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DESCRIGAO

"ENZIMA DE FUSAO TIROSINASE-PROTEINA ACTIVADORA"

A presente invengdao é uma continuagdo em parte do pedido
com o n.° de Série 7/857.602, depositado em 30 de Marco de
1992, A presente invengao € Lambém wna conlinuagdo em parle do
pedidc com o n.° de Série 923.692 depositado em 31 de Julho de
1992, o qual é uma continuacdo em parte dos pedidos com o n.°
de Série 600.244, depositado em 22 de Outubro de 1990, com o
n.° de Série 641.617, depositado em 16 de Janeiro de 1991 e com
o n.° de Série 737.899 depositado em 26 de Julho de 1991. O n.°
de Série 600.244 é& uma continuac¢do em parte do pedido com o n.°
de Série 310.881, depositado em 17 de Fevereiro de 1989, agora
abandonado, que é uma continuagdo em parte dos pedidos com os
n.°s de Série 160.766 e 160.771, ambos depositados em 26 de
Fevereiro de 1988 e agora abandonados. O n.° de Série 641.617 é
uma continuacdo do pedido com o n.° de Série 347.637,
depositado em 5 de Maio de 1989, agora abandonado. O n.° de
Série 737.899 é uma continuacdo do pedido com o n.° de Série
363.138, depositado em 8 de Junho de 1989, agora abandonado,
que €& uma continuagdo em parte do pedido com o n.° de Série
219.279, depositado em 15 de Julho de 1988 e agora abandonado.

ANTECEDENTES DA INVENGAO

A melanogénese, ou seja a produgdao do polimero bioldgico
melanina, é um fendémeno amplamente difundido na natureza e que
ocorre na maioria dos ramos, desde os fungos aos mamiferos. Os
pigmentos negros, castanhos, amarelos claros e azuis 1irisados
que se encontram em penas, pelos, olhos, cuticulas de insectos,
frutos e sementes sdo normalmente melaninas. Tem sido atribuido
as melaninas uma funcdo fotoprotectora na pele, sendo
desconhecida a sua fungdo no olho e no ouvido interno. As

melaninas também se encontram no cérebro dos mamiferos onde séao
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referidas como neuromelaninas. A funcdo bioldgica das
neuromelaninas é desconhecida.

A biossintese passo a passo da melanina é representada na
Figura 1. A tirosinase (E.C. 1.14.18.1) catalisa dois tipos de
reacgbes implicadas na biossintese da melanina: a orto—
hidroxilagdo de monofendéis a catecdis, que ¢ referida como
actividade de creolase, e a desidrogenagdo de catecdis a
o-quinonas, designada como actividade de catecolase. Para a
reacgdo de hidroxilagdo ¢é utilizado oxigénio molecular. Por.
esta razdo, a tirosinase na sua acgdo sobre um monofenol &
referida como uma “oxidase de fungdo mista”. Hayaishi, em
“Biological Oxidation” (Singer, ed.) p. 581, Interscience
Publishers, Nova Iorque (1968). Na acepgdo que lhe é dada na
presente descrigdo, o termo tirosinase refere-se a todas as
enzimas que possuem a actividade enzimatica atrds descrita. As
tirosinases sdo também por vezes referidas como oxidases de

polifenol.

Conforme se pode observar a partir do esquema das vias
biossintéticas apresentadas na Figura 1, a tirosinase &
essencial para a produgdo de melanina. Por conseguinte, a
capacidade de um organismo de expressar quantidades
significativas de actividade de tirosinase é essencial para a

producdo in vivo no organismo de melanina.

Nio ocorre tirosinase naturalmente em todos os organismos.
Pelo contrario, verificou-se que a tirosinase ocorre num numero
relativamente limitado de procariontes, estd ausente numa
variedade de plantes superiores e estd geralmente confinada a
células especificas da pele nos animais superiores, mas pode
ocorrer também em tecidos interiores, tais como a substantia
nigra, os olhos e o ouvido interno. Dado o numero limitado de
organismos que produzem melanina, um objectivo da presente
invencdo é proporcionar um meio para a introducdo de actividade
de tirosinase em organismos que seriam de outro modo incapazes
de produzir melanina.
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Mesmo nos organismos em que ocorre naturalmente actividade
de tirosinase, eslta aclividade estd em geral presente a niveis
reduzidos. Como resultado, a melanina é em geral produzida em
pequenas quantidades pelos organismos que possuem actividade de
tirosinase. E por conseguinte um objectivo adicional da presente
invencdo proporcionar um meio para intensificar o nivel da
actividade de tirosinase em organismos a fim de intensificar a

produgdo in vivo de melanina.

Varias referéncias da técnica anterior ensinam como
manipular geneticamente um organismo para que este adquira
actividade de tirosinase. No Pedido de Patente US com o n.° de
série 7/857.602, depositado em 30 de Margo de 1993, os
requerentes descrevem um método para a produgdo de melanina a
partir de microorganismos transformados em que uma sequéncia
que codifica para tirosinase é introduzida num organismo. Os
microorganismos que foram manipulados geneticamente para
intensificar as respectivas capacidades para a produgao de
tirosinases incluem, ndo se limitando a estas, espécies de

Streptomyces, Escherichia, Bacillus, Streptococcus, Salmonella,

Staphylococcus e Vibrio. Por exemplo, demonstrou-se que genes

de tirosinase clonados a partir de Streptomyces sp. produzem

pigmentos de melanina em cultura. J. Gen. Microbijiol. 129:2703-
-2714 (1983); Gene ;1:101—110 (1985). Os genes clonados foram
também expressos em Streptomyces e E. coli. della-Cioppa,
Bio/Technology 8:634-638 (1990) . Em todos oS casos, é
necessario tanto tirosinase como ORF438 para a produgdo de

melanina.

A Patente US n.° 4.898.814 concedida a Kwon da a conhecer
um clone de ADNc de tirosinase humana e reivindica um método
para preparar tirosinase humana por meio da expressdo do ADNc
em E. coli.

Muitas formas de tirosinase de Dbactérias, tais como

Streptomyces, necessitam de uma proteina activadora. Por

exemplo, verificou-se que o local mel de S. antibioticus contém

3




R\
‘\\:::::>£§&,Q&212i¢1>%2’7

dois quadros de leitura livres (open reading frames, ORF's) que
codificam para uma proteina pulaliva ORF438 (M—14.754) e
tirosinase (M.=30.612). Pensa-se que a proteina ORF438 e a
tirosinase sdo transcritas a partir do mesmo promotor em S.
antibioticus. Bernan et al., Gene 37:101 (1985). Ambos os genes

sio necessarios para a produgdo de melanina. Bernan et al.,
Gene 37:101 (1985) . Com base em evidéncias genéticas,
verificou-se que a proteina ORF438 funciona como uma trans-
-activadora da tirosinase. Lee, et al., Gene 65:71 (1988). Foi
sugerido que a proteina ORF438 estd implicada na secregdo de
tirosinase ou que pode funcionar como uma proteina semelhante a
metalotioneina que fornece cobre a tirosinase, Bernan et al.,
Gene 37:101 (1985); Lee, et al., Gene 65:71 (1988). O local mel
de S. glaucescens tem uma sequéncia de ORF quase idéntica a

montante da tirosinase que provavelmente serve para uma fungdo
semelhante. Huber, et al. Biochemistry 24:6038 (1985); Huber,
et al., Nucleic Acids Res. 15:8106 (1987). A existéncia de uma
proteina ORF438 nunca foi, no entanto, confirmada in vivo.

Os operdes da melanina de §S. antibioticus e de S.

glaucescens foram isolados e sequenciados e ambos partilham uma
homologia de sequéncias'e um arranjo dos genes semelhantes. A
sequéncia polipeptidica codificada por ORF438 (146 acidos

aminados) em S. antibioticus é estrutural e funcionalmente

equivalente a ORF402 (134 &cidos aminados) de S. glaucescens
Huber, et al., Nucleic Acids Res. 15:8106 (1987). A quebra da
sequéncia que codifica para ORF402 abole o fendtipo de melanina

semelhante ao ja& conhecido para ORF438. Provas recentes sugerem
que a proteina ORF438 (e por analogia a proteina ORF402
equivalente) funciona como uma protecgao molecular para a
tirosinase. Chen, et al., J. Biol. Chem. 268:18710 (1993).

Foi também isolada tirosinase e empregue para produzir
melanina in vitro. Por exemplo, no Pedido de Patente US com o
n.° de Série 7/982.095, depositado em 25 de Novembro de 1992,
que se da como aqui reproduzido por referéncia, os requerentes

ensinam a produgao de melanina in vitro wutilizando uma
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tirosinase que é excretada a partir do microorganismo durante a
fermentacdao. A produgdo in vitro de melanina depende da
produgdo de quantidades significativas de actividade de
tirosinase. A actividade de tirosinase pode perder-se durante o
isolamento da tirosinase excretada devido a quebra do complexo
tirosinase - proteina activadora. E por conseguinte um
objectivo da presente invengao estabilizar o complexo
tirosinase - proteina activadora a fim de reduzir a perda de

actividade de tirosinase durante o isolamento e a purificacdo.

O pedido de Patente WO-A-92/00373 refere-se a melaninas
produzidas por via extracelular por microorganismos
transformados.

0 pedido de Patente WO-A-93/13200 refere-se a lipase
fundida a um protector (limD).

Foram sintetizadas proteinas de fusdo para ultrapassar a
instabilidade e a degradacdo proteolitica de um polipeptideo de
interesse. Foram produzidas muitas proteinas eucaridticas em E.
coli como proteinas de fusdo com polipeptideos de E. coli tais
como beta-galactosidase. A  beta-galactosidase pode ser
utilizada para proteger a proteina estranha passageira da
degradagcdo em E. coli. Prebarou—se somatostatina, a primeira
proteina eucariética a ser produzida em E. coli, por fusdo de
um gene sintético a uma sequéncia completa que codifica para
beta-galactosidase (Itakura, et al., Science 198:1056 (1977)) e
isolou-se subsequentemente a somatostatina por cisao quimica da
proteina de fusdo. Quando dois polipeptideos que funcionam
independentemente sdo fundidos numa unica poliproteina por meio
de uma fusdo de um gene sintético, a construgdo genética
resultante pode ser manipulada para expressao por detrds de um
unico promotor, de um sitio de ligagdo de um ribossoma e de um
codio de inicio. Uma fusdo genética construida deste modo pode
ser colocada numa localizagdo tunica no interior de um
cromossoma ou de um elemento epissomal para expressao
subsequente da proteina de [fusav. Estes genes de fusdo sdo
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inerentemente mais estdveis porque ambas as sequéncias
genéticas sdo expressas de modo coordenado a niveis elevados a
partir de um unico promotor. Podem deste modo ser evitados
efeitos indesejaveis tais como regqulagdo diferencial para a

baixa ou rearranjo e supressdao de um dos genes.

Infelizmente, no entanto, a maioria das construgdes de
proteinas de fusdo ndo é funcional. As proteinas dobram-se em
estados activos conforme a conformagdo gque dependem da
respectiva sequéncia primaria de &cidos aminados. Sequéncias ..
adicionais de polipeptideos no terminal C ou N podem interferir
com a dobragem correcta, impedindo assim a formagdo da proteina
biologicamente activa. As enzimas tipicamente dobram-se em
conformacdes tridimensionais bem definidas a fim de permitir a
formagdo de uma bolsa catalitica que exclui moléculas de
substrato potenciais de dimensdo ou conformagdo anormais, mas
permite acesso as moléculas de substrato com a estrutura tri-
dimensional correcta. Muitas enzimas ndo funcionam como poli-
peptideos de fusdo porque as extensobes da sequéncia interferem
com a dobragem correcta ou interferem por bloqueamento estérico

do acesso do substrato ao sitio catalitico.

A presente invengdo refere-se ao reconhecimento pelos
requerentes de que deve ser possivel construir uma enzima de
fusdo biologicamente activa por acoplamento de tirosinase com
uma proteina activadora. Verificou-se que os residuos de
histidina n.° 102 e n.° 117 da proteina activadora ORF438 sao
criticos para a ligag¢do de cobre ao sitio activo da tirosinase.
Chen, et al., J. Biol. Chem. 268:18710 (1993). A fim de formar

uma enzima de fusdo biologicamente activa entre a tirosinase e

uma proteina activadora, os dominios funcionais devem estar
correctamente dobrados tanto na tirosinase como na proteina
activadora. Para além disso, a enzima de fusdo deve ter
capacidade de tomar uma conformacdo estrutural que permita dque
a proteina activadora ponha a disposigdo o cobre por via
intermolecular ao sitio activo da tirosinase a fim de formar

uma tirosinase Dbiologicawente activa. Com base na técnica




anterior existente, ndo é claro se uma tal enzima de fusado sera
ou nao biologicamente activa.

SUMARIO DA INVENGAO

A presente invengdo refere-se a uma sequéncia de acidos
nucleicos que codifica para uma enzima de fusdo que compreende
uma sequéncia de A&cidos nucleicos que codifica para uma
tirosinase e uma sequéncia de A&cidos nucleicos que codifica
para uma proteina activadora de tirosinase. As proteinas
activadoras utilizadas na presente invengdo sao ORF438 e
ORF402. As tirosinases utilizadas na presente invengdo incluem
tanto tirosinases procaridticas como tirosinases eucaridticas.
Sso preferidas tirosinases procariéticas que necessitam de uma
proteina activadora separada, em particular tirosinases

derivadas de Streptomyces. E também preferivel que a sequéncia

da proteina activadora esteja posicionada a 5’ em relagdo a

sequéncia de tirosinase.

A presente invengdo também se refere a um vector util para
a introducdo de uma sequéncia de &cidos nucleicos que codifica
para uma enzima de fusdo num organismo ndo humano. O vector
compreende uma sequéncia de &acidos nucleicos que codifica para
uma enzima de fusdo da presente invencdo e uma sequéncia
promotora que regula a transcrigdo da enzima de fusdo. A
presente invencdo também se refere a organismos nao humanos,
tais como bactérias, fungos e leveduras, plantas e animais que

tenham sido transformados pelo vector da presente invengéo.

A presente inveng¢do também se refere a uma enzima de fusao
que compreende uma sequéncia de &cidos aminados para a
tirosinase e uma sequéncia de acidos aminados para uma proteina
activadora de tirosinase. A proteina de fusdo pode também
conter um adaptador posicionado entre as sequéncias de &cidos
aminados da proteina activadora e da tirosinase.

A presente invengdo também diz respeilo a produgao de
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melanina. A melanina pode ser produzida in vitro fazendo
contactar uma enzima de fusio com um substratoc enzimatico sob
condigdes de reacgdo adequadas para formar a melanina. A
melanina pode também ser produzida in vivo por um organismo

transformado por um vector da presente invengéo.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 representa a biossintese passo a passo de

melaninas.

A Figura 2 apresenta o mapa plasmidico de pBGC623.

A Figura 3 apresenta o mapa plasmidico de pBGC635.

A Figura 4 apresenta o mapa plasmidico de pBGC636.

A Figura 5 apresenta o mapa plasmidico de pBGC646.

A Figura 6 apresenta o mapa plasmidico de pBGC648.

A Figura 7 apresenta uma comparagdo das capacidades de E.
coli para a produgdo de melanina quando transformado pelos

plasmideos pBGC623, pBGC635, pBGC636, pBGC646 e pBGC648.

DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a uma sequéncia de acidos
nucleicos que codifica para uma enzima de fusdo de tirosinase e
de uma proteina activadora de tirosinase. A presente invencgéo
também se refere a um vector uUtil para a transformagdo de um
organismo hospedeiro ndo humano que contém a sequéncia de
dcidos nucleicos da presente invencgédo.

A presente invencdo também se refere a expressdo de uma
enzima de fusdo de uma tirosinase e de uma proteina activadora

pelo organismo transformado. Organismos hospedeiros nao humanos
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que podem ser transformados de modo a expressarem a enzima de
tusao da presente lunvengdo incluem mas ndo s53oco limitados a
pactérias, fungos e leveduras, plantas e animais. A expressao
da enzima de fusdo pelo organismo hospedeiro nao humano permite
e/ou intensifica a actividade de tirosinase no hospedeiro,
permitindo e/ou intensificando deste modo a produgdo de
melanina pelo hospedeiro.

A presente invengdo também se refere a uma enzima de fusao
que compreende uma sequéncia de 4cidos aminados para .a
tirosinase e uma sequéncia de acidos aminados para uma proteina

activadora de tirosinase.

Finalmente, a presente invengdo refere-se a produgdo in

vivo e in vitro de melanina utilizando a enzima de fusdo da

presente invencgao.

A enzima de fusdo da presente invencgao compreende uma
sequéncia de &cidos aminados para a tirosinase e uma sequéncia
de 4acidos aminados para uma proteina activadora. As sequéncias
de acidos nucleicos para as duas proteinas estao sob o controlo
do mesmo promotor e sdo expressas portanto sob a forma de um

unico peptideo.

As tirosinases utilizadas na presente invengao incluem
tanto tirosinases procaridéticas como tirosinases eucariodticas.
Em alguns organismos, as tirosinases sdo designadas por
oxidases de polifenol. Sao preferidas as tirosinases de
procariontes, em particular as tirosinases que necessitam de
uma proteina activadora separada tal como as que foram obtidas
a partir de Streptomyces.

As proteinas activadoras utilizadas na presente invengao
sdo ORF438 e ORF402.

A proteina activadora empregue na presente invengdo nao

necessita de ser de ocorréncia natural no organismo de que a
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tirosinase é derivada. Pelo contréario, as proteinas activadoras
de diferentes wovrigens devem funcionar com uma determinada
tirosinase tendo em vista a semelhanga dos sitios de ligagédo de
cobre de diferentes tirosinases. Ver Chen et al., J. Biol.
Chem. 268 18710 (1993).

As enzimas de fusdo da presente invengdo sao de
preferéncia construidas de tal modo que a sequéncia de acidos
aminados para a proteina activadora estad posicionada no
terminal N da sequéncia de acidos aminados da. tirosinase.
Conforme se pode verificar a partir do Exemplo 5, as enzimas de
fusdo em que a proteina activadora esta posicionada no terminal
N da tirosinase apresentam capacidades de producéo de melanina
equivalentes como se a tirosinase e a proteina activadora

fossem expressas separadamente.

As tirosinases eucariéticas tendem a compreender cadeias
polipeptidicas simples de elevado peso molecular (50 a 70 kD)
sem proteinas activadoras definidas. Os requerentes especulam
que o equivalente activador da proteina ORF438 estd incluido no
interior da coluna vertebral polipeptidica das tirosinases
eucarioticas. Com base na homologia de acidos aminados nos
sitios activos entre tirosinases eucaridticas e de

Streptomyces, parece dque ocorrem sequéncias polipeptidicas em

excesso na regido terminal C das maiores enzimas eucaridbticas.
Com base nesta observagdo, pode prever-se dque a ORF438
funcionaria melhor se fundida no terminal C em vez do terminal
N da tirosinase de Streptomyces de 30 kD, uma vez dque a

proteina de fusdo imitaria enté&o as tirosinases eucaribéticas no
que se refere a localizagao do sitio catalitico. No entanto,
uma vez que muitos polipeptideos sintetizados de novo sofrem a
sua dobragem tridimensional na sua conformagao activa preferida
com inicio no terminal C livre, pode-se também esperar gque as
adicées ao terminal C impegam a dobragem correcta e, por
conseguinte, a actividade catalitica normal. Como consequéncia,
antes da preparagdo das enzimas de fusao da presente invencgao,

nio era claro se uma enzima de fusao seria funcional no
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A sequéncia de &cidos aminados que codifica para a

terminal N ou no terminal C.

proteina activadora nao necessita de estar directamente ligada
a sequéncia de tirosinase. No plasmideo pBGC648, foi inserido
um residuo His entre a proteina activadora e a sequéncia de
tirosinase. Como sequéncias de ligag¢do entre a tirosinase e a
proteina activadora, e preferivel utilizar um unico acido
aminado ou uma sequéncia de repetigdo de acidos aminados Pro-

-Thr, que se comporta como uma charneira natural.

A determinacdo de uma ampla variedade de sequéncias de
4cidos aminados que podem ser interpostas entre as sequéncias
da tirosinase e da proteina activadora pode ser efectuada de
modo rotineiro por um especialista na técnica tendo em conta os

ensinamentos da presente invengao.

outros adaptadores polipeptidicos que sao conhecidos da
literatura como proporcionando um elevado grau de flexibilidade
entre dois sub-dominios polipeptidicos poderéao igualmente
trabalhar como sequéncias de ligagcdo entre a sequéncia da
tirosinase e a sequéncia da proteina activadora. Um exemplo
deste tipo de polipeptideo charneira é uma unidade de repetigéo
prolina - treonina tal como as formas conhecidas de proteinas
de ligacdo de celulose. Ong, et al., Bio/Technology 7 604
(1989). A construgao de adaptadores oligonucleotidicos

sintéticos que codificam para polipeptideos charneira de
flexibilidade conhecida esta abrangida pelo nivel de
conhecimento normal. Para além disso, & possivel wutilizar
adaptadores oligonucleotidicos sintéticos para construir
sequéncias adaptadoras polipeptidicas aleatérias a fim de ligar
em conjunto os dominios tirosinase - proteina activadora. Pode-
-se prever que o0s adaptadores com um elevado grau de
flexibilidade e comprimento suficiente trabalhem melhor para a
cis-activacdo intermolecular de tirosinase. Serad de prever que
polipeptideos adaptadores inflexiveis ou polipeptideos

adaptadores extremawente curtos permitam apenas a trans-
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-activagdo intramolecular de enzimas de fusdo adjacentes.
A fim de proporcionar uma compreensao clara e consistente
da descrigdo e das reivindicag¢des, incluindo o ambito dado

pelos termos referidos, apresentam-se as seguintes definig¢des:

Proteina activadora: Um produto genético que altera,

activa ou intensifica a actividade de tirosinase. A
proteina activadora pode funcionar como um trans-
-activador, como uma proteina semelhante a“ uma
metalotioneina que liberta um ido a uma apoenzima de
tirosinase ou pode funcionar auxiliando a secregdo de
tirosinase. O gene ORF438, ORF402 e ORF(s) a 3’ em relacgéo
4 sequéncia que codifica para a tirosinase codificam para
proteinas activadoras que intensificam a melanogénese de

todos os modos descritos.

Melanina: As melaninas sdo polimeros produzidos por
polimerizagcdo de intermediarios reactivos. Os mecanismos
de polimerizagdo incluem mas ndo s&o limitados a auto-
-oxidacdo, oxidagdo catalisada e polimerizagdo iniciada
por radicais livres. Os intermedidrios reactivos sé&o
produzidos por via quimica ou por via enzimatica a partir
de precursores. Enzimas adequadas incluem, mas ndo se
limitam a peroxidases e catalases, oxidases de polifenol,
tirosinases, hidroxilases de tirosina ou lacases. Os
precursores que sdo convertidos nos intermediarios
reactivos sd3o compostos aromaticos hidroxilados. Os
compostos aromaticos hidroxilados adequados incluem, mas
nido sdo limitados a 1) fendis, polifendis, aminofendis e
tiofendéis de hidrocarbonetos aromaticos ou policiclicos,
incluindo, wmas nido se limitando a fenol, tirosina,
pirogalhol, 3-aminotirosina, tiofenol e a-naftol; 2)
fendis, polifendis, aminofendis e tiofendis de
hidrocarbonetos heterociclicos ou heteropoliciclicos, tais
como, mas hdo se limitando a 2-hidroxipirrolo, 4-hidroxi-
-1,2-pirazolo, 4-hidroxipiridina, 8-hidroxiquinolina e
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4,5-di-hidroxibenzotiazolo. Compostos aromaticos
hidroxilados adequados também incluenm X/L-tirosina,
L-tirosina/X e X/L-tirosina/X, em que X é um unico &acido
aminado, um dipeptideo ou um oligopeptideo ligado a

L-tirosina.

As sequéncias de acidos nucleicos que codificam para as
enzimas de fusdo da presente invengdo podem ser inseridas numa
ampla variedade de construcdes vectoriais conhecidas da
especialidade para a transformacdo de um organismo hospedeiro
nio humano. Entre as técnicas adequadas incluem-se as descritas
em Maniatis et al., Molecular Cloning, 1.2 Ed., Cold Spring

a

Harbor Laboratory, Nova Iorque (1982); Molecular Cloning, 2.

Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Nova Iorque (1989); Methods
in Enzymology, vols. 68 (1979), 100 (1983), 101 (1983), 118
(1986) e vols. 152-154 (1987) DNA Cloning, Glover, Ed., IRL
Press, Oxford (1985); e Plant Molecular Biology: Manual, Gelvin
et al., eds., Kluwer Academic Publishers, Podrecht (1988).

Foram descritas composigdes de meios em Miller, Experiments in

Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory, Nova Iorque

(1972), bem como nas referéncias anteriormente identificadas.
Hopewood et al., “Genetic Manipulation of Streptomyces: A
Laboratory Manual”, The Jones Innes Foundation, Norwich,
Inglaterra (1985).

No que se refere a expressdo da enzima de fusdo tirosinase
- proteina activadora da presente inveng¢ao num microorganismo
transformado, ¢é preferivel que o organismo transformado seja
cultivado sob as condigdes descritas no Pedido de Patente US
com o n.° de Série 857.602, depositado em 30 de Margo de 1992.

No quc se refere a expressdo da enzima de fusdo tirosinase
- proteina activadora da presente invengao em plantas, &
preferivel que o bloco integrado de é&cidos nucleicos dque
codifica para a enzima de fusdo seja inserido numa das
construcdes virails descritas no Pedido de Patente US com o n.°
de Série 923.692, depositado em 31 de Julho de 1992 ou no
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Pedido de Patente US com o n.° de Série 997.733, depositado em
30 de Dezembro de 19392

Os vectores que codificam para a enzima de fusao
tirosinase - proteina activadora da presente invengdo podem ser
produzidos por técnicas normais. Os vectores apropriados que
podem ser utilizados como materiais de partida s&o conhecidos

da especialidade.

A sequéncia de ADN que codifica para a enzima de fusado é-
inserida num vector apropriado de tal modo que a enzima €
correctamente expressa. Por outras palavras, a sequénc¢ia de ADN
¢ posicionada na orientacdo correcta e no quadro de leitura
apropriado de tal modo que se produz a sequéncia de é&cidos
aminados correcta por expressdo da sequéncia de ADN no
hospedeiro. De acordo com técnicas convencionais, € em geral
construida uma sequéncia de ADN quimérica que contém um
promotor operavel no hospedeiro especifico e a sequéncia de ADN
que codifica para a enzima pretendida. A sequéncia de ADN
quimérica pode ainda conter a 3’ sequéncias ndo codificadoras
operaveis no hospedeiro. A sequéncia de ADN quimérica pode ser
preparada in situ no interior de um vector adequado por
insercdo da sequéncia de ADN que codifica para a enzima num
sitio de restricdo de um vector de transformacdo do hospedeiro
conhecido. Em alternativa, o gene quimérico poderia ser em
primeiro lugar construido e em sequida inserido num vector a
fim de produzir um vector de transformagdo. O vector pode ser
adicionalmente modificado por utilizagdo de uma sequéncia de
intensificacdo e/ou de um promotor forte, o gque provoca uma

producdo aumentada da enzima de fusao.

O vector tipico & um plasmideo que possui um ou mais genes
marcadores para resisténcia a antibiéticos, uma origem de
replicacdo e varios sitios de restrigéao uteis para clonagem ou
subclonagem de fragmentos de restrigao. Foram descritos
numerosos vectores uteis para a transformagdo de muitos micro-
organismos, incluindo mas nao se limilando a Streptomyces e E.
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coli. Ver, por exemplo, Cloning Vectors, Pouwels et al., ed.
klsevier Science Publishers, Amsterddo (1985) .

Foram descritos numerosos plasmideos que ocorrem

naturalmente em Streptomyces, muitos dos quais apresentam

proficiéncia conjugal. Dois destes plasmideos isolados, SLP1.2
e pIJ10l, formaram a base de uma série de vectores plasmidicos
Gteis. Thompson et al., Gene 20:51 (1982). Os plasmideos da
familia de SPL1, da qual SPL1.2 é o membro detectado maior,

foram descobertos como replicdes autdnomos em S.. lividans 66

ap6és emparelhamento interespecifico com S. coelicolor A3(2). O

replicdo SPL1 é integrado no genoma de S. coelicolor, mas pode

ser retirado em conjunto com varios comprimentos de ADN da

vizinhanca de modo a tornar-se auténomo em S. lividans. Os

plasmideos SPL1 existem de forma estavel com um numero de
coébpias de 4 a 5 por cromossoma em S. lividans e possuem uma

estreita variedade de hospedeiros.

0 plasmideo pIJ1l0l de 8,9 kb foi descoberto em S. lividans
1SP5434 (Kieser et al., Mol. Gen. Genet. 185:223 (1982)), mas

pode ser transferido por conjugacdo para uma ampla variedade de

espécies de Streptomyces. Tém sido isolados derivados (p. e€x.

pIJi102) a partir do plasmideo gque possuem propriedades
semelhantes mas sdo menores. Kieser et al., (1982) supra. ©O
plasmideo pIJl01 tem um numero de coépias de 100 a 300 por
cromossoma equivalente na maioria dos hospedeiros e um replicdo
minimo de menos de 2,1 kb. Foram construidos derivados que
apresentam determinantes de resisténcia a farmacos a fim de
actuarem como vectores e encontra-se disponivel um plasmideo
gquimérico que pode ser utilizado como vector lancgadeira entre

E. coli e Streptomyces.

0 fago temperado #C31 possui uma ampla gama de hospedeiros

entre os Streptomycetes e causa a lise de S. coelicolor A-3(2)

por meio de um acontecimento de integragdo especifica em
relacdo a um sitio. Lomovshaya et al., Bacteriol. Rev. 44, 206
(1980) . Podem ser empacotados até 42,4 kb de ADN no interior de
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uma particula fagica viavel, mas apenas 32 kb (no maximo) do
ADN contém a informacao genélica essencial para a formagdo dc
placas. Os derivados de @C31 que contém supressfes podem ser
utilizados como vectores e podem fazer-se crescer fagos
recombinantes liticamente ou podem ser utilizados para provocar
a lise de estirpes de Streptomyces adequadas.

Os plasmideos derivados de pBR322 sdo muito comuns para
utilizacdo na transformagdo de E. coli. Estes plasmideos
possuem um par de genes de- resisténcia a antibidticos que

conferem resisténcia a antibiéticos quando o Escherichia coli e

transformado com é&xito. De modo tipico, a insergdo se um
segmento de ADN ¢é feita de tal modo que um dos genes de
resisténcia a antibiéticos é inactivado. A selecgdo €& entao
efectuada por selecgdo de E. coli que apresente uma resisténcia
ao antibioético conferida pelo segundo gene. Bolivar et al.,
Gene 2:95 (1977); e Sutcliff, J., Proc. Natl. Acad. Sci., USA
75:3737 (1978).

Outro exemplo de vectores de transformagao é o
bacteri6éfago. A série M13 é constituida por bacteridfagos de E.
coli filamentosos modificados que contém ADN de cadeia simples.
A série M13 contém o gene lacZ para a p-galactosidase e
metaboliza o analogo Xgal da galactose produzindo uma coloragéao
azul. Quando se coloca uma insergdo clonada na sequéncia do
poliadaptador localizada no terminal amina do gene lacZ,
inactiva-se o gene. Os microorganismos que contém um M13 com um
lacZ inactivado (representando uma insercgdo clonada) podem ser
distinguidos dos que contém um M13 com um gene lacZ activo por
meio da auséncia de coloragdo azul. Messing et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 74:3642 (1977); e Messing, Methods in Enzymology
101:20 (1983).

Outros vectores de transformacdo pertencem a série pUC de
plasmideos. Estes contém o gene de resisténcia a ampicilina e a
origem de replicacdo de pBR322 e uma porgao do gene lacZ de E.
coli. A regido lac conlLém uma sequéncia de um poliadaptador de
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sitios de reconhecimento de endonucleases de restrigéao
idénticos ao da seérie M13. A série pUC tem a vantagem de dque
pode ser amplificada por cloranfenicol. Quando se faz a
clonagem de um fragmento de ADN na regido lac, o -gene lac é
inactivado. Quando se cultiva E. coli que contém um plasmideo
pUC com um gene lacZ inactivado na presenca de isopropiltio-
galactésido (IPTG) e 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galacto-
piranésido (Xgal), as respectivas coldénias sao brancas. Se o
microorganismo da cultura contém um plasmideo pUC com um gene
lacZ activo, as respectivas coldnias sao azuis. Vieira -et- al.,
Gene 19:259(1982). As bactérias sdo transformadas por meios

convencionais da especialidade.

O género Streptomyces é um de trés géneros aerdbicos de

bactérias da ordem dos Actinomycetales. Os Streptomyces sdo

bactérias Gram-positivss, possuem micélio e formam esporos.
Foram descritos varios plasmideos de Streptomyces de ocorréncia

natural. O Streptomyces lividans TK64 ndo tem um gene de

tirosinase e ndo produz melanina. Os requerentes descrevem a

transformacdo de Streptomyces lividans TK64 com o plasmideo

pIJ702 que codifica para um gene de tirosinase no Pedido de
Patente US com o n.° de Série 7/857.602, depositado em 30 de
Marco de 1992. A transformagcdo é levada a efeito por meios
normais da especialidade. De modo semelhante, a transformagao

de Streptomyces pode ser efectuada utilizando um plasmideo que

codifica para a enzima de fusdo da presente invengdo. Os
vectores de transformacdo da presente invengdo podem também ser
utilizados para transformar vAarios microorganismos apbs
insercao em vectores gque sao Uteis para a transformagdo do

microorganismo hospedeiro correspondente.

0O plasmideo Rluescript (fornecido por Stratagene, La
Jolla, CA) é um derivado de pUC que possui um indicador
colorido de B-galactosidase e um promotor de lac. No Pedido de
Patente US com o n.° de Série 7/857.602, os requerentes
descrevem a modificacdo do plasmideo Bluescript por insercéo de
um gene de tirosinase. Este plasmideo modificado foi utilizado
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para transformar com é&xito E. coli que formou coldnias
pigmentadas. De modu semelhante, o plasmideo Blucscript pode
ser modificado por insercdo de uma sequéncia de acidos
nucleicos que codifica para a enzima de fusédo da presente

invengao.

A melanina foi purificada a partir de células bacterianas
com NaOH 0,5 N & temperatura ambiente e a 100 °C. Verificou-se
que as fracgdes pigmentadas eram: (1) soluveis em &cido e em
base; (2) soluveis em &lcool etilico e em base; e (3) soluveis
em base apenas. Pavlenko et al., Microbiology USSR 50 539
(1981).

E possivel extrair melanina soluvel a partir do meio e
purifica-la. Esta operagdo é efectuada removendo em primeiro
lugar as células e a matéria em particulas utilizando, por
exemplo, filtragdo ou centrifugagao. S30 conhecidos da técnica
varios métodos de filtracdo, incluindo filtragdo atraves de 1a
de vidro. Se se utiliza a centrifugagdo, ¢é normalmente
suficiente 5.000 X gravidade. A melanina ¢é em seqguida
precipitada a um pH entre 2 e 4, de preferéncia de cerca de 3.
A melanina precipitada é removida por filtragdo ou por
centrifugacdo. A melanina & lavada por ressolubilizagdo
sucessiva a pH elevado, isto &, a um pH de cerca de 7,0 até
cerca de 9,0, de preferéncia a um pH de cerca de 8,0 e
precipitagéo a pH Dbaixo seguida de filtracgao ou de
centrifugagao. A melanina pode também ser concentrada
utilizando filtracdo de peso molecular, tal como oOsmose
inversa. A precipitagdo por sal pode ser eficaz para a

precipitagdo da melanina a pH baixo.

A invencdo é ainda ilustrada pelos seguintes exemplos nao
limitativos.
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EXEMPLOS

1. Preparacdo dos plasmideos pBGC623, pBCG635 e pBCG636

O plasmideo pBGC623 & um plasmideo que contém a sequéncia
de acidos nucleicos para ORF438. A Figura 2 proporciona o mapa
plasmidico de pBGC623. O plasmideo pBGC635 é um plasmideo que
contém uma sequéncia de &cidos nucleicos para a tirosinase. A
Figura 3 proporciona o mapa plasmidico de pBGC635. O plasmideo
pBGC636 & um-plasmideo-que codifica tanto para ORF438 como para
a tirosinase sob promotores separados. A Figura 4 proporciona o
mapa plasmidico de pBGC636. A preparacdao dos plasmideos
pBGC623, pBGC635 e pBGC636 & descrita no Pedido de Patente US
com o n.° de Série 7/857.602.

2. Preparacdo de pBGC646

A fim de preparar pBGC646, alinharam-se as extremidades do
sitio Bcl I no coddo de paragem do gene da tirosinase (em
pBGC188Nde) com nuclease de feijdo de mungo e ligou-se com um
adaptador sintético Eco RI (dGGAATTCC; SEQ. NO. 1). O gene da
tirosinase foi removido do plasmideo pBGC188Nde sob a forma de
um fragmento Nde I/Eco RI de 822 pb e foi purificado em gel de
agarose de baixa temperatura de fusdo. O fragmento purificado
foi ligado num plasmideo que continha ORF438 (pBGC623) que foi
modificado como se segue. O plasmideo pBGC623 foi cindido com
Nco I, as extremidades foram alinhadas com nuclease de feijéo
de mungo e foi ligado com um adaptador sintético Eco RI
(dGGAATTCC) . O plasmideo foi purificado em gel de agarose de
baixa temperatura de fusdo e foi ligado com o fragmento Nde
I/Eco RI que continha o gene de tirosinase modificado. A Figura
5 proporciona o mapa plasmidico de pBGC646 [SEQ. NO. 2]. A
sequéncia de &cidos aminados traduzida para a enzima de fusao
codificada pelo plasmideo pBGC646 é apresentada como SEQ. NO.
3.

Escrutinaram-se os transformantcs em HB10O1 e
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identificaram-se dois transformantes independentes por terem a
orienta¢ao correcta. Estes plasmidcos sdo pBS646.9 e pBS646.19
e sdo ambos idénticos. Os dois plasmideos foram utilizados para
transformar a estirpe de E. coli K38 que contém o plasmideo
pGP1-2 e depositou-se em agar-agar que continha tirosina e
cobre. Ambos os transformantes deram um fendtipo de melanina
conforme descrito anteriormente (della, Cioppa et al.
Bio/Technology 8:634-638 (1990)) e verificou-se por SDS-PAGE
que dava origem a uma banda de ~45 kD por SDS-PAGE. Prevé-se

que- a enzima de fus&@o hibrida tirosinase/ORF438 codifica para
uma proteina com um PM de 45.806 com dquatro acidos aminados
adicionais que se ligam a dois dominios funcionais (NH2-
-tirosinase-trp-asn-ser—ala-ORF438-COOH) .

3. Preparacdo de pBGC648

A fim de construir um segundo gene de fusdo hibrido entre
ORF438 e tirosinase, recozeram-se os dois oligonucledbtidos

sintéticos apresentados em seguida
57 ~dCCAGGGCGCC CGGCTCCTCC CCTTCCCCTCCAACCA-3’ [SEQ. NO. 4]
3’—dTCGAGGTCCCGCGGGCCGAGGAGGGGAAGGGGAGGTTGGTAT—5’ [SEQ. NO. 51,

trataram-se com quinase e utilizaram-se para clonar no sitio
Sac I do gene ORF438. Esta sequéncia oligonucleotidica de
substituicdo tem como resultado a destruicdo do codado de
paragem TGA de ORF438 e cria um sitio Ndel interior ao quadro
no seu lugar para insercdo de tirosinase. Estabeleceu-se uma
reaccdo de ligacdo tripla que incluia o oligonucledtido
recozido apresentado acima, uma forma de fragmento Hind III/Sac
I de 2.934 pb pBGC623 e um fragmento NdeI/Hind III de 1.107 pb
de pBGC635. O novo plasmideo (pBGC648) cria uma fusdo de genes
ORFA438/tirosinase no interior do quadro que codifica para uma
cadeia polipeptidica simples de 46.230 daltons. A introdugao do
novo sitio Ndel introduz um residuo simples de histidina entre
duas sequéncias de codificacdo apds traducdao. A Figura 6
apresenta o mapa plasmidico de pBGC648. A sequéncia de acidos
nucleicos para pBGC648 ¢é aprcscentada como SEQ. NO. 6. A
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sequéncia de &cidos aminados traduzida para a enzima de fusao
codificada pelo plasmideo pBGC648 é aprcscntada como SEQ. NO.
7.

O ADN na juncdo dos genes de ORF438 e da tirosinase no
plasmideo pBGC648 foi sequenciado. Verificou-se que
aproximadamente 180 pb a 3’ do sitio Sac I na fusdo estavam
correctos e que a sequéncia traduzida de &cidos aminados é a
prevista (Ver SEQ. No. 7).

O plasmideo pBGC648 foi utilizado para transformar a
estirpe de E. coli K38 que contém o plasmideo pGP1l-2 e
depositou-se em agar-agar que continha tirosina e cobre. Os
transformantes deram um fenbétipo de melanina negro conforma

descrito anteriormente (della-Cioppa et al., Bio/Technology

8:634-638 (1990)) e verificou-se por SDS-PAGE que davam origem
a uma banda de ~46 kD por SDS-PAGE. Os transformantes que
contém pBGC648 dido origem do fendétipo negro de melanina téao
rapidamente como se verificou quando ORF438 e tirosinase sao
expressos sob a forma de cadeias polipeptidicas simples a
partir de genes simples. Sob o aspecto fenotipico, a fusdo de
genes ORF438/tirosinase conserva uma actividade catalitica
plena semelhante a da haloenzima de tirosinase de ~30 kD de

tipo selvagem.

4. Transformacdo de E. coli com pBGC623, pBCG635 e
pBCG636, pBGC646 e pBGC648

Introduziram-se os plasmideos pBGC623, pBCG635 e pBCG636,
pBGC646 e pBGC648 em E. coli por pré-tratamento de culturas em
crescimento exponencial de E. coli com CaCl, conforme descrito

por Maniatis, et al., Molecular Cloning (1982).
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5. Comparacdo da Produgdo de Melanina por E. coli
transformado com pBGC623, PBCG635 e pBCG636, pBGCG46 e
BGC648

Os plasmideos pBGC623, pBCG635> e pBCG636, pBGC646 e
pBGC648 foram introduzidos cada um em E. coli. As estirpes de
E. coli transformadas foram em seguida cultivadas em placas de
agar-agar que continham tirosina e cobre, conforme descrito
anteriormente em della-Cioppa et al., Bio/Technology 8 634

(1990) a fim de avaliar a capacidade de cada estirpe para a
producdo de melanina. A Figura 7 apresenta uma comparécéo das
capacidades de produgdo de melanina de E. coli quando
transformado por estes diferentes plasmideos.

A quantidade de melanina formada foi determinada pela
dimensdo e pela intensidade de coloragdo dos halos negros de
melanina que se formaram ao redor das colénias de E. coli
transformado. A velocidade de desenvolvimento de coloragdo em
placas de agar-agar e a intensidade da formag¢do do halo negro
sdo directamente proporcionais aoc nivel da actividade
enzimatica de tirosinase de cada uma das coldénias de E. coli
que contém os diferentes plasmideos. A formagdo de melanina foi
quantificada como (-) nenhuma, (+) muito fraca, (++) fraca,
(+++) moderada, (++++) forte e (+++++) muito forte.

E. coli transformado com pBGC623 ou com pBGC635 ndo produz
um fenétipo positivo de melanina negra. E. coli transformado

com pBGC636 produziu um fendtipo positivo de melanina negra.

E. coli transformado com pBGC646 deu origem a um fenétipo
positivo de melanina negra. No entanto, E. coli transformado
com PpBGC646 produziu melanina a uma velocidade inferior a E.
coli transformado com pBGC636 em que ORF438 e tirosinase séo
expressos sob a forma de cadeias polipeptidicas simples a

partir de genes simples.

E. coli transformado com pBGC648 produziu um fendtipo
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positivo de melanina negra a uma velocidade comparavel a
pBGC636, indicando que a enzima de fusdo produzida por pBGC648
funciona tdo bem como quando ORF438 e tirosinase sdo expressos

independentemente.

6. Expressdo da enzima de fusdo tirosinase/ORF438 que

contém uma sequéncia de direccionamento a cloroplastos

em plantas

Para a expressdo de uma enzima de fusdo tirosinase -
proteina activadora em plantas superiores, pode ser vantajoso
direccionar a enzima de fusdao para o cloroplasto. Sabe-se que
os cloroplastos contém a via enzimatica para a produgdao de
IL-tirosina (o substrato primario para a tirosinase), e dque o
ambiente oxidativo no interior dos cloroplastos pode ser o

adequado para alcancar uma actividade enzimatica éptima.

A fim de direccionar um enzima de fusdo tirosinase -
proteina activadora para os cloroplastos, clonou-se a sequéncia
nucleotidica que codifica para o peptideo de transito de
cloroplastos (chloroplast transit peptide = CPT) da subunidade
menor da carboxilase de bisfosfato de ribose (RuBPCase SSU) de

Nicotiana tabacum (sob a forma de um fragmento Nco I/Sph I} e

fundiu-se por meio do seu sitio Sph I de ocorréncia natural (no
sitio de clivagem cys-met do CPT) no sitio Sph I de ocorréncia
natural no terminal N de ORF438. O nucledétido de fuséo
CTP/ORF438 foi em seguida permutado sob a forma de um fragmento
Nco I/Sac I no plasmideo Bluescript™ que continha a sequéncia
de ORF438/tirosinase conforme descrito em relagdo com o
plasmideo pBS648. A sequéncia de nucledétidos resultante e a
sequéncia de acidos aminados traduzida da fusdo CTP/ORF438/-
tirosinase sio apresentadas em SEQ. No. 8 e SEQ. No. 9,
respectivamente. O gene de fusdo CTP/ORF438 tirosinase codifica
para 478 residuos de A&cidos aminados dos quais os 57 no
terminal N dirigem a fusdo ORF438/tirosinase para o
cloroplasto. Apbés importagdo no compartimento do cloroplasto, o
CTP de 57 acidos aminados ¢é removido por via prolLeolilicd,
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resultando deste modo a enzima de fusdo ORF438/tirosinase de
~45 kD idénlica & anteriormente produzida em E. coli. A cnzima
de fusdio CTP/ORF438/tirosinase tem um peso molecular deduzido
de 51.461 daltons.

A sequéncia de nucleétidos de CTP/ORF438/tirosinase pode
entdo ser inserida numa construcdo viral tal como as descritas
no Pedido de Patente US com o n.° de Série 923.692, depositado
em 31 de Julho de 1992, ou o pedido de Patente US com o n.° de
Série 997.733, depositado em 30 de Dezembro de 1992, e pode ser
utilizada para infectar por via sistémica plantas superiores.
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(vii) DADOS DO PEDIDO ANTERIOR:
(A) PEDIDO NUMERO: 737.899
(B) DATA DO REQUERIMENTO: 26 de Julho de 1991

(viii) INFORMAGAO SOBRE O ADVOGADO/AGENTE:
(A) NOME: Halluin, Albert P.
(B) NUMERO DE REGISTO: 25.227
(C) NUMERO DE REFERENCIA/PROCESSO: BIOG-20240/8129-040

(ix) INFORMAGAO DE TELECOMUNICAGOES:
(A) TELEFONE: (415) 854-3660
(B) TELEFAX: (415) 854-3694
(C) TELEX: 66141 PENNIE

(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO: 1:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 8

25




(ii)

(iii)
(iv)

(vi)

(vii)

(ix)

(xi)
GGAATTCC
(2)

(1)

(ii)

(iii)
(iv)

(vi)

(vii)

(ix)

(xi)

AAATCAATCT
GAGGCACCTA
GTGTAGATAA
GAGACCCACG
AGCGCAGAAG
AAGCTAGAGT
GCATCGTGGT
CAAGGCGAGT
CGATCGTTGT
ATAATTCTCT
CCAAGTATTT

(B) TIPO:

(D) TOPOLOGIA:

T 2

acido nucleico
(C) CADEIA: simples

TIPO DE MOLECULA:

(A) DESCRIGAO: ADN
HIPOTETICO: NAO
ANTI-SENTIDO: NAO

ORIGEM PRIMITIVA:
(A) ORGANISMO:

ORIGEM IMEDIATA:

(B) CLONE

CARACTERISTICA:

linear

DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 1:

INFORMAGAO PARA SEQ ID NO: 2:

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO:
(B) TIPO:
(C) CADEIA:
(D) TOPOLOGIA:

4294

acido nucleico

simples

TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRIGAO: ADN

HIPOTETICO: NAO

ANTI-SENTIDO: NAO

ORIGEM PRIMITIVA:

(A) ORGANISMO:

ORIGEM IMEDIATA:

(B) CLONE:

CARACTERISTICA:
DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 2:

AAAGTATATA
TCTCAGCGAT
CTACGATACG
CTGACCGGCT
TGGTCCTGCA
AAGTAGTTCG
GTCACGCTCG
TACATGATCC
CAGAAGTAAG
TACTGTCATG
GGAAGATCLG

TGAGTAAACT
CTGTCTATTT
GGAGGGCTTA
CCAGATTTAT
ACTTTATCCG
CCAGTTAATA
GCGTTTGGTA
CCCATGTTGT
TTGGCCGCAG
CCATCCGTAA
CGACCGAGTT

linear

TGGTCTGACA
CGTTCATCCA
CCATCTGGCC
CAGCAATAAA
CCTCCATCCA
GTTTGCGCAA
TGGCTTCATT
GCAAAAAAGC
TGTTATCACT
GATGCTTTTC

GCTCTTGCCC

26

GTTACCAATG
TAGTTGCCTG
CAGTGCTGCA
CCAGCCAGCC
GTCTATTAAT
CCTTCTTGCC
CAGCTCCGGT
GGTTAGCTCC
CATGGTTATG
TGTGACTGGT

GGCGTCAACA

CTTAATCAGT60

ACTCCCCGTC120
ATGATACCGC180
GGAAGGGCCG240
TGTTGCCGGG300
ATTGCTACAG360
TCCCAACGAT420
TTCGGTCCTC480
GCAGCACTGCS40
GAGTACTCAA600
CGGGATAATAG660




CCGCGCCACA
AACTCTCAAG
ACTGATCTTC
AAAATGCCGC
TTTTTCAATA
AATGTATTTA
CTGACGTCTA
GGCCCTTTCG
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagc
gttctttcect
tgataccgct
agagcgcctg
TCTGtggtgc
ccgctatcege
gecgeectgac
gggagctgca
GATTCGAAct
ggagaccaca
atatgACCGT
CCGCCCTGCT
CGTTCATCCT
TGCCCTGGCA
CGGTGGCGCT
CGCCGGACTT
TCGCCGCGTC
GGCGGGCGCT
TGGCGATGGC
ATCTCGAAGG

TAGCAGAACT
GATCTTACCG
AGCATCTTiT
AAAAAAGGGA
TTATTGAAGC
GAAAAATAAA
AGAAACCATT
TCTTCAAGAA
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagc
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagcgtce
aacgcggcct
gegttatcecce
cgccgecagcce
atgcggtatt
actctcagta
tacgtgactg
gggcttgtct
tgtgtcagag
tctcgattcg
acggtttccce
CCGCAAGAAC
CGAACTCAAG
GGGCGACACC
CCGCAGATTT
GCCGTACTGG
CCTCGGCGGC
GGCCGGCAAC
CGGCGCGGGC
GACGTACGAC
GTGGCGCGGG

TTAAAAGTGC
CTGTTGAGAT
ACTTTCACCA
ATAAGGGCGA
ATTTATCAGG
CAAATAGGGG
ATTATCATGA
ttaaaaggat
agttttcgtt
ctttttttct
tttgtttgece
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgggctg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacge
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
ttctccttac
caatctgctc
ggtcatggct
gctcccggea
gttttcaccg
aacttctgat
tctagaaata
CAGGCGTCCC
CGCACCGGCC
GACAACGGCG
CTGCTGGAGT
GACTGGTCCG
ACCGGGCGCA
TGGCCGATCA
GTGAGCGAAC
ATGGCGCCCT
GTCAATCTGC

TCATCATTGG
CCAGTTCGAT
GCGTTTCTGG
CACGGAAATG
GTTATTGTCT
TTCCGCGCAC
CATTANACCTA
ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgcgtaatce
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagcgt
tcecggtaagce
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecttt
ggataaccgt
gcgcagcgag
gcatctgtge
tgatgccgcea
gcgccecgac
tcegcecttaca
tcatcaccga
agacttcgaa
attttgttta
TGACCGCCGA
GCTACGACGC
AGCGCACCGG
TCGAGCGGGC
CCGACCGGTC
GCCGGGACGG
ATGTGCGGGT
TGCCCACGCG
GGAACAGCGG
ACAACCGGGT
27

AAAACGTTCT
GTAACCCACT
GTGAGCAAAA
TTGAATACTC
CATGAGCGGA
ATTTCCCCGA
TAAAAATAGG
atcctttttg
tcagaccccg
tgctgcttgce
ctaccaactc
cttctagtgt
ctecgetcetge
gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggectt
attaccgecet
tcagtgagcg
ggtatttcac
tagttaagcec
acccgccaac
gacaagctgt
aacgcgcgag
attaatacga
actttaagaa
GGAGAAGCGC
CTTCGTCACC
CCACCGTTCG
GCTCCAGTCG
CACCCGGTCC
CCAGGTGATG
GGACGGCCGT
TGCCGAGGTC
CTCCGACGGC
GCATGTCTGG

TCGGGGCGAAT20

CGTGCACCCAT80

ACAGGAAGGC840

ATACTCTTCCS00

TACATATTTG960

AAAGTGCCAC1020
CGTATCACGA1080
ataatctcatll40
tagaaaagatl200
aaacaaaaaal2é60
tttttccgaal320
agccgtagtt1380
taatcctgttl440
caagacgatal500
agcccagcttl560
aaagcgccacl620
gaacaggagalé80
tcgggtttcgl740
gcctatggaals8O0
ttgctcacatl860
ttgagtgagcl920
aggaagcggal980
accgcaCAGA2040
agtatacact2100
acccgctgac2l60
gaccgtctce2220
gCCcagctgC2280
ctcactatag2340
ggagatatac2400
CGCTTCGTCG2460
ACGCACAACG2520
CCGTCCTTCC2580
GTGGACGCGT2640
TCGCTGTGGG2700
GACGGGCCGT2760
ACGTTCCTGC2820
GACTCGGTGC2880
TTCCGCAACC2940
GTCGGCGGCC3000




AGATGGCGAC
ACAAGCTGTG
GCACGCCGAA
CGGCCCTGCT
CCCGTCGTCG
TTCCCGCCGC
CCGCGTCCEG
GGACGGTCAC
GCGGCCATCA
GCAACGCCGA
GCGCCGCGGC
CCAACtgaCC
GGCGTCCCTG
CACCGGCCGC
CAACGGCGAG
GCTGGAGTTC
CTGGTCCGCC
CGGGCGCAGC
GCCGATCAAT
GAGCGAACTG
CACCACCCCG
gcttATCGAT

(2)
(1)

(ii)
(iii)
(iv)
(vi)
(vii)

(ix)

(xi)

Met Thr Val Arg Tys Asn Gln Ala Ser Leu Thr Ala Glu Glu

CGGGGTCTCC
CCCCCAGTGG
CGTCGTCGAC
GGACCACACC
CGCGCTCGGC
CCGCGCGGAC
CGCCCCCGCC
CGACGGCGGG
CGGCGGCGGT
CGGCTCGTGG
CCGCGCTGCG
TTCTCCCCCG
ACCGCCGAGG
TACGACGCCT
CGCACCGGCC
GAGCGGGCGC
GACCGGTCCA
CGGGACGGCC
GTGCGGGTGG
CCCACGCGTG
GCGGCCCTGC
GATAAGCTGT

CCCAACGACC
CAGCGGCGGC
CTCAACGAGA
CGGCACTACA
GCCGCAGCCG
GATCGGGGGC
GCCTTCGACG
GGCCACCACG
TACGCCGTGT
ATCAGCGTCG
GTCGACGAGC
CACTTTTGGA
AGAAGCGCCG
TCGTCACCAC
ACCGTTCGCC
TCCAGTCGGT
CCCGGTCCTC
AGGTGATGGA
ACGGCCGTAC
CCGAGgtcga
TGGACCACAC
CAAACATGAG

CGGTGTTCTG
ACCCCTCGTC
CGATGAAGCC
CCTTCGACGT
TCGTCGCCGC
ACCACACCCC
AGATCTACAA
GCGGCGGTCA
TCGTGGACGG
TCAGCCACTA
TCCAGGGCGC
GCACCCGCAC
CTTCGTCGCC
GCACAACGCG
GTCCTTCCTG
GGACGCGTCG
GCTGTGGGCG
CGGGCCGTTC
GTTCCTGCGG
cCTCAACGAG
CCGGCACTAC
AATT

INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO: 3:

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 422

(B) TIPO:

(C) CADEIA:

(D) TOPOLOGIA:

TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRIGAO: proteina

HIPOTETICO: NAO

ANTI-SENTIDO: NAO

ORIGEM PRIMITIVA:
(A) ORGANISMO:

ORIGEM IMEDIATA:

(B) CLONE:

CARACTERISTICA:

linear

adcidos aminados

GCTGCACCAC

CCCGTATCTG
GTGGAACGAC
Ctggaattcc
CGGTGTCCCG
CGAGGTCCCC
GGGCCGCCGG
CGGCGGTGAC
CGTCGAACTG
CGAGCCGGTG
CCGGCTCCTC
atgACCGTCC
GCCCTGCTCG
TTCATCCTGG
CCCTGGCACC
GTGGCGCTGC
CCGGACTTCC
GCCGCGTCGG
CGGGCGCTCG
ACGATGAAGC
ACCTTCGACG

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 3:

5

10
28

GCCTACATCG3060
CCGGGCGGCG3120
ACCACCCCGG3180
GCGGAACTCA3240
CTGGTCGCCC3300
GGGAACCCGG3360
ATACAGGGCC3120
GGTCACGGCG3480
CATGTGATGC3540
GACACCCCGC3600
CCCTTCCCCT3660
GCAAGAACCA3720
AACTCAAGCG3780
GCGACACCGA3840
GCAGATTTCT3300
CGTACTGGGA3960
TCGGCGGCAC4020
CCGGCAACTG4080
GCGCGGGCGT4140
CGTGGAACGA4200
TCtgaTCcaad260

4294

Lys
15




TYyC
Thr
Pro
Ser
Asp
Gly
Ala
Arg

Pro

Leu
Trp
Val
Trp

Thr

Phe
Gly
Pro
Pro
Ile
Gly
Gly
Leu
Scr
Ala

Asn

(2)

Arg

Asp
Trp

Val

Thr
Ala
Thr
Thr
Met
Glu
Val
Phe
Gln
Pro
Thr
Asp
Ala
Ala
Gly
Tyxr
Gly
His
His
Hie
Val

Gly

Phe

Asn
His
Asp
Ser
Gly
Ser
Phe
Arg
Ala
Gly
Gly
Trp
Arg
Asn
Thr
Val
Ala
Ala
Asn
Lys
His
His
Val
Tyrx

Asp

Val
Phe
Gly
Arg
Ala
Thr
Arg
Ala
Leu
Ala
Pro
Trp
Gly
Leu
Arg
Val
Pro
Trp
Ala
Arg
Pro
Gly
His
Gly
Met
Glu

Glu

Ala

20
Val

35
Glu

50
Arg

65
Ser

80
Arg

95
Ser
110
Gly
125
Arg
140
Glu
155
Trp
170
Arg
185
Gln
200
His
215
His
230
Val
245
Ala
260
Asn
275
Val
290
Ala
305
Ala
320
Arg
335
Gly
350
Gly
365
Arg
380
Pro
395
Leu
410

Ala
Thr
Arg
Phe
val
Ser
Arg
Asn
Arg
Val
Asn
Gly
Met
His
Pro
Asp
Ala
Ser
Val
Asp

Ala

Gly
Gly
Asn
Val

Gln

Leu

Thr
Thr
Leu
Ala

Ser

Trp
Ala
Asp
Ser
Val
Ala
Ala
Ser
Leu
Leu
Ala
Ala
Asp
Ser
Ile
Gly
Tyr
Ala
Asp

Gly

Leu
His
Gly
Leu
Leu
Leu
Gly
Pro
Leu
Ser
Gly
Asn
Thr
Tyr
Ser
Asn
Leu
Glu
Ala
Arg
Gly
Gln
His

Ala

Thr

Ala

Glu

His
Glu
Pro
Trp
Gln
Ile
Gly
Val
Ser
Leu
Gly
Ile
Pro
Glu
Asp
Leu
Gly
Gly
Ala
Gly
Gly
Val
Gly

Pro

INFORMAGAO PARA SEQ ID NO: 4:

(1)

Leu

25
Ala

40
Arg

55
Phe

70
Tyr

85
Ala
100
Val
115
Asn
130
Ala
145
Leu
160
Asp
175
His
190
Vval
205
Asp
220
Tyr
235
Thr
250
His
265
Thr
280
val
295
His
310
Pro
325
Arg
340
Gly
355
Phe
370
Ser
385
Arg
400
Leu
415

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
29

Lys
Phe
Ser
Glu
Trp
Pro
Met
Val
Gly
Ala
Gly
Asn
Ser
Lys
Leu
Met
Thr
Arg
Pro
His
Ala
Thr
Asp
Val
Trp
Ala

Leu

Arg
Te

Pro

Asp

Asp

Arg
Val
Met
Phe
Arg
Pro
Leu
Pro

Lys

Arg
Leu
Thr
Ala
Val
Gly
Asp
Ile
Ala

Pro

Thr
T.eu
Ser
Ala
Trp
Phe
Gly
Val
Ser
Ala
Arg
Val
Asn
Trp
Gly
Pro
His
Arg
Val
Pro
Phe
Thr
His
Gly
Ser
Ala

Phe

Gly
Gly
Phe
Leu
Ser
Leu
Pro
Asp
Glu
Thr
Asn
His
Asp
Ala
Gly
Trp
Tyr
Ala
Ala
Glu
Asp
Asp
Gly
Val
Val
Arg

Pro

Arg

30
Asp

45
Leu

60
Gln

75
Ala

90
Gly
105
Phe
120
Gly
135
Leu
150
Tyr
165
His
180
Val
195
Pro
210
Glu
225
Gly
240
Asn
255
Thr
270
Leu
285
Leu
300
Val
315
Glu
330
Gly
345
Gly
360
Glu
375
val
390
Ala
405
Ser
420




(A) COMPRIMENTO: 36

(B) TIPO: &acido nucleico
(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRIGAO: ADN

(iii) HIPOTETICO: NAO

(iv) ANTI-SENTIDO: NAO

(vi) ORIGEM PRIMITIVA:
(A) ORGANISMO:

(vii) ORIGEM IMEDIATA:
(B) CLONE:

(ix) CARACTERISTICA:
(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 4:
CCAGGGCGCC CGGCTCCTCC CCTTCCCCTC CAACCA

(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO: 5:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 42
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRIGAO: ADN

(iii) HIPOTETICO: NAO
(iv) ANTI-SENTIDO: NAO

(vi) ORIGEM PRIMITIVA:
(A) ORGANISMO:

(vii) ORIGEM IMEDIATA:
{B) CLONE:

(ix) CARACTERISTICA:

(xi) DESCRIGCAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 5:
TCGAGGTCCC GCGGGCCGAG GAGGGGAAGG GGAGGTTGGT AT
(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO: 6:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 4009
(B) TIPO: Acido nucleico
{(C) CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: circular

(ii) TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRIGCAO: ADN

(iii) HIPOTETICO: NAO
(iv) ANTI-SENTIDO: NAO

(vi) ORIGEM PRIMITIVA:
(A) ORGANISMO:

30
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(vii) ORIGEM IMEDIATA:
(B) CLONE:

CARACTERISTICA:

(ix)

(xi)

AAATCAATCT
GAGGCACCTA
GTGTAGATAA
GAGACCCACG
AGCGCAGAAG
AAGCTAGAGT
GCATCGTGGT
CAAGGCGAGT
CGATCGTTGT
ATAATTCTCT
CCAAGTATTT
CCGCGCCACA
AACTCTCAAG
ACTGATCTTC
AAAATGCCGC
TTTTTCAATA
AATGTATTTA
CTGACGTCTA
GGCCCTTTCG
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggce
aggccaccac
accagtggcet
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagc
gttctttecct
tgataccgct
agagcgcctg

DESCRIGAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 6:

AAAGTATATA
TCTCAGCGAT
CTACGATACG
CTGACCGGCT
TGGTCCTGCA
AAGTAGTTCG
GTCACGCTCG
TACATGATCC
CAGAAGTAAG
TACTGTCATG
GGAAGATGCG
TAGCAGAACT
GATCTTACCG
AGCATCTTTT
AAAAAAGGGA
TTATTGAAGC
GAAAAATAAA
AGAAACCATT
TCTTCAAGAA
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagce
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagcgtc
aacgcggcect
gcgttatcce
cgccgcagcec

atgcggtatt

TGAGTAAACT
CTGTCTATTT
GGAGGGCTTA
CCAGATTTAT
ACTTTATCCG
CCAGTTAATA
GCGTTTGGTA
CCCATGTTGT
TTGGCCGCAG
CCATCCGTAA
CGACCGAGTT
TTAAAAGTGC
CTGTTGAGAT
ACTTTCACCA
ATAAGGGCGA
ATTTATCAGG
CAAATAGGGG
ATTATCATGA
ttaaaaggat
agttttcgtt
ctttttttet
tttgtttgcece
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgggctg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga

ttctccttac

TGGTCTGACA
CGTTCATCCA
CCATCTGGCC
CAGCAATAAA
CCTCCATCCA
GTTTGCGCAA
TGGCTTCATT
GCAAAAAAGC
TGTTATCACT
GATGCTTTTC
GCTCTTGCCC
TCATCATTGG
CCAGTTCGAT
GCGTTTCTGG
CACGGAAATG
GTTATTGTCT
TTCCGCGCAC
CATTAACCTA
ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgcegtaatc
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagcegt
tccggtaagce
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecttt
ggataaccgt
gcgcagcgag
gcatctgtgc

31

GTTACCAATG
TAGTTGCCTG
CAGTGCTGCA
CCAGCCAGCC
GTCTATTAAT
CGTTGTTGCC
CAGCTCCGGT
GGTTAGCTCC
CATGGTTATG
TGTGACTGGT
GGCGTCAACA
AAAACGTTCT
GTAACCCACT
GTGAGCAAAA
TTGAATACTC
CATGAGCGGA
ATTTCCCCGA
TAAAAATAGG
atcctttttg
tcagacccceg
tgctgcttgce
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgctcectge
gggttggact
tecgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggcectt
attaccgcct
tcagtgagcg
ggtatttcac

CTTAATCAGT60
ACTCCCCGTC120
ATCATACCGC180
GGAAGGGCCG240
TGTTGCCGGG300
ATTGCTACAG360
TCCCAACGAT420
TTCGGTCCTC480
GCAGCACTGC540
GAGTACTCAA600
CGGGATAATAG660
TCGGGGCGAAT20
CGTGCACCCA780
ACAGGAAGGC840
ATACTCTTCCS00
TACATATTTG960
AAAGTGCCAC1020
CGTATCACGA1080
ataatctcatll40
tagaaaagatl200
aaacaaaaaal260
tttttccgaal320
agccgtagttl380
taatcctgttl1440
caagacgatal500
agcccagettl560
aaagcgccacl620
gaacaggagal68O
tcgggtttcegl740
gcctatggaal8oo
ttgctcacatl860
ttgagtgagcl920
aggaagcggalo80
accgcaCAGA2040




TCTGtggtgc actctcagta
ccgctatcge tacgtgactg
gcgcectgac gggcttgtcet
gggagctgca tgtgtcagag
GATTCGAAct tctcgattcg
ggagaccaca.acggtttccc
atATGGCTAG AATTGCCatg
TCGTCGCCGC CGGTGTCCCG
ACCACACCCC CGAGGTCCCC
AGATCTACAA GGGCCGCCGG
GCGGCGGTCA CGGCGGTGAC
TCGTGGACGG CGTCGAACTG
TCAGCCACTA CGAGCCGGTG
TCCAGGGCGC CCGGCTCCTC
CGTCCCTGAC CGCCGAGGAG
CCGGCCGCTA CGACGCCTTC
ACGGCGAGCG CACCGGCCAC
TGGAGTTCGA GCGGGCGCTC
GGTCCGCCGA CCGGTCCACC
GGCGCAGCCG GGACGGCCAG
CGATCAATGT GCGGGTGGAC
GCGAACTGCC CACGCGTGCC
CGCCCTGGAA CAGCGGCTCC
ATCTGCACAA CCGGGTGCAT
ACGACCCGGT GTTCTGGCTG
GCCGGCACCC CTCGTCCCCG
ACGAGACGAT GAAGCCGTGG
ACTACACCTT CGACGTCtga
ggaacagagg cgcttatcgg
ttccgaggga aacggaaacg
aggcggaaga cgcctectceg
aggccagccg atccggattg
gcgtcatcag ATCaagcttA

(2)
(1)

caatctgctc
ggtcatggct
gctcccggcea
gttttcaccg
aacttctgat
TCTAGAaata
GCGGAACTCA
CTGGTCGCCC
GGGAACCCGG
ATACAGGGCC
GGTCACGGCG
CATGTGATGC
GACACCCCGC
CCCTTCCCCT
AAGCGCCGCT
GTCACCACGC
CGTTCGCCGT
CAGTCGGTGG
CGGTCCTCGC
GTGATGGACG
GGCCGTACGT
GAGGTCGACT
GACGGCTTCC
GTCTGGGTCG
CACCACGCCT
TATCTGCCGG
AACGACACCA
tcatcactga
ttggccgega
ttgagagact
aacaggtcgg
tccccgagtt
TCGATGATAA

tgatgccgcea
gcgccccgac
tccgcettaca
tcatcaccga
agacttcgaa
attttgttta
CCCGTCGTCG
TTCCCGCCGC
CCGCGTCCGG
GGACGGTCAC
GCGGCCATCA
GCAACGCCGA
GCGCCGCGGC
CCAACcatAT
TCGTCGCCGC
ACAACGCGTT
CCTTCCTGCC
ACGCGTCGGT
TGTGGGCGCC
GGCCGTTCGC
TCCTGCGGCG
CGGTGCTGGC
GCAACCATCT
GCGGCCAGAT
ACATCGACAA
GCGGCGGCAC
CCCCGGCGGC
cgaatcgagg
gattcctgte
cggtctggcet
aaggcccacc
ccttcacgga

GCTGTCAAAC

INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 7:
CARACTERfSTICAS DA SEQUENCIA:

N e

tagttaagcc
acccgccaac
gacaagctgt
aacgcgcgag
attaatacga
actttaagaa
CGCGCTCGGC
CCGCGCGGAC
CGCCCCCGCC
CGACGGCGGG
CGGCGGCGGT
CGGCTCGTGG
CCGCGCTGCG
GACCGTCCGC
CCTGCTCGAA
CATCCTGGGC
CTGGCACCGC
GGCGCTGCCG
GGACTTCCTC
CGCGTCGGCC
GGCGCTCGGC
GATGGCGACG
CGAAGGGTGG
GGCGACCGGG
GCTGTGGGCC
GCCGAACGTC
CCTGCTGGAC
tcgaggaacc
gatcctctceg
catcatgggg
cttttecgetg
aatgtcgcca

ATGAGAATT

agtatacact2100
acccgctgac2l60
gaccgtctcc2220
gCCcagctgC2280
ctcactatag2340
ggagatatac2400
GCCGCAGCCG2460
GATCGGGGGC2520
GCCTTCGACG2580
GGCCACCACG2640
TACGCCGTGT2700
ATCAGCGTCG2760
GTCGACGAGC2820
AAGAACCAGG2880
CTCAAGCGCA2940
GACACCGACA3000
AGATTTCTGC3060
TACTGGGACT3120
GGCGGCACCG3180
GGCAACTGGC3240
GCGGGCGTGA3300
TACGACATGG3360
CGCGGGGTCA3420
GTCTCCCCCA3480
GAGTGGCAGC3540
GTCGACCTCA3600
CACACCCGGC3660
gagcgtccga3720
tgcagcgcga3780
atggaaaccg3840
ccgaacagca3900
tcegecttga3960
4009

(A) COMPRIMENTO: 426

(B) TIPO: acidos aminados
(C) CADEIA:
(D) TOPOLOGIA: circular

32




wﬁﬁﬁ

(ii) TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRIGAO: proteina

(iii) HIPOTETICO: NAO
(iv) ANTI-SENTIDO: NAO

(vi) ORIGEM PRIMITIVA:
(A) ORGANISMO:

(vii) ORIGEM IMEDIATA:
(B) CLONE:

(ix) CARACTERISTICA:
(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 7

.

MET ALA ARG ILE ALA MET ALA GLU LEU THR ARG ARG ARG ALA LEU
= 5 10 15

GLY ALA ALA ALA VAL VAL ALA ALA GLY VAL PRO LEU VAL ALA LEU
20 25 30

PRO ALA ALA ARG ALA ASP ASP ARG GLY HIS HIS THR PRO GLU VAL
35 40 45

PRO GLY ASN PRO ALA ALA SER GLY ALA PRO ALA ALA PHE ASP GLU
50 55 60

ILE TYR LYS GLY ARG ARG ILE GLN GLY ARG THR VAL THR ASP GLY
65 70 75

GLY GLY HIS HIS GLY GLY GLY HIS GLY GLY ASP GLY HIS GLY GLY
80 85 90

GLY HIS HIS GLY GLY GLY TYR ALA VAL PHE VAL ASP GLY VAL GLU
95 100 105

LEU HIS VAL MET ARG ASN ALA ASP GLY SER TRP ILE SER VAL VAL
110 115 120

SER HIS TYR GLU PRO VAL ASP THR PRO ARG ALA ALA ALA ARG ALA
125 130 135

ALA VAL ASP GLU LEU GLN GLY ALA ARG LEU LEU PRO PHE PRO SER
140 145 150

ASN HIS MET THR VAL ARG LYS ASN GLN ALA SER LEU THR ALA GLU
155 160 165

GLU LYS ARG ARG PHE VAL ALA ALA LEU LEU GLU LEU LYS ARG THR
170 175 180

GLY ARG TYR ASP ALA PHE VAL THR THR HIS ASN ALA PHE ILE LEU
185 190 195

GLY ASP THR ASP ASN GLY GLU ARG THR GLY HIS ARG SER PRO SER
200 205 210

PHE LEU PRO TRP HIS ARG ARG PHE LEU LEU GLU PHE GLU ARG ALA
215 215 220

LEU GLN SER VAL ASP ALA SER VAL ALA LEU PRO TYR TRP ASP TRP
225 230 235

SER ALA ASP ARG SER THR ARG SER SER LEU TRP ALA PRO ASP PHE
240 245 250

LEU GLY GLY THR GLY ARG SER ARG ASP GLY GLN VAL MET ASP GLY
255 260 265

PRO PRE ALA ALA SER ALA GLY ASN TRP PRO ILE ASN VAL ARG VAL
270 275 280

ASP GLY ARG THR PHE LEU ARG ARG ALA LEU GLY ALA GLY VAL SER
285 290 295

GLU LEU PRO THR ARG ALA GLU VAL ASP SER VAL LEU ALA MET ALA
300 305 310

THR TYR ASP MET ALA PRO TRP ASN SER GLY SER ASP GLY PRE ARG
315 320 325

ASN HIS LEU GLU GLY TRP ARG GLY VAL ASN LEU HIS ASN ARG VAL
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330 335 340
HIS VAL TRP VAL GLY GLY GLN MET ALA THR GLY VAL SER PRO ASK
345 350 355
ASP PRO VAL PHE TRP LEU HIS HIS ALA TYR ILE ASP LYS LEU TRP
360 370 375
ALA GLU TRP GLN ARG ARG HIS PRO SER SER PRO TYR LEU PRO GLY
380 385 390
GLY GLY THR PRO ASN VAL VAL ASP LEU ASN GLU THR MET LYS PRO
395 400 405
TRP ASN ASP THR THR PRO ALA ALA LEU LEU ASP HIS THR ARG HIS
410 415 420
TYR THR PHE ASP VAL GLY
425
(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO: 8:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 1442
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRIGAO: ADN
(iii) HIPOTETICO: NAO
(iv) ANTI-SENTIDO: NAO
(vi) ORIGEM PRIMITIVA:
(A) ORGANISMO:
(vii) ORIGEM IMEDIATA:
(B) CLONE
(ix) CARACTERISTICA:
(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 8:
ctcgagccAT GGCTTCCTCA GTTCTTTCCT CTGCAGCAGT TGCCACCCGC AGCAATGTTG6E0
CTCAAGCTAA CATGGTTGCA CCTTTCACTG GCCTTAAGTC AGCTGCCTCA TTCCCTGTTT120
CAAGGAAGCA AAACCTTGAC ATCACTTCCA TTGCCAGCAA CGGCGGAAGA GTGCAATGCA180
TGCCGGAACT CACCCGTCGT CGCGCGCTCG GCGCCGCAGC CGTCGTCGCC GCCGGTGTCC240
CGCTGGTCGC CCTTCCCGCC GCCCGCGCGG ACGATCGGGG GCACCACACC CCCGAGGTCC300
CCGGGAACCC GGCCGCGTCC GGCGCCCCCG CCGCCTTCGA CGAGATCTAC AAGGGCCGCC360
GGATACAGGG CCGGACGGTC ACCGACGGCG GGGGCCACCA CGGCGGCGGT CACGGCGGTG420
ACGGTCACGG CGGCGGCCAT CACGGCGGCG GTTACGCCGT GTTCGTGGAC GGCGTCGAACA480
TGCATGTGAT GCGCAACGCC GACGGCTCGT GGATCAGCGT CGTCAGCCAC TACGAGCCGGS540
TGGACACCCC CCGCGCCGCE GCCCGCGCTG CGGTCGACGA GCTCCAGGGC GCCCGGCTCC600
TCCCCTTCCC, CTCCAACCAT ATGACCGTCC GCAAGAACCA GGCGTCCCTG ACCGCCGAGG660
AGAAGCGCCG CTTCGTCGCC GCCCTGCTCG AACTCAAGCG CACCGGCCGC TACGACGCCT720
TCGTCACCAC GCACAACGCG TTCATCCTGG GCGACACCGA CAACGGCGAG CGCACCGGCC780
ACCGTTCGCC GTCCTTCCTG CCCTGGCACC GCAGATTTCT GCTGGAGTTC GAGCGGGCGC840
TCCAGTCGGT GGACGCGTCG GTGGCGCTGC CCTACTGGGA CTGGTCCGCC GACCGGTCCA900
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CCCGGTCCTC GCTGTGGGCG CCGGACTTCC TCGGCGGCAC

AGGTGATGGA CGGGCCGTTC GCCGCGTCGG CCGGCAACTG
ACGGCCGTAC GTTCCTGCGG CGGGCGCTCG GCGCGGGCGT

CCCAGGTCGA CTCGGTGCTG GCGATGGCGA CGTACGACAT

CCGACGGCTT CCGCAACCAT CTCGAAGGGT GGCGCGGGGT

ATGTCTGGGT CGGCGGCCAG ATGGCGACCG GGGTCTCCCC

TGCACCACGC CTACATCGAC AAGCTGTGGG CCGAGTGGCA

CGTATCTGCC GGGCGGCGGC ACGCCGAACG TCGTCGACCT

GGAACCACAC CACCCCGGCG GCCCTGCTGG ACCACACCCG

GA

(2)

Met
Asn
Ser
Thr
Leu
Gly
Gly
Ala
Gly
Gly

Val

INFORMAGAO PARA SEQ ID NO: 9:

(i) CARACTERI{STICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 478

(B} TIPO: acidos aminados
(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA:
(A) DESCRIGCAO: ADN

(iii) HIPOTETICO: NAO
(iv) ANTI-SENTIDO: NAO

(vi) ORIGEM PRIMITIVA:
(A) ORGANISMO:

(vii) ORIGEM IMEDIATA:
(B) CLONE:

(ix) CARACTERISTICA:
(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ

Ala Ser Ser Val Leu Ser Ser Ala Ala
5 10

Val Ala Gln Ala Asn Met Val Ala Pro
20 25

Ala Ala Ser Phe Pro Val Ser Arg Lys
35 40

Ser Ile Ala Ser Asn Gly Gly Arg Val
50 55

Thr Arg Arg Arg Ala Leu Gly Ala Ala
65 70

Vval Pro Leu Val Ala Leu Pro Ala Ala
80 85

His His Thr Pro Glu Val Pro Gly Asn
95 100

Pro Ala Ala Phe Asp Glu Ile Tyr Lys
110 115

Arg Thr val Thr Asp Gly Gly Gly Asp
125 130

Gly Asp Gly His Gly Gly Gly His His
140 145

Phe Val Asp Gly Val Glu Leu His Val

35

CGGGCGCAGC CGGGACGGCCI60
GCCGATCAAT GTGCGGGTGG1020
GAGCGAACTG CCCACGCGTG1080

GGCGCCCTGG AACAGCGGCT1140

CAATCTGCAC AACCGGGTGC1200
CAACGACCCG GTGTTCTGGC1260
GCGGCGGCAC CCCTCGTCCC1320
CAACGAGACG ATGAAGCCGT1380

GCACTACACC TTCGACGTCT1440

ID NO:

Val
Phe
Gln
Gln
Ala
Arg
Pro
Gly
His
Gly

Met

Ala
Thr
Asn
Cys
Val
Ala
Ala
Arg
Gly
Gly

Arg

9:

Thr
Gly
Leu
Met
Val
Asp
Ala
Arg
Gly
Gly

Asn

1442

Arg Ser
15

Leu Lys
30

Asp Ile
45

Pro Glu
60

Ala Ala
75

Asp Arg
90

Ser Gly
105

Ile Gln
120

Gly His
135

Tyr Ala
150

Ala Asp




Gly

Pro

Gln
Leu
Thr
Thr
Leu
Ala
Ser
Asp
Trp
Ala
Asp
Ser
Val
Ala
Ala
Ser
Leu

Leu

Ser
Arg
Leu
Ala
Leu
His
Gly
Leu
Leu
Leu
Gly
Pro
Leu
Ser
Gly
Asn
Thr
Tyr
Ser
Asn

Leu

Trp
Ala
Leu
Ser
Glu
Asn
His
Glu
Pro
Trp
Gln
Ile
Gly
val
Ser
Leu
Gly
Ile
Pro
Glu

Asp

Ile
Ala
Pro
Leu
Leu
Ala
Arg
Phe
Tyr
Ala
Val
Asn
Ala
Leu
Asp
His
Val
Asp
Tyr
Thr

His

155
Ser
170
Ala
185
Phe
200
Thr
215
Lys
225
Phe
240
Ser
255
Glu
270
Trp
285
Pro
300
Met
315
Val
330
Gly
345
Ala
360
Gly
380
Asn
395
Ser
410
Lys
425
Leu
440
Met
455
Thr
470

Val
Arg
Pro
Ala
Arg
Ile
Pro
Arg
Asp
Asp
Asp
Arg
Val
Met
Phe
Arg
Pro
Leu
Pro
Lys

Arg

Val
Ala
Ser
Glu
Thr
Leu
Ser
Ala
Trp
Phe
Gly
Val
Ser
Ala
Arg
Val
Asn
Trp
Gly
Pro

His

Lisboa,

Ser
Ala
Asn
Glu
Gly
Gly
Phe
Leu
Ser
Leu
Pro
Asp
Glu
Thr
Asn
His
Asp
Ala
Gly
Trp

Tyr

His
Val
His
Lys
Arg
Asp
Leu
Gln
Ala
Gly
Phe
Gly
Leu
Tyr
His
Val
Pro
Glu
Gly
Asn

Thr

160
Tyr
175
Asp
190
Met
205
Arg
215
Tyr
230
Thr
245
Pro
260
Ser
275
Asp
290
Gly
305
Ala
320
Arg
335
Pro
350
Asp
370
Leu
385
Trp
400
Vval
415
Trp
430
Thr
445
Asp
460
Phe
475

Glu
Glu
Thr
Arg
Asp
Asp
Trp
Val
Arg
Thr
Ala
Thr
Thr
Met
Glu
Val
Phe
Gln
Pro
Thr

Asp

Pro
Leu
Val
Phe
Ala
Asn
His
Asp
Ser
Gly
Ser
Phe
Arg
Ala
Gly
Gly
Trp
Arg
Asn
Thr

Val

Val
Gln
Arg
Val
Phe
Gly
Arg
Ala
Thr
Arg
Ala
Leu
Ala
Pro
Trp
Gly
Leu
Arg
Val
Pro

Gly

Asp
Gly
Lys
Ala
Val
Glu
Arg
Ser
Arg
Ser
Gly
Arg
Glu
Trp
Arg
Gln
His
His
Val

Ala
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165
Thr
180
Ala
195
Asn
210
Ala
220
Thr
235
Arg
250
Phe
265
Val
280
Ser
295
Arg
310
Asn
325
Arg
340
Val
355
Asn
375
Gly
390
Met
405
His
420
Pro
435
Asp
450
Ala
465




REIVINDICAGCOES

Sequéncia de &cidos nucleicos que codifica para uma enzima
de fusdo que compreende uma sequéncia de acidos nucleicos
que codifica para uma tirosinase e uma sequéncia de &acidos
de
em que a proteina activadora é seleccionada do

nucleicos que codifica para uma proteina activadora

tirosinase,
grupo constituido por ORF438 e ORF402.

Sequéncia
de

sequéncia

fusao
relacao a
Sequéncia

de
sequéncia

fusao

sequéncia

Sequéncia

de fusao

de &cidos nucleicos que codifica para uma enzima
de

da proteina activadora estd posicionada a 5'

acordo com a reivindicagdo 1, em que a
em

sequéncia de tirosinase.

de 4acidos nucleicos que codifica para uma enzima
de
de tirosinase estad posicionada a 5’

acordo com a reivindicagdo 1, em dque a
em relacgdo a

da proteina activadora

de &cidos nucleicos que codifica para uma enzima

de acordo com a reivindicagdo 1 que compreende

adicionalmente uma sequéncia adaptadora posicionada entre

as

sequéncias

de A&acidos nucleicos que codificam para a

proteina activadora e a tirosinase.

Sequéncia
de

sequéncia

fusao

activadora estd posicionada a 5’

de 4acidos nucleicos que codifica para uma enzima
de

de Aacidos nucleicos

acordo com a reivindicagao 4, em que a

que codifica para a proteina

em relagdo a sequéncia de

dcidos nucleicos que codifica para a tirosinase.

Sequéncia

de fusdo de acordo com a reivindicagéo 1,

tirosinase é derivada de um procarionte,

de Aacidos nucleicos que codifica para uma enzima
2 ou 5,
em particular de

em que a

Streptomyces.




10.

11.

12.

13.

14.

Sequéncia de &cidos nucleicos que codifica para uma enzima
de fusdo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a proteina
activadora & ORF438 e a tirosinase é derivada de S.

antibioticus.

Sequéncia de &acidos nucleicos que codifica para uma enzima
de fusdo de acordo com a reivindicagdo 4, em que a
sequéncia adaptadora codifica para um unico adcido aminado,

em particular para um residuo de histidina.

Sequéncia de &cidos nucleicos que codifica para uma enzima
de fusdo de acordo com a reivindicagdo 8, em dque a
sequéncia adaptadora codifica para uma sequéncia de acidos

aminados repetitiva Pro-Thr.

Vector para a transformacdo de um organismo que compreende:

uma sequéncia de &cidos nucleicos dque codifica para uma
enzima de fusdo, a qual compreende uma sequéncia de acidos
aminados para uma tirosinase e uma sequéncia de acidos
aminados que codifica para uma proteina activadora de
tirosinase; e uma sequéncia promotora gque regula a
transcricdo da enzima de fusdao, em gque a proteina
activadora é seleccionada do grupo constituido por ORF43§ e
ORF402.

Vector de acordo com a reivindicacdo 10, em que a sequéncia
da proteina activadora estad posicionada a 5’ em relagdo a

sequéncia da tirosinase.

Vector de acordo com a reivindicagdo 10, em que a sequéncia
da tirosinase esta posicionada a 5’ em relagdo & sequéncia

da proteina activadora.

Vector de acordo com a reivindicagdo 10, em que a
tirosinase é derivada de um procarionte, em particular de

Streptomyces.

Vector de acordo com a reivindicagdo 10, em que a
2




15.

l6.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Q\\/&\L\ WGQQ%

tirosinase é derivada de S. antibioticus.

Vector de acordo com a reivindicacdo 10, em que a proteina
activadora é ORF438 e a tirosinase é S. antibioticus.

Vector de acordo com a reivindicagdo 10, que compreende
adicionalmente uma sequéncia adaptadora posicionada entre
as sequéncias de acidos nucleicos que codificam para a

proteina activadora e a tirosinase.

Vector de acordo com a reivindicagdo 16, em que a sequéncia
adaptadora codifica para um unico acido aminado, em
particular para um residuo de histidina.

Vector de acordo com a reivindicagdo 16, em que a sequéncia
adaptadora codifica para uma sequéncia de acidos aminados

repetitiva Pro-Thr.

Enzima de fusdo que compreende uma sequéncia de &cidos
aminados para tirosinase e uma sequéncia de &cidos aminados
para uma proteina activadora de tirosinase, em gque a

proteina activadora é seleccionada do grupo constituido por
ORF438 e ORF402.

Enzima de fusdo de acordo com a reivindicagao 19, que
compreende adicionalmente um adaptador posicionado entre as
sequéncias de Acidos aminados da proteina activadora e da

tirosinase.

Enzima de fusdo de acordo com a reivindicagdo 20, em dque a
sequéncia adaptadora compreende um unico acido aminado, em

particular um residuo de histidina.

Enzima de fusdo de acordo com a reivindicagdo 20, em que a
sequéncia adaptadora compreende uma sequéncia de acidos
aminados repetitiva Pro-Thr.

Enzima de fusido de acordo com a reivindicagédo 19, em que a
sequéncia da proteina activadora esta posicionada na

extremidade terminal N da sequéncia da tirosinase.
3




24.

25.

26.

27.

28.

29.

Enzima de fusdo de acordo com a reivindicagdo 19 ou 23, em
que a tirosinase ¢é derivada de um procarionte, em
particular de Streptomyces.

Fnzima de fusdo de acordo com a reivindicagdo 19, em que a
proteina activadora é ORF438 e a tirosinase é derivada de
S. antibioticus.

Enzima de fusdo de acordo com a reivindicagdo 19, em que a
sequéncia da proteina activadora estd posicionada na

extremidade terminal C da sequéncia da tirosinase.

Método in vitro para a produgdo de uma melanina que

compreende as fases de fazer contactar

uma enzima de fusdo que compreende uma sequéncia de acidos
aminados para tirosinase e uma sequéncia de dcidos aminados
para uma proteina activadora de tirosinase com um substrato
de reacgao seleccionado do grupo constituido por
L-tirosina, X/L-tirosina, L-tirosina/X e X/L-tirosina/X, em
que X é um unico &cido aminado, um dipeptideo ou um oligo-
peptideo ligado a L-tirosina, sob condigdes de reacgao
adequadas para formar melanina, em que a proteina
activadora é seleccionada do grupo constituido por ORF438 e
ORF402.

Organismo ndo humano que foi transformado com um vector que
compreende uma sequéncia de acidos nucleicos que codifica
para uma enzima de fusao, enzima de fusdo esta que
compreende uma sequéncia de adcidos aminados para uma
tirosinase e uma sequéncia de acidos aminados que codifica
para uma proteina activadora de tirosinase; e uma sequéncia
promotora gque regula a transcricido da enzima de fusdo, em
que a proteina activadora € seleccionada do grupo
constituido por ORF438 e ORF402.

Organismo de acordo com a reivindicagdo 28, em dque O
organismo transformado é seleccionado do grupo constituido

por bactérias, fungos e leveduras, plantas e animais.
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30. Método para a produgdo de melaninas que compreende as fases

de cultivar um organismo ndo humano que foi transformado
com um vector que compreende uma sequéncia de acidos
nucleicos que codifica para uma enzima de fusdo, enzima de
fusao esta que compreende uma sequéncia de &cidos aminados
para uma tirosinase e uma sequéncia de acidos aminados dque
codifica para uma proteina activadora de tirosinase, em dque
a proteina activadora é seleccionada do grupo constituido
por ORF438 e ORF402, e uma sequéncia promotora que regula a

transcricdo da enzima de fusao.

31. Método de acordo com a reivindicagao 30 que compreende a

fase adicional de isolamento da melanina produzida.

Lisboa, 26 de Setembro de 2001
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