MEMORIA DESCRITIVA

Resumo

0 invento divulga a sequencia de ami-
nodcidos de Hidrolase de Acil-Peptidens. O invento esté
relacionado com uma molécula de DNA condificadora da Hidro-
lase de Acil-Peptideos, um vector que inclui a molécula e
a utilizagdo de tal vector para transformar um hospedeiro.
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THE GENERAL HOSPITAL CORPORATION

"METODO PARA A PRODUCAO E UTILIZACAO DE HIDROLASE DE ACIL-
-PEPTIDEOS"
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0 invento estd ainda relacionado
com a expressdo pelo hospedeiro para produzir Hidrolase
de Acil-Peptideps e com o uso de APH para catalisar a hidro-
lise de um peptidep ou proteinas N* -acetilado ou a reac-
cdo entre um dador de NX -acetil-aminoicidos e uma pro-
teina aceitadora com um grupo alfa~NH2 livre. 0 invento es
td ainda relacionado com a utilizacdo das sequencias codifi
cadoras da Hidoliee de Acil-Peptideos na deteccdn de
cancro.
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Referencia Cruzada a peﬁidns de patente ralacionados:

Este pedido € uma oontinuacdo em par
te do Pedido de Patente U.S.Np.de serie 07/296,996 (entre-
gue em 13 de Janeirc de 1989), o qual é uma continuacédo
em parte do Pedido de Patente U.S.No. de Serie 07/087,936
(entregue em 21 de Agostd de 1987), ambas aqui incluidas
per referencia.

Campe do Invento

a

0 presente inventov & dirigido & pro-

ducdy de Hidroplase de Acil-peptidens por tecnologia de

DNA recombinante. Ele temabem se dirige & utilizacdp de
enzima para catvalisar a hidrolise de um peptideo ou pro-
Jteina acilado e 3§ reaccdy entre um dador de NS -acetil-
~aminodcido derivatizados e a uma proteina aceitadora com
um grupgo alfa-NH2 livre. O invento diz ainda respeito

a uma sequencia genetica que codifica a hidrolase de acil-
-peptidens de rato. 0 invento tambem se dirige ap diag-
nostico do carcinoma de celulas pequenas atraves da uti-
lizacdp da hidrglsase de acil-peptideos e de sequencias

de genes que codificam a hidrolase de acil-peptideos.
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Breve descricdo de trabalhos anteriores:

Desde a descoberta de um grups aceti
lo no extremo amina da proteina da capside do virus do mos
saico do tabaco, foram encuntrados uma serie de proteina
Ne.~acetiladas em animais, plantas e seus virgs e tambem
em bacterias e fungos.

A N+{-acetilacds & portanto conside--
rada como uma das modificacfes tipicas de proteinas em
organismes vives. Ainda, nalgumas celulas eucarioticas,
foi sugerido que mais de 80% das proteinas intracelulares
sejam N *-acetiladas(Brown, J.L. J.Biol.Chem. 254:1447-1449
(1979).

0 significads biologice da No--aceti
lacdo das proteinas & ainda uma questdo em aberts (ver
Tsunasawa et al, Method Enzymul.106: 165-170 (1984). Foi
proposta que esta modificacdc pds-traducdo protege as
proteinas intracelulates da protedlise. Nop entanto, nio
ser verifica para todas as pruteinas. No caso da activa
do "slime mold", a degradacde proteslitica torna-se mais
lenta quando a proteina é N -acetilada. Pelp contrario,

a hemoglubolina do gato € degradada & mesmae velocidade in-
dependentemente da N%-acetilagdo (Tsunasawa et al, 1984)

Resultados recentes de sequenciacado
de DNA mostraram que nos genes estruturais das proteinas
secretadas que sdg N® -acetiladas o coddo do residusc amino
terminal acetilado é directamente precedido pelo coddo de
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iniciacdu sem a insercdo de codfes adicionais para os
aminocgcides (Tsunasawa et al, 1984). Fez-se pouco esforco
para compreender a relacdo entre N-°¢aceti1agﬁﬁ e ¢ trans-
porte de proteinas secretadas de membranas biclogicas.
Para cumpreender completamente a funcdo de N% -acetilacdo
serd importante identificar us aminsdcidos N*%-acetilados
nas proteinas ¢ peptidens numa escala microanalitica.

Com esta finalidade a remscdn do grupo N -acetilo do N*-
~acetil-aminodcido deve ser eficazmente conseguido.

A Hidrolase de Acil-peptideos %APH)
tem sido usada com exito para a hidrolise de aminodcidos
N%.acilados. Tal enzima que foi purificada a partir de
figadop animal, pode libertar o N %-acetil-amingdcido de pep-
tideos relativamente pequenos derivadsos de proteinas N¥ -
acetiladas (Tsunasawa et al, 1984). A especificidade do
substarts & larga para o residup amino-terminal. APHJcliva
o aminodcids N% -terminal acetilads ou formilado de um
peptides bloqueade (Jonas et al, BBRC 126:933 (1985).

Esta enzima catalisa a hidrolise de um numero diversode
peptidess e apresenta diferentes pHs pptimos para certos
substractos ap faze-lo. Esta enzima pode tambem desempe-
niar pepel "pivot" no procedimente de cadeias polipeptide-
cas durante a biossintese. ’

A PH foi purificada a partir de figa
do de rate (Tsunasawa et al, J. Biochem. 77 , 89-102(1975)
/"a partir do figado bovino(Gade et al, Biochim. Biophys

Acta 662:86-83 (1981)7; a partir do figadso porcing

(Tsunasawa et al, J.Biochem. 93:1217-1220 (1983); a par-
tir de cerebro de rato (Marks et al, J.Neurochem. 41:
201-208 (1983)); e a partir de eritrocitos humanos
(Jnnes'et al, Biochem. and Biophys. Res-Comm,126:933-940
(1985)).
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. Uma hidrolase do acil-peptidess de
figado de rato (APH) que catalisa a hidrolise de residuo
acetilado a partir de peptidess N®-acetilados foi recen-
temente purificada até & homggeneidade e varias experien-
cias de inibicdv indicaram que & provavelmente uma protea-
se serina, utilizando um sistema de substituicdo de cargas
envelvends serina, histidina e provavelmente um grupo car-
boxilov (Kobayashi, K. e Smith, J.A. J.Biol.Chem.262:
11435-11445 (1987). Mo entants, ndc estd ainda claro se a
hidrolase de acil-peptidess é uma protease serina dnica.

Para facilitar uma compreengdo mais
completa de regulacfies de hidrolase de acil-peptidens de”
rate in vivo, é portants, desejdvel donar e sequenciar
¢ gene da hidrglase de acil-peptideos,

Sumario do Invento

A hidrolase de acil peptidegps eatali
sa a hidrolise de um residuo de aminodcido N -acetilado.
de um peptideos N%-acetilado. Duas sondas oligonucles-
tidicas degeneradas e sobrepossiveis baseadas na sequencia
de um peptideo tripticeo, derivado da hidrolase de acil-
-peptidess de rato purificada, foram sintetizadas e usadas
no despéste de uma biblioteca de cDNA derivado de figado de
rate em Agt1t. Um cDNA de 2,5 kb foi clonado e sequencia
do. Este clone continha 2364pb da sequencia da hidrolase
de acil-peptideos de rato mas ndo possuia um coddo de ini-
ciagdp. Usando uma sonda de 220pb derivada do extrems 5!
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deste cDNA de quase tamanho completo para fazer novo despis-
te da biblicteca, isvlaram-se clones de tamanho completo,

ps quais continham um cpddo ATG na mesma grelha de leitu-

ra nos nuclepvtidess 6-8 e cudificadores da sequencia NH2-
-terminal, Met-Glu-ArgpGln...

A sequencia de DNA codificava uma
proteina de 732 residuos de amincédcidos, 0% dos quais
foram confirmados por resultados da sequencia proteiaea de
19 peptidess CNBr ou tripticos. A enzima isolada estd blo-
queada no extremn NH2 (Kobayashi, K, e Smith J.A.(1987).
J.Bigl.Chem. 262 : 11435-11445), e com base na sequencia
proteica NHz-terminal deduzida a partir de sequencia de
DNA e ne sequencia do peptides CNBr do extremo NHZ’ é pro-
vavel que ¢ residug NH2~terminal seja um residup de metio-
nina acetilady, uma vez que tres residuos estds frequente-
mente justapostos aos residuos glutamilo (Person, B.et al
(1985) Eur.J.Biochem. 152, 523-527). A analise da transfe
rencia de RNA revelou um unico mensageirs de 2,7 kb em
virius tecidos de rato examinados. Sebem que se saiba que
esta enzima € iribida por flugrofosfate de diisopropile
e por acetilalanina-clorometilcetona (Kobayashi, K. e
Smith, J.A.(1987), J.Biocl.Chem.262:11435-11445), niu se
encontrou qualquer semelhanca forte na sequencia proteica
com putras proteases serina. Este resultado sugere que a
hidrolase de acil-peptidens poderd ser uma protease serina
diferente.

Este invento é dirigido a uma protei
na.Hidrolase de Acil-peptidens (APH), a qual se caracteriza
pela sequencia de aminodcidos de Figura 1. Ele também &
dirigido a producde de APH por tecnclogia de DNA recumbinan

Y

te e 3 utilizagdo de APH na hidrolise ou aminodcidacdo de
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su proteinas.

LY

0 invents diz tambem respeitp & clo-

nagem e analise da sequencia de uma hidrolase de acil-pep-
tideos derivada de figado de rato descrita por Kobayashi
K.et al, (J. Biol.Chem, 264:8892-8899) (Mais, 1989) cuja
referencia € aqui incluida por referencia.

Uma molécula de DNA recombinante codi
ficadora de APH do presente invents pode ser usada para
transformar qualquer um de uma serie de hgspedeirss, cri-
ando novas fontes de fornecimentos ilimitados de APH.

0 invento ainda compreende as gequén
cias geneticas codificadoras de uma enzima tendo a sequen
cia de aminodcidos designada na Figura 1, veiculos conten-
do a sequencia genetica, hospedeirps transformades com
eles, producdc da enzima por expressds no hospedeirg trasn-
formado e utilizacdo da enzima na hidrol ise ou na amino-§
cilagdo de peptideos ou proteinas. E uma finalidade deste
invents proporcignar novas fontes de APH substancialmente
pura de que se disporia numa fonte ilimitada.

_ Em adicdo este inventp engloba a
utildézacédo da enzima para catalisar a hidrolise de uma
proteina N%-acilada su a recacdo entre um dador de Nob-
acetil-aminpdcidos e uma proteina aceitadora com um grupo
alfa-NHzlivre.
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Portanto, sdo finalidades adicionais
deste invents proporcionar num meio de hidrolise de pro-
teinas N“ -aciladas e de aminpg-acilacdao de qualquer polipep
tideo ou proteina a partir de um dador de Nw.-acetilaminpd-
cidos e de um aceitadoy com um grupg alfa-NHz, livre usan-
do a APH.

Detalhadamente, ¢ inventp diz respeito
a hidrolase de Acil-peptideus na forma pura. O invento
tambem diz respeite a Hidruolase de Acil-peptidess sem gli-
cosilagdeo nativa.

0 invento ainda diz respeitp a uma
molecula de acido nucleico recombinante, RNA, DNA gendmico
pu cDNA, a qual contem uma sequencia genetica codificadora
da Hidrglase de Acil-peptideos. A molecula de ecido nuclei
co pude ser um vector ou plasmides.

Dinvento também diz respeito a um
hospedeirp como seja uma bacterias, uma levedura ou uma
celula de mamifero, etc., transformada com qualquer uma
das moleculas de acido nucleico recombinante atrds descri-
tas.

0 invento tambem die respeito a um
métods para e producdp da Hidrolase de Acil-peptidess que
se caracteriza por:




&

‘-

W

-)l“\’

%mumg.. -

D -10-

=

(a) obtengdo de qualquer uma das moleculas de acido nu-
cleico atréds descritas, em que a molecula & DNA;

(b) insercido da molecula de DMNA num vector:
(c) transformagio de um sistema hospedeirs com ¢ vector;

(d) expressdo da sequencia de DNA da hidrolase de Acil-
-peptidess da molecula de DNA recombinante no hospedeiro: e

(e) recuperacdo da hidrolase de Acil-peptideos produ-
ziada pela expressdn.

0 invento tambem inclui a Hidrolase
de Acil-peptidens pruduzida pelo metodo atras descrito.

0 invento também inclui a Hidroplase
de Acil-peptidens atrds desceita na forma imobilizada.

0 inventp tambem inclui um método de
hidrolise do acil-aminpdcido N-terminal de um polipeptideo
acilads, o qual eompreende ¢ contacto do polipeptides com
a Hidrolsae de Acil-peptideps atras descrita.

0 invento tambem inclui um metodso de
catdlise de reaccdop entre um dador de N¥ -acetil-aminodci-
dos derivatizado e um aceitador com um grupo alfa-NH2
livre que compfeende o contacto do dador como aceitador na
presenca da Hidrolise de Acil-peptidens atrés descrita.




0 invento também ingloba um método
de detecgis duv carcinoma de celulas pequenas que se carac-
teriza por:

d. incubacdp de uma ampstra de acido nucleico de um
paciente suspeito de fer carcinoma de celulas pequenas,
na presenca de uma melecula de acido nucleico tendo uma
sequencia seleccionada duv grupo constituido por:

a: uma sequencia que codifica toda ou parte de uma enzi-
ma hidrolase de acil-peptideos; e

b, uma sequencia que & complementar de uma sequencia que
cedifica toda ou parte da enzima hidrolase de acil-peptide
us; a incubac¢dp sends em condicfes suficientes para permi-
tir a hibridacdy de acidos nucleicos entre a amostra de
acido nucleico e a molecula de acido nucleico e para assim
formar uma molecula hibrida; e

b. deteccdo comp seja por uma analise de polimorfisme de
comprimentos de fragmentus de restricgdo, de carcinoma
das celulas pequenas determinando se a molecula hibrida
difere na sequencia de uma mulecula referencia compreenden-
do uma amostra de acido nucleico de um individuoc normal
hibridada com uma molecula de acidso nucleico que codifica
toda ou parte de uma enzima hidrolase de acil-peptideus.

0 invents ainda inclui uma molecula
de acido nucleico de cadeia dupla compreendends:

A. uma primeira cadeia tendo uma seguencia seleccionada
de um grupe constituids por:
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a. uma seuqgnecia que codifica toda ou parte de uma
enzima hidrplase de acil-peptidegs: e

b. uma sequencia que é complementar de uma sequencia
que codifica toda ou parte de uma enzima hidrolase de

acil-peptidess; a primrira cadeia usa ¢ sendo hibridade
com:

B. uma segunda cadeia, a segunda cadeia tendo uma sequen
cia que & substancialmente complementar em sequencia da
sequencia da primeira cadeia, a sequencia compleméntar da
segunda cadeia derivada de um individus suspeito de ter car
cinoma das celulas peguenas.

Descricdop das Figuras

A Figura 1 ilustra a sequencia de
amingacido de APH. A sequencia proteica deduzida da
sequencia de cDNA (Figura 3) estd indicada pelo codigo de
uma unica letira para ss aminpdcides. As linhas entre paren
tesis indicam os extremos dos peptidens CB, CB-R e CR/R.

As setas que apontam para a direita
indicam que © correspondente residuc de aminpacidp foi i-
dentifi zado como o residuo de aminodcido PTH durante a de-
gradacéio automitica de Edman (Tabela 1). Um "blank" indi-
ca que um aminodcide PTH foi nio identicado neste ciclg
degradativo. Um asterisco indica que um Pth-Trp juntamen-
te com um derivado PtH ndp identificado e que elui uma
fase tardia foi identificado em vez de Pth-Lis durante este
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ciclo degradativo. 0s residups cisteina foram identificados
como derivadss Pth de 7514§7S-carbﬁximetilcisteina. A seri
na activa estd apresentada nas pousicfes 620-627 da Figura

1 (caixa preenchida com diagonais). A descricdo dos pepti-
degs apresentados aqui estd definido na Tabela 3.

A Figura 2 ilusira a clonagem e
sequenciacas de cDNA codificador da hidrolase de acil-pep
tidoes de ratu.

(A} Sondas sligonucleotidicas usadas para o despiste inicial
da biblioteca de cDNA de figade de rato em Mgti11. A sequen
cia de amingacidos de im peptideo triptico purificads por
RPLC (CB18-R11-13C; Tabela 3) fui usada como base para

a sintese de dois oligonuclectidess degenerados sobreponi-
veis YS17.2 e YS20.1.

(B) Mapa de restricdsc e estratégia de sequenciagdo do -

DNA dos cluones: Usando os sligonucleptideos degenerados

na Figura 2A, APH5.2 fgi ubtido a partir de uma bibliote-
ca de cDNA de figado de rato emAgt11, coms descrits abaixo
As setas indicam a direccds e grau de determinacds da
sequencia de DNA para cada fragmento. A analise da seduencia
de DNA para este clone revelou o sitio de hibridacdo esbe-
rado perto do seu extremgp 5'(regido aberta em "bold line")
uma sequencia poli(A), no seu extrems 3' e uma sequencia
ndy relacionada no seu extremo 3'(caixa tracejado).

Apis novp despiste da biblioteca de
cDNA de figado de rato emAgtil com v fragmento XmnI-Kpnl
derivado de APH5.2 (caixa aberta maior). A PH 36.1 ndo
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possuia um coddo de iniciacds ATG e tambem continha um
fragmento de 120 pares de bases codifivedor da albumina de
sorg de ratv (caixa de/com diagundis). Apds novo despis-
te da biblioteca de/oom um fragmento BamII-PstII de 220pb
derivads de APH 36.1 (caixa pequena aberta), APH 2.7 foi
clonade, ¢ qual foi subsequentemente subclonado no plasfi-
deg Bluescript (Strategene) e sequenciado em parte.

Apreviaturas: B, Baml; P, PstI;
X, XmnI; e K, KpnlI.

A Figura 3 mostra a sequencia de nu-
clestides e a sequencia de aminodcidos deduzida da hidro-
lase de acil-peptideos de figads ou rato. 0 cDNA completo
codificador da hidrolase de acil-peptidens de figado de
raty fol derivado combinando vs resultdass da sequencia
de DNA de APH 35.1 & APH 2.7(Figura 2B).

A sequencia proteica deduzida esté
indicada pelo codigo de uma letra para ss aminodcidps.

A Figura & mostra a sequencia de
nucleotideos do gene da hidrolase de acil-peptidegs de
rato ¢ a sua regido delimitante. O sistio de iniciacds da
transcricdo do gene estd indicade pela seta vertical., 0
nuclestides nesta posicdo estd assinalado com ¢ numero.
A sequencia de DNA intrfinica estd apresentada em letras mi-
nusculgs e a sequencia de DNA exgnico ests apresentado
em letras mindsculas.
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0 comecs e o fim de cada intrdo es-
tds marcadss por linhas verticais. 0 sistio de iniciacdo
da traducéo estd situado nos nuclepgtidess 625-627.

0 sinal de poliadenilac#o estd situa
do nos nuclesptideos 9708-9713. A sequencia tipo caixa
"TATAY (nucleotidens 244 -30) e a sequencia tipo caixa
CAAT" (nucleptidens 95 a -99Y estdo denirs de rectangulos.
As repeticfes 6C estdp sublinhadas. As repeticfes de 200pb
en tandem estdv sublinhadas a tracejado.,

A figura 5 mestra uma organizacipo
estrutural do gene da hidrolase de acil-peptidess de rato.
A Figura 5A nostra fagus recombinantes sobrepsniveis con-
tende o gene da hidrolase de acil-peptidess. 0Os clones ge-
némicoes ssbreponiveis, APHES e APHE6S, tendo em conjunto
tods o gene da hidrolase de acil-peptidens, estdg indicados
por linhas horizontais a cheis.

A Figura 5B mostra o mapa de restri-
cds do gene da hidrolise de acil-peptidess e as suas regi-
fes delimitantes. Os sitios EcoRI(E), BamHI(R), HindIII(H)
e Psti(P) estdo indicadss por bases verticais. Esta apresen
tada a orientacdo da transcricdc de 5'(esquerda) para 2!
(direita) deste gene.

A Figura C mostra a organizacdo exdp-
~intrdc do gene de hidroplase de acil-peptidess de ratso. A
localizacde dos 23 ex@ies dentro do gene da hidrslase de
acil-peptideos de rato estd indicada por retangules a cheis.
As localizagBes do coddo de iniciacdo da traducdo, ATG, e o
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sinal de poliadenilacdn, AATAAA, estds marcadss por linhas
verticais.

A Figura & mestra uma comparacdo
das sequencias de aminpdcidss da hidrolase de acil-pepti-
devs ¢ das proteinas DIF 1552,

Nas Figuras, us aminodcidos foram
designados por uma unica letrasde alfahets:
A= Alanina, B= Acido Aspartico ou Asparagina,
C = Cisteina , D= Acidp Aspérticpo, E = Acidp Glutémieo,
F = Fenilalanina, € = Glicina, H = istidina; 1 = Ispleu-
cina., X = lisina, L = Leucina, M = Metionina, N = Aspara
gina. P = prolina, 0 = Glutamina, R = Arginina, S '= Seri-
na, T = Tregnina, V = Yalina, W = Triptofans, Y = Tirpsi-
na, Z= Glutamina ou Acide Glutamico.

]
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Giscussdy Detalhada do Invento

Para ajudar na compreensdo da espe-
cificacdo e reivindicacBes, incluindo o dmbitn a ser dads

a tais termos, sdu dadas as seguintes definicfies.

Transcricdn

0 processo de producds de mRNA a par-
tir de um gene estrutural.

Traducdo

0 processo de producio de um polipep-
tidey a partir de mREA,
Expressds

0 processo sofrids por um gene estru
tural para produzir um polipeptides.

E uma combinacds de
transcricdy e traducdo.
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Plasmides

Una mplécula de DNA circular de
cadeia dupla que ndp faz parte do cromsssoma principal
de um organismp coniendo genes que conkrem resistencia a
anticorpos especificos. Ouando o plasmidep é colocads den-
trg de um organismo unicelular, as caracteristicas deste
podes ser alteradas osu transformadas case resultade do
DNA do plasmideos. Por exemple, um plasmides portador do
gene da resistencia & tetraciclina (Tetﬁ) transforma uma
celula previamenie sensivel & tetraciclina numa que lhe &
resistente. Uma célula transformada -por um plasmides &
designade um "tranasformante",

Veicule de clonagem

Um plasmiden, DNA fdgicso su outras
sequencias de DNA que sdp capazes de se replicar numa celu-
la hospedeira. 0 veiculp de clonagem 6 mracterizads por um
ou um pequeny ndmers de sities de endonuclease de restricdo
nus quais tais sequencias de DNA pudem ser cortadas de
mede determinavel sem perda de uma FTuncds biclogica, essenci-
al duv DNA, o qual pode conter uma marca adequada para usar
ng identificacdp de celulas transformadas. S3o marcas,
por  exemplo a resistencia 4 tetraciclina ou 4 ampicilina.

Um veiculc de clonagem & por vezes designado num vector.
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Moléculas de DNA recombinante ou DNA hibridp

Uma molécula consistindo em segmen-
tos de DHA de diferentes genomas que foram ligados extre-
mg & extrems Tora das celulas vivas e que tem a capacidade
de infeciar algumas celulas hospedeiras e nelas se manter.

Operador

Uma sequencia de DNA canaz de inter-
actuar com ¢ repressor especifico, controlandg assim a
transcricdu de gene (s) adjacente(s).

Prometor

Uma sequencia de DNA em que a RNA
polimerase se liga e inicia a transcricdc de um gene(s)
adjacente(s).

Hidrolase de Acil-peptidess (APH).

Este terms pretende, incluir uma (s)
hidrolase(s) de acil-peptidess de qualquer especie, a qual
tem actividade de libertacdc do aminpdcide aciladg N % -
terminal de qualguer proteina de peptideo num sistema in
vivo_wu in vitro. ¢ termo hidrolase de acil-peptidess
€ tambem usads neste invents para incluir qualquer analogé,
homolego, mutante ou derivado de uma hidrolase de acil-pep-
tideuvs natural a qual cliva o aminodcido N *-acetilado de




fraccds N ﬁ-acetiladm da fraccdo N xiterminal de um peptiden
g preteina. O termo pretende tambem incluir fragmentos
tends menor numers de aminBacides do que o natural, como
sejam fragmentos parciais de hidrglases de acil-peptideons
naturais que retem a actividade de clivagem do aminpécido
aciladg do extremo de N-terminal de uma proteina a/ou pep-
ides. 0 termg & tambem usado para incluir qualquer produto
que compreenda a sequencia de uma hidrolase de dcil-pepti-
esS natural ou um seu homology, juntamente com un ou mais
amingdcidos delimitantes que apresente actividade de hidro-
lase de acil-peptidess. 0 termo hidrolase de acil-peptide-
ps tambem inclui sinfnimes tais coms factor de libertacds

de acil-amingédcidos, enzima libertadora de acil-amingcdcidos
nidrolase de acil-amingpeptidens e acetilaminoacil-p-nitro
anilidase,

Forma substancialmente pura

Tal comg aqui & usado, o termg "subs-
tancialmente pura®™ ou "substancialmente purificada® pre-
tende descrever a proteina que estd substancialmente livre
de qualquer compesto normalmente associado com o factur
ny seu estads natural. O termo pretende ainda descrever
que £ hoogénep por um ou wais caracteristicas de pureza
su homogeneidade normalmente usadas. Por exemplo, num
factor substancialmente purp apresentard caracteristica
constantes ¢ reprodutiveis com desvios padrdo experimentais
para pardmetros tais coms ©s que se seguem: pess malecular,
tecnicas cromatograficas e sutros parametros do mesms tipo.
0 terms, noe entanto, ndo peetende excluir misturas artifi-
ciais ou sireticas do factor com sutros compostes. 0 termp
nds pretende incluir /excluir a presenca de impurezas exis-
tentes em quantidades muitoc pequenas que ndg interferem com
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@ actividade bislogica dp factor e que podem estar presen-
tes por exemplo devide a purificacds incompleta.

0 peso mopldecular da APH
de figadu de rato, contorme calculado por filtracds em gel,
é 290 000 - 320 000. Parece possuir quatro subunidades
identicas, com uma serina activa por subunidade. 0 extre-
mo N % da APH & acilado. APH parece ser uma protease-seri-
na, com um sistema de substituicde de cargas envolvends
serina, histidina e grupos carbonilo, A serina activa estd
mpstrada nas posilfes 620-627 da Figura 1 (caixa preenchi-
da com diagonais). A sequencia de aminvdcidos deste
sitic & MGGSHGGF.

0 ambiente do sitio active
defere de putras proteases da familia tripsina, devido &
presenca de histidina e d auséncia de dcido aspdrtics.

Se bem que APH apresente uma larga especificidade para
substractos, ela cliva pepiidens contends Ac-Ala-,

Ac-Ser- e Ac-Met-(us residups N-terminais mais vulgarmente
aciladus) mais eficazmente do que ouivps dipeptidess aci-
iados. APH tem uma actividade baixa ou nehuma para
peptidess contends Ac-Trp-, Ac-Asp~, Ac-Glu, Ac-Arg-, Ac-Fen
e Ac-Pro.

A Hidrolise de Acil-peptideos
(APH) deve-se distinguir da N%L-acetil transferase, aqual
catalisa a reaccdsc em gue uma proteina aceita o grupo
acetils de um acetil-CoH (Tsanasawa et al.Methods in
Embrivlogy 106:165-170(1984)). A Hidrolase de Acilpeptide
vs deverd ser distinguida da Amino-Acilase (Szajami, Acta
Biochim. et Biophys. Acad. Sci. Hung, 15:223-228(1680)
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[ também conhecida como hidroslase de alfa-N-acilaminodci-
dos (Gade et al, Bischim., Biophys. Acta 662:86-93(198127.

Se bein que APH- tenha sido
isvlada e purificada a pavtir de varias fontes, atéagura
ndgc foi feita sequenciacds de APH. O presents invento
descreve aquela sequencia (Figura 1).

A sequencia de DNA codificado-
ra de APH pude ser derivada de uma unidade de variedade
de fontes. Por exemplo, mRHA codificador de APH pode ser
ispaldp a partir dos tecidos de qualquer especie que pro-
duz APH, usandoc o metods de transferencia Northern (Alwine
et al, Method. Enzymol. 68:220-242 (1979) e sondas gligo-
nucleptidicas marcadas.

0 mRNA pode entdc ser conver
tido em cDNA poe tecnicas conhecidas. As sondas podem
ser sintetizadas com base na sequancia de amincdcidos conhe-
cidas de peptidegs APH.

Comp alternativa, sondas de
ADN degenerativas podem ser usadas para fazer o despiste
de uma biblioteca de DNA de uma especie que produz APH,
isplando assim um clone que contem a sequencia de DNA codi
ficadora de APH. A biblioteca de DNA fui criada cortando
o DNA gencmice com uma ou ﬁais endonucleases de restricdy,
seguids de incorporacdsc em vectgres de sua utilizacdo para
transformar celulas hospedeiras as quais sdg entdo semea-
das e despistadas.
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A sonda de DNA pode ser marca-
da com um grupo detectdvel. Tal grupo detectavel pode ser
qualquer material tende uma propriedade fisica vu quimis
ca detectavel, Tais matervials foram bem desenvolvidos
no campo dos imuncensaios e em geral aqualquer marca util em
tais metodos pode ser aplicada ac presente inventu.

, Sdp particularmente uteis os
grupscs enzimdticamente actives, csmo sejam enzimas (ver Clin}

Chem. 22:1243 (1976), subtracivs de enzimas (ver. E.p. Pat

Britdnica 1548 741) coenzimas (ver Pat.US Nos. 4230 797
¢ 4 235 565) e inibidores de enzimas (ver Pat.U.S. No.

4 134 792); compostos flusrescentes (ver Clin. Chem. 25
353 (1979)) crombforos; substancias luminescentes tais
come quimicluminescentes e bivluminescentes (ver Clin.

Chem. 25: 512(1979)), ligandc especificamente ligaveis; pa-

res de interacgdu peroximal; e radioisétepss, teis como

3H, 355, BZP, 1251 e 14Cn

Tais comg arcas e pares de
marcacdc sdy detectadss em base nas suas proprias proprieda-
des fisicas (e.g. compustos fluorescentes, cromiforps e
radigisBtopss) ou na sua reactividade su propriedades de
ligacds (e.g. enzimas, substractus, ctenzimas e inibidg-
res). Por exemplu, uma sinda marcada com cofactor pode
ser detetada pele adicdno da enzima para a qual a marca é um
cofactor e um substracto da enzima. Por exemplo, pude-se
usar uma enzima que actue num substracto para gerar um
produty com uma propriedade fisica mensurdvel. Exemplos
desta ultima incluem mas ndc estd limitada a p-lactmsidade
fusfatase alcalina e peroxidase.
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Uma sequencia de DNA codifi-
cadora de APH ponde ser recombinada com DNA vector de acor-
do com tecnicas convencisnais, incluinds a ligagds de extre-
mes gerses gu cpesives pava ligacdo, digestdo com enzi-
mas de restricds pava se obter os extremos apropriados,
preenchiments dos exiremus coesives conforme adequado, tra
tatamento com fosfatase alcalina para evitar ligacties in-
desejdveis e ligacdo com ligases apropriadas.

Para expressar APH sdo neces
sarias sinais de transcricdv e traducdc reconhecidss por
um ¢lemento do hospedeiro adequado. Os hospedeirss podem
ser celulas de mamifers capazes de serem cultivadas in
vitrs , particularmer2 leucocitos, mais particularmente
celulas de mieloma ou putros linfocitos transformados ou
sncogénicos, e.g., celulas transformadas por EBV.

Como alternativa, podenm -ser
empreques celulas que ndo as de mamiferop, tais como bacte-
rias, funges, e.g. levedura, fungos filamentosos ou
similares.

3dv hospedeiros possiveis pa
ra a producdc de APH celulas de mamifero, cultivadas in vi-
tro_em culturas de tecidos ou in vive em animais.
As celulas de mamiferc podem proporcicnar medificagdes
pos-traducdc a moleculas APH incluindo enrolamento ou gli-
cosilacdo correctas nos sitios certns. As celulas de mami
feros que podem ser uteis comp hospedeirgé incluem celulas
de origem fibrobl&stica tais como VERO ou CHO-K1 ou celu-
las de origem linfoide, tais como o hibridoma SPa/0C AG14




cu ¢ mieloma P3x63 Sgh e seus derivadﬁs; |

Geralmente a oonstrucdc APH
serd parte de um vector tendo um sistema de replicacdo
reconhecide pela celulas hospedeira.

Numa realizacdo preferida, uma
celula procarigtica é transformada por um plasmides portader
dov gene codificador de APH. O0s hospedeiros bacterianus
de particular interesse incluem E.coli K12 estirpe 294
(ATCC 31446), E.coli X1776 (ATCC31537), E.coli W3110;

(F. Lambda™, proptotrpfica (ATCC 27325) e sutras enterobac
teredceas, tais como Salmonnella Typhimurium ou Serratia
marcescens.,e varias especies de Pseudomonas. Em tais con-
dicfes, a APH nds serd glicosilada. O hospedeirs procario
tico deve ser compativel com o replica™e sequencias de con
Teie no plasmides de expressdo. Um hospedeiro procaristi-
co com um plasmidep contends o cDNA cedificador de APH

foi depusitade em 21 de Agosto , 1987 na American Type
Culture Collection, Rockville, M.D, USA, e dads o numery
de acesso ATCC 67504.

, Em geral, tais vectores con-
tends replicdp e sequencias de controle que derivam de es-
pecies compativeis com uma celula hospedeira sdo usadss
em ligacds com v hospedeirs. 0 vector normalmente é porta
dor de um sitio replica”assim como de genes especificos
que sdo capazes de proporcionar seleccdo fenotipica em
celulas transformadas. A expressic do DNA codificador de
APH pude ser também colocade sob o controle de sutras ge-
quencias requladoras que podem ser homologes do organismo
ng seu estado ndo transformado.
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Por exemplo, DNA cromossomi-
co de E.coli dependente de lactose compreende um operao
lactose ou lac que medeia a utilizacdo de lactose ao
elaborar a enzima B-galactosidase. Os elementos de contro
le lac podem ser obtidos a partir de bacteriofago lambda
plac5, o qual é infeccioso para E.coli. O sistema promotor-
-operadorlac pode ser induzido por IPTG.

Outros sistemas promotor
(operador ou porcdes deles podem igualmente ser empregues.
Por exemplo podem ser usados colicina E1, galactose, fso-
fatase alcalina, triptofano, xilose, tax e similares.

Para um hospedeiro mamifero
existem disponiveis para expressdo varios sistemas vector
possiveis. Uma closse de vectores utiliza elementos de
DNA que proporcionam plasmideos extracromossémicos de repli-
cacdo autonoma, derivados de virus animais tais como virus
do papiloma bovino, virus polioma, adenovirus ou virus
SV40. Uma segunda classede vectores baseia-se na integra-
c¢do das sequencias de genes pretendidas no cromossoma
hospedeiro.

As celulas que tém estavel
mente integrado o DNA introduzido nos seus cromossomas pode
ser seleccionado introduzindo tambem uma ou mais marcas que
permitam a selecc¢'ao de celulas hospedeiras que contem o
vector de expressdo. A marca pode proporcionar prototro-
fia a um hospedeiro auxotréfico, resistencia a biocidas
e.g. antibioticos ou metais pesados, tais como cobre ou
similares,




\g;\ i
Wh T =27-

0 gene da marca seleccisnavel
pode ser directamente ligads & sequencias de DNA a serem
expressas ou intrpduzidas na mesma celula por cotransfor-
macdv. Podem ser igualmente necessarics elementos adicio-
nais para a sintese opptima de mRNA. Estes elementos podem
incluir sinais de "splicing", assim coms promotores de
transcricdc., potenciadores e sinais de terminagds., Os vec
tores de expressds e cDNA que incovporam tais elementos
incluem os descritss por Okayvama, H. Mpl. Cel. Bigl., 3:

230(1953) e putros.

Podem ser empregues uma gran
de variedade de sequencias reguladoras da transcricis
¢ traducdo, depegdendn da natureza 17 do hospedeirg. 0s
sinais de transcricdn e traducdo puodem derivar de fontes
de virais, tais como adengvirus, virus do papiloma bovino,
virus simio ou similares, sempre que os sinais reguladores
estejam associades @ um gene particular que tenha um nivel
elevads de expressdo. Comp alternativa podem ser empregues
promotores de produtos de expressds de mamiferos. tais como
actima, migsina, etc.

Podem tambem ser seleccionados
sinais de iniciacdp da transciéicds, que permitam a repres-
sdc vu activacds de mods a poder-se modular a expressdo
dos genes. Sd&v de interesse sinais reguladores que sejam
sensiveis @ temperatura de tal Torma que variando a tem-
peratura, a expressds pfude ser reprimida gu iniciada ou
que estejam sujeitos a vegulacdn quimica. e,g. metabolito.

Uma vez preparads o vector ou”
sequencia de DNA contendo as construcfies para expressds
as construgfes de DNA podem ser introduzidas num hospedeirg
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adequadn. Podem ser empregues varias tecnicas tais como
fusde de protoplastes, precipitacdo com fosfats de calcio,
electroporacds ou putras tecnicas convencionais. Apds a
fusdo, as celulas foram cultivadas em mein e despistadas
quants ds actividades adequadas. A expressds do(s) gene(s)
resulta na producdoc da APH.

As celulas hospedeiras para
a producdc de APH podem ser celulasimortalizadas, principal-
mente celulas de wmieloma ou de linfoma. Estas celulas
podem ser cultivadas num meio nutritive adequads em fras-
cus de cultura ou injectadas num hospedeirs sinergisticeo,
e.q. ratinhg ou rate, ou hospedeiro imuncdeficiente ou
sitiv imunudeficiente de um hospedeirsp, e.g., ratinho labro
pu belsa de hamst@f;

A RPH do invento pude ser isg-
lada e purificada de acurdso com as condicfes convencionais
comg seja extraccdo, precipitacdg. cromatoarafia, croma-
toarafia de afinidade, electroforese ou similares.
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Utilizacdes

APH, uma vez produzida e pu-
rificada, pode set usada, por exemplo no contextn de prody
cdu farmaceutica pava hidrolisar um peptides N%.acilads
su para aming-acilar o extremp N°% -de um peptidey.

Este ultimo é efectuads numa
solugde aquosa e turna resistentes proteinas susceptiveis
3 degradacds de Edman. Aquela pode ser efectuada num
ambierietquase anidro e @ util na reducds da degradacdys
de proteinas e a serem usadas terapeuticamente. Ver a dis-
cussdu a seguir a A. Klibrinov, “Unconvertional Catalytic
Proberties of Convencisnal Enzymes" em Basic Biolsgy of New

Developments in Biotechnology, pag. 497-518. (A Hollander

ed, 1973), subre a utilizacdoc de enzimas em sistemas Lif4-
sicgs para sintese prganica.

0 ambiente quase anidrp alter-
nard a especificidade de substracts de APH, de tal modo
gue gscorra a aminp-acilacdo dos peptidess. A especificida
de do substracts de uma enzima em solventes organices pude
ser radicalmente diferentes, ¢ muitas vezes gposta, as
na dgua (ver Zaks et al, J.Am. Chem. Sci.108:2767-27683
(1984},

Demonstreou-se que ps peptide
os podem ser sintetizados por tripsina e alfa-cuimotripsina
em scslventes misciveis em/ou imisciveis com agua (ver
Puhniere et al, Pfoteins, Structure.Function and Genetics)
1:134-138 (1986)). As klipases pancreaticas porcina, de




levedura e de fungus actuam fTortemente ocome catalisadores
nuka serie de solventes quase anidrgs.

A actividade das lipases nos
meiss vrganicos depende do pH da solucdv aquosa a partir
da qual a lipase & recuperada. A actividade maxima de lipa-
se bo solventes organice coincide com o pH optims da acti-
vidade enzimatica em dgua (ver Zaks et al, PFoc.Natl.Acad.
Sci. USA 82:3192-3196(1985). Foi tambem demonstrads que
uma carboxipeptidase serina, comos seja, a earboxipeptidase
Y derivada de levedura pode $§mtetizar um peptides a partir
da reaccds de um éstet ou amida de aminodcido ou outrs subs-
tracto com um amingdcido ou putro componentes amina (Patente
U.S5. Ng.4339 534),

Enzimas tais como APH podem
funcionar bem comp catalisadores -em solventes srganicos
incluem (1) uma escwlha correcta do solventes (sendp pre-
feridoe os hidrofGbions se ndo removerem a camada essencial
de agua da mulecula de enzima); (2) a utilizacdo de uma
enzima recuperada a partir de uma solucds aquosa do pH
optimo para a actividade enzimatica; e (3) eliminagaq
das limitaces de difusdp por agita¢do vigorosa e dispersdsc
fina do pdé de enzima no sslvente organico (ver
Zaks et al, 1986).

0s reagentes na reac¢ds de oon-
densacdu catalisads por APH sao polipeptidess aceitadores
€.g. proteinas com um grups terminal N livre em um substra-
to tal como um derivado de alcool benzilico de um aminoédcido
acilads. A conceniracdo de subtracts necessita de ser séfi-
ciente para que se dé a reacgds de amingp-acilacdo. 0 sol-
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venie escplhido & um gue seja hidrofdébice e aue ndo remnva
a camada essencial de molecula de dgua que vodeiam o enzi-
ma. A APH, antes de ser colocada no sglvente. 8 recupera-
da da solucds aguusa do pH gptims para a actividade enzi-
mitica. A dispersdp do pd fino de APH no solvente o agita
¢do forte sie usadps pava wvltrapassar limitacBes de difu-
sdv (Zaks et all J.A..Chewm. Spc  108:2767-2763 (1986)).

Em adicdo o ambienie organico Tacilitard a extraccdo da

APH devido & insolubilidade da enzima em meins organicos
(Zaks et al, Proc. Natl Acad. Sci. USA 82:3192-3196(1935)).

APH pude ser suspensa no seu

i
A estabilidade das enzimas em relacdis a agentes inactiva-
ores, tais comp alcoois monu-hidricus € muitas vezes aurmen-
tada por imgbilizacde. Fol demonstrado gue a tripsina e
alfa-aquimiotripsina, quands imohilizadas num complexs insg
livel de alémina-fosTocplamina, apresenta notavel resisten
cia @ sglventes organicos, incluindo alcoois mono-hidricos
misciveis em dgua (Pugnieve e% al, 19%86).

[w

APH podem ser impbilizada por-
metodos conhecidos em esferas ou gutros veiculos. s quais
peden entdp ser usadps em bloco ou em colunas.,

Tends deserite de um modo
geral aste invents o mesmo serd melhor compreendide com re
ferencia a exemplos especificos, s quais aqui s&p inclui-
des apenas com fins ilustratives e ndg peetendem ser limi-
tantes a.menus que seja especificadn.
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EXENPLOS

Exeanle 1

Extraccide e purificacio da Hidrolise de Acil-peptideps (APH)

Hateriais

DEAE,Sephargse CL-GB, colunas de EPLC (Monp-Q HRE/B o MONO
$ HR5/8). Sephacryl S$-300 superfina, OctilzSepharuose ¢
Polybuffer 74 Toram da Pharmacia. A coluna de Spheroge!
CAA-HIC (0,46 = 10 cm) foi da Beckman. A hidroxilapatite
(Bivgel HT) foi da Bip-Rad. 0 glicerg! foi da BRL.
Peactigel 6w foi da Pierce. O0s amingdcidos (Ac-L-Ala)
foraw da Sigma. Toedos us sutres produtes quimicss foram
grau de pureza reagente su melhor.

Purificacis da enzima

APH Tl purificada a partiv de 300 ¢ de Tigads de vats
(wachic, estirpe CD) comp descrito por Tsunasawa et al,
d.2igchem. (Tokys) 77:89-102(1975), excepte no que respei-
ta & substituicdp DEAE-celuluse e Sepharsse 6B por DEAE-
-Sepharuse CL-6G8 e Sephacryl $-300, respectivamente,
(s tamanhes das colunas e us gardientes foram tambem alte-
rados, Para a cromatografia em hidroxilapaptite 6 gradi-
ente de partida foi de tampds fosfato 5 wil em vez de
fosfaty 20 mMl ¢ usou-se 10% de glicerol ng grédiente.

w

Durante a cromatografia
em DEAE-Sepharuse CL-68 observpu-se um auments na activi-
dade total. Para confirmar a homogeneidade da proteina
da coluna de Sephacryl S$-300, efectupu-se uma cromatugra-
fia adiciocnal: (i) cromatografia de permuta ionica com ©
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sistema de FPLC Pharmacia em Mono Q e Mono S com varios tam-
pdes a pH entre 5 e 8; (ii) cromatografia de interaccdo
hidrofébica em Octil-Sepharcse e Sphersgel CAA-HIC

(ii1) cromatofocagem em Mono P com Puolybuffer 74; ¢

{(iv) cvomatografia de afinidade usando Ac-L-Ala-Sephargse,
preparada a partiv de Reacti-Gel 6:x (Pierce) & geetil-
L-alanina. Em nenhum dos casos foi sbservads vutra separa
cds ou aumento de actividade. A purificacdc esté resumida
na Tabela 1.




TABELA 1
Purificacds da Hidvglase de Acil-peptidess de
Tigads de rato
Actividade Protefna ACtiviqade regdi'PuFigi
PASSO (unidades) - espe.01 lca mento cagao
. (mg)  (unit/mg) (%)
1 " Homoger}:aio 194 44200 0‘00439 100 1-(00
2 12000 x g 194 39400 0,00492 100 1,12
Sobrenadante
3 sulfato de amé- 150 25400 0,00591 77 1,35
nio (20-50%)
4 Tratamento-¢/calor 139 2520 0,0552 65 11,5
5 DEAE-Sepharose 208 29,3 7,10 108 1630
6 Hidroxilapatite 148 5,90 25,1 76 5780

7 Sephacryl S-300 118 4,04 29,2 61 6090
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Exemple 2

Sequenciacdc de aminpdcidus de fTragmentus de APH tripti-
c6s ¢ de bromets de cianscgénis.

Materiais

APH foil puriticada comp no Exemplo 1. A pureza foi confir
mada pevr electiruforase em gel de SDS-puliacrilamida pelg
metudo de Laewmmli; Nature 227:680-685 (1970).

- As medicfes de YV foramlobti
dos usands um espectrofotimetro de UV Heuwleti-Packard
8450A, A quantidade de proteina foi determinada pelo méto
dv de Bradford, M.M. (Anal. Biochem., 72:248-254(1976) usan
do albumina de ssro boving como padrésc e expressa em
ninzl de subunidade de hidrolase de acil-peptidess de figads
de rato, assumindo que 1 mmol de enzima se refere a 1 nmol
de subunidade de MrmSOOOO da enzima (Kghayashi, K.e.

Smith, J.A. J. Bipl. Chem. 262:11435-11445 (1987).

As amssiras radioccativas
foram contadas num contador de cintilacds Beckmann LS3801.

Bromety de ciancgenic, guani-
dina~HCl, 2-mercaptoetanol, acido trifluorsacétics (TFA)

foram adquiridos 4 Pierce. 0 acetonitrils (grau de pureza
para HPLC com absorpdo de UV a 188 nm) foi de J.T.Baker.
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A tripsina tratada com N-to-
sil-Fen Ch2C1 fol aduirido afi Werthington. O reagente
Bradford para ¢ ensaic de proteinas e o0s reagentes para
electroforese foram adquiridos & Bio-Rad, excepto os marca
dores de peso mglecular e Tris, os quais foram adquiridos

d Sigma.

Zwittergent 3-14 foi da Cal-
biochem e o acido /~ 14-@7 ivdoacético (9.8 mCi/mmgl) foi
da New England Nuclear. Todos ns cutros reagentes foram
do maior grau de pureza disponiwel comercialmente.

Andlise dos aminopdcidus

A hidroplase de acil-peptideos
foi dialisada extensivamente contra 4dcido acetico 0,1M,
liofilizada e hidrolisada a 110°C durante 24 h e 48h em
6M HC1 contends 0,1% de fenol. A 110°C da composicds em
aminodcidos foi determinada usandp um Analisador de Aminod
cidos Beckman (ver Mpore, S, Em. Chemistry and Biology of
Peptides, (Meinhofer, J.Ed), pp.629-652, Ann Arbor Science
Ann Arbsr MI(1972) (Tabela 2).




TABELA 2

Composicdo em aminpdcidos da Hidrolase de Acil-Peptidi
s de figado de rato

A composicdo tedrica foi determinada a partir de sequen
cia primdria deduzida da sequencia nuclegtidica na Fig.3
A composicdo observada foi calculada por analise de aminsd
cidos de Hidrolase de Acil-Peptidens de figads de rato
purificada (N=3). A composicdp observada foi calculada
assumindo uma subunidade Mr = 80,000.

Aminodcido - Tedrico . Observado
Asx 57 55
Thr 29 29
Ser 67 64
G1x 80 84
Gly 54 52
Ala 45 45
Val 61 61
Met 19 15
Ile 24 23
Leu 75 77
Tyr 24 26
Phe 29 36
His 19 19
Lys : 30 31
Arg 34 34
Pro 50 65
Cys 19 ND3
Trp 16 ND

TOTAL 732

4 Abreviaturas: Asx = Asn + Asp; G6lx = Gln + Glu:
ND, ndo determinado.
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Reducdo de pontes dissulfurets e alquilacdv com dcids iodg
acético

APH de rato purificada (3
mmoles) foi dissolvido em Tris-HCl (pH 8,5) contends 7 M
guanidina HCl1/2mM EDTA e reduzida cpm 8-10mM 2-mercapive-
tanol em atmosfera de argon 3 temperatura ambiente durante
12 h ou a 37°C durante 3 horas. A mistura foi adicionade
(0,19 ml) de acido /= 14Q7iudcacétics (2.6 umoles)em 30 ul
de 0,6MTris-E¢I (pH 8.5) /7M guanidina HC1/32mM EDTA) e a
reaccdo decorreu durante 1h a 37°C no escuro.

Adicionou-se entdp 2-mercap-
toetangl para uma concentracdo final de 0,2M. Remuveu-se
o sal & proteina por precipitacdc com quatro volumes de
acetona/metanol (3:1 v/v) ou por didlise contra 0,14 §cido
acético e liofilizou-se numa concentracas/evaporador
Savant. '

Clivagem com bromets de cianogénio

A proteina carboximetilada
foi dissolvida em 70% de acido formice (0,1-0,2 mol)
ao qual se adicionou 10-15 pl de solucdo de CNBr (100 mq/
ml) em acido formico a 70%). A mistura fei incubada &
temperatura ambiente durante 24 h e seca sob vacug apfs
diluicdo com &gqua. Os fragmentos peptidicos obtidos por
clivagem com CNBr foram precipitados por HPLC de fase
reversa (RPLC) ou por liofilizacdc num cencentrador/evapo-

rador Savant ou ainda fragmentos pér digestdo triptica.
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Digestdo com Tripsina

A mistura bruta dos pepti-
dess CNBR (3mmoles) foi dissolvida em 0,2 ml de bicarbgra-
to de amonio 0,2M contendo 0,2% de Zwittergent 3-14 e
digerida com Tripsina (50 pmoles) tratada com N-tgsil-Fen
CH201 durante 20 h a 37°C. 0 produto da digestds foi seco
sob vacuo e dissolvido em 6M guanidina HCl em 0,1% TFA
para purificacdo por RPLC.

Purificagdo dos fragmentos peptidicos por HPLC de fase
gRversa

Os peptideos foram purificados
por RPLC num sistema de HPLC beckman 344, usands uma coluna
C4 (Vydac, 0,46 x 25 cm, particulas de 10 microns com 300A
de poro) para fragmentes CNBr ou uma coluna Phenyl (Vydac,
0,46 x 25 cm, particulas de 5 micron com 300R de poro)
para os fragmentos tripticos. A mistura de peptidens bruta
foi aplicada numa coluna equilibrada com 0,1% de TFA
e eluida com um gradiente linear de 0-80% de acetonitrily
em 0,1% TFA (para peptidens CB/R) em 160 min a um fluxs de
1 ml/min.) Uma mistura de peptideos tripticos derivada de
uma mistura bruta de peptidess CNBr foi aplicada coms des-
crito atrds e eluida com um gradiente linear de 2-60%
de acetonitrile em 0,1% TFA em 180 minutos a um fluxo de
iml/min.




As eluicfes foram escolhidas
e controladas por absorvancia a 2/4 nm e a 280 nm. Cada
pico foi colhido manualmente e, se necessarioc, ainda puri-
ficado por RPLC isocrdtica usando a mesma HC1-0,1% TFA.

A concentracdop optima de
acetonitrilo para a separacdo dos peptidevs de cada fraccdo
foi calculada a partir do padrds de eluicdo da primeira
HPLC (ver equagdo de Wong et al, Proc. Natl. Acad. Sci.USA
82:7711-7715 (1985).

Sequenciacdoc dos peptidess

As analises de sequencias
peptidicas foram efectuadas usando um Sequenciador de
Proteinas Applied Biosystems 470A 2 um Analisador Pth Applieg
Biosystems 120A (ver Hewick et al, J. Bisol. Chem. 256:
7900-7997 (Tabela 3).
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Exempls 3

Preparacdp de sondas

Construcdo de sondas

Sintetizaram-se diéas sondas
de oligonuclestideos degeneradas e sobreponiveis, YS20.1
e YS$17.2 (Figura 2A), derivados da sequencia de aminsédcidos
do peptideo CB18-R11-13¢c (Tabela 3) e usaram-se para o des-
piste de uma biblioteca de c¢cDNA de figado de rato em
Ngttt. As sondas vligonucleotidicos e os iniciadores
foram sintetizados com um sintetizador de DNA Applied Bigpsys-
tem 380A usando fosforahidetos de B-ciancetil(Sinha,
N.D.”et al, Nucl. Acid. Res. 12:4539-4557(1984) e purifica-
dos por electroforese em gel de poliacrilamida de acordo
com o Manual da Applied Biosystems por precipitacdo com
etanol a partir de uma solucdo de sligonucleotideo contendo
10mM MgClZ.

YS17.2 e YS20.1, respectiva
mente conjuntos representam vligonucleotidess 128 vezes
degeneradns. As sondas YS17.2 e YS20.1, tinham 17 e 20
nucleotideons de comprimento, respectivamente. As duas son-
das sobrepoém-se 12 nucleptidess, de tal forma que a utili-
zacdo sequenciada das sondas para fazer o despiste da biblio
teca de DNA faz um despiste eficaz de um pedaco de 25 nu-
cleotidens de DNA codificador de APH.
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Preparacds de RNA

Figado de rato da estirpe
CD foi répidamente congelado em agoto liquido e descongelads
em isptivcianato de guanidina, e o RNA foi purificado por
centrifugacdo em CsCl (Chirgwin et al, Bischem.18 :5294-5299
(1679). OI rendimento fuoi de 60 g de RNA. Seleccisnou-se
RNA Pgli(A) + por passagem de RNA total atraves de uma
coluna de pligo(d¥) celulose (Aviv, H. et al, Proc. Natl.
Acad. Sci (USA) £9:14 8-1412(1972). Obteve-se quarenta e
cinco pg de RHA poli(A) + que se verificou ndp estar degrada .
do por analise de transferencias de RNA de 1 ug de RNA
e hibridando com uma donda de cDNA da actina (Spiegehman,
B.M. et al, J. Bigl. Chem. 258:10083-10089 (1983).

Preparacdoc da biblioteca de cDNA

Sintetizou~se DNA complemen-
tar a partir de 10 pg de RNA (Poli(A) + pelo método de
Gubler, U. et al (Gene, 25:263-269(1983) e clonou-se em
M gt11(Young, RA et al., Proc. Natl. Acad. Sci.(USA) 80:1194-
-1198 (1983)), coms foi descrito por Klickstein, L.B.

(Em: Current Protvoole in Moldcular Biglogy (Ausubel, F.M.
et al, Eds), pags 5.,8,4, Wiley-Interscience and Greene
Publishing Asscciates, New York, NY (1987)

A propducdc de recombinante
foi de 4 milbfes a partir de 100 ng de cDNA & 10 ug de
DNA € 10ug de DNA de M gt11. A biblinteca foi amplificada
em E.coli estirpe Y10088(HlacU169, supE, supF, HsdR-,
HsdMt |, metB, trpR, tonA21, proC:Tnb (pMCY9) e guardada aAOC.




Isolaments de clones de cDNA

A bibliocteca foi semeada a
25 000 placas de placa de 150 mm(para o despiste de 106
pu menus placas) ou a 106 placas por placa de 225 mm x 225
mm(para o despiste de mais de 10° placas) e obtiveram-se
filtros de transferéncias em duplicado para cadg uma
{Maniatis, T et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual
Cold Spring Harbsr Laboratory, Cold Spring Harbor, New York
(1982).

Para o despiste com oligonucle
otideons, uvs cligonucleptidens foram marcados no extremo
5' para uma actividade d¢specifica de 2-8 x 108 cpm/ug
com /% -BZPZ ATP e polinucleptidep-cinase de T4 (Zoller, M.
et al, DNA 3:479-488 (1985). Os filtros foram hibridados
com oligonucleotides com 6 x SSC, 0,1% SDS, 0,1%SDS,
0,05% pirofosfato de sodio, solucdn do Denhardt 1 x e 100,gq/
ml de DNA de esperma de salmido a 65°C durante a noite

As Td max © Tdmin foram
calculadas para cada mistura de vligonuclestidess com a
formula : Td = 4(G+C)+2(A+T), como préviamente descrito
para sequencias curtas (Suggs, S.V. et al, Em: Developmental
Biology Using Purified Genes (Brown, D. Ed). pag.583-693
Academic Press, New York,NY (1981). As sequencias foram
lavadas a temperaturas prugressivamente mais altas em 6 x SSC
0,05% de pirofosfato de sodic, e 0,1% de SDS até estar redu-
zida a ligacdo inespecifica.




Para o despiste com sondad de
cDNA (fragments XmnI-KpnlI de APH5.2 gu fragmento Bamil-
PstI de APH36-1; Figura 2B) os filtros foram hibridadss
durante a noite com sondas sujeitas a "nick-translation"
em 50% de formamida, 5XSSC, solucdo de/vu Denhardt 's
fosfato do sodio 10mM, 0,1% de SDS, 1mM EDTA, e 50 ug/ml de
DNA de esperma de salmdo desnaturadg e sonicads a 4206
Os filtros foram lavados em 0,2 x SSC, 0,1% de SDS, fosfats
de sodic 1mM, pH 7,0 e 1 mM EDTA a 55%C. 0s filtros lavados
faram expostos a filme Kodak XAR com um écran intensificado
a -70°C. Os fogos que deram sinais em duplicado foram puri
ficados por placas em ciclos repetidos de despiste.

Andlise de sequencia de DNA

Fregmentos de restricdy de APH5.2
e APH 36.1 foram subclonados em M13mp18 ouMi3mpi9 e
sequenciados pelo método de terminacdc de cadeias didesoxi-
nucleotidicas (Sanger F. et al., J. Molec. Biol. 94 :441-
448(1975). A sequencia de alguns clunes foi ohtida cons-
truiddo primeirg mutantes de deleccds usando exonuclease
ITI(Henikoff, S. Gene 28: 351-356 (¥84). A insercds de
c¢DNA do APHZ.7 fui subclonado ne plasmideo Bluescript
(Stratagene) e sequenciada pelo método de terminacido de
cadeias didesoxi, modificado para sequenciacdo de cadeia
dupla por Guec et al.,(Nucleic Acid. Res.12 :387-394 (1983)
0s resultados de sequenciacdoc de DNA foram analisados com
os dados do University of Wisconsin Genetics Computer User
Group (Devereaux, J. et al, Nucle. Acid. Res. 12: 387-395
(1984).
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Clonagem e Sequenciagdo de cDNA codificador da Hidrolase
de Acil-Peptidens de Figado de Rato

Encontrou~se vinte e sete de
45 0000 clones recombinantes que hibridaram com a sonda
¥Y520.1. Doze destes clones foram novamente despintados
com a senda, YS17.2 para dar um Gnico clone, APH 5.2,
contends uma inser¢do de 1,3Kb (Figura 2B). A sequencia
de DNA de APH 5.2 codificava toda a sequencia peptidica
do peptideo triptico CB18-R11-13C confirmando qme APH5.2
era um clone autentico. Uma vez que APH5.2 continha uma
sequencia poli(A)+ no seu extremo 5' (Figura 2B, rectan-
gillo sembreada com linhascruzadas) provavelmente um artefac-
to criado durante a construcdo da biblinteca de cDNA,
uscu-se um fragmento XmnI-KpnI de APH5.2 para fazer novo
despiste de um milhds de clones da mesma biblioteca de
CDNA e obteve-se o clone APH36.1, contendo uma insercds
de 2,5kb (Figura 2B). '

A sequencia proteica deduzida a
partir de sequencias de DNA de APH36.1 continha todas as
sequencias proteicas na Tabela 3, excepts uvs tres residuss
de extremo amina do peptides CB17-R13. No entanto, o seu
extremo 5' continha um fragments de 120pb codificador de
albumina serica de rato (Figura 2B, recténgulo com diago-
nais).

Para se obter s resultadss de
sequenciacdo 5' que faltam, usou-se um fragments RamlIl-
-Pstl de 220pb (Figura 2B) para fazer novo despiste da
mesma biblisteca de cDNA. Obtiveram-se cinct clones posi-
tivos com diferentes tamanhos de caudes poli(A) a partir
dos 5 milhfes de recombinantes. Quatro clones de cDNA,
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incluindo APH 2.7, comecavam com a mesma sequancia de nucleg
tideos e continham um coddc ATG na mesma grelha de leitura,
nos nucleotideos 6-8, enquants que o extrems 57do quinto
clone de cDNA nav possuia 18 pares de bases. Nos nuclectide
0s 2344-2349 encontrou-se um sinal de pcliadenilacds,
AATAAA. A Figura 3 ilustra a sequencia completa de cDNA

de APH, conforme derivadi de APH5.2, APH36.1 e

APH 2.7.

Estrutura primdria de hidrolase de ecil-peptidens deduzida
a partir de cDNA

, A sequencia de DNA completa foi
determinada combinando as sequencias de APH36.1 e APH2.7
(Fig.3). A sequencia de DNA codifica uma proteina contendo
732 residups de aminodcidos assuminds que o ATG nos nucleg
tideos 6-8 é v coddo de iniciacdp de traducds. A sequencia
proteica deduzida contem todas as sequencias peptidicas
na Tabela 3 (Fig.1).

A proteina tem um peso molecu-
lar calculado de 81 347 e a composicds em aminpdcidos
baseada na sequencia proteica deduzida estd de acordo oom
a compusicdnp cbeervada (Tabela 2). Confome deduzido a
partir de sequencia de DNA, fgram identificados tres residu
os de amingfcidos 118, 291 e 443 us quais correspondem as
posicfes onde Pth-Trp juntamente com um derivads de Pth que
elui na fase tardia (Tabela 3 e Figa.1).




Nos residuos 134-136, 233-235
e 243-245 foram identififcadas tres sequencias consensus
de N-glicosilacdo (i.e., Asn-Xxx-Tre/Ser (Parodi, A.J.
et al, Biochim. Biophys. Acta 559: 1-37 (1979).

Analise da hidrofobicidade

0 perfil de hidrofobicidade foi
determinado usaddo ¢ algoritmo de Kyte, 8. et al (J. Molec.
Bigl, 157:105-132 (1982) com uma janela de 8.

Asequencia de proteica da hidrola
se de acil-peptideuss de rato foi recuperada com as bases
de dadus de proteinas National Biomedical Research SHoun-
dation e Swiss usands os programas Werdsearch e Bestfit
da Universidade de Wisconsin Genetics Computer User Group
(Deveraux J. et al, Nucl. Acid. Res. 12: 387-395 (1984)
e ¢ prugrama FASTP baseads no algoritmo de Ripman, D.J.
et al., (Science 227 : 1435-1441 (1985)). Para identifi-
car possiveis regifes de sitios activos na hidrglase de
acil-peptidens de ratuv, a suasequencia foi cemparada com as
sequencias peptidicas, contends os residuss seriln, histi-
dile ou aspartile de sitigs activos, derivados de protea-
ses serina conhecidos.

A representacdp grafica de hidrop=
fobicidade revela que a proteina contem uma regido hidrgs
filica localizada entre ps residuvs 80 e 220, mag, ndo €
claro que se esta regido tem um papel especifico mas inter-
actes com outras proteinas ou na catalise. A pesquisa
baseada em computador de base de dadss do National Biome-
dical Research Foundaticn e da Swiss Protein ndo revelou




proteinas fortemente homologas. Em adigcdo a comparacdo
entre hidrolase de acil-peptideos de rato e peptideos cur

tos do centrg-activo, contends serina, histidina e 4cido
aspértico, derivados de proteases serina conhecidas ndo

revelou semelhantes significativas.

Se bem que a hidrg lase de acil-
peptidess se tenha demonstrado ser uma protease-serina
por experiencias de inibicdc, usands fluorofosfato de di-
isopropilo, acetilalanina, clorometilcetona e outros
inibideres de enzimas (Kobayashi, K. Smith , J.A. J.Biol
Chem. 262:11435-11445(1987); Tsunasawa &t al J.Biochenm.
(Tokys) 77:89-102(1975) ndo se ermontrou semelhanca forte
entre a hidrolase de acil-peptideos de rats e peptideons
do sitio activo de outras proteases serina, sugerindo
que esta enzima pode ser uma protease serina Gnica.

Exemplg 4

Clpnagem de todo o gene da
hidrolase de acil-peptidens de rats.
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Materiais

Enzimas de restricdo, ligase de
T4, polinucleotides-cinase de T4, DNA-Pplimerase I de E.
¢oli e o seu fragments Klensw, trasnscriptase reversa
de AMV, exonuclease IIl, DNaseI, RNase H, DNA-polimerase
de T4, EcoRI-metilase; fosfatase alcalina de intesting
de vitela e nuclease S1 foram de Boehringer Mannheim e New
England Biplabs.

A RNase A foi da Sigma. O plasmi-
dep Bluescript, bracos A gti0 e extracts de empacotamente
foram de Stratagene /7Y -3ZE7ATP, ['alfa-3257dCTP e mem-
brana GeneSereen Plus foram adquirides &8 New England
Nuclear /~alfa 99§)7 /~dATPalfa$ foi da Amersham Corp.
0lige(dT)-celulose foi da Kollaboratives Research.

0s oligonucleptidesgs sinteticos
foram sintetizadps com um simetizador de DNA Applied
Bipsystems 380A usando a fase svlida baseada em silica.
(Matteucci, M.D. et al., J. Amc. Chem. B6c. 103:3185-3191
(1981) e o método com fosforamideto de B-cianvetilp
(Sinka, N.D. et al." Nucleic Acids Res. 12:4539-4544
(1984).
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Preparacdc de DNA e RNA de figadp de ratg

A fonte de DNA gendmico de rato
e de RNA citoplasmitico de figade é figade de rato adulto
Sprague-Dawley. O DNA de figads foi preparado como descri-
to por Blin e Stafford (Blin, N, et al, Nucleic Acid Res.
3:2303-2308 (1976).

0 RNA total de figado de rato foi
isolado pelo método de tiscianats de guanidina, como des-
crito por Chrigiwin et al (Chwigwin, J.M. et al, Bipchemis-

try 18: 5294-5299 (1979). O RNA poliadenilado foi purifi-
cado por cromatografia em oligo(dT-)-celulose (Avir, H.
et al.,Proc.Batl. Acad.Sci.USA 69;1408-1412(1972)

Andlise de transferencia de RNA

Purificou-se RNA comp descrito atrés

desnaturou-se a 65°C e transferiu-se para membrana Zetabind
(Thomas, P.S., Proc. Natl.Acad. Sci. (USA) 77:6201-5202
(1980). As transferéncias foram hibridadas com o fragmento
de cDNA XmnI-KpnI de APH5.2 sujeito a "nick-translation®

em 50% de formamida, 5XSSC, solucdc de Denhardt 5X, fosfato
de sodio 10mM, 0,1% de SDS, 1mM EDTA e DNA de esperma de
salmdo desnaturado e sonicado (50 pg/ml). O0s filtres foram
lavados em 0,2XSSC, 0,1% de SDS, fosfato de sodio 10mM

pH 7,0 e 1 mM EDTA a 55°C.
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A andlise da transferéncia de RNA
de RNA total. usando o fragmento de cDNA XmnI-KpmI deriva-
do de APH5.2 como sonda (Fig.2) revelou que apenas um mRNA
de 2,7 kb em quantidades sensivelmente equivalentes codifi-
ca a hidrolase de acil-peptidess em varios tecidos de rato
(i.e. bagco, masculo, pulmdo, figado, rim e cérebro.).

Isplamento de clunes genfmicos

Usaram-se duas bibliotecas genfimi-
cas de rato para o despiste de gene APH. Uma biblioteca
foi da Clonetech, a qual foi construida por digestéo parci-
al com EcoRI de DNA de figado de Sprague-Dawley e clonagem
em Charon 4A do fags A . Um fragmento de restricdo
EcoRI de 2,4 kb codificador de APH de rato derivado de
APH 36.1 foi marcado por nick-translation (Sargent, T.D.
et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 3256-3260 (1979) cpm
[l .32 P7 dCTP para uma actividade especifica de 108cpm/pg
e usands sonda para o despiste desta biblioteca genfimica.

A outra biblinteca genfimica que
foi construida por digestde parcial com Haelll e clonagem
em Charon 4A do fago foi uma oferta genercsa do Professor
James Bomner de Califurnia Institute of Technoluogy (
Church, G.M. et al, Proc. Natl. Acad.Sci.USA 81:199121995
(1984). Um fragmento BamII-PstI de 200 pb de APH36.1 marca
do por iniciacdo ap aceso (Feinberg, A. et al, Anal. Biochem.
132:6-13(1983) com /¥ —3227 dCTP para uma actividade espe
cifica de 109 cpm4ug, foi usado no despiste desta bibliote-
ca, Aproximadamente 1 x 106 fagos de cada uma das biblig-




tecas foram despistadas por hibridacdc de ﬁlacas (Chrurch,
G.M. et al Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:1991-1995 (1984)

As placas positivas foram purifica
das e isvlade o DNA fagico (Manietis, T.et al.Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Cold Spring Harbor, New Yérk (1982).

Analise de DNA por Mapeamento de restricdo e hibridacdo de
DNA

0 mapa de restricdp do gene clona-
do foi construido por digestdo de DNA fagico com varias
endogucleases de restricdo (Maniatis, T. et al, Molecular
Clgning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Cold Spring Harbor, New York (1982). Para a andlise de
transferencias de DNA, os fragmentos de restricdv do DNA
separadsos num gel de agarose, trasnsferidos para membrana
Gene Screen Plus e hibridados com a sonda marcada com 32P
de acordo com as recomendacfies do fabricante. As spndas
sdo tres fragmentos de cDNA de APH de rato de APH36.1
marcados com 3‘?P: um fragmente 5' BanlI-Pstl de 200 pb, um
fragmento kpn-EcoRI de 420 pb e um fragmento EcoRI de
2,4kb. Para a hibridacdo de transferencias de DNA genfmico
g fragmento de 2,4 kb do APH2.7 fgi usads como sonda.
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Sequenciacds de DNA

Fragmentos de restricdo dos clones
gendmicos de ratv foram subclonados no plasmiden Bluescrint.
Ambas as orientacfes das sequencias completa, assim como
regifes a montante e a jusante, do gene APH de rato foram
determinadas pelo metodo de terminacdo de cadeias didespxi
de Sanger (Sanger, F. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
74: 5463-5467 (1977), modificado para sequenciacdo de cas
deia dupla (Guo, L. H et al, Nucleic, Acids. Res. 11:5521-
5539, empregands estratégias de sequenciacdo do metodo de
deleccdo com DNase I (Lin, H.-C. et al Anal. Bischenm.
147:114-119(1985), o método de deleccdo com exonuclease III
(HeniKoff, S. Bene 28:351-359 (1984) e iniciadores sligonu-
cleotidicos sinteticos. 0s resultados de sequencia de
nucleotidens foram compilados e analisaduvs pelo Genetics
Computer Group Sequence Analysis Software Package, versdg
5.0 (Devereux, d. et al, Nucleic Acids. Res.12:387-395
(1984).

Preparacdo de uma biblioteca de cDNA contends a regido
5' ndo traduzida do mRNA de APH

Um oligonuclentiden sintetico de
17pb, 5' GTGACCTCCGGACCCAG 3', complememntar dos nucleoti-
deos 95-112 do APH2.7., fui usads como iniciadsr'especifice
para construir uma biblioteca de cDNA emM gti0. 0 ¢ligonu-
cleotideo sintetico (1 mug) foi emparelhado com 10 pg de
RNA poli(A)+ e a sintese da primeira e segunda cadeia de
CDNA foi efectuada pelo método de Gubler e Hoffman (Gubler,
Uet al, Gene 25:263-269 (1983). O0s extremos de cDNAs
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foram tornados cerses com DNA-pslimerase de T4 e ps sitios
EcoRI internos foram metilados. Os cDNAs de extremss
cerses foram ligadosa adaptadores EcoRl e apds digestdo com
EcoRI o cDNAs foram fraccionados por tamanho numa aluna
CL-4B (Wong, W.W. et al, Proc. Natl. Acad.Sci. USA 82:
7711-7715 (1985). Em seguida os cDNAs foram ligadus a
bragos A gt10 e o DNA dos fagos recombinantes foi empacota-
do de acordo com as recomendacfes do fabricante (Stratagene)
O0s fagos recombinantes foram despistadss com o oliqgonucles
tideos sinteticos, 5'AAGTCCCGGAAGTGAGG 3' & 5' CTGACBCTCCA
FAGTCG 3' cujas sequenciuas foram derivadas da segquencia
(nucleotidens 586-592, Fig.4) e de cDNA (nuclestidess 1-17
de APH 2.7) respectivamente,. '

0 DNA fdgico com a insercdn maior
foi purificado (Maniatis T, et al, Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Cold
Spring Harbor New York, (1982) e a insercdo foi subclonada
no plasmideo Bluescript. ‘
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Extensdo do iniciador

Um oligonucleotideo
5' TAGGAGTGAGAAAATCA 3' complementar da sequencia de nu-
cleotideos no primeiro exdo/nucleotideos 44-60 Fig.4)
foi marcado no extremo 5' com /7% 32l_>7ATP e polinucleoti
deo-cinase de T4 e depois hibridado com 10 J9 de RNA
poli(A)+ de figado de rato numa solucdo de 0,1M KCI,
omM EDTA, tampdo fosfato de sodio 5mM, pH 6,8. Para a hi-
bridacdo, a tempertaura da solucdo foi aumentada paraSDOC
durante 5 min. e voltou gradualmente para 42°C.

Os hibridos de RNA-DNA foram
entdo sujeitos a reaccdo com transcriptase reversa. Apds”
digestdo com RNase A, extraccdo com fenol: Cloroformio e
precipitacdo com etanol, o produto de extensdo com inicia-
dor foi entdo sujeito a electroforese num gel de sequencia
¢do de 8% de poliacrilamida.

Isglamento e sequenciacdo de DNA do gene de hidrolase de
acil-peptideos de rato

Inicialmente, uma biblioteca de
gengmica de rato, construida com Charon 4A a partir de-
uma digestdo parcial com EcoRI do DNA de figado de rato
Sprague-Dawley, foi despistada usando como sonda, a inser-
¢cdo de cDNA de APH de figado de rato de APH 36-1 marcada
com 32P. Foram despistadas um milhdo de placas e vinte e

oito hibridaram com a sonda. Todas as vinte oito placas




foram ispladas e caracterizadas por mapeamentp com enzimas
de restricdp e verificou~-se serem identicas. Transferen-
cias de DNA dos produtes de digestdv com endonucleases de
restricdo derivados de cada DNA recombinante foram deposita-
das com as inserces de cDNA de APH36.1, ¢ fragmento Banll-
Pstl de 200 pb (extremp 5' de APH 26.1), e v fragmento
KpnI-EcoRI de 420 pb (extremo 3' de APH36.1) e cada um
continha um fragmento EcoRI de 9,7Kb, correspondends ap ex-
tremo 3' do cDNA. A um destes clones, APHE5(Fig.5A) foi
feito o mapa de restricdn, subclonado em Bluescript e
sequenciado. Uma segunda biblioteca gendmica de rate, cons-
truida por digestdo parcial com Haelll do DNA de figado de
rato e clonada em Charon 4A (Gentilmente cedido pelo Profes-
sor J. Bonner, California Institute of Technology) foi des-
pistado com o fragmento BanII-Pstl de 200 pb de APH36.1.
Oito de um milhdo de placas hibridaram com a sgnda e 0s

seus DNAs fégicos isplados. Apds mapeaments com enzimas de
restricdo e hibridacds do DNA, um clene, APH HE (Fig.EA)
sobreponivel com v clone APHES e prulongands-se mais na direc|
cdo 5' foi analisado. Na Figura 5Bestéd apresentadc ¢ mapa de
restricdop combinado de APHES e APHHG.

A andlise de transferéncias de
DNA do DNA gendmico de rato revelsu duas bandas correspon-
dends a fragmebtos de restricdo BamHI de cerca de 4 e
9,4 kb. 0 tamanho do fragmento maior estd de acordo com
v tamanho calculads atraves do mapa de restricdsc e ¢ frag-
mento mais pequeno prolonga que para além do extrems 3' do
mapa (Figura 5B). Duas bandas foram observadas correspén-
dendo a fragmentos de restricdo EcoRI com cerca de 7,5 e 9,7
kb, O0s tamanhos de ambus os fragmentss estdoc de acorde
com 0s tamanhos determinadus a partir do mapa de restricdo
(Fig.5B). Isto indica que v gene APH estd persente numa
tnica forma do genoma de rato.
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Para a andlise das sequencias
os fragmentos individuais EcoRI, Pstl ou BamHI. foram sub-
clonados em Bluescript e os subclones individuais foram
sujeitos e digestdo unidireccional limitada com exonuclease
IIl seguido de digestds cém nuclease St ou stjeitos a
cortes limitados acase com DNAse I seguids de digestdo
com enzimas de restricdo para dar origém a uma serie de
delecgBes. Preparsu-se DNA de plasmides de cadeia dupla
a partir decada delec¢do e sequencigu-se pelo método de ter-
minacdo de cadeias didegoxi. Para certas regifies, a sequen-
cia foi determinada usando oligonucleotidess sinteticos
especificos como iniciadores de gsequenciacio.

Estes dois clnnés genomicos foram
sequenciados em ambas as orientacfies. A sequencia de nuleg-
tideos completa estd apresentada na Fig.4. Por questfes de
simplicidade na discussdop da sequencia gendmica, ustu-se
uim sistema de numerac¢dc em que a posicdo +1 significa
o sitio de iniciagdv da trasncricdo do gene APH. Como se
mostra na Fig.5C e Tabela 4, as localieacfes precisas de
cada uma das fronteiras exdo-intrds 5% e 3! foram defini-
das alinhando a sequencia gendmica com a sequencia de
cDNA.

Analise da regiao 5 nav traduzida do mRNA da hidrolase de
acilpeptidens de rato

Devido & sequencia de cDNA nao
possuir cerca de 300 pares de bases da regido 5 néo
traduzida. calculado por comparagdo do tamanho do mRNAAPH
com o tamanho do ¢DNA. construiu-se uma biblioteca de cDNA

contendo a regido 5' ndo traduzida do mRNA de APH comp
descrito atras§.
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Esta biblioteca foi despistada com
duas sondas oligonucleotidicas marcadas com 32P
complementares das primeiras dezassete bases do clone de
cDNA APHZ2.7 ou oom vs nucleotideos 586-602 do DNA gendmice,
(Fig.4). Uma sinsercdo de cDNA de 466 pb foi isoldada, sub
clonada em Bluescript e sequenciada pelo metods de termi-
nacdo de cadeias didesoxi. Esta sequencia de extensdo
5' continha a sequencia de nuclegtideos ccrrespondenda ans
nucleotideos 37 a 262, 492 a 636 ¢ 711 a 805 do DNA gens-"
mico (Fig.4). Portanto, o codds de iniciacds da traducdo
ATG. estd situado nos nuclestidoes 625-627 (Fig.4) uma
vez que estd precedido na mesma grelha de leitura por um
coddo de terminag¢do TAG. nos nucleotidens 568-570 e
portanto ndo existe outro coddo ATG entre eles.

com sequencis




TABELA 4

JUNCOES INTRAO-EXAO NO GENE DA HIDROLASE DE

ACIL-PEPTIDEOS

-~63-

exdo Tamanho TAMANHO
no. do sitio-de sitio de do Intrdo
Ex&o "splice" 5 "splice" 3 (bp)
1 262 GCTCACAgtcggct----- cccccagCTGRTTG 229
2 145 GCGTCAGgtgaggg----- tgcgcagGTGCTGE 74
3 133 CACACTGgtgtgta----- cttgcagAGTGGAC 452
4 127 GGGGGGAgtaagtg----- ttctcagGCTGCTG 746
5 94 CTTGGAGgtgagtc----- tccteagGTCTGGG 92
6 76 GAGGATGgtgaggc----- catgtagACTGCTT 89
7 164 CATCAAGgtgcttg----- ttctcagGGGGACC 141
8 138 TGGTCAGgtcagca----- tttacagGCTTTTT 94
9 92 ATCGCAGgtgagga----- tttccagATCAGCT 76
10 41 AAGTGTGgtaagtg----- ggcctagAACTACT 91
11 122 CTGCCTGgtgagtt------ cttcagTACGACT 462
12 61 CTGGGAGgtaagag----- tttgcagAGAGCTT 1003
13 98 TCGGCAGgtaaaag----- gtttaagGACCTGT 601
14 52 ACAGCTGgtgagca-~----cctctagCGGGGTC 1104
15 89 AAGCCTGgtgagta----- ttggcagAAAGTTG 358
16 139 CAATATGgtgagct----- cctgcagCTGACCT 411
17 84 CCCCATGgtaggta----- tctgcagGGGGACC 148
18 81 CTTCTGGgtaatgc----- ctttcagTGAACTA 454
19 89 TGTCCAGgttgcag----- actttagTTTGCAG 93
20 191 CTGATTGgtgagtg----- tttatagGTGTATG 84
21 103 CCCTCAGgtactca----- tacccagGTAAAGA 87
22 107 CTGTCCGgtgagtg----- cacatagGCTCCTG 85
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Determipacgdo do sitiov de iniciacdo da traducdo da hidrglase
de acil-peptidens de rato

0 extrems 5' de mRNA de APH foi
mapeado por analise de extensdp de iniciador. Um sligonucles
tides marcado com 32P, 5' TAGGAGTGAGAAAATCA 3' complementar
dus nuclegtideos 44-60 (Fig.4/). foi hibridads com RNA poli
(A)+ de figads de rats. Este iniciader foi prolongado
com transcriptase reversa na presenca de desoxinucleotideos
e ¢ comprimente do produte prolongade. determinads como
atras foi de 60 nuclestidens. Ainda. se RNA poli(A)+ de
figado de rate for substituido por RNA poli(A)+ de lebedu-
ra ndo se ohserva qualquer produto prolongads. Encontrsu-se
que a transcrigde comeca com um residus T no molde de DNA,

o qual corresponde a um residup A na posicdscina Fig.4.
Este residuo A estd situado 395 pb 5' do codde de iniciacéo
da traducdo ATG. '

Resumindn. estes exemplos mostram
que u gene APH de ratp estd presente numa unica forma. A
sequencia completa do gene APH de ratp foi determinada. in-
cluinde 3.58 kb do DNA delimitante 5'., 2.75 de DNA exfinico.
6.94 Kb de DNA introdnico e 1 kb de DNA delimitante 3' (Fig.
4). Os resultados de DNA exdnico inequivocamente identifi-
cado v sitio de iniciacdoc da traducdo coreespondends ap coddo
codificador da metionina no residuo 1 da hidrolase de acil-
peptideos de ratc. numa vez que existe nenhum coddo ATG colp
cado entre v coddo de paragem na mesma grelha de leitura
(Figura 4, nucleotideos 568-570) e o coddy de iniciacdo
da traducdo no exdo 2 (Figura 4).
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Estes resultados também indicam
que APH ndg € sintetizado como uma proteina precursgra, Mma
vez que a sequencia de APH proteica a sequir & Met NHZ'
~-terminal pode ser identificada por degradacdo automdtica
de Edman apds clivagem com CNBr.

Como se mostra na Fig.5C, o
gene APH de rato, ahrangendo 9.69 kb estd dividido em 23
exges., 0s exties individuais variam de tamanho entre 41 e
262 pb (Tabela 4). O primeirp intrdpo interrope a sequencia
5' ndc traduzida; todos uvs gutros intrdes estavam dentiry
da regids coudificadora da proteina do gene. A Tabela 4
mostra as sequencias das juncdes 5' e 3' de cada intrdop
e estas sequencias sdo consistentes com as sequencias
consensus para as juncfes intrdo-exdo de nutres genes euca-
rigticoes (Sharp. P.A. Cell.23:643-646 (1981):; Breathnach
R. et al Ann. Rev. Biochem. 50, 349-283 (1981); Hount
S.M. Nucleic Acids Res, 10 :459-472(1982). Todos os introes
comegam com a sequencia 6T na fronteira 5' ¢ terminam com
a sequencia AG para a fronteira 3' e em todos 9s casns
as sequencias delimitantes as fronteiras 5' e 3! sdp ricas
em purinas e pirimidinas respectivamente.

A prganizacdo exdo-intrdc do gene
APH., presumivelmente codificador de uma proteina/protease
com um residuc serina no sitiv activo (Ksbayashi. K. Smith
J.A., J. Bigl. Chem. 262 : 11435-11445 (1987). & muitp mais
complexs do que a de tripsina ou quimiotfripsina. as quais
contem cinco a sete exfies, respectivamente (Rogers, dJ.

Nature 315: 458-459 (1985). Os residuss dos sistemas de subs

»

tituicdo de cargas destas enzimas. € conhecido que sao codi
ficados por exdes eeparados. mas a distribuicdo des residu
gs correspondentes em APH espera maisiestudss.
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Com base numa besquisa exaustiva
da Naticnal Biomedical Research Fpundation and Swiss Protein
Detabases. assim como uma comparacdn da grganizacds '
exdo-intrdo de cuiras proteases serina (e.g. Tripsina quimig
tripsina elastase. urpcinase. calicrefina. adipsina. a hidro
lase de acil-peptidens nidp apresenta qualquer semelhanca
clara com estas proieases serina.,

A analise do DNA delimitante 5°
do gene APH revelou uma serie de sequencias conseribadas.
Uma destas & a sequencia 5'TGATAAA 3', que psderd ser uma
variante da sequencia de uma caixa "TATA", situades nos
nucleotideons -24 a -30. Esta é uma localizacdo tifica da cai
xa TATA. a qual normalmenie se encontra 26-34 nuclestidess
a montante de sitie de iniciacdo da transcricdc (Cordon.
J. et al. Science 209 :1406-1414 (1980). Uma outra sequen
cia. 5'-TCAAT-3*® (nuclectideps -95 a -99) encontrou-se 95
nucleptidess a montante do sitio de iniciaclo da transcri-
cdoc e €& semelhante d sequencia da caixa "CCAAT" a qual geral
mente se encentra a 70-80 bases do sitio de iniciacdo da
transcricdo. Em adicdo. uma sequencia de Gpb. CGGRCEEG,
estd repetida tres vezes. Uma eepeticdo estd situada nas
pusi¢fes -81 a -76 e presume-se estar dentro da regidp do
promotor do gene APH.

As duas sutras repeticdes. presen-
tes na orientacde contraria como CCGCCC estédp situadas 5
nuclestideos e 31 nucleotidens a jusante do sitig de inicia
¢dc da transcricédn. Esta descrite todas as regiges de liga
¢do Sp1 contem uma ou mais copias exactas desta sequencia
GGGCGG . as quais podem estar presentes em qualquer uma das

grientagles relativamente & transcricdso (Dynan. W.S.
et al, Nature 316:774-448 (1985),




Uma sequencia de 200 pb aparece
em tandem comecando a 917ph a montante do sitis de inicia-
cdo da transcricds. Comparado com putras sequencias ng
banco de genes.os dois tergos 3' desta sequencia & semelhan
te 4 repeticdo Ala tipo & de ratinhe (80% de semelhanca)
(Kominami; R et al, J. Mol.Binl.165:209-228 (1983)., Uma
sequencia semelhante mas apenas comu uma copia estd presen-
te na juncao de SY40 e DHNA de rate Fisher {(Hasson, J.F.et
al. J.Mol.Bipl.177:53-68(1984) e em varivs outres genes
(MIn. H.Y. et al, Nucleic Acid Res.14 :8879-3892(1986);
Osumi, T. et al J. Biol. Chem. 262:8138-8143(1987); Cordon
L.Jd.et al, Proc.Natl.Acad.Sci. USA 82: 7934-7938(1985);
Phillips, M et al, J. Bigl. Chem. 261 :10821-10827 (1986)
Esta repeticdo poderd ter um efeitv regulador.

Este gene podera ser especificamente
regulado por factores reguladores que actuam em cis e/ou em
trans. Tal regulacdc pode estar assupciada & sintese ou
degradacdo de proteinas.

As hidrplases de acil-peptidess
tém sids isgladas a partir de variogs tecidos de mamiferos
e as suas propriedades moleculares e mecanismg de reaccéo
foram parcialmente caracterizadas. Um aspecio de presente
invento diz respeito @ estrutura primdria da hidruolase de
acil-peptidens de figado de rato a qual foi deduzida a
partir da sequencia de nuclestidesos de dois clones de dNA
ispladas a partir de uma biblioteca de figads de rato em
N ot11(Fig.3). Este cDNA codifica uma proteina de 732 re-
sidups de amingdcidos e as analises da sequencia proteica der
vada de 19 peptidess CNBr e triptices confivrmou a identida-
de dos 292 residups. Esta enzima verificou-se consistir

B
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em 4 subunidades de tamanho identico baseads em estimativas
de Mr para a proteina nativa e para as suas subunidades

por filtracde em gel e SDS-PAGE. respectivamente (Kobayashi,
K. e Smith J.A..J.Biol Chem.262:11435-11445 (1987).

Uma vez que todas ss sequencias obtidas se encontrardo

na seguencia proteica deduzida & provédvel que as quatro
subunidades sejam identicas na sua estrutura primaria.

Uma comparacéds de sequencia protei-
ca deduzida (Fig.1) e das sequencias de amingé&cidos deriva-
das da degradacdop automética de Edman (Tabela 3) revela
que a proteina contem tres grupos lisilp equivalentemente
modificadossresiduns 118, 291. 443) se bem, que a natureza
quimica desta modificacdo ndp tenha sidp ainda determina-
da.

Existem tres linhas indirectas de
evidencia que sugerem que o residuo de metionina na posicaon
1 & de facto ¢ extremo NHZ da proteina. Primeiro. o peso
molecular calculado estd de acordo com a Mr da subunidade
calculada por SDS-PAGE (81,347 versus 80 000 (Ksbayashi
K. Smith .J.A. J. Biol. Chem. 262:11435-11445(1987). respec
tivamente. Segundo a composicdo teorica em amingdcidos

é semelhante & composicdn de aminpdcidos observada para a
hidrolase de acil-peptidens purificade (Tabela 2).

Terceirs. ¢ coddo de iniciacgés
ATG, correspondends & metionina estéd no contexto certo
para um coddo de iniciacdoc como descrito por Kezak., M
(Cell 44 283-292 (1986)




A sequencia NHz-terminal da estru-
tura primdria deduzida da enzima é Met-Glu-Arg-GIn...
No eniénto, a analise previa da sequencia proteica indicou
que o extremo NH2 da proteina estd bloqueado (Kobayashi, K.
e Smith., J.A. J.Bivl.Chem. 262:11435-11445 (1987). Se se
remgver a metisnina durante a traducdp por uma aminopepti
dase especifica de metionina, serd de esperar que um resi-
dugilocalizado mais perto do extremo C esteja bloqueads.
neste casg a sequencia do peptides CB17-R13 (Glu-Arg-G6ln...)
nav podia ser obtida. Portants, o residus metionina perma-
1ece na cadeia pulipeptidica e sofre uma modificacdo NHZ'
terminal. Se bem gue a natureza quimica deste grupo blo-
queadsr ndo tenha ainda sido estabelecida, a scorréncia
bem documentada de residupss glutamilo, assim comp de resi
duos aspartilo easparaginilo adjacentes &s metionina aceti-
ladas sugere que a proteina provavelmente estela N“Lfaceti
lada. Neste casc a Ac-Met da hidrolase de acil-peptidess
ndo € aparentemente clivada in vitro ou in vive por ela
propria ou outras enzimas de ppocessamento NHz-terminal
durante g seu processamento osu deslocacdo intracelular.

Foi demonstradp que a hidrolase
de acil-peptidevus nds remove eficazmente um aminpdcids
acetilads das proteinas nativas ou desnaturadas in vitro
(Kebayhahi, K. e Smith J.A. J. Biol. Chem. 262 :11435-
11445 (1987); Gade et al, Biochim. et Biophys Acta 662:
86-93(1981) se beml que tais residuss eficazmente clivados
dos peptidess NY - acetilades ( 20 residups). Portanto,
parece provave!l que ¢s substratos in vive para esta enzima
pussam ser pequenus peptideos Naéaacetiladas resuliantes
da degradagde de preteinas. HNo entantu. ndo pede ser ex-
cluids um papel desta enzima na remocdo de aminodcidos N
-~acetilades. de putras cadeias puolipeptidicas durante o
processaments co-traducds (Rubenstein. P.A.. et al, J.Biol.
Chem. 258: 11354-11360 (1983).
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A analise de transferencias de
RNA indica que um unico RNA de 2.7 kb codifica a hidrolase
de acil-peptidess em todos os tecidos de rato examinadops.
Ainda, a quantidade de mRNA detectadyp nestes tecidos pare-
ce ser quase equivalente. sugerindo que ndc existe regula-
cdp especifica de tecidos dus niveis de mRNA da hidrolase
de acil-peptidess.

Exemplio 5

Deteccdy e diagfidstico de carcinoma das celulss peguenas

Quatro tipos ptincipais de neoplas
mas do pulmdo.-- carcinoma das celulas pequenas (tambem
referido coms carbinoma das "celulas de aveia® ) carcinoima
escamoso (também referids como carcinoma epiderméide)
adenscarcinomae carcinpma das celulas grandes -- consti-
tuem 95% dos neoplasmas substancial e primdrios do pulmio.
0 carcinogma das celulas pequenas tem substancial impor-
tdncia clinica. Ele constitui cevca de 25% dos neoplasmas
do pulmds. Enquanto sutras formas de cancro do pulméop
tém tempos de svbrevivencia de 5 anns em 27-37% dos casos,
mencs de 1% de pacientes que sofrem de carcinoma das celu-
las pequenas stbrevivem 5 anos a partir da altura do
diagnostico (ver. por exemple., Harrisen's Principles of
Internal Medicine, 11th Ed. Braunwald , E. et al. eds.
(1987) pag.1115-1123, cuja referencia aqui ¢ incluida coms
referencia.).




Presentemente. o carcinoma das ce”
luias pequenas & geralmente detectads atraves de radiogra-
fia do torax de rotina; 5-15% de tais cancros sds assintp-
maticos na altura da deteccdn. Diz-se qué a doenca estéd
numa fase limitada quando estd confirmada /confinada a
uim hemi-torax e nddules linfdticos regivnais; a dgenca é
referida come estandp numa fase extensiva quands se
observa maior alastramento.

A deteccdo precsce do carcinoma
das celulas pequenas até associada a um aumento substancial
ng progngstiov. Taxas de curas de 5 anps para a doencga
na fase limitada séo potencialemente de 15-25%. ng
entants. a taxa dz cura poiencial de 5 anugs para a dsenga
na fase extensiva & de apenas 1-5%.

0 carcinpgma das celulas pequenas
é tratado com quimioterapia e radicterapia intensiva,
0 objective inicial do trataments € conseguir uma regres-
sdo completa do tumor em 6-12 semanas de terapia. Se bem
que © tumor muitas vezes volie, o grau de regressds estéd
relacionado com a sobrevivéncia a wmédio e longo przzo.
Devido av seu potencial wmetastdtico, o carcinoma das celu-
las pequenas ndo & geralmente tratdvel com cirurgia.
No entanto, se detectadn na fase inicial, & possivel e
remocdo cirurgica e estd assuociedn a taxas de cura signifi-
cativamente maigres.
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Os estudos de carigtopos revela-
ram uma deteccdo/delacdo constante no cromossoma 3p
(p14-p23) entre o carcinoma das celulas peguenas (Whang-
Peng, J. et al. Science 215 : 181-182 (1981). Esta obser-
vacdo tem sido supsrtada por estudos com marcas de RFLP
polimérficas (Maylor. S.L. et al Mature 329:451-454 (1987)
Kok. K. et al, Hature 330:578-581 (1987): Brauch, H.
et al N, Engl. J. Med. 317:1109-1113 (1987); Yakota, J.
et al Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 9252-9256 (1987).

A frequencia da perda de alelps indica que virtualmente
todos gs carcinomas das células pequenas contém uma deleccis
para uma por¢do do cromosseama 3 (Naylor. S.L. et al. Gend-
mico 4: 355-361 (1989), cuja referéncia é aqui incluida

por referencia).

0 brace pequens do cromsssoma 3
tem sido implicado em outros cancros do pulmdo, em carci-
nemas de celulas renais e no sindroma de ven Hippel-Lindau
(Kok. K. et al. Nature 330:578-581 (1987); Brauph, H, et
al. N, Engl. J. Med. 317:1109-1113 (1957); Zbar, B et al
Nature. 327: 721-724 (1987): Kovacs, 6. et al, Pruc. Natl.
Acad. Sci. USA 85:1571-1575 (1988); Seizinger, B.R,,
et al., Nature 332:268-269 (1988) cujas referencias sin
aqui incluidas comp referencia.

A perda de actividade da amlnoacila
se 1 em tumores tipo carcinsma das celulas pequenas e a
asspciacdo familiar algumas destas doencas ainda suporta
mais a correlacdc enire estas doencas e uma delecgdo no bra
¢c pequenp do crompssema 3 (Naylon, S.L. et al . Genomics
4: 355-361(1989).




Recentemente., uma sequencia de DNA
(designada "DNF 1552") fui clonada e mapeada no Cromussoma
3 (Gerber, M.J. et al. Amer. J. Hum. Genet 43: 442-451
(1688). cuja referencia é aqui incluida per referencia; Nay
lor. S.L. et al Genomics 4: 355:361 (1989). Encontrou-se
que o DNA clonads € capaz de identificar diferencas e
RFLP entre DNA normal e DHA de carcinoma das células peque-
nas. Em particular, foram identificadss polimorfismos usan
de a enzima de restricds Taql .

A sequencia de amingdcidos da hi-
drolase de acil-peptidess do presente invente & substanci-
almente semelhante & sequencia de aminpécides codificada
pela sequencia da sonda DNF 1552. Dus 621 residuss de pro-
teina DNF 1552, 67.6% eram identicus dus encontradns nah
hidreolase de acil-peptidens do presente invents (Figura 6).
Assim? as sequencias nuclegtidicas que codificam a hidrplase
de acil-peptidens do presente inventu ou fragmentos desta
enzima. podem ser usadss comp sondas para detectar e
identificar carcingmas das celulas pequenas e cutrgs cancras
asspciados a uma deleccdo no cromosspma 3.

Quands usadp coms sonda, tais se-
gquencias sdgs incubadas em condicBes que permitem que lhes
hibridem com DNA su RNA de um paciente a ser testads para
determinar a presenca de carcinoma das celulas pequenas.

Sdv conhecidus metodos de hibrida-
cdu adequadss (ver, por exempls, Hames B.D. e Higgins,
S.d. Nucleic. Acid. Hybridization, a pratical approach..
IRL Press Washington., D.C. (1985), cuja referencia & agui
incluida por referencia.
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Apos ter sido conseguida a hibri
dacdo metodos bem conhecidos para a deteccdo de polimor-
fismo (de preferencia anaiise do polimorfismo do compri-
mento dos fragmentos de restricdo ("RFLP") podem ser
empregues para determinar se uma amostra de acido nucleico
contem um polimorfismo ou sequencia que esteja relacionada
com a presenca de carcinoma das celulas pequenas ou da
outros. Sdo  conhecidos muitos metodos para efectuar a anali-
se de pslimorfismo que podem ser facilmente adaptados
ao emprego das sequencias codificadoras da hidrolase de
acil-peptideos do presente invento na deteccdo de cancro
das celulas pequenas de outros cancros (ver, por exemplo,
Wainscoat, J.S et aml., Hum. Genet 75: 384-387 (1987);
Rabin, D, et al, Him Genet 75 :120-122 (1987); Azuma C,
et al, Amer. J. Obstet Gynecol. 160:734-736 (1986);
Pakkala, S et al., Leuk Res. 12 :757-762 (1988); Todd,S.
et al, Genomics 4 :53-59(1989). Chowdhury, M.K.U., Theor.
Appl. Genet.76:25-32(1988); VYam,P.et al, Amer, J. Hum.
Genet.41 :867-881(1987); Freeman, S.M. et al, Hum.
Immunsl. 20:1-12 (1987); VYoffe G, et al, Exper. hematol.
15: 725-728 (1987); Jones F.S. III et al, Gene 39:77-84
(1986); Bernheim, A. , et al, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA)

80: 7571-7576 (1983); cujas referencias sdo aqui incluidas
por referencia).

O0s ensaios de deteccdo de polimor-
fismo tém sido usados para detectar e identificar cancros
(Wada, M et al, Jpn, J. Canc. Res. 78:780-784 (1987);
Naylor , S.L. et al Genemics 4 :355-361(1989); Gerber
M.J. et al Amer. J. Hum. Genet 43: 442-451(1988); Kakehi,
Yet al., Int. J. Cancer 43:391-394(1989); Gum, J.R. et al
J. Biol. Chem. 264:6480-6487 (1989), cujas referencias sdo
incorporadas aqui por referencia). Tais ensaios podem

ser usados como um modelo geral para os ensaios do presente
invento.




Se bem que o que foi ditos se refe-
ria a realizagfes particulares perferidas. serd compreen-
didy que v presente invents ndo lhes estd limitads.

Os familiarizadss com a matéria
verdo que podem ser feitas varias mddificacBes s realiza-
coes divulgadas e que tais modificacBes pretendem estar
dentro d¢ dmbite do presente invents.
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REIVINDICAGCOES

f2,.- Método para a detecc¢do de car-
cinoma das células pequenas, caracterizado por compre-
ender:

A, incubacdo de uma amgsstra de acido nucleico de um paci
ente suspeits de ter carcinoma das celulas pequenas, na
presenca de uma molécula de dcids nucleico tendo uma sequen
cia seleccionada do grupg constituide por:

i. uma sequencia que codifica toda ou parte de uma
enzima hidrolase de acil-peptidesns; e

ii. uma sequencia que & complementar de uma sequencia
que codifica toda ou parte de uma enzima hidrolase de acil
peptidess; a referida incubacdo sends feita em condicdes
suficientes para permitir que se dé a hibridacdo de aci-
dos nucleicos entre as referidas amostras de acido nuclei-
co e a referida melécula de dcido nucleico para assim
formar uma molécula de acido nucleico nucleico para assim
formar uma molécula hibrida; e

B. detecc¢dv de carcinoma das celulas pequenas determinan-

do se a referida molecula hibrida difere de uma molecula
referencia no que respeita d sequencia, a referida mole-
cula referencia compreende uma amostra de acido nucleico

de um individuo normal hibridade com uma molécula de

acido nucleico que codifica toda ou arte de uma enzima hidro

lase de acil-peptideoss.
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28 .- Metodo de acords com a reivin-
dicacds 1, caracterizade por o referido passo B compreen-
der uma analise dps polimorfismos do comprimento de frag-
mentos de restricédo.

3%,- Processp para a producdv de uma
molecula de acido nucleico de cadeia dupla, caracteriza-
do por se incorporar na referida molécula:

A. uma primeira cadeia tendo uma sequencia seleccionada
do grupo ciénstituido por:

i. uma sequencia que cedifica toda ou parte de uma
enzima hidrolase de acil-peptideos; e

P

ii. uma sequencia que é complementar de uma sequén-
cia que codifica teda ou parte de uma enzima hidrolase
de acil-peptidess; sendo a referida primeira cadeia hibri
dada com:
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8. uma segunda cadeia, tendo a referida seqgunda cadeia

uma sequencia que & substancialmente complementar em sequen
cia de sequencia da referida primeira cadeia, sendg a
referida sequencia complementar da referida sequnda cadeia
derivados de um individuo suspeito de ter carcinoma das

células pequenas.

i \H

Lisboa, 11 de Janeiro de 1990

I, ?EREI&A DA Chruz

Agente Offcial da Propriedads Industrial

AUA VICTOR CCRB@N, 10-A, 1.°
1200 LISBOE
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