ou codificado pelo
acido nucléico de qualquer uma das configura¢des acima descritas consiste de SEQ
ID NO:1 ou 2 e de uma sequéncia de aminoacido, no minimo, 50%, preferivelmente,
no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo,
65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%,
preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente,
no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais
preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:3. Alternativamente, este
consiste de SEQ ID NO:3 e de uma sequéncia de aminoacido, no minimo, 50%,
preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente,
no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo,
75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%,
preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda

mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:1 ou 2.
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Alternativamente, o polipeptidio de fusdo consiste de uma sequéncia de aminoacido,
no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo,
65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%,
preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente,
no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais
preferivelmente, no minimo, 98% idéntica & SEQ ID NO:1 ou 2 e de uma sequéncia
de amino&cido, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente,
no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo,
75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%,
preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda
mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:3. Em uma
configuracdo mais preferida, o polipeptidio de fusdo consiste de SEQ ID NO:1 ou 2 e
de SEQ ID NO:3.

(061) De acordo com outra configuracdo particularmente preferida, o polipeptidio de
fusdo, usado em qualquer uma das configuragdes acima descritas ou codificado pelo
acido nucléico de qualquer uma das configuracdes acima descritas compreende
uma sequéncia de aminoacido, no minimo, 50%, preferivelmente, no minimo, 55%,
preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente,
no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo,
80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais
preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98%
idéntica a SEQ ID NO:88. De acordo com uma configuracdo mais preferida, o
polipeptidio de fusdo compreende a sequéncia de aminoacido SEQ ID NO:88. De
acordo com uma configuracdo ainda mais preferida, o polipeptidio de fusdo consiste

de SEQ ID NO:88.
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(062) De acordo com uma configuragdo especifica adicional da invencdo, o
polipeptidio tendo uma atividade de sintese de LPP, conforme proposto em qualquer
configuracdo do método da invencdo, é um polipeptidio que compreende uma
sequéncia de aminoacido, no minimo, 50% idéntica a qualquer uma das SEQ ID
NO:36 ou 39, que sédo formas truncadas da SEQ ID NO:1. Preferivelmente, o
referido polipeptidio compreende uma sequéncia de aminoacido, no minimo, 55%,
preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente,
no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo,
80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais
preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98%
idéntica a qualquer uma das SEQ ID NO:36 a 39. De acordo com uma configuragéo
mais preferida, o referido polipeptidio compreende de qualquer uma das SEQ ID
NO:36 a 39. De acordo com uma configuracdo ainda mais preferida, o referido
polipeptidio consiste de qualquer uma das SEQ ID NO:36 a 39.

(063) De acordo com outra configuracdo especifica da invencdo, o polipeptidio
tendo uma atividade de sintese de esclareol, conforme proposto em qualquer
configuracdo do método da invencdo, é um polipeptidio que compreende uma
sequéncia de aminoacido, no minimo, 50% idéntica a SEQ ID NO:74, que é uma
forma truncada da SEQ ID NO:3. Preferivelmente, o referido polipeptidio
compreende uma sequéncia de aminoacido, no minimo, 55%, preferivelmente, no
minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%,
preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente,
no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no
minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID

NO:74. De acordo com uma configuragdo mais preferida, o referido polipeptidio
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compreende a SEQ ID NO:74. De acordo com uma configuragdo ainda mais
preferida, o referido polipeptidio consiste da SEQ ID NO:74.
(064) De acordo com outra configuracdo particularmente preferida, o polipeptidio de
fusdo, usado em qualquer uma das configuracdes acima descritas ou codificado pelo
acido nucléico de qualquer uma das configuragbes acima descritas compreende
uma sequéncia de aminoacido, no minimo, 50%, preferivelmente, no minimo, 55%,
preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente,
no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo,
80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais
preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98%
idéntica a qualquer uma das SEQ ID NO:36 a 39. Em uma configuragéo ainda mais
preferida, este compreende qualquer uma das SEQ ID NO:36 a 39.
(065) De acordo com outra configuracdo particularmente preferida, o polipeptidio de
fusdo, usado em qualquer uma das configura¢cdes acima descritas ou codificado pelo
acido nucléico de qualquer uma das configuragcdes acima descritas compreende
uma sequéncia de aminoacido, no minimo, 50%, preferivelmente, no minimo, 55%,
preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente,
no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo,
80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais
preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98%
idéntica a SEQ ID NO:74. Em uma configuracdo ainda mais preferida, este
compreende a SEQ ID NO:74.
(066) Em uma configuracéo ainda mais preferida, o polipeptidio de fusdo, usado em
qualquer uma das configuracbes acima descritas ou codificado pelo acido nucléico

de qualquer uma das configuracdes acima descritas consiste de qualquer uma das
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SEQ ID NO:36 a 39 e de uma sequéncia de amino&cido, no minimo, 50%,
preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente,
no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo,
75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%,
preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda
mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:74. Alternativamente, o
polipeptidio de fusdo, usado em qualquer uma das configurages acima descritas ou
codificado pelo &cido nucléico de qualguer uma das configuracbes acima descritas
consiste da SEQ ID NO:74 e de uma sequéncia de aminoacido, no minimo, 50%,
preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente,
no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo,
75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%,
preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda
mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a qualquer uma das SEQ ID NO:36 a
39. Alternativamente, o polipeptidio de fusdo consiste de uma sequéncia de
aminoécido, no minimo, 50%, preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no
minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%,
preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente,
no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no
minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a qualquer uma
das SEQ ID NO:36 a 39 e de uma sequéncia de aminoacido, no minimo, 50%,
preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente,
no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo,
75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%,

preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda
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mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:77. Em uma
configuracdo mais preferida, o polipeptidio de fusdo, usado em qualquer uma das
configuracbes acima descritas ou codificado pelo &cido nucléico de qualquer uma
das configuracdes acima descritas consiste de qualquer uma das SEQ ID NO:36 a
39 e da SEQ ID NO:74.

(067) De acordo com uma configuragdo adicional, o &cido nucléico que codifica uma
LPP-sintase, usado em qualquer uma das configuragbes acima descritas
compreende uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 50% idéntica a qualquer
uma das SEQ ID NO:28 a 31, que sao formas truncadas da SEQ ID NO:4 ou ao
complemento da mesma. Preferivelmente, o referido acido nucléico compreende
uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%,
preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente,
no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo,
85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e
mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a qualquer uma das SEQ ID NO:28 a
31 ou ao complemento das mesmas. De acordo com uma configuragdo mais
preferida, o referido acido nucléico compreende qualquer uma das SEQ ID NO:28 a
31 ou o complemento das mesmas. De acordo com uma configuracdo ainda mais
preferida, o &cido nucléico consiste de qualquer uma das SEQ ID NO:28 a 31 ou do
complemento das mesmas.

(068) De acordo com outra configuracdo especifica da invencéo, o acido nucléico
que codifica uma esclareol-sintase, usado em qualquer uma das configuracdes
acima descritas compreende uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 50%
idéntica a SEQ ID NO:73, que é uma forma truncada da SEQ ID NO:6 ou ao

complemento da mesma. Preferivelmente, o referido acido nucléico compreende
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uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%,
preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente,
no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo,
85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e
mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica & SEQ ID NO:73 ou ao complemento
da mesma. De acordo com uma configuracdo mais preferida, o referido &cido
nucléico compreende a SEQ ID NO:73 ou o complemento da mesma. De acordo
com uma configuracdo ainda mais preferida, o acido nucléico consiste da SEQ ID
NO:73 ou do complemento da mesma.

(069) De acordo com outra configuracdo especifica, o &cido nucléico, que codifica
um polipeptidio de fusdo, conforme usado em qualquer uma das configuracbes
acima descritas compreende uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 50%,
preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente,
no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo,
75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%,
preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda
mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a qualquer uma das SEQ ID NO:28 a
31 ou ao complemento das mesmas. Em uma configuracdo ainda mais preferida,
este compreende a sequéncia de nucleotideo de qualquer uma das SEQ ID NO:28 a
31 ou ao complemento das mesmas.

(070) De acordo com outra configuracdo especifica, o acido nucléico, que codifica
um polipeptidio de fusdo, conforme usado em qualquer uma das configuracdes
acima descritas compreende uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 50%,
preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente,

no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo,
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75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%,
preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda
mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica & SEQ ID NO:73 ou o complemento
da mesma. Em uma configuracdo ainda mais preferida, este compreende a
sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO:73 ou ao complemento da mesma.

(071) Em uma configuracdo ainda mais preferida, o acido nucléico que codifica um
polipeptidio de fusdo, conforme usado em qualquer uma das configuracbes acima
descritas consiste de qualquer uma das SEQ ID NO:28 a 31 ou do complemento das
mesmas e de uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 50%, preferivelmente, no
minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%,
preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente,
no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo,
90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no
minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:73 ou ao complemento da mesma.
Alternativamente, o &cido nucléico que codifica um polipeptidio de fusédo, conforme
usado em qualquer uma das configuracbes acima descritas consiste de qualquer
uma das SEQ ID NO:73 a 50% ou do complemento das mesmas e de uma
sequéncia de nucleotideo, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%,
preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente,
no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo,
85%, preferivelmente, no minimo, 90%, preferivelmente, no minimo, 95% e ainda
mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a qualquer uma das SEQ ID NO:28 a
31 ou ao complemento das mesmas. Alternativamente, o acido nucléico que codifica
o polipeptidio de fusao consiste de uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 50%,

preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente,
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no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo,
75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%,
preferivelmente, no minimo, 90%, ainda mais preferivelmente, no minimo, 95%, e
mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a qualquer uma das SEQ ID NO:28 a
31 ou ao complemento das mesmas e de uma sequéncia de nucleotideo, no minimo,
50%, preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%,
preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente,
no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo,
85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e
ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica & SEQ ID NO:73 ou ao
complemento da mesma. Em uma configuragdo mais preferida, o acido nucléico que
codifica o polipeptidio de fusdo, conforme usado em qualquer uma das
configuragcbes acima descritas, consiste de qualquer uma das SEQ ID NO:28 a 31
ou do complemento das mesmas e da SEQ ID NO:73 ou do complemento da
mesma.

(072) De acordo com outra configuracdo preferida, o polipeptidio ou o acido
nucléico usado no método de qualquer uma das configuracées acima € derivado da
Salvia sclarea.

(073) Uma ferramenta importante para realizar o método da invencdo € o préprio
polipeptidio de fusdo. Um polipeptidio de fusdo, capaz de catalisar a transformacéao
de GGPP em esclareol e compreendendo uma sequéncia de aminoacido, no
minimo, 50% idéntica a SEQ ID NO:1 ou 2 e uma sequéncia de aminoacido, no
minimo, 50% idéntica a SEQ ID NO:3 é, portanto, outro objeto da presente invencao.
(074) De acordo com uma configuracdo preferida, o polipeptidio de fusao

compreende uma sequéncia de aminoacido, no minimo, 55%, preferivelmente, no
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minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%,
preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente,
no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no
minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:1
ou 2. De acordo com uma configuracdo mais preferida, o polipeptidio de fusdo
compreende a sequéncia de aminoacido SEQ ID NO:1 ou 2.

(075) De acordo com outra configuracdo preferida, o polipeptidio de fuséo
compreende uma sequéncia de aminoacido, no minimo, 55%, preferivelmente, no
minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%,
preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente,
no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no
minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID
NO:3. De acordo com uma configuragcdo mais preferida, o referido polipeptidio de
fusdo compreende a sequéncia de aminoacido SEQ ID NO:3.

(076) Em uma configuracdo ainda mais preferida, o polipeptidio de fusdo consiste
da SEQ ID NO:1 ou 2 e de uma sequéncia de aminoacido, no minimo, 50%,
preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente,
no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo,
75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%,
preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda
mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:3. Alternativamente, o
polipeptidio de fuséo consiste da SEQ ID NO:3 e de uma sequéncia de aminoacido,
no minimo, 50%, preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo,
60%, preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%,

preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente,
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no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no
minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:1
ou 2. Em uma configuracdo mais preferida, o polipeptidio de fusdo consiste da SEQ
ID NO:1 ou 2 edaSEQ ID NO:3.
(077) De acordo com uma configuracdo particular da invencdo, o polipeptidio de
fusdo compreende a sequéncia de uma forma truncada da SEQ ID NO:1, como SEQ
ID NO:36 a 39 e/ou a sequéncia de uma forma truncada da SEQ ID NO:3, como
SEQ ID NO:74.
(078) Portanto, de acordo com uma configuracdo particular da invencdo, o
polipeptidio de fusdo compreende uma sequéncia de aminoacido, no minimo, 50%,
preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente,
no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo,
75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%,
preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda
mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a qualquer uma das SEQ ID NO:36 a
39. Em uma configuragédo ainda mais preferida, este compreende qualquer uma das
SEQ ID NO:36 a 39.
(079) De acordo com outra configuracdo especifica, o polipeptidio de fuséo
compreende uma sequéncia de aminoacido, no minimo, 50%, preferivelmente, no
minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%,
preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente,
no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo,
90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no
minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:74. Em uma configuracao ainda mais preferida,

este compreende a SEQ ID NO:74.
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(080) Em uma configuracdo ainda mais preferida, o polipeptidio de fusdo consiste
de qualquer uma das SEQ ID NO:36 a 39 e de uma sequéncia de aminoacido, no
minimo, 50%, preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%,
preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente,
no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo,
85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e
ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:74.
Alternativamente, o polipeptidio de fusdo consiste da SEQ ID NO:74 e de uma
sequéncia de aminoé&cido, no minimo, 50%, preferivelmente, no minimo, 55%,
preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente,
no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo,
80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais
preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98%
idéntica a qualquer uma das SEQ ID NO:36 a 39. Em uma configuracdo mais
preferida, o polipeptidio de fusédo consiste de qualquer uma das SEQ ID NO:36 a 39
e da SEQ ID NO:74.

(081) De acordo com outra configuracéo particularmente preferida, o polipeptidio de
fusdo da invencdo compreende uma sequéncia de aminoacido, no minimo, 50%,
preferivelmente, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente,
no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo,
75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%,
preferivelmente, no minimo, 90%, ainda mais preferivelmente, no minimo, 95% e
mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:88. De acordo com
uma configuracdo mais preferida, o polipeptidio de fusdo compreende a sequéncia

de aminoacido SEQ ID NO:88. De acordo com uma configuragdo ainda mais
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preferida, o polipeptidio de fuséo consiste da SEQ ID NO:88.
(082) Conforme usado no presente, o polipeptidio é proposto como um polipeptidio
ou fragmento de peptideo que inclui as sequéncias de aminoacidos aqui
identificadas, bem como polipeptidios truncados ou variantes, considerando-se que
eles mantenham sua atividade, conforme definido acima e que compartiihem, no
minimo, a porcentagem definida de identificacdo com o fragmento correspondente
da SEQ ID NO:1, 2 ou 3.
(083) Exemplos de polipeptidios variantes sédo proteinas que ocorrem naturalmente,
que resultam de eventos de combinagdo de mRNA alternativos ou formam a diviséo
proteolitica dos polipeptidios aqui descritos. Variagbes atribuiveis a protedlise
incluem, por exemplo, diferencas nos terminais N ou C mediante a expressao em
tipos diferentes de células hospedeiras, devido a remocao proteolitica de um ou
mais aminoacidos terminais dos polipeptidios da invencao. Polipeptidios codificados
por um acido nucléico, obtido por mutacao natural ou artificial de um &cido nucléico
da invencdo, conforme descrito posteriormente, também s&o abrangidos pela
invencao.
(084) Conforme mencionado acima, o &cido nucléico que codifica o polipeptidio de
fus@o da invencdo € uma ferramenta util para modificar os organismos ou células
hospedeiros ndo-humanos, propostos para serem usados quando o método for
realizado in vivo.
(085) Um &cido nucléico que codifica um polipeptidio de fusdo, de acordo com
qualquer uma das configuracdes acima descritas, portanto, também é um objeto da
presente invencao.
(086) De acordo com uma configuracdo preferida, o acido nucléico compreende

uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%,
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preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente,
no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo,
85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e
ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica & SEQ ID NO:4, 5 ou ao
complemento da mesma. De acordo com uma configuracdo mais preferida, o acido
nucléico compreende a sequéncia de nucleotideo SEQ ID NO:i4, 5 ou o
complemento da mesma.

(087) De acordo com outra configuracdo preferida, o acido nucléico compreende
uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%,
preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente,
no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo,
85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e
ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:6 ou ao
complemento da mesma. De acordo com uma configuracdo mais preferida, o
referido polipeptidio de fusdo compreende a sequéncia de aminoacido SEQ ID NO:6
ou o0 complemento da mesma.

(088) Em uma configuracdo ainda mais preferida, o acido nucléico consiste da SEQ
ID NO:4, 5 ou o complemento da mesma e de uma sequéncia de nucleotideo, no
minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%,
preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente,
no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo,
90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no
minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:6 ou ao complemento da mesma.
Alternativamente, o acido nucléico consiste da SEQ ID NO:6 ou do complemento da

mesma e de uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 55%, no minimo, 60%,
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preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente,
no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo,
85%, preferivelmente, no minimo, 90%, preferivelmente, no minimo, 95%, mais
preferivelmente, no minimo, e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica
a SEQ ID NO:4, 5 ou ao complemento da mesma. Alternativamente, o &cido nucléico
consiste de uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 55%, preferivelmente, no
minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%,
preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente,
no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no
minimo, 95%, e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica & SEQ ID
NO:4, 5 ou ao complemento da mesma e de uma sequéncia de nucleotideo, no
minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%,
preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente,
no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo,
90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no
minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:6 ou ao complemento da mesma. Em uma
configuracdo mais preferida, o acido nucléico consiste da SEQ ID NO:4, 5 ou do
complemento da mesma e da SEQ ID NO:6 ou do complemento da mesma.

(089) Particularmente, &cidos nucléicos Uteis sdo aqueles que codificam
polipeptidios de fusdo, compreendendo formas truncadas da SEQ ID NO:1 e/ou 3.
Portanto, acido nucléico que compreende uma forma truncada da SEQ ID NO:4,
como SEQ ID NO:28 a 31 ou o complemento das mesmas e/ou que compreende
uma forma truncada da SEQ ID NO:6, como SEQ ID NO:73, ou o complemento da
mesma sao configuragcdes particularmente Uteis da invencéao.

(090) Portanto, de acordo com outra configuracdo especifica, o acido nucléico
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compreende uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 50%, preferivelmente, no
minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%,
preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente,
no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo,
90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no
minimo, 98% idéntica a qualquer uma das SEQ ID NO:28 a 31 ou do complemento
das mesmas. Em uma configuragdo ainda mais preferida, este compreende a
sequéncia de nucleotideo de qualquer uma das SEQ ID NO:28 a 31 ou o
complemento das mesmas.

(091) De acordo com outra configuracdo especifica, o acido nucléico compreende
uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 50%, preferivelmente, no minimo, 55%,
preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente,
no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo,
80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais
preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98%
idéntica & SEQ ID NO:73 ou ao complemento da mesma. Em uma configuragédo
ainda mais preferida, este compreende a sequéncia de nucleotideo da SEQ ID
NO:73 ou 0 complemento da mesma.

(092) Em uma configuracdo ainda mais preferida, o acido nucléico consiste de
qualquer uma das SEQ ID NO:28 a 31 ou do complemento das mesmas e de uma
sequéncia de nucleotideo, no minimo, 50%, preferivelmente, no minimo, 55%,
preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente,
no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo,
80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais

preferivelmente, no minimo, 95%, e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98%

Peticéo 870200117903, de 23/09/2020, pag. 44/87



38/79

idéntica a SEQ ID NO:73 ou ao complemento da mesma. Alternativamente, o acido
nucléico consiste da SEQ ID NO:73 ou do complemento da mesma e de uma
sequéncia de nucleotideo, no minimo, 50%, preferivelmente, no minimo, 55%,
preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente,
no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo,
80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais
preferivelmente, no minimo, 95%, e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98%
idéntica a qualquer uma das SEQ ID NO:28 a 31 ou ao complemento das mesmas.
Em uma configuracado mais preferida, o acido nucléico consiste de qualquer uma das
SEQ ID NO:28 a 31 ou do complemento das mesmas e da SEQ ID NO:73 ou do
complemento da mesma.

(093) De acordo com outra configuragdo particularmente preferida, o acido nucléico
compreende uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 50%, preferivelmente, no
minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%,
preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente,
no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo,
90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no
minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:87. De acordo com uma configuracdo mais
preferida, o acido nucléico compreende a sequéncia de nucleotideo SEQ ID NO:87.
De acordo com uma configuragédo ainda mais preferida, o acido nucléico consiste da
SEQ ID NO:87.

(094) O acido nucléico da invencéo pode ser definido como incluindo polimeros de
desoxirribonucleotideo ou ribonucleotideo na forma com filamento simples ou duplo
(DNA e/ou RNA). O termo “sequéncia de nucleotideo” deve também ser

compreendido como incluindo uma molécula de polinucleotideo ou uma molécula de
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oligonucleotideo na forma de um fragmento separado ou como um componente de
um &acido nucléico maior. Acidos nucléicos da invengdo também incluem certas
sequéncias de nucleotideo isoladas, incluindo aquelas que estdo substancialmente
livres de conter material endégeno. O acido nucléico da invencao pode ser truncado,
considerando-se que este codifigue um polipeptidio abrangido pela presente
invengao, conforme descrito acima.

(095) Os &cidos nucléicos, que compreendem uma sequéncia obtida pela mutacéo
da SEQ ID NO:4, 5 ou do complemento da mesma e/ou uma sequéncia obtida pela
mutacdo da SEQ ID NO:6 ou do complemento da mesma, também sao abrangidos
pela invencdo, considerando-se que as sequéncias que eles compreendem
compartiihem, no minimo, a porcentagem definida da identificacdo com os
fragmentos correspondentes da SEQ ID NO: 4, 5 ou 6 ou com o complemento das
mesmas e considerando-se que eles codifiquem um polipeptidio de fusdo, capaz de
catalisar a transformacdo do GGPP em esclareol conforme definido acima.
Mutacdes podem ser qualquer tipo de mutacBes desses acidos nucléicos, como
mutacdes de ponto, mutacdes de delecdo, mutacdes de insercdo e/ou mutacdes de
troca de estrutura. Um &cido nucléico variante pode ser preparado a fim de adaptar
sua sequéncia de nucleotideo a um sistema de expressao especifico. Por exemplo,
0os sistemas de expressdo bacteriana sdo conhecidos por expressar mais
eficazmente os polipeptidios se os aminoacidos forem codificados por um codon
preferido. Devido a degeneracao do cédigo genético, onde mais de um coédon pode
codificar o mesmo aminoacido, multiplas sequéncias de DNA podem codificar o
mesmo polipeptidio, todas essas sequénicas de DNA sendo abrangidas na
invencao.

(096) Outra ferramenta importante para a transformacdo de organismos ou ceélulas
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hospedeiros adequados para realizar 0 método da invenc¢do in vivo € um vetor de
expressdo, compreendendo um &acido nucléico, de acordo com qualquer
configuracdo da invencdo. Esse vetor é, portanto, também um objeto da presente
invencao.

(097) Um "vetor da expressao”, conforme usado no presente, inclui qualquer vetor
recombinante linear ou circular, incluindo, entre outros, vetores virais, bacteriéfagos
e plasmideos. O perito é capaz de selecionar um vetor adequado, de acordo com o
sistema de expressdo. Em uma configuracdo, o vetor de expressao inclue o acido
nucléico da invencdo, operavelmente ligado a, no minimo, uma sequéncia
regulatéria, que controla a transcricdo, a traducdo, a iniciacdo e o término, como um
promotor, operador ou uma sequéncia reforgadora transcricional ou um local de
ligagcdo ribossomal de mRNA e, opcionalmente, incluindo, no minimo, um marcador
de selecdo. Sequéncias de nucleotideo sdo “operavelmente ligadas” quando a
sequéncia regulatéria funcionalmente relaciona-se com o &cido nucléico da
invencao.

(098) Os vetores de expressao da presente invencao podem ser usados no método
para preparacdo de um organismo e/ou célula hospedeira geneticamente
transformada, em organismos e/ou células hospedeiras que abrigam os acidos
nucléicos da invencao e nos métodos de producao ou criacdo de polipeptidios tendo
uma atividade de sintese de esclareol, conforme divulgado mais abaixo.

(099) Organismos e células hospedeiros ndo-humanos recombinantes,
transformados para hospedar, no minimo, um acido nucléico que codifica um
polipeptidio tendo uma atividade de sintese de LPP e compreendendo uma
sequéncia de aminoéacido, no minimo, 50% idéntica a SEQ ID NO:1 ou 2 e, no

minimo, um &cido nucléico que codifica um polipeptidio tendo uma atividade de
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sintese de esclareol e compreendendo uma sequéncia de aminoacido, no minimo,
50% idéntica & SEQ ID NO:3, de maneira que expresse heterologamente ou super-
expresse os referidos polipeptidios também sdo ferramentas muito Uteis para
realizar o método da invencdo. Esses organismos e células hospedeiras néo-
humanas séo, portanto, outro objeto da presente invencéo.
(0100)De acordo com uma configuracao preferida, o referido polipeptidio tendo uma
atividade de sintese de LPP compreende uma sequéncia de aminoécido, no minimo,
55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%,
preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente,
no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo,
90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no
minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:1 ou 2. De acordo com uma configuracdo mais
preferida, o referido polipeptidio compreende a SEQ ID NO:1 ou 2. De acordo com
uma configuracdo ainda mais preferida, o referido polipeptidio consiste da SEQ ID
NO:1 ou 2.
(0101)De acordo com outra configuracao preferida, o referido polipeptidio tendo uma
atividade de sintese de esclareol compreende uma sequéncia de aminoacido, no
minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%,
preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente,
no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo,
90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no
minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:3. De acordo com uma configuracdo mais
preferida, o referido polipeptidio compreende a SEQ ID NO:3. De acordo com uma
configuracéo ainda mais preferida, o referido polipeptidio consiste da SEQ ID NO:3.

(0102)De acordo com uma configuracao preferida adicional, o acido nucléico que
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codifica um polipeptidio tendo uma atividade de sintese de LPP compreende uma
sequéncia de nucleotideo, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%,
preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente,
no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo,
85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e
ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:4, 5 ou ao
complemento da mesma. De acordo com uma configuragcdo mais preferida, o
referido acido nucléico compreende a SEQ ID NO:4, 5 ou o complemento da
mesma. De acordo com uma configuracdo ainda mais preferida, o referido &cido
nucléico consiste da SEQ ID NO:4, 5 ou do complemento da mesma.

(0103)De acordo com uma configuracdo preferida adicional, o acido nucléico que
codifica um polipeptidio tendo uma atividade de sintese de esclareol compreende
uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%,
preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente,
no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo,
85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e
ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:6 ou ao
complemento da mesma. De acordo com uma configuracdo mais preferida, o
referido acido nucléico compreende a SEQ ID NO:6 ou o complemento da mesma.
De acordo com uma configuracdo ainda mais preferida, o referido acido nucléico
consiste da SEQ ID NO:6 ou do complemento da mesma.

(0104)De acordo com outra configuracéo preferida, o referido polipeptidio tendo uma
atividade de sintese de LPP compreende uma sequéncia de aminoacido, no minimo,
55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%,

preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente,
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no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo,
90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no
minimo, 98% idéntica a qualquer uma das SEQ ID NO:36 a 39. De acordo com uma
configuracdo mais preferida, o referido polipeptidio compreende qualquer uma das
SEQ ID NO:36 a 39. De acordo com uma configuragdo ainda mais preferida, o
referido polipeptidio consiste de qualquer uma das SEQ ID NO:36 a 39.

(0105)De acordo com outra configuracéo preferida, o referido polipeptidio tendo uma
atividade de sintese de esclareol compreende uma sequéncia de aminoacido, no
minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%,
preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente,
no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo,
90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no
minimo, 98% idéntica a SEQ ID NO:73. De acordo com uma configuracdo mais
preferida, o referido polipeptidio compreende a SEQ ID NO:73. De acordo com uma
configuracdo ainda mais preferida, o referido polipeptidio consiste da SEQ ID NO:73.
(0106)De acordo com uma configuracdo preferida adicional, o referido &cido
nucléico que codifica um polipeptidio tendo uma atividade de sintese de LPP
compreende uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 55%, preferivelmente, no
minimo, 60%, preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%,
preferivelmente, no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente,
no minimo, 85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no
minimo, 95% e ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica a qualquer uma
das SEQ ID NO:28 a 31 ou ao complemento das mesmas. De acordo com uma
configuracdo mais preferida, o referido acido nucléico compreende qualquer uma

das SEQ ID NO:28 a 31 ou o complemento das mesmas. De acordo com uma
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configuracdo ainda mais preferida, o referido acido nucléico consiste de qualquer
uma das SEQ ID NO:28 a 31 ou do complemento das mesmas.
(0107)De acordo com uma configuragdo preferida adicional, o acido nucléico que
codifica um polipeptidio tendo uma atividade de sintese de esclareol compreende
uma sequéncia de nucleotideo, no minimo, 55%, preferivelmente, no minimo, 60%,
preferivelmente, no minimo, 65%, preferivelmente, no minimo, 70%, preferivelmente,
no minimo, 75%, preferivelmente, no minimo, 80%, preferivelmente, no minimo,
85%, preferivelmente, no minimo, 90%, mais preferivelmente, no minimo, 95% e
ainda mais preferivelmente, no minimo, 98% idéntica & SEQ ID NO:73 ou ao
complemento da mesma. De acordo com uma configuracdo mais preferida, o
referido &cido nucléico compreende a SEQ ID NO:73 ou o complemento da mesma.
De acordo com uma configuracdo ainda mais preferida, o referido acido nucléico
consiste da SEQ ID NO:73 ou do complemento da mesma.
(0108)De acordo com outra configuracdo preferida, os organismos e células
hospedeiros ndo-humanos sao transformados para hospedar, no minimo, um acido
nucléico, que codifica um polipeptidio de fusdo, conforme descrito em qualquer uma
das configuragbes acima da invencdo, de maneira que este expresse
heterologamente ou super-expresse o referido polipeptidio de fuséo.
(0109)O organismo ou célula ndo-humana pode vantajosamente ser ainda
transformada com, no minimo, um gene que codifica um polipeptidio envolvido no
metabolismo da producdo de GGPP, como, por exemplo, enzimas da via do MEP,
da via do MVA e/ou prenil transferases. A transformacé&o de um organismo ou célula
nao-humana, capaz de produzir GGPP com uma LPP-sintase e uma esclareol-
sintase, ou com um polipeptidio de fusdo, conforme descrito em qualquer uma das

configuragcbes da invencao, € suficiente para a producdo de esclareol. Todavia, a
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transformacao adicional com, no minimo, uma enzima envolvida na producdo de
GGPP e/ou de um precursor de GGPP, isto &, isopentenil difosfato (IPP) e dimetilalil
difosfato (DMAPP), tem a vantagem de aumentar a quantidade de precursor
disponivel para a conversao em esclareol.
(0110)Organismos hospedeiros n&do-humanos da invencdo podem ser quaisquer
organismos multicelulares ou unicelulares n&o-humanos. Em uma configuragao
preferida, o organismo hospedeiro ndo-humano da invencdo € uma planta, um
procarionte ou um fungo. Qualquer planta, procarionte ou fungo é adequado para ser
transformado, de acordo com a presente invencao. Particularmente, plantas Uteis
sdo aquelas que naturalmente produzem altas quantidades de terpenos. Em uma
configuragdo mais preferida, a planta € selecionada da familia das Solanaceae,
Poaceae, Brassicaceae, Fabaceae, Malvaceae, Asteraceae ou Lamiaceae. Por
exemplo, a planta é selecionada dos géneros Nicotiana, Solanum, Sorghum,
Arabidopsis, Brassica (rapé), Medicago (alfalfa), Gossypium (algodao), Artemisia,
Salvia e Mentha. Preferivelmente, a planta pertence as espécies de Nicotiana
tabacum.
(0111)Em uma configuragdo mais preferida, o organismo hospedeiro ndo-humano é
um microorganismo. Qualquer microorganismo é adequado para a presente
invencdo, mas de acordo com uma configuracdo ainda mais preferida, o referido
microorganismo € uma bactéria ou um fungo. Preferivelmente, o referido fungo é
levedura. Mais preferivelmente, a referida bactéria é E. coli e a referida levedura é
Saccharomyces cerevisiae.
(0112)Ceélulas euraridticas maiores isoladas podem também ser transformadas, em
vez de organismos completos. Com as células euraridticas maiores, queremos dizer

aqui qualquer célula eucariotica ndo-humana, exceto as células de levedura. As
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células eucaridticas maiores preferida séo células de planta.
a. O termo “transformado” refere-se ao fato de que o hospedeiro estava sujeito a
engenharia genética para abranger uma, duas ou mais copias de cada um dos
acidos nucléicos exigidos em qualquer uma das configura¢cdes acima descritas.
Preferivelmente, o termo “transformado” relaciona-se aos hospedeiros que
expressam heterologamente os polipeptidios codificados pelo acido nucléico com o
qual eles s&o transformados, bem como supere-expressem o0s referidos
polipeptidios. Conformemente, em uma configuracdo, a presente invencéo fornece
um organismo transformado, no qual os polipeptidios sdo expressados em
guantidade maior do que no mesmo organismo nao transformado.
b. Ha diversos métodos conhecidos na técnica para a criacao de organismos ou
células hospedeiros transgénicos, como plantas, fungos, procariontes ou culturas de
células de organismos eucariéticos maiores. Clonagem adequada e vetores de
expressdo para uso com hospedeiros celulares bacterianos, fungicos, de levedura,
de planta e mamiferos s@o descritos, por exemplo, em Pouwels et al., Vetores de
Clonagem: Um Manual Laboratorial, 1985, Elsevier, New York e Sambrook et al.,
Clonagem Molecular: Um Manual Laboratorial, 22 edicdo, 1989, Cold Spring Harbor
Laboratory Press. Vetores de clonagem e de expressao para plantas e/ou células de
plantas maiores, em particular, sdo disponiveis a pessoa qualificada. Vide, por
exemplo, Schardl et al. Gene 61: 1-11, 1987.
C. Métodos de transformacdo de organismos ou células hospedeiros para
hospedar acidos nucléicos transgénicos sao familiares ao perito. Para a criacdo de
plantas transgénicas, por exemplo, métodos atuais incluem: eletroporacdo de
protoplastos de planta, transformacdo mediada por lipossomo, transformacao

mediada por agrobactéria, transformacdo mediada por polietiieno glicol,
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bombardeamento de particula, microinjecdo de células de planta e transformacgéo
usando virus.
d. Em uma configuragdo, DNA transformado é integrado em um cromossomo de
um organismo e/ou célula hospedeira ndo-humana, tal que resulte em um sistema
recombinante estavel. Qualquer método de integracdo cromossémica conhecido na
técnica pode ser usado na pratica da invencdo, incluindo, entre outros, troca de
cassete mediada por recombinase (RMCE), inser¢do cromossomica viral de local
especifico, adenovirus e injecao pronuclear.
(0113)A fim de realizar o método de producdo de esclareol in vitro, conforme
exposto acima, é muito vantajoso fornecer um método de criacdo de, no minimo, um
polipeptidio tendo uma atividade de sintese de diterpeno, conforme descrito em
qualquer uma das configuracdes da invencdo. Portanto, a invengao fornece um
método para producao de, no minimo, um polipeptidio de fusdo, capaz de catalisar a
transformacao de GGPP em esclareol compreendendo
(0114) o cultivo de organismo ou célula hospedeiros, nao-humanos,
transformados com o vetor de expressao da invencdo, de maneira que hospede um
acido nucléico, de acordo com a invencdo e expresse Ou super-expresse um
polipeptidio, codificado pelo referido &cido nucléico e capaz de catalisar a
transformacao do GGPP em esclareol;
(0115) isolamento do polipeptidio capaz de catalisar a transformacdo de GGPP
em esclareol a partir do organismo ou célula hospedeiros, ndo-humanos, cultivados
na etapa a).
(0116)De acordo com uma configuracdo preferida, o referido meétodo ainda
compreende, antes da etapa a), a transformacdo de um organismo ou célula

hospedeiros, ndo-humanos com, no minimo, um vetor de expressao da invencéo, de
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maneira que hospede, no minimo, um &cido nucléico, de acordo com a invencéo e
expresse ou super-expresse o polipeptidio codificado pelo referido &cido nucléico.
(0117)A transformacdo e o cultivo do organismo ou célula hospedeiros, nao-
humanos podem ser realizados conforme descrito acima para o método de producéo
de esclareol in vivo. A etapa b) pode ser realizada usando qualquer técnica bem
conhecida na técnica para isolar um polipeptidio particular de um organismo ou uma
célula.
(0118)Uma “variante de polipeptidio”, conforme referido ao presente, significa um
polipeptidio de fusdo, capaz de catalisar a transformacdo de GGPP em esclareol e sendo
substancialmente homologo ao polipeptidio, de acordo com qualquer uma das configuraces
acima, mas tendo uma sequéncia de aminodcido diferente daquela codificada por qualquer
uma das sequéncias de acido nucléico da invencdo devido a uma ou mais delecGes, insercdes
ou substituicoes.
(0119)Variantes podem abranger sequéncias conservativamente substituidas, significando
que um dado residuo de aminoacido é substituido por um residuo tendo caracteristicas fisico-
quimicas semelhantes. Exemplos de substituicBes conservativas incluem substituicdo de um
residuo alifatico por outro, como lle, Val, Leu ou Ala por um outro, ou substituicdes de um
residuo polar por outro, como entre Lys e Arg; Glu e Asp; ou GIn e Asn. Vide Zubay,
Bioquimica, Addison-Wesley Pub. Co., (1983). Os efeitos dessas substituicoes podem ser
calculados usando matrizes de escore de substituicdo como uma PAM-120, PAM-200 e
PAM-250, conforme discutido em Altschul, (J. Mol. Biol. 219:555-65, 1991). QOutras
substituicdes conservadoras, por exemplo, substituicbes de regides inteiras tendo
caracteristicas de hidrofobicidade semelhantes, s&o bem conhecidas.
(0120)Variantes de peptideo que ocorrem naturalmente também sdo abrangidos

pela invencdo. Exemplos dessas variantes sdo proteinas que resultam de eventos
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de combinacdo de mRNA alternativos ou da divisdo proteolitica dos polipeptidios
aqui descritos. VariagGes atribuiveis a protedlise incluem, por exemplo, diferencas
nos terminais N ou C mediante a expressdo em tipos diferentes de células
hospedeiras, devido a remocéo proteolitica de um ou mais aminodcidos terminais
dos polipeptidios codificados pelas sequéncias da invencdo.Variantes dos
polipeptidios da invencdo podem ser usadas para obter, por exemplo, atividade
enzimatica elevada ou reduzida desejada, regioguimica ou estereoquimica
modificada ou utilizacdo de substrato ou distribuicdo de produto alteradas, uma
afinidade elevada para o substrato, uma especificidade melhorada para a producéo
de um ou mais compostos desejados, uma atividade enzimatica diferente, um
aumento da velocidade da reacdo enzimatica, uma maior atividade ou estabilidade
em um meio-ambiente especifico (pH, temperatura, solvente, etc.) ou um nivel de
expressdo melhorado em um sistema de expressao desejado. Um mutante
direcionado por variante ou local pode ser criado por qualquer método conhecido na
técnica. Variantes e derivados de polipeptidios nativos podem ser obtidos por
isolamento das variantes que ocorrem naturalmente ou da sequéncia de nucleotideo
de variantes, de outras linhagens ou espécies de planta ou as mesmas, ou
artificialmente programando mutacdes de sequéncias de nucleotideo que codificam
os polipeptidios de fusdo da invencdo. Alteragbes da sequéncia de aminoé&cido
nativo podem ser realizadas por qualquer um de diversos métodos convencionais.

(0121)Variantes de polipeptidios, resultantes de uma fusdo de sequéncias de
peptideo adicionais nas extremidades de terminal amino e carboxila dos
polipeptidios da invencdo, podem ser usadas para aumentar a expressdo dos
polipeptidios, ser uteis na purificagcdo da proteina ou melhorar a atividade enzimatica

do polipeptidio em um ambiente ou sistema de expressdo desejado. Essas
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sequéncias adicionais de peptideo podem ser peptideos de sinal, por exemplo.
Conformemente, a presente invencdo abrange variantes dos polipeptidios da
invencdo, como aqueles obtidos por fusdo com outros oligo ou polipeptidios e/ou
aqueles que séo ligados a peptideos de sinal.
(0122)Portanto, em uma configuracéo, a presente invencdo fornece um método para
preparacdo de um polipeptidio de fusdo variante, capaz de catalisar a transformacao
de GGPP em esclareol e abrangendo as etapas de:
(@ selecdo de um &acido nucléico de acordo com qualquer uma das
configuragdes expostas acima;
(b)  modificacdo do acido nucléico selecionado para obter, no minimo, um &cido
nucléico mutante;
(c) transformacdo de células ou organismos unicelulares hospedeiros com a
sequéncia de 4cido nucléico mutante para expressar um polipeptidio codificado pela
sequéncia de 4cido nucléico mutante;
(d) avaliacdo do polipeptidio com relacdo a, no minimo, uma propriedade
modificada; e,
(e) opcionalmente, se o polipeptidio ndo tiver atividade de sintese de esclareol
variante desejada, repetir as etapas (a) a (d) do processo até um polipeptidio com
uma atividade de sintese de esclareol variante desejada ser obtido;
M opcionalmente, se um polipeptidio tendo uma atividade de sintese de
esclareol variante desejada tiver sido identificado na etapa d), isolamento do acido
nucléico mutante correspondente obtido na etapa (c).
(0123) Na etapa (b), uma grande quantidade de sequéncias de acido
nucléico mutante pode ser criada, por exemplo, por mutagénese randdmica,

mutagénese especifica de local ou reorganizacdo de DNA. Os procedimentos
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detalhados de reorganizagdo genéticos sao encontrados em Stemmer,
Reorganizagédo de DNA por fragmentagédo randomica e remontagem: recombinagao
in vitro para evolugdo molecular. Proc Natl Acad Sci USA., 1994, 91 (22): 10747-
1075. Resumindo, Reorganizagdo de DNA refere-se a um processo de
recombinacdo randémica de sequéncias conhecidas in vitro, envolvendo, no minimo,
dois &cidos nucléicos selecionados para recombinacdo. Por exemplo, mutacdes
podem ser introduzidas em locais particulares por sintese de oligonucleotideos
contendo uma sequéncia mutante, flanqueado por locais de restrigdo que permitem
a ligacdo com fragmentos da sequéncia nativa. Apos a ligacdo, a sequéncia
reconstruida resultante codifica um analogo que possui a inser¢cdo de aminoacido
desejada, substituicdo ou delecdo. Alternativamente, procedimentos de mutagénese
especificos de local, direcionados por oligonucleotideo podem ser empregados para
fornecer um gene alterado onde cédons pré-determinados podem ser alterados por
substituicéo, delecdo ou insercao.

(0124) Conformemente, o polipeptidio de fusdo que compreende a SEQ ID
NO:4 ou 5 e a SEQ ID NO:6 pode ser recombinado com qualquer outra diterpeno-
sintase que codifica acidos nucléicos, por exemplo, isolados de um organismo
diferente da Salvia sclarea. Dessa forma, acidos nucléicos mutantes podem ser
obtidos e separados, os quais podem ser usados para transformar uma célula
hospedeira, de acordo com procedimentos padrao, por exemplo, conforme divulgado
nos presentes Exemplos.

(0125) Na etapa (d), o polipeptidio obtido na etapa (c) € avaliado com
relacdo a, no minimo, uma propriedade modificada, por exemplo, uma atividade
enzimatica modificada desejada. Exemplos de atividades enzimaticas desejadas,

para as quais um polipeptidio expressado pode ser avaliado, incluem atividade
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enzimatica elevada ou reduzida, conforme medido pelo valor Km ou Vmax,
regioguimica ou estereoquimica modificada e utilizagdo de substrato alterado ou
distribuicdo de produto. A avaliacdo da atividade enzimética pode ser realizada de
acordo com os procedimentos familiares ao perito e aqueles divulgados nos
presentes Exemplos.
(0126) A etapa (e) prepara-se para repeticdo das etapas (a)-(d) do
processo, que pode preferivelmente ser realizada em paralelo. Conformemente,
através da criacdo de uma quantidade significativa de acidos nucléicos mutantes,
muitas células hospedeiras podem ser transformadas com diferentes &acidos
nucléicos mutantes ao mesmo tempo, permitindo a avaliacdo subsequente de uma
quantidade elevada de polipeptidios. As chances de obtencdo de um polipeptidio
variante desejado podem, dessa forma, ser elevadas a critério do perito.
(0127)Todas as publicagbes mencionadas neste pedido sdo incorporadas por
referéncia a divulgacdo e descrevem os métodos e/ou materiais em conexao com o
gue as publicacdes sao citadas.

Descricdo dos desenhos

(0128)Figura 1: Estruturas dos diversos compostos citados na descrigao.
(0129)Figura 2: Mecanismo da biossintese de esclareol a partir de GGPP. As etapas
1 e 2 enziméticas podem ser catalisadas por duas proteinas distintas (uma LPP-
sintase e uma esclareol-sintase) ou por uma enzima bi-funcional Unica (polipeptidio
de fuséo).

(0130)Figura 3: Alinhamento deduzido de SsLPPs3 (SEQ ID NO:4) e SsLPPs9 (SEQ
ID NO:5) das sequéncias de amino acido SEQ ID NO:1 e 2, duas diterpeno-sintases
estritamente relacionadas, que codificam cDNAs, isoladas para o proposito da

presente invencao. Residuos idénticos estdo em letras brancas e residuos diferentes
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entre as duas sequéncias estdo em letras pretas.
(0131)Figura 4: Andlise de SDS-PAGE dos extratos de proteina soluvel crua de
células de E. coli, que expressam as proteinas SsLPPs3 e SsLPPs9 (SEQ ID NO: 1
e 2). Linhas 1 e 8: padrbes de peso molecular; linhas 2 e 7: proteinas de controle,
obtidas de células transformadas com o plasmideo sem insercdo; linhas 3 e 4:
proteinas das células transformadas com pETDue-SsLPPs3; linhas 5 e 6: proteinas
das células transformadas com pETDuet-SsLPPs9. O gel foi colorido para proteina
total, usando Azul de Coomassie.
(0132)Figura 5: Analise de SDS-PAGE da afinidade de SsLPPs3 (SEQ ID NO:1) de
diterpeno-sintase de salvia recombinante, purificada, expressada em E. coli. Linha
M, padrdo de peso molecular; linha 1, extrato de proteina solavel crua de células de
controle; linha 2, extrato de proteina sollvel crua de células transformadas com
pET28-SsLPPs3; linha 3, fracbes de fluxo passante; linhas 4 a 7, fracbes de
lavagem; linhas 8 a 10, fracdes de eluicdo com 250mM de L-histidina. O gel foi
colorido para proteina total usando o Azul de Coomassie.
(0133)Figura 6: Andlise de CG dos produtos obtidos apos incubagdo da SsLPPs3
(SEQ ID NO:1) de afinidade purificada com GGPP. (A) extrato de solvente direto, (B)
Extrato de solvente da mesma amostra apés tratamento com fosfatase alcalina.
(0134)Eigura 7: (A) Sequéncias de N terminal das diterpeno-sintases recombinantes
de extensao total e de SsLPPs3 truncada (SEQ ID NO:1 e SEQ ID NO:36 a 39). (B)
Andlise de SDS-PAGE das versdes de extensdo total e truncada das diterpeno-
sintases de SsLPPs3, expressadas em E. coli. Linha M, padrdo de peso molecular;
linha 1, extrato de proteina soluvel crua das células de controle; linha 2, extrato de
proteina solavel crua de células transformadas com pET28-SsLPPs3; linha 3,

SsLPPs3 marcada com histidina purificada; linha 4 e 5: respectivamente 1 e 0,5uL
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de extrato de proteina soliuvel crua de células transformadas com pETDuet-
SsLPPs3; linhas 5 a 9, 0,5uL de extrato de proteina solavel crua de células
transformadas com pETDuet contendo as quatro dele¢cbes sequenciais. O gel foi
colorido para proteina total usando o Azul de Coomassie.
(0135)Figura 8: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos fragmentos tipo
diterpeno-sintase de classe Il com a sequéncia da estemodeno-sintase de Oriza
sativa (N2 de Acesso AAZ76733).
(0136)Figura 9: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das 1132 construcdes
(SEQ ID NO:3 e 74) para expressao heterdloga em E coli.
(0137)Figura 10: Analise de CG dos produtos obtidos apés incubacao das diferentes
1132 proteinas recombinantes com LPP. Extratos de proteina crua de E. coli
expressando as proteinas SsTps1132 (1132-1-3; SEQ ID NO:3) e 1132-2-5 (SEQ ID
NO:74) recombinantes foram incubados com LPP em um volume final de 1mL de
50mM de MOPSO, pH 7, suplementado com 15mM de MgCla.
(0138)Figura 11: Andlise de CG-MS dos produtos gerados a partir de LPP pela
proteina 1132-2-5 (SEQ ID NO:74) recombinante. (A) Cromatograma de ion total dos
produtos obtidos da incubacédo de LPP com um extrato de proteina crua de E. coli,
transformado com pET101-1132-2-5. (B) Espectro de massa do pico no tempo de
retencdo de 14,3. (C) Espectro de massa de um padréo de esclareol auténtico.
(0139)Figura 12: Analise de CG dos produtos obtidos apds coincubacdo de
proteinas recombinantes 1132 (SEQ ID NO:3 e 74) com a proteina recombinante
SsLPPs3 (SEQ ID NO:1) na presenca de GGPP.
(0140)Figura 13: Estrutura dos plasmideos usados para a transformacao de células
de E. coli nos Exemplos 10 e 11.

(0141) Configuragdes especificas da invencéo ou Exemplos
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(0142)A invencéo agora sera descrita em detalhes adicionais através dos seguintes
Exemplos.

Exemplo 1

(0143) Isolamento de LPP-sintase, que codifica DNAs de Salvia clarea por uma

abordagem de PCR

A. Extracdo de materia de planta e RNA.

(0144)Botoes florais em desenvolvimento da Salvia sclarea (1,5 a 2cm de extenséo,
1-2 dias de idade) foram coletados nos campos de Bassins (Suica) e diretamente
congelados em nitrogénio liquido. O RNA total foi extraido usando o Reagente de
RNA de Planta Concert™ da Invitrogen (Carlsbad, CA) e o mRNA foi purificado por
cromatografia de afinidade de oligodT-celulose, usando o Kit de isolamento de
MRNA FasTrack® 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA), de acordo com as instru¢des do
fabricante. Uma biblioteca de cDNA foi construida usando o Kit de Amplificacédo de
cDNA Marathon™ (Clontech, Mountain View, CA).

B. Reacdes em Cadeia da Polimerase para amplificacdo de cDNAs de
diterpeno-sintases

(0145) Sequéncias de aminoécido de diterpeno-sintases de classe | e Il de diferentes
plantes foram alinhadas e motivos conservados foram selecionados. Sequéncias de
oligonucleotideos degenerativos foram deduzidas desses motivos de aminoacido
conservados. O Motivo DxDDTAM (x sendo qualquer aminoéacido), encontrado na
parte central das sequéncias de aminoacido das diterpeno-sintases e postulado para
estar envolvido na internacdo com a metade de difosfato de GGPP nas diterpeno-
sintases de classe Il, foi usado para criar o primer inverso DT3F (5'-(SEQ ID NO:7)).
Outro motivo, DVW(I/L)GK(T/S), encontrado em algunas diterpeno-sintases, foi

usado para criar o primer reverso D/T4R (SEQ ID NO:8)).
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(0146)PCR foram realizadas usando esses primers em todas as possiveis
combinacgOes de primers inverso e reverso. A mistura da PCR continha 0,4uM de
cada primer, 300uM de cada dNTPs, 5uL de tampéo de polimerase de DNA 10X
HotStartTag® (Qiagen), 2uL de cDNA dissolvido em 100 vezes, 0,5uL de polimerase
de DNA HotStartTag® em um volume final de 50uL. As condi¢des ciclicas foram: 35
ciclos de 45 seg a 94°C, 45 seg a 50°C e 2 min a 72°C; e 10 min a 72°C. Os
tamanhos dos produtos de PCR foram avaliados em um gel de agarose a 1%. As
fitas correspondentes ao tamanho esperado foram removidas do gel, purificadas
usando o Kit de Extracao de Gel QIAquick® (Qiagen) e clonadas no vetor pPCR®2.1-
TOPO, usando o Kit de clonagem TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad, CA). Fragmentos
de cDNA inseridos estavam, entdo, sujeitos a sequenciamento de DNA e a
sequéncia foi comparada contra o banco de dados de proteina ndo-redundante
GenBlank (NCBI), usando o algoritmo BLASTX (Altschul et al, J. Mol. Biol. 215, 403-
410, 1990). A partir de diferentes PCR realizadas, apenas a combinacéo dos primers
DT3F (SEQ ID NO:7) e DT4R (SEQ ID NO:8) forneceu um fragmento de DNA com o
tamanho esperado e com a homologia de sequéncia a diterpeno-sintases. Todos 0s
fragmentos emitidos dessa amplificacdo tiveram a mesma sequéncia exata. Essa
sequéncia de 354 bp foi denominada FN23 (SEQ ID NO:9).

C. Isolamento de cDNA de extensdo total por amplificacdo rapida por
extremidades de cDNA (RACE).

(0147)0Oligonucleotideos especificos para a sequéncia FN23 (SEQ ID NO:9) foram
criados. FN23-F1’ (SEQ ID NO:10)), FN23-F2 (SEQ ID NO:11)) e FN23-F3 (SEQ ID
NO:12)). Esses primers foram usados em RT-PCR em combinagcdo com primers
oligodT, estendidos com uma sequéncia adaptadora (SEQ ID NO:13). A composi¢ao

da mistura de reacdo de RT-PCR foi a seguinte: 10ul de tampéo de RT-PCR 5X

Peticéo 870200117903, de 23/09/2020, pag. 63/87



57/79

Qiagen OneStep, 400uM cada de dNTP, 400nM de cada primer, 2ul de Mistura
Enzimatica de RT-PCR Qiagn OneStep, 1ul de Inibidor de Ribonuclease RNasin®
(Promega Co., Madisson, WI) e 1250ng de RNA total em um volume final de 50ml.
As condi¢bes do termociclador foram: 30 min a 50°C (transcri¢cdo reversa); 15 min a
95°C (ativacao de polimerase de DNA); 35 ciclos de 45 seg a 94°C, 45 seg a 50°C e
90 seg a 72°C; e 10 min a 72°C. Um segundo ciclo de PCR foi realizado usando os
produtos de RT-PCR como template com o primer adapterP (SEQ ID NO:14) em
combinacdo com o mesmo ou primers especificos de FN23 abrigados. Essa
abordagem de PCR forneceu um fragmento de cDNA 1271 bp (FN30 (SEQ ID
NO:15)) tendo uma sobreposicao perfeita de 192 bp com o fragmento FN23 (SEQ ID
NO:9) e contendo a extremidade 3', incluindo o cédon de interrupgcdo e a sequéncia
sem codificagcdo 3' do cDNA correspondente.

(0148)Para amplificagéo da extremidade 5 do cDNA, oligonucleotideos anti-sense,
especificos para FN23 (SEQ ID NO:9) foram criados: FN23-R1 (SEQ ID NO:16)),
FN23-R2 (SEQ ID NO:17)), FN23-R3 (SEQ ID NO:18)). Esses primers foram usados
para RACE de 5’, usando a biblioteca de cDNA de S. sclarea, apds o protocolo de
Kit de Amplificacdo de cDNA Marathon™ (Clontech, Mountain View, CA). As
condicdes ciclicas térmicas foram as seguintes: 1 min a 94°C, 5 ciclos de 30 seg a
94°C e 4 min a 72°C, 5 ciclos de 30 seg a 94°C e 4 min a 70°C, 20 ciclos de 30 seg a
94°C e 4 min a 68°C. Essa RACE de 5’ forneceu um fragmento de cDNA 1449 bp
(FN40 (SEQ ID NO:19) tendo uma sobreposicao perfeita de 227 bp com FN23 (SEQ
ID NO:9). Comparagdo com sequéncias de diterpeno-sintases conhecidas revelou
que o fragmento FN40 (SEQ ID NO:19) continha o codon de iniciacdo de traducéo e
uma regido sem codificacdo de 87 bp. A montagem dos trés fragmentos de cDNA

(FN23, FN30 e FN40 (SEQ ID NO:9, 15 e 19) forneceu uma sequéncia de cDNA de
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extensao total (SaTpsl) de 2655 bp com uma estrutura de leitura aberta (SEQ ID
NO:20) de codificacdo 2355 bp para uma proteina de residuos 785 (SEQ ID NO:21),
tendo forte homologia com diterpeno-sintases e, isto é, com copalil difosfato-
sintases. O motivo DxDD, envolvido na cicliza¢do iniciada por protonacéo, estava
presente na sequéncia de aminoacido (posi¢do 372) e o motivo DDxD, envolvido na
ciclizagdo iniciada por ionizagao, nao foi encontrado. Dessa forma, essa sequéncia
de proteina tem as caracteristicas tipicas de uma diterpeno-sintase de classe I, que
catalisa exclusivamente as ciclizacées dependentes de protonacdo de GGPP. A
expressdo heterbloga e a caracterizacdo enzimatica dessa proteina estdo
detalhadas nos Exemplos 2-4 a seguir.

Exemplo 2

(0149) Expresséo heteréloga da LLP-sintase de S. sclarea na E. coli

(0150)O pETDuet-1 (Novagen, Madison, WI), criado para expressao sob o controle
de um promoter T7, foi usado para expressdo em células de E. coli. Para construir o
plasmideo de expressédo, a estrutura de leitura aberta de SaTps 1 (SEQ ID NO:20)
foi amplificada por PCR da biblioteca de cDNA com 0s primers inverso e reverso
SaTps-Nde (SEQ ID NO:22)) e SaTps-Kpn (SEQ ID NO:23)), criados para introduzir
um local de Ndel imediatamente antes do cddon de inicio e um local de Kpnl apés o
coédon de interrupcdo. Ja que a estrutura de leitura aberta com um local Ndel na
posicdo de 1614 da estrutura de leitura aberta, essa amplificacéo foi realizada em
duas etapas por PCR de extensdo de sobreposicdo (Horton et al, Gene 78, 68,
1989), usando os primers SaTps-Nde (SEQ ID NO:22) e SaTps-Kpn (SEQ ID
NO:23) em combinag¢do com os primers Satps-mutlf (SEQ ID NO:24)) e Satps-mutlr
(SEQ ID NO:25)), criados para remover o local Ndel sem alterar a sequéncia de

aminoacido. O cDNA resultante foi primeiramente ligado no plasmideo PCR2.1-Topo
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usando o Kit de Clonagem TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad, CA) e as sequéncias das
insercdes foram verificadas antes da subclonagem como fragmento Ndel-Kpnl no
vetor pETDuet-1.

(0151)Analise da sequéncia de diversos clones obtidos por amplificacdo da
biblioteca de cDNA com os primers especificos SaTpsl mostrou alguma
variabilidade em diversas posi¢cdes da sequéncia de cDNA. Sete posi¢cOes foram
identificadas, nas quais dois aminoacidos diferentes podem ser encontrados. Uma
posicao foi encontrada, onde insercdo de um residuo de serina ocorreu em alguns

dos clones. Essas posi¢oes séo listadas na tabela abaixo.

Posicbes Aminoécido
(relativas a sequéncia de aminoacido)

34 lle ou Thr

40 Phe ou Leu

174 GIn ou His

222 Gly ou Asp

538 GIn ou His

560 Arg ou Leu

596 Asn ou Lys

612 Insercdo de um Ser

(0152)Essas variacOes pareceram ocorrer em uma maneira randomica em onze
clones diferentes sequienciados, sugerindo que, no minimo, duas isoformas
relacionadas bem de perto de uma diterpeno-sintase estdo presentes no genoma da
S. sclarea e que a abordagem de amplificacdo de PCR levou a mistura das
sequéncias. Dois clones, SsLPPs3 (SEQ ID NO:4) e SsLPPs9 (SEQ ID NO:5),

representantes da variabilidade das sequéncias (Figura 3), foram selecionados para
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0s experimentos de expressao heterdloga e caracterizacao enziméatica.
(0153)Os plasmideos pETDuet-SsLPPs3 e pETDuet-SsLPPs9 foram transferidos
para células de E. Coli BI21 (DE3) (Novagen, Madison, WI). Colbnias simples de
células transformadas foram usadas para inocular 5ml de meio LB. Apos 5 a 6 horas
de incubagéo a 37°C, as culturas foram transferidas para uma incubadora a 20°C e
deixadas 1 hora para equilibrio. A expressao da proteina foi, entdo, induzida pela
adicdo de 1mM de IPTG e a cultura foi incubada durante a noite a 20°C. O dia
seguinte, as células foram coletadas por centrifugacdo, suspensas novamente em
volume a 0,1 de 50mM de MOPSO, pH 7, 10% de glicerol e lisados por sonicacéo.
Os extratos foram limpos por centrifugagéo (30 min a 20.000g) e os sobrenadantes
contendo as proteinas sollveis foram usados para experimentos adicionais.
(0154)0s extratos de proteina crua de células transformadas de pETDuet-SsLPPs3
e pETDuet-SsLPPs9 foram analisados por SDS-PAGE e comparados com extratos
de proteina, obtidos das células transformadas com o plasmideo pETDuet vazio. As
proteinas SsLPPs3 e SsLPPs9 recombinantes (SEQ ID NO:1 e 2) foram claramente
detectadas e o peso molecular aparente estimado a 90 Kda, um valor em
conformidade com o peso molecular calculado de 83 KDa (Figura 4).

Exemplo 3

(0155) Purificacdo da LPP-sintase da S. sclarea e atividades enzimaticas

(0156)Para caracterizar adicionalmente as diterpeno-sintases recombinantes,
asseguramos purificar as enzimas SsLPPs3 e SsLPPs9 (SEQ ID NO:1 e 2).

(0157)Os plasmideos PCR2.1-Topo contendo o cDNA de SsLPPs3 e SsLPPs9
(SEQ ID NO:4 e 5) (Exemplo 2) foram digeridos com Ndel e Sacl e as insergdes
foram ligadas no plasmideo pET28a(+) (Novagen). Os plasmideos de expresséo

resultantes (pET28-SsLPPs3 e pET28-SsLPPs9) contem os cDNAs com uma
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modificagdo da extremidade 5 (SEQ ID NO:26 e 27), criados para expressar as
proteinas com uma cauda de hexa-histidina de terminal N. A purificacdo foi realizada
sob condi¢bes nativas usando o Sistema de Purificacdo ProBond™ (Invitrogen),
seguindo o protocolo do fabricante, com excecao de que, para a eluicdo, imidazol foi
substituido pela L-histidina para minimizar a inibicdo da enzima. Usando essa
abordagem, as enzimas recombinantes SsLPPs3 e SsLPPs9 poderiam ser
purificadas para homogeneidade aparente (Figura 5).
a. As enzimas purificadas de afinidade foram incubadas 12 horas a 30°C com
200pM de GGPP e 1mM de DTT em MOPSO, pH 7, 10% de glicerol. Nenhum
produto de diterpeno foi observado ao extrair a incubacdo com pentano e analise do
extrato por CG ou CG-MS. O tratamento do mesmo extrato por fosfatase alcalina
(Sigma, 6 unidades/ml), seguido por extragdo com pentano e analise de CG,
mostrou a formacéo de labdenediol (Figura 6) e demonstrou a formacgéo enziméatica
de labdenediol-difosfato (LPP) como produto Unico do GGPP pela diterpeno-sintase
recombinante.
(0158)A analise de CG foi realizada em um sistema de CG Agilent Série 6890
(Agilent Technologies), equipado com um detector de ionizagdo de chama, usando
um diametro interno de 0,25mm por coluna capilar SPB-1 de 30mm (Supelco,
Bellefonte, PA). O gas carregador foi He em um fluxo constante de 1mL/minuto. A
temperatura inicial da estufa foi de 100°C (1 minuto de suspenséao), seguida por um
gradiente de 10°C/minuto a 300°C.
(0159)A analise de CG-MS foi realizada em um sistema de CG Séria 6890 (Agilent),
acoplado a um detector de massa 5975 (Agilent Technologies). A coluna foi
equipada com um diametro interno de 0,25mm por coluna DB-1MS de 30m de

extensdo (Agilent Technologies). O gas carregador foi He em um fluxo constante de
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1mL/minuto. A temperatura inicial da estufa foi de 80°C, seguida por um gradiente de
10°C/minuto a 280°C. Os espectros foram registrados a 70eV com uma voltagem de
multiplicador de elétron de 2200V. A identificacdo do produto foi confirmada pela
concordancia dos tempos de retencéo e a equivaléncia do espectro de massa com o
espectro de padrdes auténticos.

Exemplo 4

(0160) Delecdes do terminal N da LPP-sintase de Salvia sclarea

a. Nas plantas, as diterpeno-sintases estdo localizadas nos plastideos. Essa
compartimentalizagédo € controlada por um mecanismo de tratamento que reconhece
um sinal de peptideo de transito do terminal N. Dessa forma, as diterpeno-sintases
sdo geralmente expressadas como pré-proteinas e sdo processadas nos plastideos
pela divisdo do sinal de peptideo resultando em uma proteina madura. Andlise da
sequéncia do terminal N de SsLPPs3 e SsLPPs9 (SEQ ID NO:1 e 2), usando o
método de CloroP (Emanuelsson et al, Protein Science 8, 978-984, 1999;

http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) hdo revelou nenhuma evidéncia clara da presenca

de um peptideo de transito. Experimentos foram, dessa forma, realizados para
avaliar o efeito das dele¢bes no terminal N sobre a atividade enzimatica. Quatro
cDNAs truncados foram criados para SsLPPs3 resultando em delecéo de 17, 37, 53
e 63 aminoacidos, respectivamente, (SEQ ID NO:28 a 31). Cada construcao foi
criada por PCR usando quatro primers inversos diferentes cada, criados para
enrijecer na posi¢cao da forma truncada desejada e introduzindo um local de restricdo
de Ndel, seguido por um codon de iniciacdo de traducdo de ATG (SsLPPs3_dell,
(SEQ ID NO:32); SsLPPs3_del2, (SEQ ID NO:33); SsLPPs3_del3, (SEQ ID NO:34),
SsLPPs3_del4, (SEQ ID NO:35)). Esses primers foram usados em combinagdo com

o primer SaTps-Kpn (SEQ ID NO:23) (Exemplo 2) e os quatro cDNAs obtidos (SEQ
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ID NO:28 a 31) foram ligados no plasmideo pETDuet-1. Expresséo heterdloga das
proteinas (SEQ ID NO:36 39) foi realizada em E. coli, conforme descrito no Exemplo
2. A Figura 7 mostra uma analise de SDS-PAGE comparando o nivel de producéo
das proteinas heterélogas obtidas com as diferentes construcées de extenséo total e
truncadas. Um nivel de expressdo melhorada foi claramente observado
especialmente para as duas dele¢cBes maiores. Esses resultados sao tipicos para
terpeno-sintases localizadas em plastideo e refletem uma solubilidade e/ou
estabilidade melhorada da proteina madura em comparacdo com a pré-proteina.

Exemplo 5

(0161) Sequenciamento massivamente paralelo de uma biblioteca de cDNA da flor S.

sclarea

(0162)Usamos a tecnologia de sequenciamento paralelo massivo de pequenos
fragmentos de DNA, desenvolvida pela lllumina (San Diego, Califérnia) para obter
informagOes de sequéncia de todas as transcricdes (transcriptoma) presentes nas
flores Salvia sclarea. Essa técnica de sequenciamento usa uma quimica de
sequienciamento com base no terminador reversivel e os aparatos de Estacdo de
Aglomerado e Sequenciador de Genoma, desenvolvidos pela Solexa e lllumina
(www..illumina.com).

(0163) A tecnologia e os equipamentos foram preparados na Fasteris SA (Genebra,
Suica) e a preparacdo das amostras de DNA e o sequenciamento foram realizados
pela Fasteris SA. Uma aliquota (1ug) da biblioteca de cDNA, gerada das flores S.
sclarea em desenvolvimento e usando o Kit de Amplificacdo de cDNA Marathon™
(Clontech, Mountain View, CA) (Exemplo 1), foi tratada usando o Kit de Preparacao
de Amostra Gendmica (lllumina). Brevemente, o DNA é fragmentado por

nebulizacdo, as extremidades s&o reparadas para gerar extremidades firmes,
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adaptadores séo ligados as extremidades dos fragmentos de DNA e os fragmentos
de DNA modificados por adaptator sdo amplificados por PCR. Apds controlar a
qualidade da biblioteca por eletroforese por gel, a geracdo dos aglomerados de DNA
sobre a célula de fluxo e a reacao de sequenciamento é realizada nos equipamentos
de Estacdo de Aglomerado e Sequenciador de Genoma. Usando essa tecnologia,
1,9 milh&o de curtas sequéncias (leituras) de 35 bases foram obtidas.

(0164) O software Edena (Hernandez et al, Genome res. 15(5), 802-809, 2008) foi
usado para remontar sequéncias contiguas. As cinco Ultimas bases foram
primeiramente removidas de cada leitura devido as possiveis incorpora¢des erradas,
devido a baixa fidelidade nos ultimos ciclos do procedimento de sequenciamento. Os
parametros do software foram estabelecidos para permitir a extensdo minima de 15
bases para as sobreposicbes com identificacdo estrita (100%). Os contigs
(sequéncias contiguas) com uma extensdo de, no minimo, 50 bases foram retidos.
Nessas condi¢cbes, 2054 contigs de 50 a 1330 bases em extensdo poderiam ser
reconstituidos.

(0165)Para avaliar a qualidade da montagem, os contigs foram pesquisados com
relacdo a identificacdo de sequéncia com a sequéncia de DNA de SsLPPs3, as
diterpeno-sintases de classe Il, primeiramente isoladas da biblioteca de cDNA de S.
sclarea (SEQ ID NO:4, Exemplo 2). Essa pesquisa foi realizada usando o método de
BLASTnN (Altschul et al, J. Mol. Biol. 215, 403-410, 1990). De forma surpreendente,
apenas 3 contigs de extensdes de 81, 73 e 52 bases (contigs 1 a 3, SEQ ID NO:40 a
42) foram encontrados e apenas quarenta leituras foram usadas pelo software Eland
para gerar esses contigs. O alinhamento com a sequéncia de referéncia SsLPPs3
mostrou que os 3 contigs cobriram apenas 8,7% da sequéncia de extenséao total,

embora com uma identificagcdo de 99%.
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(0166) Informacdes de sequéncia muito limitadas foram relatadas nos bancos de
dados publicos para Salvia sclarea. A Unica sequéncia genética disponivel do banco
de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) foi a sequéncia da grande subunidade
da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase (RuBisCO) da salvia sclarea (N2 de acesso
NCBI Z37450). A pesquisa dos contigs com relacdo a identificacgdo de DNA com
essa sequéncia de DNA de RuBisCO de S. sclarea (Pesquisa de BLASTn) forneceu
dois contigs de 870 e 547 bases, respectivamente (contigs 4 e 5, SEQ ID NO:43 e
44). O alinhamento dos dois contigs com a sequéncia de RuBisCO mostrou
cobertura de 98%: apenas 27 bases (entre a posicdo 858 e 884) das 1420 bases
ndo estavam presentes nos contigs. Além dessa cobertura quase completa, a
identificacdo entre a sequéncia de referéncia e os contigs foi de 99,5%,
representando uma diferenca de apenas 7 nucleotideos.

(0167)Todas as leituras (dados ndo-montados) foram, entdo, pesquisadas com
relacdo a identificacdo de sequéncia com a sequéncia de SsLPPs3 (SEQ ID NO:4).
O software Eland (lllumina) foi usado para realizar essa pesquisa, permitindo um
maéaximo de 2 divergéncias com a sequéncia de referéncia. Um total de 616 leituras
foram recuperadas. O alinhamento dos fragmentos selecionados com a sequéncia
de referéncia revelou que a sequéncia de SsLPPs3 foi coberta na extensédo total
com uma cobertura levemente maior (mais leituras) em diregdo da extremidade 3’. A
mesma manipulagdo com a sequéncia de RuBisCO mostrou que 1650 leituras foram
obtidas para essa sequéncia. A cobertura da sequéncia de referéncia com as
leituras foi muito maior para a RuBisCO do que para a SsLPPs3. Para SsLPPs3
(SEQ ID NO:4), diversas regides pequenas sem cobertura e regides com
ambiguidade de sequéncia entre leituras foram encontradas. Essa cobertura

incompleta impede a remontagem completa e € certamente a razao para a geragao
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de apenas alguns contigs muito pequenos.

Exemplo 6

(0168) Extracdo de sequéncias semelhantes a diterpeno-sintases de classe | a partir

dos dados de sequenciamento

(0169) O algoritmo de Blast (Altschul et al, J. Mol. Biol. 215, 403-410, 1990) foi usado
para pesquisar a homologia das sequéncias de aminoacido deduzidas com
sequéncias de diterpeno-sintases de classe I.

(0170)Uma pesquisa de Blastx contra um banco de dados de proteina foi
primeiramente realizada com os 2054 contigs. Essa pesquisa forneceu apenas um
contig (contig 1610, SEQ ID NO:45), apresentando homologia de sequéncia com
diterpeno-sintases de classe |. A sequéncia de aminoacido deduzida desse contig
continha o motivo DDxxD, caracteristico da ciclizacdo iniciada por ionizacdo de
prenil-difosfatos.

(0171)Uma fragdo dos dados brutos, representando aproximadamente 3x10° leituras
foi, entdo, pesquisada com relacdo a homologia com diterpeno-sintases de classe |.
As leituras foram pesquisadas usando o algoritmo de tBlastn com cinco sequéncias
de aminoéacido de diterpeno-sintase de classe | selecionados (nUmeros de acesso
NCBI AAC39443, BAB19275, BAB12441, AAD34295, AAS98912). Essa pesquisa
selecionou 462 leituras, que foram, entdo, processadas usando o programa CAP
(Huang, Genomics 14(1), 18-25, 1992) para identificar sequéncias de sobreposicao.
Uma pequena porgdo das leituras poderia ser montada em curtos contigs de
extensdo maxima de 111 bases. Esses contigs, bem como as leituras isoladas
remanescentes, foram usados para pesquisa de Blastx contra um banco de dados
de proteina para confirmar sua identificacdo com diterpeno-sintases de classe |I.

Finalmente, 5 fragmentos de DNA foram retidos (SEQ ID NO:46 a 50).
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(0172)As sequéncias de aminoacido (SEQ ID NO:51 a 55) foram deduzidas dos
fragmentos selecionados e foram alinhadas com sequéncias de diterpeno-sintases
de referéncia, permitindo seu posicionamento relativo. A figura 8 mostra um
alinhamento dessas sequéncias com a sequéncia de diterpeno-sintase de extensao
completa da estemodeno-sintase da Oriza sativa (Morrone et al, 2006; N2 de acesso
NCBI AAZ76733) coletado como referéncia.

Exemplo 7

(0173) Amplificacdo por PCR de cDNAs de diterpeno-sintases de classe | de

extensdo completa

(0174)Um conjunto de oligonucleotideos inverso e reverso foi deduzido das
sequéncias de DNA relacionadas com diterpeno-sintases, selecionadas do
sequenciamento da biblioteca de cDNA de S. sclarea (Exemplo 6). Esses primers
foram usados em combinacdo com primers adaptadores de cDNA em amplificacdes
por PCR do tipo 3'/5° RACE. As amplificagfes foram realizadas usando a biblioteca
de cDNA de S. sclarea, preparada conforme descrito acima no Exemplo 1, seguindo
o protocolo do Kit de Amplificacdo de cDNA Marathon™ (Clontech, Mountain View,
CA). As condicdes ciclicas térmicas foram as seguintes: 1 min a 94°C, 5 ciclos de 30
seg a 94°C e 4 min a 72°C, 5 ciclos de 30 seg a 94°C e 4 min a 70°C, 20 ciclos de 30
seg a 94°C e 4 min a 68°C.

(0175)Usando o primer Cont250-Fwd (SEQ ID NO:56), uma sequéncia de DNA de
547 bp (1130Cont250, SEQ ID NO:66) foi obtida. Analise da sequéncia revelou que
esta correspondeu a extremidade 5 de um cDNA de diterpeno-sintase e conteve
348 bp da regido de codificacdo. Com o primer Contl47_fwl (SEQ ID NO:57) e
Cont147_fw2 (SEQ ID NO:58), obtivemos uma sequéncia de 1473 bp (1132Cont147,

SEQ ID NO:67), contendo a extremidade 3’ e 1293 bp da regido de codificagdo de
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um cDNA de diterpeno-sintase. Os primers Contl47_revl (SEQ ID NO:59) e
Cont147_rev2 (SEQ ID NO:60) permitiram a amplificacdo de um fragmento de DNA
de 464 bp (1134Contl47, SEQ ID NO:68). O aminodcido deduzido mostrou
homologia com diterpeno-sintases, mas alinhamento com outras sequéncias de
diterpeno-sintases sugeriu que 200 a 300 cédons ainda estavam faltando para
atingir a extremidade 5. Todas as sequéncias obtidas por essa séria de amplificagcao
diferiram significativamente das sequéncias de SsLPPs previamente isoladas
(SsSLPPs3 e SsLPPs9, SEQ ID NO:4 e 5).

(0176)Uma abordagem de 5’RACE foi usada para identificar a extremidade 5' da
ORF, correspondente a sequéncia 1132Contl147 (SEQ ID NO:67). Usando os
primers 1132 racel (SEQ ID NO:62) e 1132 _race2 (SEQ ID NO:63), uma sequéncia
de 536 bp (1132RACE, SEQ ID NO:69) foi obtida, a qual tinha sobreposi¢cao de 41
bases com o fragmento 1132Contl147 (SEQ ID NO:67). O N-term desse produto de
RACE foi idéntico a sequéncia 1134Cont147 previamente obtida (SEQ ID NO:68) e,
dessa forma, nenhuma extensdo na extremidade 5 foi observada. Conforme
observado previamente, essa sequéncia teve homologia com diterpeno-sintases,
mas pareceu mais curta em, no minimo, 200 cédons do que todas as outras
sequéncias de diterpeno-sintases publicadas. Experimentos de 5’RACE foram
realizados, a fim de tentar estender a sequéncia em direcdo da extremidade 5 da
sequéncia 1132Cont147 (SEQ ID NO:67) e identificar a verdadeira cédon de
iniciacdo de traducdo. Diversos conjuntos de oligonucleotideos foram criados, mas
nenhuma informacdo de sequéncia adicional foi obtida. Isso nos levou a supor que
um dos codons ATG na sequéncia 1134Cont147 (SEQ ID NO:68) foi realmente o
cédon de iniciacdo do gene de diterpeno-sintase correspondente. A sequéncia

nucleotidica dessa diterpeno-sintase putativa (denominada SsTps1132, SEQ ID
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NO:6) foi reconstituida das sequéncias 1132Cont147 (SEQ ID NO:67) e 1132RACE
(SEQ ID NO:69). Pegando o primeiro ATG, a ORF de 1728 bp da SsTps1132 (SEQ
ID NO:6) codificou para uma proteina de 575 aminoacidos (SEQ ID NO:3). Essa
proteina conteve o motivo dependente de ionizacdo (DDFFD) e homologia
compartilhada, mas relativamente, baixo, com as diterpeno-sintases publicadas; a
sequéncia mais proxima sendo uma terpeno-sintase de Nicotiana tabacum (No de
acesso NCBI AAS98912), identificacdo de 37%. Essa proteina também compartilhou
apenas 23% de identificagdo com SsLPPs isoladas de S. Sclarea nos Exemplos 1 a
4. SsTpsl1132 foi alinhada com sequéncias de diterpeno-sintase selecionadas.
Esses alinhamentos mostraram que a SsTps1132 (SEQ ID NO: 3) é truncada na
extremidade do terminal N por 150 a 240 aminoacidos, em comparag¢do com outras
diterpeno-sintases.

(0177)O meétodo de CloroP (Emanuelsson et al, Protein Science 8, 978-984, 1999;

http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) foi usado para prever a presenca de um peptideo

de transito de cloroplasto em SsTps1132 (SEQ ID NO:3). Um peptideo de transito de
cloroplasto de 51 aminoacidos foi previsto, sustentando uma localizacdo de
cloroplasto dessa proteina.

(0178)A pesquisa de todas as leituras com relagcdo a sequéncias idénticas a
sequéncia de DNA SsTps1132 (SEQ ID NO:6) forneceu 425 leituras. O nivel de
expressao de SsTps1132 (220 leituras/Kb) foi semelhante ao nivel de expresséo de
SsLPPs (SEQ ID NO:4 e 5) (260 leituras/Kb). Com a hipGtese de que etapas
catalisadoras de enzimas na mesma via metabolica sdo geralmente expressadas em
um nivel semelhante, pode-se especular que a SsTps1132 esta envolvida na mesma
via metabdlica que as SsLPPs.

(0179)Os contigs gerados com o software Edena (Exemplo 5) foram pesquisados
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para sequéncias de DNA, idénticas as sequéncias das novas diterpeno-sintases de
classe | putativas SsTps1132 (SEQ ID NO:3) Quatro contigs foram encontrados. O
contig previamente identificado 1610 (SEQ ID NO:45) e trés contigs adicionais (de
extensdo de 53 a 96 bp, SEQ ID NO:70 a 72), ndo previamente identificados como
fragmento de uma diterpeno-sintase. A pesquisa de Blastx com essas trés
sequéncias ndo mostrou homologia com sequéncias de proteina conhecidas. A falha
em descobrir homologia para esses contigs € devido as extensdes curtas desses
fragmentos e a baixa homologia de SsTps1132 com as diterpeno-sintases presentes
nos bancos de dados.

Exemplo 8

(0180) Expresséo heterdloga das diterpeno-sintases de classe | de S. sclarea na E.

coli

(0181)Para determinar uma atividade enzimética para SsTps1132 (SEQ ID NO:3),
as proteinas recombinantes foram expressadas na E. coli. Os cDNAs de extensao
total foram inseridos no vetor petl01/D-TOPO, usando o Kit de Expressdao TOPO
Direcional Champion pET101.

(0182)Duas construcdes foram preparadas: uma para expressar a proteina de
extensdo total e uma para expressar uma proteina truncada, com base na predi¢éo
do peptideo de transito de cloroplasto. A estrutura de leitura aberta de SsTps1132
de extensao total (SEQ ID NO:6) foi amplificada da biblioteca de cDNA, usando o
par de primer 1132_inicio_1 (SEQ ID NO:64) e 1132-interrupcdo (SEQ ID NO:61).
Os primers 1132_inicio2 (SEQ ID NO:65) e 1132_interrupcéo (SEQ ID NO:61) foram
usados para preparar a construcao para a expressao de SsTps1132 (SEQ ID NO:3)
com uma delecdo no terminal N de 50 aminoacidos. Todas as amplificacbes de

cDNA para expressdo das construcdes de expressdo foram realizadas usando a
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polimerase de DNA Pfu (Promega), em um volume final de 50ul, contendo 5ug de
tampdo 10X de polimerase de DNA Pfu, 200uM cada de dNTP, 0,4uM cada de
primer inverso e reverso, 2,9 unidades de polimerase de DNA Pfu e 5ul de cDNA
100 vezes diluido (preparado conforme descrito no presente no Exemplo 1 usando o
Kit de Amplificacdo de cDNA Marathon™ (Clontech)). As condicdes ciclicas térmicas
foram as seguintes: 1,5 min a 95°C; 30 ciclos de 45 seg a 95°C, 30 seg a 58°C e 5
min a 72°C; e 10 min a 72°C.

(0183)Apos a ligagdo no vetor pET101, diversos clones foram selecionados para
cada construcao e foram sequenciados para assegurar que nenhuma mutagéo tenha
sido introduzida durante a amplificacio de PCR. Duas construcbes foram
selecionadas: SsTpsl1132 (SEQ ID NO:6) e 1132-2-5 (SEQ ID NO:73). O
alinhamento das duas sequéncias de aminoacido deduzidas dessas construcdes é
mostrado na Figura 9.

(0184)Os plasmideos pET101-SsTps1132 e pET101-1132-2-5 foram transferidos
para células de E. Coli BI21 (DE3) (Novagene, Madison, WI). Col6nias simples de
células transformadas foram usadas para inocular 5ml de meio LB. Apds 5 a 6 horas
de incubagéo a 37°C, as culturas foram transferidas para uma incubadora a 20°C e
deixadas 1 hora para equilibrio. A expressao da proteina foi, entdo, induzida pela
adicdo de 1mM de IPTG e a cultura foi incubada durante a noite a 20°C. O dia
seguinte, as células foram coletadas por centrifugacdo, suspensas novamente em
volume a 0,1 de 50mM de MOPSO, pH 7, 10% de glicerol e lisados por sonicacéo.
Os extratos foram limpos por centrifugacéo (30 min a 20.000g) e os sobrenadantes
contendo as proteinas soluveis foram usados para experimentos adicionais. Os
extratos de proteina crua foram analisados por SDS-PAGE e comparados com

extratos de proteina, obtidos das células transformadas com o plasmideo pET101
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vazio. Pareceu que a delecédo do sinal de peptideo melhorou a expresséo heterdloga
na E. coli.

Exemplo 9

(0185) Atividade enzimatica das diterpeno-sintases de classe | recombinantes de S.

Sclarea na E. coli

(0186)0Os extratos de proteina crua de E. coli, contendo as proteinas recombinantes
e preparados conforme descrito no Exemplo 8 foram usados para a caracterizacao
das atividades enziméticas. Os ensaios enzimaticos foram realizados conforme
descrito no Exemplo 3. Todos os ensaios foram realizados em 50mM de MOPSO,
pH 7, 10% de glicerol, 1mM de DTT.

(0187)As atividades enziméticas foram primeiramente avaliadas usando um
substrato de GGPP ou LPP, o produto de SsLPPs e o intermediario presumido na
biossintese de esclareol (Exemplos 1 a 4). GGPP foi sintetizado conforme descrito
por Keller e Thompson (J. Chromatogr 645(1), 1993, 161-167) e LPP foi preparado
enzimaticamente conforme descrito no Exemplo 3. Os ensaios foram realizados na
presenca de 10 a 100uM de substrato, 15mM de MgClz e 0,1 a 0,5mg de proteina
crua em um volume total de 1mL. Os tubos foram incubados 4 a 12 horas a 30°C e
extraidos duas vezes com um volume de pentano. Apds concentracao sob um fluxo
de nitrogénio, os extratos foram analisados por CG e CG/MS (usando as condi¢des
descritas no Exemplo 3) e comparados com extratos do ensaio com proteinas de
controle (obtidas de células transformadas com o plasmideo vazio). Com GGPP
como substrato, nenhuma atividade foi observada com qualquer uma das proteinas
recombinantes (dados ndo mostrados). Com o LPP como substrato, atividade foi
observada com SsTps1132 (SEQ ID NO:3) e 1132-2-5 (SEQ ID NO:74) (Figura 10).

As enzimas foram também ativas na auséncia de MgCl: e os mesmos perfis de

Peticéo 870200117903, de 23/09/2020, pag. 79/87



73179
produto foram observados com quase a mesma atividade geral. A identificacdo de
produto foi confirmada pela concordancia dos tempos de retencao (Figura 10) e
comparacao do espectro de massa com o espectro de um padréo auténtico (Figura
11). Em todos os ensaios,um pico Unico de esclareol foi observado sem traco de
produto adicional.
(0188) Ensaios foram, entéo, realizados com coincubacdo das diterpeno-sintases de
classe Il (SsLPPs3, SEQ ID NO:1; Exemplos 1-4) e as diterpeno-sintases de classe |
(série 1132, SEQ ID NO:3 e 74). Ensaios foram realizados em 50mM de MOPSO,
pH 7, 10% de glicerol, 1ImM de DTT, 50uM de GGPP, com 1mM de MgClz: e na
presenca de 50uL dos extratos de proteina crua da E. coli, expressando as
diferentes construcdes. Dessa forma, ensaios na presenca de 50uL de extratos de
proteina crua contendo a enzima recombinante SsLPPs3 (SEQ ID NO:1) e 50uL de
extratos contendo SsTps1132 (SEQ ID NO:3) ou 1132-2-5 (SEQ ID NO:74) foram
avaliados com relacdo a producéo de produtos de diterpeno. A Figura 12 mostra 0s
perfis de CG de extratos dessas incubacgdes na presenca de MgClz. O esclareol foi
produzido com ambas as constru¢des de 1132 (SEQ ID NO:3 e 74), um resultado
resistente com 0 ensaio descrito acima com LPP como substrato. Nenhuma
diferenca significativa foi observada ao omitir MgClz das incubac¢des (dados nédo
mostrados).
(0189)Concluindo, a SsTpsl1132 (SEQ ID NO:6) codifica a esclareol-sintase e
catalisa a conversao de LPP para esclareol.
(0190) Dessa forma, mostramos que, na Salvia sclarea, o esclareol é sintetizado do
GGPP em duas etapas por duas enzimas distintas, uma LPP-sintase e uma
esclareol-sintase. Isolamos cDNAs que codificam cada uma das duas diterpeno-

sintases. A LPP-sintase, codificada pelos cDNAs de SsLPPs3 e SsLPPs9, catalisa a
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conversdo de GGPP em LPP e contém o0s componentes caracteristicas de
diterpeno-sintases de classe Il. A esclareol-sintase, codificada pelo cDNA de
SsTps1132, catalisa a conversdo de LPP em esclareol e € relacionada as diterpeno-
sintases de classe | embora com algumas particularidades, isto é, uma delecéo
grande na extremidade do terminal N.

Exemplo 10

(0191)Producéo in vivo de esclareol em E. coli por coexpresséo das duas diterpeno-

sintases.

(0192)Para avaliar a producdo in vivo de esclareol nas células E. coli, plasmideos e
células transformadas sdo preparados para a coexpressdo das duas diterpeno-
sintases (a LPP-sintase e a esclareol-sintase). Além das duas diterpeno-sintases,
uma FPP-sintase e uma GGPP-sintase também sdo coexpressadas para assegurar
um agrupamento suficiente de GGPP nas células. Para aumentar adicionalmente o
fluxo de carbono na via e aumentar o nivel de GGPP e subsequentemente o nivel de
esclareol produzido, os genes que codificam uma via do mevalonato parcial também
sdo expressados nas mesmas ceélulas. Esses Ultimos genes codificam uma
mevalonato quinase (mvaK1l), um fosfomevalonato quinase (mvakK2), a mevalonato
difosfato decarboxilase (MvaD) e uma isopentenil difosfato isomerase (idi) e
convertem mevalonato para isopentenil difosfato (IPP) e dimetilalil difosfato
(DMAPP), os dois substratos da FPP-sintase.

(0193)O gene de FPP-sintase de levedura (Numero de acesso J05091) é
amplificado do DNA gendmico de S. cerevisiae usando os primers FPPy_Ncol (SEQ
ID NO:75) e FPPY-Eco (SEQ ID NO:6). O DNA gendmica é isolado da S. cerevisiae
usando o Kit Qiagen RNA/DNA Maxi (Qiagen AG, Basiléia, Suica). A PCR é

realizada com a polimerase de DNA Pfu (Promega AG, Dubendorf, Suica) em um

Peticéo 870200117903, de 23/09/2020, pag. 81/87



75179

volume final de 50ul contendo 0,4pl de cada primer, 200uM de dNTPs, 0,5ul de
polimerase de DNA, 5ul de DNA gendmico de S. cerevisiae. A condigéo de ciclo de
PCR sao as seguintes: 90 seg a 95°C; 28 ciclos de 45 seg a 95°C, 30 seg a 54°C e 4
min a 72°C; e 10 min a 72°C. O DNA amplificado é ligado como fragmento de Ndel-
Ecorl no primeiro local de clonagem mudltipla (MCS1) do plasmideo pACYCDuet-1
fornecendo o plasmideo pACYCDuet-FPPs, que hospeda o gene de FPPs sob o
controle de um promotor T7.

(0194)Um operador contendo os genes que codifica mvaKl, mvaK2, MvaD e idi é
amplificado do DNA genbmico de Streptococcus pneumoniae (ATCC BAA-334,
Padrées de LGC, Molsheim, Frangca) com o0s primers MVA-upl-inicio (SEQ ID
NO:77) e MVA-up2-interrupcdo (SEQ ID NO:78). A PCR ¢é realizada usando a
polimerase de DNA de Fusdo HS PfuUltra™ Il (Stratagene), a composicdo da
mistura de PCR estando de acordo com as instrugdes do fabricante. A condi¢ao de
ciclo térmico é 2 min a 95°C; 30 ciclos de 20 seg a 95°C, 20 seg a 58°C e 90 seg a
72°C; e 3 min a 72°C. O fragmento 3,8 Kb é purificado em um gel de agarose e
ligado usando o Kit de Clonagem de PCR In-Fusion™ Dry-Down (clontech) no
segundo MCS do plasmideo pACYDuet-FPPs digerido com Ndel e Xhol fornecendo
o plasmideo pACYCDuet-4506 (Figura 13A). As sequéncias das duas inser¢des sao
completamente sequenciadas para excluir qualquer mutacéo.

(0195)0 gene CrtE de Pantoea agglomerans que codifica uma GGPP-sintase
(NUumero de acesso M90698) é selecionado e é sintetizada com otimizagcédo de cédon
(DNA2.0, Menlo Park, CA 94025, EUA). O gene CrtE é amplificado com os primers
CrtE_Nco (SEQ ID NO:79) e CrtE_Bam (SEQ ID NO:80) a fim de introduzir os locais
de restricdo Ncol e BamHI na extremidade 5’ e extremidade 3’, respectivamente. A

PCR é realizada com a polimerase de DNA Pfu (Promega AG, Dubendorf, Suica)

Peticéo 870200117903, de 23/09/2020, pag. 82/87



76/79

nas mesmas condi¢cbes conforme descrito acima. O produto dessa amplificacdo é
ligado no primeiro MCS de plasmideo pETDuet entre os locais de restricdo Ncol e
BamHlI, fornecendo o plasmideo pETDuet-CrtE. O plasmideo pETDuet-SsLPPS3-
del4 (contendo o cDNA de SsLPPS3 com uma delecdo de 63 codons (SsLPPS3-
del4, SEQ ID NO:31, Exemplo 4) é digerido com as enzimas de restricdo Ndel e
Kpnl. A insercdo é recuperada e transferida para os mesmos locais do plasmideo
pETDuet-CrtE, resultando no plasmideo pETDuet-CrtE-SsLPPS3-del4 contendo
ambos os genes SsLPPS e CrtE sob o controle de um promotor T7 (Figura 13B).
(0196) O plasmideo pET101-1132-2-5 (contendo o cDNA de SsTps1132 com uma
delecdo de 50 codons (SsTps1132-2-5, SEQ ID NO:73, Exemplo 8)) é digerido com
enzimas de restricdo Ncol e Sacl e a insergéo transferida para os mesmos locais do
plasmideo pRSDuet-1, fornecendo o0 plasmideo pRSDuet-1132-2-5 (néo
representado na figura 13).

(0197)Células E. coli BL21 Star™(DE3) (Invitrogen) podem ser cotransformados
com os 3 plasmideos pACYCDuet-4506 (Figura 13A), pETDuet-CrtE-SsLPPS3-del4
(Figura 13B) e pRSDuet-1132-2-5 (cada um hospedando uma origem diferente de
gene de réplica e resisténcia). Células transformadas séo selecionadas em placas
de carbenicilina (50ug/ml) cloranfenicol (34ug/ml) canamicina (35ug/ml) LB-agarose.
Coldnias Unicas sdo usadas para inocular 5mL de meio de LB liquido, suplementado
com 0s mesmos antibiéticos. A cultura é incubada durante & noite a 37°C. No dia
seguinte, 2mL do meio de TB suplementado com os mesmos antibidticos sao
inoculados com 0,2mL da cultura durante a noite. Apés 6 horas de incubacdo a
37°C, a cultura é resfriada para 28°C e 1mM de IPTG, 2mg/mL de mevalonato
(preparado por dissolugcdo de mevalonolactona (Sigma) em 0,5N de NaOH em uma

concentracdo de 1g/mL e incubando a solucdo durante 30 min a 37°C) e 0,2ml de
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decano sao adicionados a cada tubo. As culturas séo incubadas durante 48 horas a
28°C. As culturas sao, entdo, extraidas duas vezes com 2 volumes de acetato etilico,
a fase orgéanica é concentrada a 500uL e analisada por CG-MS, conforme descrito
acima no Exemplo 3.

(0198) Esse exemplo mostra que uma célula E. coli transformada com LPP-sintase e
um esclareol-sintase, conforme definido na presente invengéo, € capaz de produzir
esclareol. As outras enzimas com as quais a célula E. coli é transformada ndo sao
essenciais para a producdo de esclareol. Na verdade, o esclareol também é
produzido quando uma célula de E. coli é transformada com a LPP-sintase e a
esclareol-sintase apenas, mas em quantidades menores. As outras enzimas com as
quais a célula de E. coli é transformada séo adicionadas para o Unico propdsito de
aumentar a quantidade de precursor disponivel para a LPP-sintase e esclareol-
sintase.

Exemplo 11

(0199)Producéo in vivo de esclareol em E. coli pela expressdo de uma proteina de

fusdo contendo uma LPP-sintase e uma esclareol-sintase

(0200)A mesma abordagem € usada para a producdo de esclareol com uma
proteina de fusdo contendo a LPP-sintase e a esclareol-sintase, ligadas em conjunto
em um unico polipeptidio. Um plasmideo é preparado contendo um novo cDNA que
compreende a sequéncia SsLLPS3-del4 (SEQ ID NO:31) na parte 5' e sequéncia
1132-2-5 (SEQ ID NO:73) na parte 3’ (SEQ ID NO:87). Nesse cDNA de fuséo, o
codon de interrupcdo de cDNA de SsLPPS3-del4 e o cédon de inicio do cDNA de
1132-2-5 séo deletados. Os dois cDNAs séo ligados por uma sequéncia de 15 bp
(SEQ ID NO:81) que codifica um peptideo (SEQ ID NO:82), que constitui o ligador

entre os dois dominios de proteina. A sequéncia de aminoacido do polipeptidio de
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fuséo codificado é fornecida na SEQ ID NO:88.

(0201)O cDNA de SsLPPS3-del4 (SEQ ID NO:31) é reamplificado do plasmideo
pPETDuet-SsLPPS3-del4 usando os primers Sa3del4-fusdo-infl (SEQ ID NO:83) e
Sa3del-fusdo-inf2 (SEQ ID NO:84). O primeiro primer € criado para adicionar na
extremidade 5’ uma sequéncia de 15bp, complementar a regido Ndel do plasmideo
pETDuet-1. O segundo primer é criado para remover o cédon de interrupcao e
adicionar a sequéncia que codifica o peptideo ligador. O cDNA de 1132-2-5 (SEQ ID
NO:73) é reamplificado do plasmideo pET101-1132-2-5 com 0s primers 1132-fuséo-
infl (SEQ ID NO:85) e 1132-inf2 (SEQ ID NO:86). Assim para SsLPPS-del4, esses
primers séo criados para adicionar a sequéncia do ligador na extremidade 3’ e uma
sequéncia de 15bp, complementar com a sequéncia da regido Kpnl do plasmideo
pETDuet-1. A PCR ¢é realizada com a polimerase de DNA Pfu (Promega AG,
Dubendorf, Suica) nhas mesmas condi¢cfes conforme descrito acima no Exemplo 10.
O plasmideo pETDuet-CrtE-SsLPPS3-del4 é digerido com as enzimas Ndel e Kpnl e
o DNA de plasmideo linear é purificado da insercédo. Os dois produtos de PCR e o
plasmideo linear sdo combinados e ligados juntos usando Kit de Clonagem de PCR
In-Fusion™ Dry-Down (clontech). O plasmideo obtido, pETDuet-CrtE-fusdo-SsLPPS-
1132 (Figural3C) € DNA controlado por seqienciamento da insercao.

(0202) Para avaliar a producéo de esclareol do GGPP por essa enzima, células de E.
coli BL21 Star™(DE3) (Invitrogen) podem ser cotransformadas com os plasmideos
pPACYCDuet-4506 (Figura 13A) e pETDuet-CrtE-SsLPPS-1132-fusao (Figura 13C).
Células transformadas sao selecionadas em placas de carbenicilina (50ug/ml)
cloranfenicol (34pg/ml) LB-agarose. A cultura, a indugdo, a suplementagdo com
mevalonato, a extracdo e a analise séo realizadas conforme descrito no Exemplo 10.

(0203) Esse exemplo mostra que uma célula E. coli transformada para
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expressar uma proteina de fusdo com um dominio de LPP-sintase e um dominio de
esclareol-sintase, conforme definido na presente invengdo, € capaz de produzir
esclareol. As outras enzimas com as quais a célula de E. coli é transformada nao
sdo essenciais para a producdo de esclareol. Na verdade, o esclareol também é
produzido quando uma célula de E. coli é transformada com a LPP-sintase e a
esclareol-sintase apenas, mas em quantidades muito menores. As outras enzimas
com as quais a célula de E. coli é transformada s&o adicionadas para o Unico
propdsito de aumentar a quantidade de precursor disponivel para a LPP-sintase e

esclareol-sintase.
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REIVINDICACOES
1. METODO PARA PRODUCAO DE ESCLAREOL, caracterizado pelo fato de
gue compreende
a) incubacdo de geranil geranil pirofosfato (GGPP) com um polipeptidio isolado
compreendendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO: 1 ou 2, sob condi¢des
eficazes para formar labdenediol difosfato (LPP);
b) incubar o LPP produzido na etapa a) com um polipeptidio isolado compreendendo
a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 3, sob condic¢des eficazes para produzir
esclareol, produzindo assim esclareol.
2. METODO PARA PRODUCAO DE ESCLAREOL, de acordo com a
reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo referido polipeptidio ter uma atividade de
sintese de LPP compreendendo uma sequéncia de aminoacido SEQ ID NO:1 ou 2 e
uma atividade de sintese de esclareol compreendendo uma sequéncia de
aminoacido SEQ ID NO:1.
3. METODO PARA PRODUCAO DE ESCLAREOL, de acordo com a
reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo referido polipeptidio ter uma atividade de
sintese de LPP compreendendo a SEQ ID NO:1 ou 2 e em que o referido
polipeptidio ter uma atividade de sintese de esclareol compreendendo SEQ ID NO:3.
4. METODO PARA PRODUCAO DE ESCLAREOL, de acordo com a
reivindicacdo 3, CARACTERIZADO pelo referido polipeptidio ter uma atividade de
sintese de LPP consistindo na SEQ ID NO:1 ou 2 e em que o referido polipeptidio

tem uma atividade de sintese de esclareol consistindo na SEQ ID NO:3.
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Figura 10
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