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"PEPTIDEC SINALIZADOR DE ENTEROTOXINA II DE E.COLI
MODIFICADO E UM MICROORGANISMO EXPRESSANDO UMA PROTEINA DE
FUSZ0 DO PEPTIDEQ E UMA PROTEINA HETEROLOGA"

Canmpo da Invengdo

A presente invencgdo se refere a um peptideo sina-
lizador de enterotoxina II de E.coli, um gene codificando
tal peptideo, um vetor compreendendo o gene fundido a um ge-
ne codificando uma proteina heterdloga, um microorganismo
transformado com o vetor e a um processoe para produzir a
proteina heterdéloga usando o microorgarnismo.

Higtorico da Invencgdo

Muitas proteinas heterdlogas foram produzidas
usando microorganismos hospedeiros geneticamente transforma-
dos por um processo intracelular ou processo de secrecgdo.

No processo intracelular, um gene codificando uma
proteina heterdloga é expresso e acumulado no citoplasma de
um microcorganismo. Embora este processo seja conhecido por
fornecer um rendimento de proteina heterdlogo relativamente
alto, a proteina heterdloga expressa ndo & de uma forma na-
tural ativa, porém metionilada neo terminal N. Adicionalmen-
te, a proteina heterdloga bioclogicamente inativa produzida
por este procegso freqgientemente forma corpos de inclusdo
ingsoltiveis que devem ser golubilizados e convertidos em uma
forma natural, ativa, por um processo de reentrelacamento.

Como para o processo de secrecdo, um gene codifi-
cando uma proteina de fus&do de um pepetideo de sinal e pro-
teina heterdloga ¢é expressc no citoplasma de um microorga-

nismo e, entdo, a proteina de fusdo é processada pela pepti-
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dase de sinal do microorganismo para remover o peptideo de
sinal, enquanto passando através da membrana citopldsmica. A
proteina processada € secretada no espago do periplasma en-
tre a membrana citopldsmica {interna) e a membrana externa
do microorganismo. Contudo, este processo €& conhecido por

fornecer um rendimento muito baixo da proteina heterdloga,

quando comparado ac processo intracelular. Portanto, héd uma
necessidade de aperfeigoar a produtividade do processce de
secrecdo. Nesta linha, foi reportado que a clivagem apurada
e eficiente da porgdo do peptideo sinalizador de um proteina
de fusdo expressa pela peptidase sginalizadora € importante
na melhora do rendimento da proteina heterdloga secretada

(Akita, M. e outros, J. Biol. Chem., 265, 8164 (1990)).

Em geral, os peptideos sinalizadores s8o classifi-
cados em dois grupos, peptideos sinalizadores hidréfilos e
peptideos sinalizadores hidréfobos. Um peptideo sinalizador
hidréfilo é geralmente composto de 12 a 70 aminodcidos. Um
peptideo sinalizador hidrdéfobo tipico, por exemplo, peptideo
sinalizador de entercotoxina II de E.coli, contém 13 a 30
aminodcidos e é compreendido de trés regiles; uma regido hi-
dréfila de terminal N contendo um ou dois aminocacidos bédsi-
cos; uma regido hidréfoba central contendo cerca de 10 ami-
nodcidos bédsicos e uma regifdo hidrdéfila de terminal C con-
tendo aminodcidos possuindo cadeias laterais pequenas.

Como uma proteina heterdloga expressa na forma de
uma proteina de fus8o com um peptideo sinalizador é freqglien-
temente degradada rapidamente pela proteinase citoplésmica,

o rendimento da proteina heterdloga secretada diminui con-
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forme a eficiénecia secretdria do peptideoc sinalizador torna-
se baixa. Portanto, o rendimento das proteinas heterélogas
secretadas pode ser melhorado por modificacdo da porcdo de
peptideo sinalizador de proteinas de fusdo expressas nos mi-
croorganismos hospedeiros.

O hormdénio do crescimento humanc (hGH) € composto
de 191 aminodcidos e possui um peso molecular de 21.500 Da.
Uma vez gue uma forma purificada de hGH foi isolada primeiro

da piltuitdria humana em 1956 (Li e Papkoff, Science, 124,

1293 (1956)), foram realizados varios trabalhos no hGH para
elucidar, por exemplo, o efeito do hGH no metabolismo humano
(Beck, J.C. e outros, Science, 125, 884 (1957)) e atividade
inibidora de hGH na nanocormia pituitdria (Raben, M.S., J.

Clin. Endocrinol., 18, 901 91958)). Recentemente, fol repor-

tado que hGH & também eficaz no tratamento da sindrome de
Turner, osteoporose, "vulnus" e gueimadura.

Como a quantidade de hGH obtida da pituitdria hu-
mana € limitada, tem sido feita uma tentativa de producgdo de
uma grande quantidade de hGH no E.colli geneticamente trans-
formado por um processo intracelular (Goeddel, D.V. e ou-

tros, Nature, 281, 544 (1979)): Contudo este processo é im-

pedido pelo problema mencionado anteriormente de producdo de

hGH metionilado gque ndo é apropriadoe para aplicac¢do humana.

[

Uma tentativa adicional de remover a metionina do hGH metio-
nilado usando aminopeptidase I de dipeptidila resultou ém um
rendimento inaceitavelmente baixo de hGH.

Consegliientemente, a produgdo secretora de hGH na-

tural foi tentada. Por exemplo, ©os EP numeros 55942, 20147 e
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114695 revelam processos para expressar uma forma natural de hGH e
recuperagdc da mesma por secregdo. Contudo, a quantidade
recuperdvel de hGH produzide por estes processos €& apenas
marginal.

0 EP nlmero 177.343 revela um processo para produgdc de
hGH, que compreende a expressdo de um gene codificando uma
proteina de fusdo de hGH e fosfatase alcalina ou peptideo
sinalizador de entercotoxina, em presenga de um 1indutor de
expresgdo, ilsopropiltio-B-D-galactosideo (IPTG), e secretande hGH
dentro do periplasma. Contudo, o procegso fornece um rendimento de
hGH baixo e requer o uso do indutor de expressdo caro, IPTG.

Conseqlentemente, existe a necessidade de desenvolver-
g#e um processo mals eficaz para produgdo de hGH em reandimente
alto.

Sumario da Invenc8o

Conseqlientemente, €& um objetivo da presente invencio
prover um peptideo sinalizador de enterotoxina II de E.coli que
possa ser vantajosamente empregado em um processo de sgecregdo de
produgdo de uma proteina heterdloga para melhorar a eficiéncia da
secreglo.

Cutro objetivo da presente invengdo &€ prover um gens
codificando o peptideo.

Um objetivo adicional da presente invengdc & prover um
vetor compreendendo o gene fundido ao gene codificando um proteina
heterdloga. |

Um objetivo adicional da presente inveng8o & prover um

microorganismo transformado com o wvetor.
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Um objetivo adicicnal da presente invencdo é pro-~
ver um processo para producdo de uma proteina heterdloga
usando o microorganismo.

De accordo com um aspecto da invencglo, é provido um
peptideo sinalizador de enterotoxina II E.coli modificado
{designado MST) caracterizado pelo fato de que pelo mencs um
dos segundo, quarto, quinto, décimo segundo, vigésimo e vi-
gésimo segundo aminodcidos de peptideo sinalizador de ente-~
rotoxina II de E.coli da seguinte seqgliéncia de amincdcido
(SEQ ID NO: 1) é substituido por outro aminodcido, contanto
que, pelo menos um dos segundo e quarto aminoacidos do
peptideo modificado seja lisina:

Met Lys Lys Asn Ile Ala Phe Leu Leu Ala Ser Met Phe Val Phe
5 10 15
Ser Ile Ala Thr Asn Ala Tyr Ala
20

Breve Descrigdo dos Desenhos

Os objetivos e aspectos acima da presente invengioc
ficardo claros a partir da descricdo gue sge segue das con-
cretizagdes preferidas, tomada em conjunto com og desenhos
anexos, nog quais:

A figura 1 mostra o procedimento para construcdo
de um vetor pT-hGH;

A figura 2 mostra o procedimento para construcgdo
dos vetores pUCLO9ST e pUCL9SH;

A figura 3 representa o procedimento para constru-

gdo do vetor pTl4dSSH;
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A figura 4 mostra o procedimento para construcdo
do vetor pT14S1SH; e

A figura 5 reproduz o resultado da andlise SDS-
PAGE de hGH purificado.

Degcricdo Detalhada da Invencéo

Entre os peptideogs sinalizadores de enterotoxina
IT de E.celi (MSTs) modificados da presente invencgio, s8o
preferidos aqueles onde:

o segundo amincacido Lys ndo €& substituido;

o quarto aminodcido Asn & substituido por Sr, Thr,
Lys ou Gln;

o quinto aminodcido Ile n&o ¢ substituido ou subs-
tituido por Thr ou Ser;

o décimo segundo aminodcido Met n&o é substituido
ou substituido por Ala, Gly, Val, Leu ou Ile;

0o vigésimo aminodcido Asn ndo é substituido ou
substituido por Ile, Phe, Ala ou Val; e

o vigésimo segundo aminocdcido Tyr n&o é substitui-
do ou substituido por Gln, Asn, Ala ou Lys.

Também preferidos sdo aqueles onde

o segundo aminodcido Lys é substituido por qual-
quer outro aminodcido;

o guarto aminodcido Asn é substituido por Lys:

o quinto amino&cido Ile ¢é substituido por Ser,
Thr, Asn, Gln ou Arg:;

o décimo segundo aminocdcido Met ndo é substituido

ou é substituido por Ala, Gly, Vval, Leu ou Ile;
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o vigésimo aminodcido Asn

ndc & substituide ou é

substituido por Ile, Phe, Ala ou Val; e

o0 vigésimo segundo aminodcido Tyr ndo €& substitui-

do ou substituido por Gln, Asn, Ala

MSTs mais preferidos s&o
seguintes conjuntos de substituigdo

{a) o guarto Asn por Thr
por Gln;

{b) o quarto Asn por Thr,
o vigésimo segundo Tyr por Gln;

(c¢) o quarto Asn por Lys,
vigésimo gsegundo Tyr por Gln;

{(d) o gquarto Asn por Ser
por Gln;

(e} o guarto Asn por Ser,
o vigésimo segundo Tyr por Gln;

(f) o quarto Asn por Thr,

ou Lys.

aqueles possuindo um dos

de aminoacido:

e o vigésimo segundo Tyr

0 vigésimo Asn por Val e

o quinto Ile por Thr e o

e o vigésimo segundo Tyr

o vigésimo Asn por Val e

o décimo segundo Met por

Gly, o vigésimo Asn por Val e o vigésimo segunde Tyr por

Gln;

(g) o qguarto Asn poxr Thr,

¢ décimo segundo Met por

Leu, o vigésimo Asn por Val e o vigésimo segundo Tyr por

Gln;
{h) o gquarto Asn por Lys,
vigésimo segundo Tyr por Gln;

{1) o segundo Lys por Val,

o quinto Ile por Ser e o

o guarto Asn por Lys, o

gquinto Ile por Thr e o vigésimo segundo Tyr por Gln; e

{7} o guarto Asn por Lys,

o vigésimo segundo Tyr por Gln.

o vigésimo Asn por Val e
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0 MST da presente invencdo pode ser codificado por
um gene compreendendo uma seqiiéneia de nucleotideo deduzida
da seqliéncia de aminocédcido de MST de acordo com o cdédigo ge-
nético. Sabe-se que varios cddons diferentes codificando um
mesmo aminocédcido podem existir devido a degenera¢do do cddon
e, portanto, o MST da pregsente invengdo inclui todas as se-
giénecias de nucleotideo deduzidas da seqgiiéncia de aminoacido
de MST. Preferivelmente, o gene de MST pode inclulr um ou
mais cédons preferidos de E.coli.

0 gene MST pode ser preparado por mutacdo de um ou
mais nucleotideos do gene de peptidec sinalizador de entero-
toxina II de E.coll nativo {designadc gene STII) usando uma
mutagenese dirigida ao sitio (Papworth, C. e outros, Strate-
gies, 9, 3 (1996)). 0 gene de STII de E.coli pode ser obtido
por utilizacdc de um processo convencional (Sambrook e ou-

tros, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edi-

cdo, Cold Spring Harbor Laboratory Press, USA (1989)). Adi-
cionalmente, o gene MST pode também ser sintetizado quimica-
mente.

0 MST da presente invencdo, quando fundido a pro-
teina heterdloga, realiza uma secreg¢do altamente eficaz da
proteina heterdloga através da membrana citoplédsmica de um
microorganismo, por exemplo, E.coli. Consegiientemente, usan-
do um vetor de expressdo compreendendo um gene MST fundido a
um gene codificando uma proteina heterdloga, uma proteina de
fusdo de MST e proteina heterdloga (designada proteina
MST/heterdloga) pode ser vantajogamente expressa no cito-

plasma de E.coli, a proteina de fus8o sendo eficazmente pro-
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cessada para remover a porgdo MST para liberar a proteina
heterdéloga rapidamente dentro do periplasma de E.coli. As-
gsim, o usc do MST da invencdo leva a uma razdo muito melho-
rada de producdo de proteina heterdloga.

A fusdo do gene MST ao gene codificando uma prote-
ina heterdloga pode ser conduzida de acordo com um processo

de ligac8o convenciocnal {Sambrook e outross, vide supra).

Proteinas heterdlogas representativas incluem hor-
ménio do crescimento humano (hGH), fator de estimulac8o de
colénia de granuldcito ({(G-CSF), interferon, interleucina,
prouroqguinase, insulina, fator VIII, hirudina, dismutase de
superdxido e caleitonina, porém estes nido limitam as protei-
nas heterélogas que podem ser usadas na presente invencdo.
Um gene codificando uma proteina heterdloga pode ser obtido
por um processo convencional, por exemplo, classificagdo de
coleténea de c¢INA e PCR.

O vetor de express@o da presente invengdoc pode

compreender, adicionalmente, uma segiiéncia Shine-Delgade de

enterotoxina II de E.coli modificada (Seqgiiéncia STII SD mo-
dificada) da seguinte seqliéncia de nucleotideo (SEQ ID NO:
2) inserida imediatamente antes do cédon de iniciacdo do ge-~
ne MST:

5'-GAGGTGTTTT-3"

A seqﬁéncia STITI SD modificada é composta de uma
seqiénecia STII SD longa de 4 nucleotideos (GAGG) e uma se-~
gqliéncia rica em T longa de 6 nucleotideos. A seqiiéncia STII

SD da sequéncia STII SD modificada prové um sitio de ligacédo

de ribossoma muito forte, gque melhora o nivel de expressdo
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na auséncia de um induter de expressio, por exemplo,
isopropiltio-P~D-galactosideo {(IPTG). A sequéncia rica em T da
geqiéncia STII SD modificada desempenha um papel importante na
prevencgdo da formagdo de estruturas secundarias de mRNA
transcritas da mesma, pelo gue, nmelhcorando a eficiéncia da
expressdo. A segliéncia de STII SD modificada pode ser preparada
por processos convencionais (Sambrook e outros, vide supra),
por exemplo, processo sintético guimico. Adicionalmente, o gene
SDIT 8D possuindec a seguinte seqliéncia de nucleotideo {SEQ ID
NO: 3) pode ser submetida a uma mutagenese dirigida ac sitio
para obter a seqléncia STII 3D medificada:

57 —~GCTCTAGAGGTTGAGGTGTTTTATGRAARAGAATA~3! {SEQ ID NO: 3)

A seqléncia STII SD medificada pode ser inserida na
frente do cédon de inicilagdo ATG de um gene MST ou a segliéncia
STILI 8D precedendo o cddon ATG de um gene MST pode ser
modificada.

Vetores de expressdc exemplares da presente invencdo
incluem pT14813H-4T22Q, ©T14S1SH-4T20V22Q, pT1481SH-4K53T22Q,
pT14315H~43822Q, pT1451H~-4520V22Q0, pTl4S1SH-4T12G20V22Q,
pT14S518H~-4T12L20V22Q, pT1485H-4K55220Q, pT143SH-2V4K5t22Q e
Pt145Sh-4K20V22Q que sdc preparados nos Exemplos 1 a 10 e os
vetores preferidos sdo pTi4S1SH-4T22¢ & pTl4S1SH~4T20V22Q.

Os vetores de expressdo da presente invencido podem
ser intreduzidos no microcrganismo, por exemplo, E.ccli, de
acordo com um processo de transformagdo convencional
{Sambrook e outrocs, acima) . Entre oS microorganismos

transformades, sdo preferidos os transformantes E.coli HM10011 e
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HM10012 gque foram depositados no Korean Culture Center of
Microorganisms (KCCM) (Endereco: Department of Food Engineering,
College of Eng., Yonsel University, Sodaemungu, Seoul 120-749,
Reptiblica da  Coréia) em 12 de agosto de 1998 scbh os
nimeros de acesso KCCM-10137 e KCCM-10138, respectivamente, de
acordo com o8 termos do Budapest Treaty on International
Recognition of the Deposit of Micrcorganism para o© Purpose of
Patent Procedure.

Uma proteina heterdloga pode sgser produzida por cultivo
de microoganismo transformante para expressar o gene que codifica
a proteina de fusdo MST/heterdloga e secretar uma proteina
heterdloga para o periplasma e recuperar a proteina heteréloga do
periplasma. O microorganismo transformante pode ser cultivado de
acordo com um processo convencional (Sambrook e outros, acima). A
cultura de microorganismo pode ser centrifuga ou filtrada para
coletar microorganismo secretando uma proteina heterdloga. O
microorganiamo transformado pode ser rompido de acordo com um

processo convencional (Ausubel, F.M. e outros, Current Protocols

in Molecular Biology (1989)) para obter uma solugdo periplasmica.

Por exemplo, o microorganismo pode ser rompido em uma solugdo
hipotdnica, por exemplo, dgua destilada, por um choque osmdtico. A
recuperagdo da proteina heterdloga na solugdo periplédsmica pode
ser conduzida por um processo convencional (Sambrock e outros,
acima}, por exemplo, cromatografia de troca de ion,
cromatografia de coluna de filtragdo de gel ou cromatografia
de coluna imune. Por exemplo, hGH pode ser purificada

por condugdo seqiéneial de cromatografia de coluna de DEAE-
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Separose, cromatografia de coluna de Fenil Separocse e
cromatografia de coluna Sephadex G-100.

2 proteina heterdlega produzida de acorde com &
presente invengdo & de uma forma natural, ndoc metionilada no
terminal N e, portanto, pode ger usada como estd em varias
aplicagdes.

0s exemplos que se seguem sdo destinados a ilustrar,
adicionalmente, a presente invencgdo sem limitar seu escopo.

Exemplo de Preparacgdo 1: Classificacdo do Gene de c¢DNA

de Hormdnio do Crescimento Humano

(Etapa 1) Construgdio da biblioteca de <cDNA da
pituitédria humana

A 1 g da pituitdria humana foram adicionados 10 ml de
gsoluglio de guanidina {isocianato de guanidina 4M, 50 mM de Tris-
HCl, pH 7,5, 10 mM de EDTA e 5% de 2-mercaptoetanol) e
homogeneizada. O homogenizado foi centrifugadec a 10.000 rpm por 10
minutos a 6°C. Ao sobrenadante foil adicionado um volume de 1/10 do
Eter Sarkosil a 2% (Sigma, USA) e a mistura foi mantida a 65°C por
2 minutos. Cloreto de césio foi adicionado & solugdo resultante a
uma concentracdo de 0,1 g/ml e a mistura fol centrifugada a 25.000
rpm por 16 horas scbre 9 ml de uma solugdo de enchimento (5,7 M
CsCl e 0,1 mM EDTA) para obter precipitado de RWNA. O precipitado
foli dissolvido em 3 ml de solugdc de supensdo (5 mM EDTA, 0,5%
Sarkosil, e 5% mercaptoetanol), e entdoc extraida seqliencialmente
com uma mistura de fenol/clorofdrmico/dlcool isgocamilico (25:24:1,

v/v/v) e mistura de cloroférmio/adlcool iscamilico (24:1, v/v).
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Aos extratos combinados foram adicionados wvolume 1/10 de
acetato de s56dico 3M e um volume 2,5 de etanol e a mistura
foi centrifugada usando processo convencional (Sambrook e
outros, supra) para obter precipitado de RNA. O precipitado
de RNA foi dissolvido em &gua destilada (D.W.) e mantidc a
702C por 10 minutos. Cloreto de litio foi adicionado ao mes-
me a uma concentracdo de 0,5 M e entdo submetido a cromato-~
grafia de oligo-dT-celulecse (Tipo 3, Collaboratory Research,
USA) para isolar poli (A} RNA de acordec com o processo de

Aviv e Leder (Avivi, H e Leder P.,, J. Mol. Biol., 134, 743

(1972}). O poli (A)' RNA assim obtido foi tratado a 65°C por
5 minutos, resfriado a 02C e adicionados imediatamente ao
mesmo 20 Ml de SmM dNTPs, 40 pl de solugdo de tampdo 5X
(0,25 M Tris-HC1l, pH 8,3, 0,5 M RC1 e 50 mM MgCl;), 10 ul de
200 mM DTT, 20 pl de 0,5 mg/ml oligo (dTiz.1s) {Pharmacia
Inc., Suécia), 80 pul de Agua destilada, 10 ul (10 unidades)
de RNAsin (Promega, USA} e 20 pl (20 unidades) de transcrip-
tase inversa AMV (Life Science Ine. USA). Apds deixar a mis-
tura reagir a 42°C por 90 minutos, 5 ul de 0,5 M EDTA (pH
8,0) e 200 Ul de fenol tamponado tris foram adicionados a
mistura de rea¢do, misturados e centrifugados a 10.000 rpm
por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
extraido duas vezes com éter dietilico e o0s extratos combi-
nados foram misturadcs com 20 Wl de 3M acetato de sdédio e 1
ml de etanol a 95% para precipitar cDNA de filamento simples
precipitado (ss c¢DNA).

Para sintetizar o ¢DNA de filamento duplo (ds

¢DNA) do ss ¢DNA, o precipitade de sscDNA foil disselvido em
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284 pl de &gua destilada, e foram adicionados ao mesmo 40 pl
de 5 mM NTPs, 80 Ml de solucdo de tampdo de segundo filamen-
to {(8S) 5X {250 mM Tris-HCl (pH 7,2), 450 mM de KCI1, 15 mM
de ditiotreitol, 15 mM de MgCl; e 0,25 mg/ml de albumina de
soro bovino), 12 pl de 5 mM P-NAD", 2 ul de 3000Ci/mmol [o-
3p1deTe, 4 pl (4 unidades) de ligase de DNA E.coli e 10 pl
(100 unidades) de polimerase I de DNA de E.coli. Apés a mis-
tura ser reagida a 14°C por 16 horas, a mistura de reagdo
fol submetida a extracdo de fenol e precipitagioc de etanol
conforme estabelecido acima, para obter precipitado de ds
cDNA.

Para obtencéo de uma extremidade cega de ds cDNA,
o precipitado de ¢DNA foi dissolvido em 42 ul de Agua desti-
lada e foram adicionades ao mesmo 5 Ul de dANTPs, 16 ul de
solucdo de tamp8o 5 X 88, 1 pul de 5 mM P-NAD", 4 pul de RNAa-
ge A {2 ug/ml, Biolabs, USA), 4 pl (4 unidades) de Rnase H,
2 pl (20 unidades) de ligase de DNA E.coli e 4 ul (8 unida-
des) de polimerase de DNA T4, seguldo por reagdo da mistura
a 37°C por 45 minutos. Apds o término da reagdo, a mistura
de reag¢8o foi submetida a extragdo de fencl e precipitacdo
de etanol fol ajustada para obter precipitado de ds cDNA de
extremidade cega.

Para proteger o sitic de restrigdo de EcoRI do ds
cDNA por metilag8c, o precipitado de ds c¢cDNA de extremidade
cega foi dissolvido em 25 pl de &gua destilada e foram adi-
cionados ao mesmo 27 pPl de tampdo 2 X metilase (100 mM NacCl,
100 mM Tris-HCL, pH 8,0, e 1 mM de EDTA), 1 ul de solug8o 50

X 5aM (1 mg de S-adenosilmetionina em 0,14 ml de acetato de
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gbédio (pH 5,2)) e 10 pl (10 unidades} de metilage de EcoRI
(Biolabs, USA}. Apds deixar a mistura reagir a 37°C por duas
horas, a mistura de reacdoc foi submetida a extragio de fenol e
precipitag8o de etancl conforme descrito acima. O CDNA precipitado
foi combinade com ligante EcoRI (Biolabs, USA) e a mistura foi
reagida a 4°C por 16 horas, para obter uma cDNA ligado em ligante EcoRI.

O ¢DNA ligado ao ligante EcoRI fol tratado com EcoRI e
submetido & cromatografia de coluna CL-4B Sepharose para remover
o8 ligantes residuais. CDNA ligado em ligante EcoRTI foi inserido
ne sitio EcoRI de Agtll (Amersham, USA). AGT1l aseim obtido foi
submetido ao empacotamento in vitro usando kit de empacotamente in
vitro A (Amershm Co., USA) F.coli Y1088 (ATCC37195) foi
transferido com o mesmo para obter uma biblioteca de Cdna de
pituitdria humana.

(Etapa 2) Classificagio do gene de ¢DNA de hormdnic do
crescimento humano.

Para clasgificar os clones de horménio do crescimento
humano da biblioteca de cDNA preparada na Etapa 1, a hibridizacio
foli conduzida como se segue.

Com base na sequéncia de amincacido reportada para o
terminal N do hormdnio do crescimento humano (Liu, W.K. e outros,

Biochem. Biophys. Acat., 93, 428 (19%64); ©Li, C.H. e outros,

J. Amer. Chem. Soc., 88, 2050 ({1966)), 30 fragmentos de

nuclectideo da sonda de oligonucleotideo de segliéncla mista
representados pela seguinte segifncia de nucleotideo foram
designados e sintetizados:

Phe Pro Thr Ile Pro Leu Ser Arg (SEQ ID NO: 4)
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5'-TTCCCAACCATTCCCTTATCCAGG-3' (SEQ ID NO: 5)

A hibridizac8o da placa primaria foi conduzida
usando uma sonda de oligonucleotideo de seqgliéncia mista, de
acordo com ¢ processo de Benton € ocutros (Benton, W.E. e ou-
tros, Science, 196, 180 (1977)) para obter clones positivos.
Estes clones foram submetidos a hibridizagdes de placa se-
cunddria e tercidria para obter um clone possuindo gene cDNA
de hormbénioc do c¢rescimento humano.

Para confirmar que o clone possul o gene do hor-
ménio do crescimento humano, DNA de fago clonado foi clivado
com EcoRI e entdo os fragmentos de DNA foram submetidos ao

Manchamento Southern (Southern, E., J. Mol. Biol., 98, 503

(1975} ) usando a sonda de oligonucleotideo de seqgiiéncia mis-
ta. Adicionalmente, um fragmento de EcoRI de 0,65 kb conten-
do gene de hormdénio do crescimento humanc foli inserido no
sitio de EcoRI do vetor M13mpl& (Pharmacia, USA) para obter
o vetor M13-hGH. A seqiiéncia de nucleotideo do gene de hor-
ménio do crescimento humano do vetor MLl3-hgH foi determinada
usando o processo de terminac¢do de cadeia mediado por dided-

xil (Sanger, F. e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 54-

63-5467 (1977)).

Exemplo de Prepara¢8o 2: Preparag8o do Hormdnio de

Crescimento Humano Maduro Codificando o Gene A

Para preparar um hormdnio de crescimento humano
maduro codificando o gene cDNA, o vetor MI13-hGH obtido na
Etapa 2 do Exemplo de Precipitagdc 1 foli submetido a PCR
usando os primers que se seguem S1 e ASl. O primer de senti-

do 81 foi designado para prover um sitio de restrigdo Ndel
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{(5'-CATATG-3') a montante do c¢ddon para o primeiro aminodci-
do (fenilalanina) do horménio de crescimento humano madurc e
o primer de sentido contrario ASl, para prover um sitio de
restricdo BamHI (5'-GGATCC-3'}) a jusante do c¢ddon de termi-
nagdo do mesmo.

primer de gentido S1 (SEQ ID NO: 6):

5' -CCGCATATGTTCCCAACCATTCCC-3"

primer de sentido contrdrioc AS1 (SEQ ID NO: 7):

5'-GCTGGATCCTAGAAGCCACAGCTGC-3 "

0 gene do horménio do crescimento humano ampliado
foi clivado com Ndel e BamHI para obter um hormdénio do cres-
cimentc humano maduro codificando o gene (designado gene
hGH). O gene hGH foli inserido na secdo NdeI/BamHI do wvetor
PET14b (Movagen, USA) para obter o vetor pT-hGH.

A figura 1 mostra o procedimento acima para cons-
trugdo do vetor pT-hGH.

Exemplo de Prepara¢8o 3: Construcgdo do wvetor con-

tendo um gene codificando proteina de fus8o hGH/peptideo si-
nalizador de enterotoxina II de E. coli

(Etapa 1) Clonagem do gene de peptideo sinalizador
de enterotoxina II de E.coli

Para preparar o gene de peptideo sinalizador de
enterotoxina 1II de E.coli, o par que se segue de oligonucle-
otideos complementares foi designade com base na seqliiéncia
de nucleotideo do peptideo sinalizador de enterotoxina II de
E.coli e sintetizado usando sintetizador de DNA {Modelo

380B, Apvplied Biosystem, USA).
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Oligonucleotideo STIT S1 de fita de sentido (SEQ ID NO: 8)

5/ TCATGARARAGAATATCGCATTTCTTCTIGCATCTATGTTCGTTTTTTCTATT
GCTACAARATGCCTACGCGT -3

oligonuclectideo STII AS1 de fita de anti-sentido ({SEQ
ID NO: 9)

5’ ACGCGTAGGCATTTCGTAGCAATAGARARAACGAACATAGATGCAAGARAGARAT
GCGATATTCTTTTTCATGA-3

0z oligonucleotideos foram designados para possulr
sitiocs de restricio Ncol e BspHI a montante do cédon de iniciacgio
da enterotoxina II de E.ceoli e um sitio de restrigdo Mlul
introduzido por uma alteracdo silenciosa na outra extremidade.

Ambog o8 oligonuclecotideos foram temperados a 95°C para
obter fragmentos de ds DNA de terminacdc cega possuindo uma
geqiéncia de nucleotideo codificandeo o peptideo ginalizador de
enterotoxina II de E.coli (gene STII).

0 gene STII foi inserido no sitio Smal do vetor puCl9
(Biolabg, USA) para obter o vetor pUCIL9ST.

{Etapa 2) Preparag¢io de um gene codificando a proteina
de fus8o STII/hGH

Para preparar um dene de codificacgdo de proteina de
fugdo STII/hGH, o vetor pT-hGH obtido no Exemplo de Preparacgio 2
foi submetido é PCR usando os primers S2 E AS1l usados no Exemplo
de Preparacdio 2. O primer de sentido 82 fol projetado para prover
um sitio de restrigdo Mlul (5'-CARATG-3’) a montante do cddon para
o primeiro amincicido (fenilalanina) do hormdnio de crescimento

humano madurc.
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primer de sentido S2 (SEQ ID NO: 10)

5/ -GCGACGCGTTCCCARCCATTCCCTTATCC-37

Os fragmentos de DNA ampliados foram clivados com Mlul
e BamHI e entdo inseridog na sec¢do Mlul/BamHI do pUCL9ST obtido na
Etapa 2. O vetor Pucl9SH assim obtido continha um gene codificando
uma proteina de fusdo STII/hGH (designada gene STII-hGH).

A figura 2 ilustra o procedimento acima para construcdo
dos vetores pUCLl9ST e pUC19S8H.

(BEtapa 3) Adig3o da segliéncia Shine-Delgarnc da
enterotoxina II de E.coli ao gene STII-hGH

O vetor pUCL9SH obtido na Etapa 2 fol clivado com BspHl
e BamHI para obter um fragmento STII-hgH de 640 pares de base, gue
foli inseridc em uma segdo NcoiI/BamHI do vetor pET14b (Novagem,
USA} para obter o vetor pT14SH.

O vetor pTl4SH fol submetido a PCR usando primers S3 e
AS3. O primer de sentide 83 foli projetado para prover uma
seqii€ncia Shine-Dalganc de enterotoxina II de E.coli (designada
geqiénecia STII SD) e um sitio de restrigio Xbal e o primer de
sentido contréric AS3, para proverem um sitio de zrestrigfio BamHI a
jusante do c¢&don de terminagio de hGH maduro para obter um
fragmento de DNA (STII SD-hGH) contendo um gene de fusdo STII SD e
STII-hGH.

primer de sentido S3 (SEQ ID NO: 11)

5/ ~-GCTCTAGAFFTTGAGGTGATTTTATGAARAAGAATA -3’

primer de anti-sentido AS3 (SEQ ID No: 12)

5’ -GGATGCCACGCTGGATCCTAGAAAGCCACAGCTG-37
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0 fragmento STII SD-STII-hGH foi clivado com Xbal
e BamHI e entdo inserido na segdo Xbal/BamHI do vetor pET14b
(Movagen, USA) para obter o vetor pTl4SSH. E.coli BL21 (DE3)
{Stratagene, USA) foi transformado com o veteor pTl4SSH para
obter um transformante designado E.coli HM10010.

A figura 3 representa o procedimento acima para ©
vetor de construgdo pTl4SSH,

Exemplo de Preparacdo 4: Produc¢éo de hGH usando o

gene STII-hGH

Para examinar o efeito da segléncia SD de entero-
toxina II de E.coli na produgdo de hGH, E.coli BL21 (DE3)
transformado com o vetor pTl4SH obtido na Etapa 3 do Exemplo
de Preparacdo 3 e E.coli HM10010 obtido também na Etapa 3 do
Exemplo de Preparacgdo 3 foram cultivados em presen¢a e au-
séncia de um indutor de expressdc (IPTG), respectivamente,
no meio LB (1% bacto-triptona, 0,5% de extrato de bacto-
levedura e 1% de NaCl) a 37¢C por 24 horas. Cada uma das
culturas fol centrifugada a 10.000 rpm'por 10 minutos para
precipitar a célula bacteriana e o precipitado foi suspenso
em um volume 1/10 de solucdo iscotdnica (20% de sacarose, 10
mM de solugdo de tampdo Tris-Cl contendo 1 mM de EDTA, pH
7,0). A suspensfo foli deixada descansar em temperatura ambi-
ente por 30 minutos e entdo centrifugada a 10.000 rpm por 15
minutogs para coletar células bacterianas. As células foram
ressuspensas em agua destilada a 42C e centrifugadas a
12.000 rpm por 20 minutos para obter um sobrenadante como
uma solug8o periplésmica. 0 nivel de hGH na solug8o peri-

plasmica foi analisado de acordo com o processo ELISA (Kato,
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K. e outres, J. Imunol, 116, 1554 (1976)) usando um anticor-
po contra hGH (Boehringer Mannheim), que foi calculado como
a quantidade de hGH produzida por 1 litrxo de cultura. Os re-
sultados sdo mostrados na Tabela I.

TABELA I

PT14SH PT14SSH

IPTG - + - +

Nivel hGH (mg/l) 120 100 330 250

Exemplos 1 a 10

Exemplos 1 a 10 descrevem a construgdo de vetores,
cada um contendo um gene codificando uma proteina de fuséo
MST/hGH de acordo com a presente invenc¢do, onde MST repre-
senta ¢ peptideo sinalizador de enterotoxina II de E.coli
modificado. O gene STII ou seqgiiénecia STII SD de plasmideo
PT14S8SH obtido na Etapa 3 do Exemplo de Preparagdo 3 foi mo-
dificado de acordo com a mutagnese direcionada ao sitio (Pa-
pworth, C. e outros, Strategies, ¢, 3 (1996)) que foi condu-
zida por PCR do plasmidec com um primer de sentido possuindo
uma seqiiéncia de nucleotideo modificada e um primer de sen-
tido contrdrio possuindo uma segiénecia de nucleotideo com-
plementar ao primer de sentido.

Os peptideos sinalizadores de enterotoxina II de
E.coli obtidos nos Exemplos 1 a 10, MSTs (MST1 a MST10) sdo
caracterizados na Tabela II em conjunto com STII, e ¢ proce-
dimento preparative dos Exemplos 1 a 10 é descrito a seguir.

Tabela II

Exemplo MST 2¢ 4¢ 5¢ | 122 | 20¢ | 22°
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STII (SEQ ID NO: 1) Lys | Asn | Ile | Met | Asn | Tyxr
1 MST1 (SEQ ID NO: 13) Lys | Thr | Ile | Met | Asn | Gln
2 MST2 (SEQ ID NO: 14) Lys | Thr | Ile | Met | Val | Gln
3 MST3 (SEQ ID NO: 15) Lys | Lys | Thr | Met | Asn | Gln
4 MST4 (SEQ ID NO: 16) Lys | Ser | Ile | Met | Asn | G1n
5 MST5 (SEQ ID NO: 17) Lys | Ser | Ile | Met | Val | Gln
6 MS3T6 (SEQ ID NO: 18) Lys | Thr | Ile | Gly | Val | G1n
7 MST7 (SEQ ID NO: 19) Lys | Thr | Ile | Leu | Val | Gln
8 MST8 (SEQ ID NO: 20) Lys | Lys | Ser | Met | Asn | Gln
9 MST9 (SEQ ID NO: 21) Val | Lys | Thr { Met | Asn | Gln
10 MST10 (SEQ ID NO: 22) |Lys | Lys | Ile | Met | Val|Gln

Exemplo 1: Construcdoc do Vetor Contendo um Gene Codificando
Proteina de Fusdo MST1/hGH

(Etapa 1)

O vetor pTl4S5SSH obtido na Etapa 3 do Exemplo de
Preparagdo 3 foli submetido a PCR usando os seguintes primers
complementares S4 le AS4 que foram projetados para substituir

o cédon Thr (ACA) para o guarto céddon (AAT) de STII.
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primer de sentido S4 (SEQ ID NO: 23):

5’ -GGTGTTTTATGAAAAAGACAATCGCATTTCTTC-3"

primer de sentido contrario AS4 (SEQ ID NO:24):

5" -GAAGAAATGCGATTGTCTTTTTCATAAAACACC-3"

0 vetor assim obtido foi clivado com Xbal e MIlul
para obter um fragmento de 0,1 kb de XbaI/Mlul, que foi
inserido na secdo Xbai/Mlul do vetor pTl4SSH para obter o
vetor pTl4SSH-4T. O wvetor pT14SSH-4T contém um gene
codificando uma proteina de fusdo STII/hGH modificada
possuindo Thr no lugar do quarto aminoacido de STII.

(Etapa 2)

O vetor pTl14SSH-4T fol submetido a PCR utilizando
os primers complementares que se seguem S5 e ASS5 que foram
projetados para substituir cédon Gln (CRA) para o vigésimo
segundo cddon (TAT) de STII, para obter o valor pT14SSH-4T22Q.

primer de sentido S5 (SEQ ID NO: 25):

5’ -CAAATGCCCAAGCGTTCCCA-3

primer de sentido contrdrio AS5(SEQ ID NO: 26):

57" -TGGGAACGCTTGGGCATTTG-3'

O vetor pTl148SSH-4T22Q continha um gene codificando
Proteina MST1/Hgh de fusdo onde o quarto e vigésimo segundo
aminodcidos de STII foram substituidos por Thr e Gln,
respectivamente.

(Etapa 3)

0 vetor pT14SSH-4T22Q foi submetido a PCR
empregando os primers complementares que se seguem S6 e AS6

possuindo as seis seqliéncias de nucleotidec mostradas abaixo
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entre a seqi8neia STITI SD 5'-GAGG-3' e o cbdon de iniclac8o de
STII a fim de prevenir a formagdo de estruturas secunddrias de
mRNA transcritas das mesmas.

Primer de sentido S6{SEQ ID NO: 27):

5 ~TCTAGAGGTTGAGGTGTITTATGA-3"

primer de anti-sentido AS6 (SEQ ID NO: 28):

57 -TCATAAAACACCTCRACCTCTAGA-3"

0 vetor pTl4S18H-4T22Q assim obtido continha a
seqiiéncia modificada STII 8D e um gene codificando a proteina
MST1/Hgh de fusio onde o guarto e vigésimo segundc aminodcidos de
STIT foram substitufdos por Thr e Gln, resgpectivamente.

A figura 4 mostra © procedimento acima para o vetor de
construcdo pTl4S1SH.

E.coli BL21 (DE3) foi transformado com o vetor
pT14518H4T22Q para obter um transformante denominade E. c¢olil
HM10011, gue foi depositado mno Korean Culture Center of
Microorganisms (KCCM) em 12 de agosto 1998 zob o nimero de acesso
KCCM-10137.

Exemplo 2: Construgdo do Vetor Contendo um Gene
Codificando Proteina de Fus&o MST2/hGH

O procedimento da etapa 2 do Exemplo 1 foi repetido
exceto pelo emprego dos primers complementares que se seguem S7 e
AS7 gue foram projetados para substituir cddons Val e Gln (GTT e
CRA) para o vigésimo e vigésimo segundo cddons (AAT e TAT) de
STII, respectivamente, para obter o vetor pTl4SSH-4T2Q.

primer de sentido S7(SEQ ID NO: 29):
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5/ -GTTTTTTCTATTGCTACAGTTGCCCAAGCGTTCCCAACCATTCCC -3/

primer de anti-sentido AS7(SEQ ID NO: 30):
57 -GGGAATGETTGGGAACGCTTGGGCAACTGTAGCAATAGAAAARAAC -3

Ent8o, o procedimento da etapa 3 do Exemplo 1 foi
repetido exceto pelo emprego do vetor pT14SSH-4T20V22Q, para obter
© vetor pT1l4SISH-4T20V22Q. O vetor pTl481SH-4V20V22Q continha uma
seqgiliéncia modificada STII SD e um gene codificante proteina de
fusio MST3/hGH onde o quarte, vigésimo e vigésimo segundo
amincodcidog de STII foram substituidos por Thy, Val e Gln,
regpectivamente.

E.Coli BL21 (DE3) foi transformado com o vetor
PT14S1SHAT20V220 para obter um transformante denominado E.colli
HM10012, que foil depositado no KCCM em 12 de agosto de 1998 sob o
nimero de acesso KCCM-10138,

Exemplo 3: Construgldo do Vetor Contendo um Gene
Codificando Proteina de Fusdo MST3/hGH

0 procedimento da etapa 1 do Exemple 1 fol repetido
exceto pelo emprego dos primers complementares gue se seguem S8 e

AS8, que foram projetados para substituir c¢ddons Lys e Thr

cddons (AAG e ACA)} para ¢ quarto e quinto c¢&dons(AAT e ATC) de

STII, respectivamente, para obter o vetor pTl14S8SH-4KST.
primer de sentido 88 (SEQ ID NO: 31):

5¢ -GAGGTGTTTTATGAAAAAGAAGACAGCATTTCTTC-3
primer anti-sentido AS8(SEQ ID NO: 32):

5’ -GAAGAAATGCTGTCTICTTTTTCATAAAACACCTC-3
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Utilizandoe o vetor pTl4SSH-4kst, o procedimento da
etapa 2 do Exemplo 1 fol <repetido para obter o vetor
pT14SSHAKST22Q.

Entdo, o procedimento da etapa 3 do Exemplo 1 foi
repetido utilizando o vetor pTl48SH-4K5T22Q, para obter o vetor
PT1481SH4KST22Q. O vetor pTl1481SH-4K5TZ2Q continha a seqiéncia
modificada STII 8D e um gene codificando a proteina de £fusdo
MST3/Hgh onde o quartc, gquinto e wvigésimo segundo do aminodcidos
de STII foram substituidos por Lys, Thr e Gln, respectivamente.

E. celi BL21 (DE3) fei transformadeo com o vetor
pT4S18H4K5T220 para obter um transformante denominado E. c¢oli
HM10013.

Exemplo 4: Construgdo do Vetor Contendo um Gene
Codificando a Proteina de Fus3o MST4/hGH

O procedimento da etapa 1 do Exemple 1 foi repetido
exceto pelo emprego dos primers complementares que se seguem S9 e
AS9 que foram projetados para substituir o cddon Ser (TCT) para o
quarte codon (AAT) de STII, para obter o vetor pTl4S8SH-43, o©
procedimento da etapa 2 do Exemplo 1 foi repetido para obter o
vetor pT145SH-4522Q.

primers de sentido S9(SEQ ID NO: 33)

57 ~-GAGGTGTTTTATGAAARAGRCTATCGCATTTCTTC-3"
primers de anti-sentido AS9(SEQ ID NO: 34)
5' -GAAGAAATGCGATAGACTTTTTCATAAAACACCTC -3
Utilizandeo ¢ vetor pT148SH-45, o procedimenfo da etapa

2 do Exemple 1 foi repetido para obter o vetor pT1488H-4522Q.
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Entdo, o procedimento da etapa 3 do Exemplo 1 foi
repetido utilizando o wvetor pTl4SSH-4S22Q, para obter o vetor
pT14S1SH-48220. O vetor pTl4S1SH-4522Q continha a seqléncia
modificada STII 8D e um gene codificando a proteina de fus8o
MST4/hGH, onde o quarto e vigésimo segqundo aminodcidos de STTI
foram substituidos por Ser e Gln, respectivamente.

E. coli BL21 (DE3) foi transformado com o vetor
pT1l4818H4822Q para obter um transformance denominade E. c¢oli
HM10014.

Exemplo 5: Construgdc do Vetor Contendo wum Gene
Codificando a Proteina de Fusdo MST5/hGH

0 procedimento da etapa 2 do Exemplo 1 foi repetido
exceto pelo emprego do wvetor pTl4SSH-4S obtido no Exemplo 4 e os
primers 87 & AS7 como ugados no Exemplo 2, para obter o vetor
PT1l45SH-4520V22Q.

Entdo, o procedimento da etapa 3 do exemplo 1 foi
repetido utilizando o vetor pTl4SSH-4520V22Q, para obter o vetor
pT1l4S18H-4520V22Q. O vetor pTl4S1SH-4320V22Q continha a segléncia
modificada STII SD e um gene codificando a proteina de fusdo
MST5/Hgh onde o quarto, vigésimo e vigésimo sequndo aminodcidos de
STII foram substituidos por Ser, Val e Gln, regpectivamente.

E. coli BL21 (DE3) foi transformade c¢com o vetor
pT14S18H-43820V22Q para obter um transformante denominade E. coli
HM10015.

Exemplo 6: Construgioc do Vetor Contendo um Gene

Codificando Proteina de Fus3o MST6/hGH
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0 wvetor pTl4SSH-4T20V22Q obtideo no Exemplo 2 foi
submetido a PCR utilizando os primers complementares que se seguem
810 e ASL0 gue foram designados para substituir o cddigo Gly (ggt)
para © décimo segundo cbédon (ATG}) de STII, para obter o wetor
pTl4SSH~4T12G2OV22Q.

primer de sentido S10(SEQ ID NO: 35):

5/ -GCATTTCTTCTTGCATCTGGTTTCGTTTTTTCTATTGC -3

primer de anti-sentido AS10{SEQ ID NO: 36):
57 -GCAATAGAAAAAACGARAACCAGATGCAAGAAGRAAATGC-3

Entdo, o procedimento da etapa 3 do Exemplo 1 foi
repetido utilizande o vetor pTl4SSH-4T12G20V22Q, para obter o
vetor pT14S1SH-4T12G20V22Q. O vetor pTl4S1SH-4T12G20V22Q continha
uma seqliéncia modificada STII SD e um gene codificando a proteina
de fusdo MST6/hGH, onde o quarto, décimo segundo, vigésimec e
vigésimo segundo aminoééidos de STII foram substituidos por Thr,
Gly, Val e Gln, respectivamente,.

E. coli BL21 (DE3) feoi transformado com o vetor
pT1l4S1SH-4T12G20V22Q0 para obter um transformante denominado E.
coli HM1001l6.

Exemplo 7: Construgdo do Vetor Contendo um Gene
Codificando a Proteina de Fusdo MST7/Hgh

O vetor pTl4SSH-4T12G20V22Q obtido no Exemplo 6 foi
submetido a PCR utilizando os primers complementares que se seguem
811 e AS1l gue foram designados para substituir o cdédon Leu (CTT)
para © décimo segundo cdédon (GGT) de MST6, para cbter o vetor
pT1458H-4T12L20V22Q.

primer de sentido S11(SED ID NO: 37):

5/ -GCATTTCTTCTTGCATCTCTTTTCGITTTTCTATTGC-3"
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primer de anti-sentido AS11(SEQ ID NO: 38):
5/ -GCAATAGAARAAARCGAAAAGAGATGCAAGAAGAAATGC-3

Entdc, o© procedimentoc da etapa 3 do Exemplo 1 foi
repetido utilizando o wvetor pT14SSH-4T12L20V22Q, para obter o
vetor pTl4S1SH-4T12L20V22Q. O vetor pTl4S1SH-4T12120V22Q continha
uma seqiéncia modificada STII SD e um gene codificando a proteina
de fusdc MST7/hGH, onde o quarto, décimo segunde, vigésimo e
vigésimo segundo aminocdcidos de STII foram substituidos por Thr,
Leu, Val e Gln, respectivamente.

E. coli BL2i(DE3) foi transformado com o© vetor
pT1l4S1SH-4T12L20V22Q para obter um transformante denominado E.
coli HM10017.

Exemplo 8: Construgdo do Vetor Contendo wum Gene
Codificando a Proteina de Fus&o MSTS8/hGH

O procedimento da etapa 1 do Exemplc 1 foi repetido
exceto pelo emprego dos primers complementares que se seguem S12 e
AS12 que foram projetados para substituir os c¢ddigos Lys e ser
(AAG e TCT) para o quarto e quinto cddons (AAT e ATC) de STII,
respectivamente, para obter o vetor pTl4SSH-4KbES.

primérs de sentido S12(SEQ ID NO: 39):

5’ -GAGGTGTTTTATGAAAARGAAGTCTGCATTTCTTC -3’

primers de anti-sentido AS12(SEQ ID NO: 40} :
5" -GAAGAAATGCAGACTTCTTTTTCATAAAACACCTC-3"

Utilizando o© vetor pTl48SH-4K5S, o© procedimentc da
etapa 2 do Exemplo 1 foi repetido para obter o vetor
pT1485H~4K55220. © vetor pPTl485H-4K5822Q continha um gene

codificando a proteina de fusdo MST8/hGH, onde o quarto,
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quinto e vigésimo segundo amincidcidos de STII foram substituidos
por Lys, Ser e Gln, respectivamente.

E. coli BL21(DE3} foi transformado com o vetor pT14SSH-
4K55220 para obter um transformante denominade E. coli HM10018.

Exemplo 9: Construgao do Vetor Contendo um Gene
Codificando a Proteina de Fusdo MST9/hGH

0 procedimento da Etapa 1 do Exemplo 1 foi repetido,
exceto pelo emprego dos primers complementares gue se seguem S13 e
AS13 gue foram projetados para substituir os cddons Val, Lys e Thr
cédons (GTT, ARG e ACA) para o segundo, quartce e gquinto cddons
(AAA, AAT e ATC) de S8TII, respectivamente, para obter o wvetor
pT14SSH-2V4KST.

primer de sentido S13(SEQ ID NO: 41):
5’ ~-GAGGTGTTTTATGGTTAAGRAAGACAGCATTTCTTC-3”

primers de anti-sentido AS13(SEQ ID NO: 42):
5’ -GAAGAAATGCTGTCTTCTTAACCATAARACACCTC-3

Utilizando o wvetor pTl4SSH-2V4KS5T, o procedimento da
etapa 2 do Exemplo 1 foi repetido para obter o wvetor pTl4SSH-
2V4K5T22Q0. O vetor pT14SSH-2V4KAST22Q continha um gene codificando
a proteina de fusdo MST9/hGH, na qual o segundo, quarto, gquinto e
vigésimo segundo amincdcidos de STII foram substituidos por Vval,
Lys, Thr e Gln, respectivamente.

E. coli BL21 (DE3) foi transformado com o vetor
pPT148SH-2V4k5T22Q para obter um transformante denominado E. Coli
HM10019.

Exemplo 10: Construgdo do Vetor Contende wum Gene

Codificando a Proteina de Fusi3o MST10/hGH



10

15

20

25

31

0 procedimento da etapa 1 do Exemplo 1 foi repetido
exceto pelo emprego dos primers complementares que se seguem S14 e
AS14 que foram projetados para substituir o cédon Lys (AAG) para o
quarto cddon (AAT) de STII, para obter o vetor pT14SSH-4K.

Primer de sentido S14(SEQ ID NO: 43):

5/ -GAGGTGTTTTATGAAAAAGAAGATCGCATTTCTTC-3"

primer de sentido contrério AS14 (SEQ id no: 44):
5/ -GAAGAAATGCGATCTTCTTTTTCATARAACACCTC-3/

Utilizando o vetor pTl4S8SSH-4K, ¢ procedimento da etapa
2 do Exemplo 1 fol repetido para obter o vetor pT14SSH-4K22Q.

0O vetor pTi4SSH-4K22Q fol submetido a PCR utilizando os
primers 87 e AS7 empregados no Exemplo 2 para obter o wvetor
pPT1488H-4K20V22Q. O +wvetor pT14SSH-4K20V22Q continha um gene
codificando a proteina de fus3o MST10/hGH, onde o quarto, vigésimo
e vigégimo segundo aminodcidos de STII foram substituidos por Lys,
Val e Gln, respectivamente.

E. coli BL21 (DE3) foi transformado com o vetor pTl4-
9SH4K20V22Q para obter um transformante denominado E. c¢oli
HM10020.

Exemplo 11: Produgdo de hGH usando o Gene MST/Hgh

Para examinar o efeito de MST na produgio de
hGH, o procedimento de Preparag8c do Exemplo 4 £foi repetido
usando os transformantes (E.coli HM10011 a HM10020) preparados

nog Exemplos 1 a 10, na auséncia de IPTG adicionadeo. O

transformante HM10010 preparado mna Etapa 3 do Exemplo de

Preparagdo 3 fol wusado como um controle., 0 nivel de hGH foi
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calculado como a guantidade de hGH produzida por 1 litro de

meio de cultura. Os resultados s80 mostrados na Tabela IIT.

TABELA II1
Transformante Vetor de Expresséo Nivel hGH {(mg/l)
E.coli HM10010 pl4SSH 330
E.coli HM10012 pT14S1SH-4T20V22Q 1.300
E.coli HM10013 pT14S1SH-4K5T22Q 1.270
E.coli HM10014 pT14818H-35220Q 1.320
E.coli HM10015 pT14818H-4820V220Q 1.230
E.coli HM10016 PT14S1SH-4T12G20V22Q 1.173
E.coli HM10017 PT14S1SH-4T12L20V22Q 1.282
E.coli HM10018 ptldssh-4K55220Q 1.150
E.coli HM10019 PTLASSH-2VAKST22Q 1.140
E.coli HM10020 pTl4SSH-4K20V22Q 1.230

Conforme pode ser visto da Tabela III, cada um dos
vetores da presente invengdo contendo um gene MST produz hGH
em um rendimentc superior ao do vetor de controle pl4SSH
contendo STII native. Adicionalmente, entre os vetores da
presente invencdo, agqueles contendo seqgiéncias STII SD modi-
ficadas conduzem a um nivel alto de hGH, gquando comparados
aos vetores contendo a seqiiéncia STII SD nativa.

Exemplo 12: Purificacdo de hGH

0 transformante de E.coli HM10011l preparado no
Exemplo 1, foi cultivado em meio LB, engquanto a expressio do
gene MST/hGH foi induzida usande IPTG, e a cultura fol cen-
trifugada a 6.000 rpm por 20 minutosg para colher as células,
A soluc8o periplasmica fol preparada das células, repetindo-

se o procedimento do Exemplo de Preparacéo 4.




10

13

20

25

33

2 solugdo periplésmica foi ajustada para pH 5,3 a 6,0
adsorvida em coluna DEAE-Separose (Pharmacia Inc., Suécia) pré-
equilibrada para pH 5,8 e, entdo, a coluna foi lavada com solugéo
de 10 mM de NaCl. hGH foi eluido usando solugdes tampdo contendo
20 mM, 40 mM e 80 mM de NaCl, respectivamente, e fra¢des contendo
hGH coletadas e combinadas.

Ag fracgBes combinadas foram submetidas a cromatografia
de coluna de Fenil Separose (Pharmacia Inc., Suécia) para obter
hGH possuindo uma pureza de 99%, que foi adicionalmente purificada
por cromatografia de coluna Sephadex G-100 (Pharmacia Inc.,
Suécia) .

A frag@o de hGH purificada foi submetida a eletroforese
de gel de poliacrilamida dodecilssulfatc de sddic (SDS-PAGE) para
determinar a pureza e concentracido aproximada de hGH, e entdo
gubmetida aoc ELISA para determinar a concentragio exata de hGH
nesta fracgéo.

A figura 5 reporduz o resultado de SDS-PAGE, onde a
prancha 1 mostra as proteinas marcadoras de tamanho de proteina e
a prancha 2, o hGH purificado. Conforme pode ser visto na figura
5, o alto nivel de hGH puro & obtido por cultivo do transformante
da presente invengao.

Adicionalmente, a seqliéncia de aminodcido de terminal N
de hGH foi determinada e o resultadc mostra que o hGH produzido de
acordo com a invengdo nidc &€ metionilado no terminal N.

Embora a invengao tenha sido descrita com
relagdo 4&s concretizacgbes especificas acima, deve ser reconhecido

que vérias modificacdes e alteragdes podem ser feitas & in-
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vencdo, pelos versadeos na técnica, as quais encontram-se
dentro do escopo da invengdo, conforme definido pelas reil-

vindicagles apensas.
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REIVINDICACOES

1. Peptideo sinalizador de enterotoxina II de
E.coli modificado, CARACTERIZADO pelo fato de gue pelo menos
um dos segundo, guarto, guinto, décimc segundo, vigésimo e
vigésimo segundo aminocdcidos de peptideo sinalizador de

enterotoxina II de E. coli tendo a sequéncia de aminodcidos

Met Lys Lys Asn Ile Ala Phe Leu Leu Ala Ser Met Phe Val Phe
Ser Ile Ala Thr Asn Ala Tyr Ala (SEQ ID: 1) & substituido
cOomo segue:

o segundo aminodcido  Lys n8o é substituido ou é
substituido por Vval;

o gquarto aminodcido Asn é substituido por Ser, Thr
ou Lvs;

0 quinto aminodcido Ile ndo ¢ substituido ou ¢é
substituido por Thr ou Ser;

o décimo segundo aminoidcido Met ndo é substituido
ou & substituido por Gly ou Leu;

o vigésimo aminocdcido Asn ndo é substituido ou é
substituido por Vval; e

o vigésimo segundo aminodcido Tyr é substituido por
Gln.

2. Peptideo sinalizador de enterotoxina II de E.
coli (SEQ ID: 1) modificado de acordo com a reivindicac8o 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que possul um dos conjuntos que
se seguem de substituig¢les de aminodcido:

(a) o quarto Asn por Thr e o vigésimo segundo Tyr

por Gln (SEQ ID: 13);
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(b) o guarto Asn por Thr, o vigésimo Asn por Val e
o vigésimo segundo Tyr por Gln (SEQ ID: 14);

(C) o quarto Asn por Lys, o quinto Ile por Thr e o
vigésimo segundo Tyr por Gln (SEQ ID: 15);

(d) o guarto Asn por Ser e o vigésimo segundo Tyr
por Gln (SEQ ID: 16);

(e) o quarto Asn por Ser, o vigésimo Asn por Val e
o vigésimo segundo Tyr por Gln (SEQ ID: 17);

(f) o guarto Asn por Thr, o décimo segundo Met por
Gly, o vigésimo Asgsn por Val e o vigésimo segundo Tyr por Gln
(SEQ ID: 18);

(g) o quarto Asn por Thr, o décimo segundo Met por
Leu, o vigésimo Asn por Val e o vigésimo segundo Tyr por Gln
(SEQ ID: 19);

(h) o guarto Asn por Lys, O gquinto Ile por Ser e o
vigésimo segundo Tyr por Gln (SEQ ID: 20);

(i) o segundo Lys por Val, o guarto Asn por Lys, o
quinto Ile por Thr e o vigésimo segundo Tyr por Gln (SEQ ID:
21); e

(k) o quarto Asn por Lys, o vigésimo Asn por VvVal e
0 vigésimo segundo Tyr por Gln (SEQ ID: 22).

3. Gene CARACTERIZADO pelo fato de que codifica o
peptideo sinalizador de enterotoxina II de E.coli (SEQ ID:
1) modificado de acordo com gqualgquer uma das reivindicacdes
1 ou 2, em que os genes estdo representados pelas SEQ ID:

nos 46 a 55.
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4. Vetor de expressdo CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende o gene como definido na reivindicacdo 3,
fundido com um gene codificando uma proteina heterdloga.

5. Vetor de expressao de acordo com a
reivindicagdo 4, CARACTERIZADO pelo fato de que a proteina
heterdloga € hormdénio do crescimento humano.

6. Vetor de expressao de acordo com a
reivindicagdo 4, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende
uma seqiiéncia de Shine-Dalgano de enterotoxina II de E.coli
modificada da seguinte seqiéncia de nucleotideo (SEQ ID NO:
2), inserida imediatamente antes do inicio do cdbédon do gene
da reivindicacdo 3:

5'-GAGGTGTTTT-3’ (SEQ ID NO: 2).

7. Microorganismo CARACTERIZADO pelo fato de que é
transformado com o0 vetor de expressdo conforme definido em
qualguer uma das reivindicacgdes 4 a 6.

8. Microorganismo de acordo com a reivindicacdo 7,
CARACTERIZADO pelo fato de gue € um E.colli transformado.

9. Microorganismo de acordo com a reivindicacdo 8,
CARACTERIZADO pelo fato de que o E.coli transformado é
E.coli HM10011 (KCCM-10137) ou E.coli MH10012 (KCCM-10138).

10. Processo para produgdoc de uma proteina
heterdéloga no microorganismo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende o cultivo de microorganismo transformado conforme
definido na reivindicag¢do 7, para produzir e secretar a
proteina heterdloga para o periplasma; e recuperar a

proteina heterdloga do periplasma.



11. Processo de acordo com a reivindicacgd8o 10,
CARACTERIZADO pelo fato de gue o microorganismo transformado
é E.coli HM10011 (XKCCM-10137) ou E.coli MH10012 (XCCM-
10138).

12. Processo de acordo com a reivindicacdo 11,
CARACTERIZADO pelo fato de gque a proteina heterdloga ¢

horménio do crescimento humano.
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RESUMO

“PEPTIDEO SINALIZADOR DE ENTEROTOXINA II DE E.COLI
MODIFICADO E UM MICROORGANISMO EXPRESSANDO UMA PROTEINA DE
FUSAO DO PEPTIDEO E UMA PROTEINA HETEROLOGA”

Uma proteina heterdloga é produzida por: (i) cul-
tivoe de um microorganismo transformado com um vetor de ex-
pressdo compreendendo um gene codificando um peptideo sina-
lizador de enterotoxina II de E.coli modificado, fundido &
proteina heterdloga para produzir e secretar a proteina he-
terdloga para periplasma, o peptideo sinalizador de entero-
toxina II de E.coli modificado & obtido por substituicio de
pelo menos um dos segundo, quarto, quinto, décimo segundo,
vigésimo e vigésimo segundo aminocdcidos do peptidec sinali-
zador de enterotoxina II de E.coli da seguinte seqiéncia de
aminocdcido (SEQ ID NO: 1) com outro amincdcido, contanto
que, pelo menos um dos segunde e dquarto aminoédcidos do
peptideo modificado.seja ligina; e (ii) recuperando a prote-

ina heterdloga do periplasma.



Este anexo apresenta o cédigo de controle da listagem de sequéncias
biolégicas de que trata a Resolucdo INPI 228 de 11/11/2009:

Cédigo de Controle

Campo 1

ANERVRERERMENMMORRR MR

7A402BDD025

Campo 2

WMWMMMMWWNMMMMMWMW

D430086AEA17

Outras Informacgbes:

Nome do Arquivo: 146889.txt
Data de Geragéo do Cédigo: 11-03-2011
Hora de Geragao do Codigo: 15:45:28
Cédigo de Controle:

- Campo 1: 6B97A402BDD02513

- Campo 2: 60D430086AEA1791

Gerado pelo Sistema de Listagem de Sequéncias Biologicas (SisBioList)




LISTAGEM DE SEQUENCIAS
<110> HANMI PHARM. CO. LTD.
<120> PEPTIDEO SINALIZADOR DE ENTEROTOXINA II DE E.COLI MODIFICADO E UM
MICROORGANISMO

EXPRESSANDO UMA PROTEINA DE FUSAO DO PEPTIDEO E UMA PROTEINA
HETEROLOGA

<130> PC90930/HMY/PCT

<140> P199136988
<141> 15/09/1999

<150> KR1998-38061
<151> 15/09/1998

<160> 55

<170> KopatentIn 1.71

<210> 1

<211> 23

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<220>

<221> SIGNAL

<222> (1)..(22)

«223> Peptideo sinalizador de enterotoxina II de E. coli

<400> 1

Met Lys Lys Asn Ile Ala Phe Leu Leu Ala Ser Met Phe Val Phe Ser
1 5 10 15

Ile Ala Thr Asn Ala Tyr Ala

20
<210> 2
<211> 10
<212> DNA
<213> Escherichia coli
<220>

<221> RBS



<222> (1)..(10)
<223> sequéncia shine-dalgano de enterotoxina II de E. coli modificada
<400> 2
gaggtgtttt 10
<210> 3
<211> 35
<212> DNA
<213> Escherichia coli
<220>
<221> RBS
<222> {(1)..(35)
<223> sequéncia shine-delgano de enterotoxina II de E. coll
<400> 3
gctctagagg ttgaggtgtt ttatgaaaaa gaata 35
<210> 4
<211> 8
<212> PRT
<213> Escherichia coli
<220>
<221> PEPTIDE
<222> (1)..(8)
<223> uma porc¢do N-terminal do hormbénio do crescimento humano
<400> 4
Phe Pro Thr Ile Pro Leu Ser Arg
1 5
<210> 5
<211> 24
<212> DNA
<213> sequéncia artificial
<220>
<223> sonda de oligonucleotideo sintetizado com base na sequéncia de

aminodcido para



<400>

a porgdo N-terminal de hormdnioc de crescimento humano

5

ttcccaacca ttcccecttate cagg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

6
24
DNA

sequéncia artificial

primer senso S1

6

ccgecatatgt tcccaaccat tccece

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

7
25
DNA

sequéncia artificial

primer anti-senso ASl

7

gctggatcet agaagccaca gctge

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

tcatgaaaaa gaatatcgca tttecttecttg catctatgtt cgttttttet attgectacaa

8
72
DNA

sequéncia artificial

3

fita de oligonucleotideo senso STII S1

8

atgcctacge gt

24

24

25

60

72



<210> 9

<211> 72

<212> DNA

<213» sequéncia artificial

<220>

<223> afita de oligonucleotideo anti-senso STII ASL

<400> 9

acgcgtagge atttgtageca atagaaaaaa cgaacataga tgcaagaaga aatgcgatat 60
tctttttcat ga 72
<210> 10

<211> 29

<212> DNA

<213> sequéncia artificial

<220>

<223> primer senso S§2

<400> 10

gcgacgcegtt cccaaccatt cccttatcee 29
<210> 11

«<211> 36

<212> DNA

<213> sequéncia artificial

<220>

<223> primer senso S3

<400> 11

gctctagagg ttgaggtgat tttatgaaaa agaata 36
<210> 12

<211> 35

<212> DNA

<213> sequéncia artificial



<220>
<223> primer anti-senso AS3
<400> 12

ggatgccacg ctggatccta gaaagccaca gctgce

<210> 13

<211> 23

<212> PRT

<213> sequéncia artificial
<220>

<223> MST1

<400> 13
Met Lys Lys Thr Ile Ala Phe Leu Leu Ala Ser Met Phe Val Phe Ser
1 5 10 15

Ile Ala Thr Asn Ala Gln Ala

20
<210> 14
<211> 23
<212> PRT
<213> sequéncia artificial
<220>
<223> MST2
<400> 14
Met Lys Lys Thr Ile Ala Phe Leu Leu Ala Ser Met Phe Val Phe Ser
1 5 10 15

Ile Ala Thr Val Ala Gln Ala
20

<210> 15
<211l> 23
<212> PRT

<213> sequéncia artificial



<220>
<223> MST3

<400> 15
Met Lys Lys Lys Thr Ala Phe Leu Leu Ala Ser Met Phe Val Phe Ser
1 5 10 15

Ile Ala Thr Asn Ala Gln Ala

20
<210> 16
<211> 23
<212> PRT
<213> sequéncia artificial
<220>
<223> MST4
<400> 16
Met Lys Lys Ser Ile Ala Phe Leu Leu Ala Ser Met Phe Val Phe Ser
1 5 10 15

Ile Ala Thr Asn Ala Gln Ala

20
<210> 17
<211> 23
<212> PRT
<213> sequéncia artificial
<220>
<223> MST5
<400> 17
Met Lys Lys Ser Ile Ala Phe Leu Leu Ala Ser Met Phe Val Phe Ser
1 5 10 15

Ile Ala Thr Val Ala Gln Ala
20

<210> 18



<211> 23

<212> PRT
<213> sequéncia artificial
<220>

<223> MST6

<400> 18
Met Lys Lys Thr Ile Ala Phe Leu Leu Ala Ser Gly Phe Val Phe Ser
1 5 10 15

Ile Ala Thr Val Ala Gln Ala

20
<210> 19
<211> 23
<212> PRT
<213> sequéncia artificial
<220>

<223> MST7

<400> 19
Met Lys Lys Thr Ile Ala Phe Leu Leu Ala Ser Leu Phe Val Phe Ser
1 5 10 15

Ile Ala Thr Val Ala Gln Ala

20
<210> 20
<211> 23
<212> PRT
<213> sequéncia artificial
<220>

<223> MST8

<400> 20
Met Lys Lys Lys Ser Ala Phe Leu Leu Ala Ser Met Phe Val Phe Ser
1 5 10 15

Ile Ala Thr Asn Ala Gln Ala



20
<210> 21
<211> 23
<212> PRT
<213> sequéncia artificial
<220>
<223> MSTO
<400> 21
Met Lys Lys Lys Thr Ala Phe Leu Leu Ala Ser Met Phe Val Phe Ser
1 5 10 15

Ile Ala Thr Asn Ala Gln Ala

20
<210> 22
<211> 23
<212> PRT
<213> sequéncia artificial
<220>
<223> MST10
<400> 22
Met Lys Lys Lys Ile Ala Phe Leu Leu Ala Ser Met Phe Val Phe Ser
1 5 10 15

Ile Ala Thr Val Ala Gln Ala

20
<210> 23
<211> 33
<212> DNA
<213> sequéncia artificial
<220>
<223> primer senso S4

<400> 23



ggtgttttat gaaaaagaca atcgcattte ttc

<210> 24

<211> 33

<212> DNA

<213> sequéncia artificial
<220>

<223> primer anti-senso AS4
<400> 24

gaagaaatgc gattgtcttt ttcataaaac acc

<210> 25

<211> 20

<212> DNA

<213> sequéncia artificial
<220>

<223> primer senso S5
<400> 25

caaatgccca agcegttccca

<210> 26

<211> 20

<212> DNA

<213> sequéncia artificial
<220>

<223> primer anti-senso ASS
<400> 26

tgggaacgct tgggcatttg

<210> 27
<211> 24
<212> DNA

<213> sequéncia artificial

33

33

20

20
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<220>
<223> primer senso S6
<400> 27

tctagaggtt gaggtgtttt atga

<210> 28

<211> 24

<212> DNA

<213> sequéncia artificial
<220>

<223> primer anti-senso AS6
<400> 28

tcataaaaca cctcaacctc taga

<210> 29

<211> 45

<212> DNA

<213> sequéncia artificial
<220>

<223> primer senso S7
<400> 29

gttttttecta ttgctacagt tgcccaageg ttcecccaacca ttcecee

<210> 30

<211> 45

<212> DNA

<213> sequéncia artificial
<220>

<223> primer antisenso AS7
<400> 30

gggaatggtt gggaacgctt gggcaactgt agcaatagaa aaaac

24

24

45

45



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

31
35
DNA

sequéncia artificial

primer senso S8

31

gaggtgtttt atgaaaaaga agacagcatt tcttce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

32
35
DNA

sequéncia artificial

primer antisenso ASS

32

gaagaaatgc tgtcttcettt ttcataaaac acctce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

33

35

DNA

sequéncia artificial

primer senso S9

33

gaggtgtttt atgaaaaagt ctatcgcatt tette

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>

34

35

DNA

sequéncia artificial

primer anti-senso AS9

11

35

35

35
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<400> 34
gaagaaatgc gatagacttt ttcataaaac acctc

<210> 35

<211> 38

<212> DNA

<213> sequéncia artificial
<220>

<223> primer senso S10

<400> 35
gcatttctte ttgcatctgg tttegttttt tctattge

<210> 36

<211> 38

<212> DNA

<213> sequéncia artificial
<220>

<223> primer anti-senso ASL0

<400> 36
gcaatagaaa aaacgaaacc agatgcaaga agaaatgc

<210> 37

<211> 38

<212> DNA

<213> sequéncia artificial
<220>

<223> primer senso S11
<400> 37

gcatttcttce ttgcatctct tttegttttt tctattge

<210> 38
<211> 38
<212> DNA

35

38

38

38



<213>

<220>
<223>

<400>

gcaatagaaa aaacgaaaag agatgcaaga agaaatgc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

13

sequéncia artificial

primer anti-senso AS1l1

38

39
35
DNA

sequéncia artificial

primer senso S12

39

gaggtgtttt atgaaaaaga agtctgcatt tctte

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

40
35
DNA

sequéncia artificial

primer anti-senso AS12

40

gaagaaatgc agacttcttt ttcataaaac acctc

<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

41
35
DNA

sequéncia artificial

primer senso S13

41

gaggtgtttt atggttaaga agacagcatt tcttce

38

35

35

35



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

42
35
DNA

sequéncia artificial

primer anti-senso AS13

42

gaagaaatgc tgtcttctta accataaaac acctc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

43
35
DNA

sequéncia artificial

primer senso S14

43

gaggtgtttt atgaaaaaga agatcgecatt tcttc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

44
35
DNA

sequéncia artificial

primer anti-senso AS14

44

gaagaaatgc gatcttcttt ttcataaaac acctc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

45
69
DNA

sequéncia artificial

peptideo sinalizador de enterotoxina II de E.coli

14

35

35

35



<400>

atgaaaaaga atatcgcatt tcttcttgeca tctatgtttg ttttttctat tgctacaaat

gcectatgeg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

atgaaaaaga caatcgcatt tcecttcttgca tctatgtttg ttttttctat tgectacaaat

gcccaageg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

atgaaaaaga caatcgcatt tcttcttgca tctatgtttg ttttttctat tgectacagtt

gceccaagey

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

45

46
69
DNA

sequéncia artificial

MST1

46

47

69

DNA

sequéncia artificial

MST2

47

48
69
DNA

sequéncia artificial

MST3

15

60

69

60

69

60

69
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<400> 48
atgaaaaaga agacagcatt tcttcttgca tctatgtttg ttttttctat tgctacaaat

gcccaagceg

<210> 49

<211> 69

<212> DNA

<213> sequéncia artificial
<220>

<223> MST4

<400> 49
atgaaaaagt ctatcgcatt tcttcttgca tctatgtttg ttttttctat tgctacaaat

gcccaageg

<210> 50

<211> 69

<212> DNA

<213> sequéncia artificial
<220>

<223> MSTS

<400> 50
atgaaaaadgt ctatcgcatt tcttcettgca tcectatgtttg ttttttcetat tgctacagtt

gcccaagcg

<210> 51

<211> 69

<212> DNA

<213> sequéncia artificial
<220>

<223> MSTe6

<400> 51
atgaaaaaga caatcgcatt tcttettgeca tetggttttg ttttttctat tgetacagtt

60

69

60

69

60

69

60
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gcccaagceg 69
<210> 52

<211> 69

<212> DNA

<213> sequéncia artificial

<220>

<223> MST7

<400> 52

atgaaaaaga caatcgcatt tcttettgeca tcectetttttg ttttttetat tgctacagtt 60
gcccaagcg 69
<210> 53

<211> 69

<212> DNA

<213> sequéncia artificial

<220>

<223> MST8

<400> 53

atgaaaaaga agtctgcatt tcttcttgca tctatgtttg ttttttcetat tgctacaaat 60
gcccaageg 69
<210> 54

<211> 69

<212> DNA

<213> sequéncia artificial

<220>

<223> MST9

<400> 54 v
atgaaaaaga agacagcatt tcttettgca tetatgtttg ttttttctat tgctacaaat 60

gcccaagcg 69
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<210> 55

<211> 69

<212> DNA

<213> sequéncia artificial
<220>

<223> MST10

<400> 55

atgaaaaaga agatcgcatt tcttcttgca tctatgtttg ttttttcectat tgctacagtt

gcccaageg
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