Ea)

DESCRICAO
DA
PATENTE DE INVENGAO

N° 95.688

REQUERENTE: THE GENERAL HOSPITAL CORPORATION. norte-

-americana, industrial. com sede em Fruit

Street, Massachustts 02114, Estados Unidos
da América do Norte

EPIGRAFE: "CELULA QUE EXPRESSA UMA NX-ACETTILTRANSFERASE
ALTERADA E METODO PARA A PRODUGAO DE UMA
MOLECULA RECOMBINANTE CONTENDO UM GENE
AAA1 ALTERADO, E DE UM PEPTIDEO AO QUAL
FALTA ‘UM TERMINAL AMINO NX-ACETILADO™"

INVENTORES: JOHN A.SMITH; FANG-JEN S. LEE

Reivindicacdo do direito de prioridade ao abrigo do artigo 4°
de 20 de Margo de 1883.

25 de Outubro de 1989 sob o No.07/426,381, nos Estados
Unidos da América do Nerte

da Convengido de Paris

AT Vet L RI 1&72




i'sf‘j'--'g:-t_gg}' ILTESE

HERY i K td

i

p
11

Resumo

SHOrSRESR

i : TaOa E e
para a o i . ) .

.“
£
sl

. 1
L L

1




Referdncis-Crurads a Pedidos de Fatents SFins

ao—-sn-parts
}:‘E’:'? :"EE‘%‘ 2 3%‘4 El
ezentadn sm

mmoletansnte

Campo chy Invento:

O invento & dirigide so  isclamento, purificaclo, =
caracterizacsEn de estirpes da levedura, Saccharomyoss cerevisias
tendo actividade da NY-acetiltrensferase alterada. 0 invento

oS . ; .
também inclul os enzimas N -acetilitransforasze alterados produzi-

dos por szsas gstirpos.

Cundamsntos do Inventos

A acilaglo terminal sm  aming constitui uma  imporiants
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as. Embova o Tormilo, pirvvoilo,. s-cetobutbi

e iy
glicosilo, glucuronilo, a-amincacilo, peglutamilo, miristoilo,

£ 7 =
. . T . P ., ] s, PRI 3 oo
acetilo sejam grupos de M -acetilacBo bewm conhecidos, & evidente

que a acetilacdo & & sodificac¥o guimica meais  comum do ;r*g

@it das proteinas sucaridticas (Tsunasaws, S., et al.. HMethods
Enzymol 1846145178 (198413 Drisssen, H.F.Doy 2ta8l. CRC Crit,

g profizmgs contra
tica {Jornvall, H., J.  Theor. Biol,

=t 2o 32

=y Bt 8le, J. Biol. Chem. Z3411142-11147 (1979)). Blém disso a




taxa de turnover proteico mediado pelo sistema de  degradacHo

dependente da ublguitin depende da presenga de um grupoc  o—#H.
A

livre {Hershko, &., 8t al.. Proc. HMatl. &rad.. Bei. U.8.4.
B1l:78Q1-782% (198473 Bachmair, A., gt =2l., Science 234:179-18&4

dependencia indica gue a N -acetilac¥3o pode

a
peEnhar um papel crucial no turpnover proteico iminente.

ge gue uma  seisde aceiilo sra o

grupo de bl proteing de revestimento do virus
mosaico do et al. Bipchim. Biophvs. Acta,
FE:1B4-191 . estimulador do s-melanocito
{Harris, J . 712451 =

~SE OQUE Um rrcie woteinas de var

Chem. 251: Brown, J.h.oy 2t al.. Jd. Bicl. Dhen
204214471 gxamplo, oflulas-L do ratinho =
celulas de sscite de presentam cerca  de BOE das susss
proteinas ez N-acetiladas {Brown, J.L., gt
al., Jd. Hi 4 {1974} Brown, J.L., 2% al., J.

= v
iBrown, J.L., Int 1. Conor. Biochem. Abstr. {(International  Usion

stry, Canadal Vol. 11:99 (197%)). Estes dados demnons-—
tram gus o grupo M¥-acetile & um grupc bloguessdor muito importan—

te. Foi sugerido gue 2 fung3o bioldgica deste grupo bl

o

o
coe s protegida contra pranzture catabollismo o
1

(dornvall, H., Jd._Theor. Bicl., 55:1-12 (1975)) & contra  de

c#o proteclitica or
4

(Brown, Jul., Jd. Bigl, Chen. 254:314487 (1979))
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efeitos especaficos em relaglo & um pegueno

A deshidrogenase do glutamatio sspecdifics am
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—acetilac¥o de dois dos produtos da proteing precur—
t

neofundn sobre

b =
& actividade biplogios destes polipeptideosy s actividade opioide
da p-endorfine & completamsntes  suprimida, enguanto que o efeito

Bi&13 (1989} & Ramachsandran, J. and L
£

stilada como nlo

ipam na reuniio
wnos pficicis
e s Temer -

madizda pelo

=
dee wn grupo a-MH., no tersinus-N deg ume profsina (Hershko =t alaa

fi

219670 (1984 & Bachmair et

e
al., Scisnce 234:179-188 (1984)), sugerindo gus a N

pode dessmpenhbar um papel no impedimento do turnover da proteina.
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acetil coenzime A para o grupo a-NH-, de proteinas s peptideos. As
N-ascetiltransferases foram préviamesate demonstradas em BE.  eali
{Brot. Ha.y 2t al.. Hrch., Biochem. Riophvs. iNDIATO-4T7F (19731,
figado do rato Festana, f., et al.. Biochemistry 14:1397-14467
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freguantemente do  grupo  o-NH. de protsinas  eucaridticas & &
. o

. St . . = O P : s

catalisadsa por uma N —acetiltransferase. & mirificacdo até &

homegeneidade e tima M -acetiliransferase & partir de

seu substrate {Lee, F~JI.5., Lin L-W., and Smith, J.f.; d. Bicl,
==y
ot

levedura. Easte clone de cODN foi submetids

—EE umd muitacdo nula {designada “"asalivd.

letal, leva as células & crescerem lentamenis = de um  modo

heterogénso. gossam Tormar  ouabro

gzporos inicialments vidvels, os dois ssporos ssal no interior do
sporangio deram consistentemsnis origem a peEgusnss coldnias.
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0 invento fambém ss refers a um método para deterainar

& sequincia de aminoe dcidos de um pepltidec aue compreende:
a. expressio do peptides numa  oflula de levedura tendo um

B. recupsracic do peptidec:; e

C. determinacdo da ssquBnoia de aming Acidos do peptiden.

. £ s = 3
da N -acestiltransferass de  Sac

sEquEnciz oD,

< Figu?a 2 indica um mapa de restricc¥o do gens  AS8AL.
cloms &581 {(nBNT) {linha escursa
& cADN, linha tracejadas & Blusscriptdy; (b)Y a sliminagH gdo

fragmento 3 HindIIl de pBH? (pBHNZ), e (¢} a insesrclo do frag-

mento ndsB-URAZ-nish 3.8 ki no sitio EcoRY de nBRHT {pBNHUF? .

perostttagen  de  sobrevivEncia  foi  deter “minada  swm cada t&mﬁa

indicado. Us genotipos das estirpess sEo indicados no Ouadro 2.

morgsentacies Froferidag:
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lav
cdo da fun"éa biclégica & regulacHo da N
i

degradacio da proteina

scificaments, a dis sponibilidade desta

segquincia  de  amino  Acido
#cdc & olonggen da se

i
olonagen de oADN da

a construgido de alelos de mutantss do gens  da
zferase de Saccharomyoes cersvisiae, 2 & introduciHo
alterados na levedura e células de plantas a  fim

A construcdo e utiliraglo desses mutantes & descrita
Lin, L.-W. and Smith, J.8., J. Bacteriol, 171
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Tunga_: de reunido sHo sfectadas. Este  resultado

G, uma matacdc "nulad

A%, paszagEs para a  fass

zmperaturas slevad

ilacdo constitul uma wmodificac¥o quimica
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g invento também  sg refers ao snzima No-acs-
& invento., o &8s o=

erte puro® ouw gue fol "substancialments purificado.

Tal como s¥o agul  usadas, as sxpressies "substancialosntes para”
g "zubstancialmente  purificad sar sguivalents &
. L . o pue L 1

gEsorever uma Mo-aostilitran resente substancisl-

mente livre de um composho oo TR ociads o enzime no ssu

gstadio natural, isto &, gnE pro s idrato de  carbong,
. " . G -

ipido, stoc. A sxprossHo pretendes ainda cirever uma M —acedil-

gnsalos de pureza

ou honogeneidade usadne nesta bdconic For

..i;_.; o . - PrS . vy s > obe wu tun pms 33 am g gox e oo pwe - g oL
guanplo, uma N o-acetilir b s cilalments  pura ira
mpstrar caracteristicas oo eprodusdiveds com desvios

gyparimentais padrio pars 0D DS SE SRQUBMS
geaa malecular, téonicas cromatogrs Dontudo, & supras—
g&b  "substancialments pura®, nEo  pretende  sucluir mistur

artificais ou sintédticas do snzima com  outros compostos. A

gxpressds tambdm ndo pr de exclulr & presengs de impurszas ous
rEe interfiran com & actividede Diclégica do enzima, 2 guse  podem

- S e s R .
I. Enpgenharia Sendbica da N -fAcetiltransferass
i T S SO T3 1 -

A. BeguEnciaz da M -arstilitrasnsferase

O inventorss completaram a clonages molesculay =
i o

[
aetwrminavam & ana ial completa de cADN de um gene de
&

N-acztiltranaf rigtice {lee, F-J.8., 2t al.., Jd. HRiocl.
Chem. 243:14948-14955 (1988}, Reguerimentos da Patents dos E.U.6.
Mos. oF/2R4.344, =4 B7AITE.EA1 . £ proteins de
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Ng~1caiiitrangfefrz4 da levedursa & codificads por  um guaden  de
leitura aberto de 25462 Dases o consiste sa 854 aming acidos. 0O
seu peso solecular caloulado s partir da sua composicBo sm amino
acidos & de 78.373 daltons, e este peso molecular estd de  acordo

com a subunidads M. ava
sEQUuEnnia proteics da probe
terminalments em N,
Mt N-terminel o
{possivelmsnts acetiladol.

o

& i
claro se ssta regifio desemnsnha
ou localizsgdo do s;pzims.  Uoa
Wi-acstiltransTerase na gfat&iﬁa
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para identificar residuss envolvidos ne cetdliss. & sequEncia  da
- e . .. s e
NT-acetiliransferase de Saccharonyvoes cerevisias & do seu il &
indicada na Figura i,

- R el e ,

H. 0 bens da N -acetiltransferaszse

s resuliados das hibr do Morts 2 do Bul

3.

indicam gue szists

s&. Dontudo, ndo &
zegtiltransferases
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subetrate da N -aretiliransferase da  levedura  desmonstraram
ilar grupos

claramente gue sste enzime ndo & capaz de  desacehi
E-NH, em substratos peptidic r

ﬁemm;atraﬂa uma acetlliransferase especifica en relacdn & histons
na levedura (Travis, B.H. gt al., J. Bicl. Chem. 259:1448G64-14417

(1984 .

e gntre a Tungdo destes

A clonagem do gens 4581 da levedura permite gus  sejiam

T

deterninados os detalhes moleculares do papsl da B -goatilacio na
%

Yariantes da seguincia de sming  dcidos da Na~::2til~—
transgferase podem ssr preparadas introduzindo mutacSes na spoufn-
cia de c©ADn  da N¥-acetil
incluem, por exeaplo, pliminacHes de, oo insercles ou  substitui-
coes de, residuos ns segquinciz de aming dcidos indicada nis Figura
1. Pode ser feits qualguesr combinaco de gliminacis, insercdo, =

BEr gque =2 desgism mutantes
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produzic sstrutura moRN secundirio {(ver reguerimsn-

it de Fatente EF Ho. 75.4443%,

Embora o para &  introdugdo de ume variag
quEncia deg aming  acidos posss ser  determinado préviamen b, &
t

Ho per se ndo preciss de ser prédeterasinada. Por sxemplo, a

g optimizar a performances  de ume mutaco num

gitio, pode-se realizas uma mutag EEE S0 acaso e oo ou

regifio alva sendo as vari arth gupressas da B

avaliadas g relacio 3
Téonicas para realizar

terminados no ADRN tendo uma saqu@ﬁ:ia conhescids =20 bem conhsci-

das, por exeaplo, mutapenese especifics do sitio.

sim cone um ntmern suficients

“:can%hag & fim de proporocicnar ume seguincia ds

I
i
=
i
o S
oy
[}
1%
3
=
T,?
1.;
@
3.,
]
.}’i
*”.t
o
1 [z ]
1..4

grimarma adui

suficientes parsa

Ny

formar um dupley sstivel sm ambos o8 lados de Junglo de elimina-

CE0 a ser  atravessada. Tip ricamente, & preferido ue primero  com
cerca de 2% a 25 nucledtidos  de comprimento. com cerca de © oa 16

residucs s ambos os lados da juncEo da saquEncia & ser alterada
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Em geral; a técnica de mutagensse ssoeci

& bem

o
publicagSes tals comoe Adeiman gt al.,

apresgntaclo & agui incorporada como referéncia.

Comn serd tomado em consideraclo,

T
tais como o slemento  fagico MIE, por  sssmplo,

OOT MESBing

Macromolecules BRerombinant TGS
Ameterdam (1981}, ctuja apresshbs
referincia. Estes slemsntos fagl

fji::' ralmsnts

uma seguincia subsstids =& ﬁwnagé



|
oite
|

i

transformar células aprogriadas tais come células Jlls

1
sglecoionados clones gus incluem  veotorss recombinantes tendo o

arranjo sequencial com muts

& regiio
pgrotelica gue sofreu mubaglco  pode ser  removide = colocads  num
priado para produclo de proteina, geralments um vecohor

=] a tramsTormacso ds

win hospedeirg apraﬁriidun

A eliminagBes na sequincia de amine  Scidos variam
geralments sntre cerca de 1 8 3¢ residucs, com maior preferinc
5

1 & 19 residuns, & sHo tipicamente {smbora nin  mecessarismnents)

insergdes no

l‘—
Mrezretiltra

secrecin de NY-acetiltransferass em maturacio a partir de hospe—

O terceiro grupo de variantes sHo souelas em gque pelo
meENcs um  residun aming adcido na Fu—aietiltranaferziey = dg

Enoia, apenas um, fol removido sando um residun  difsrents

&
inzeride no seu  lugar. Esses substituicBes s¥o feitas de
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Ticativaments no seu sfeiln schre
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na zona da substitulcieo. por euxens
o

que em geral sdo esperadas sHo aguelas em gue (2! glicina e&fou

prolina @ substituids por cutre amine  dcide ou eliminsda ou

inserida:; (b)Y um residuc  hidrofi iana por sxemplo,  sSsrilo ou
sfahic
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na tals como  okidacio-
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Eiiktramgferazg {igtm & actival podem ssr submebi-

e nulo {aaa;

oo
3
i
I
E
[y
ey
i
7
W
Ini
]
i
e
g
G
£
i
fusad
£
i
“4
o
=
£
P
fl.

i
sarte dos transformantss ir3c ent¥o apresentar actividads

da N¥-

o
—acetiltransferase, oz o
=

Hrhmaretil

e um modn an

-3
actividade da N%-aretil
1

nulo {(tondo wuma  substituicHo ou s#liminacdo ds

2} podes ser autsgenizados = oin

t
c2lula que seia deficients em actividede da NPacetiltransferase

{tal o wm mutants nulo = clones gue, devido a mutageness
receberam uma mutagHo "correctora”  pu "compensadora® ir¥n apss
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Do & Clonages do Bens da N —argtilbransferags

Fode utilizar-se gualguer un de umas série de ﬁrﬁrassma
=

para a clonages do

cgrevisias. Un desses sg@todos implice & ansdliss de uma 3i¥varia

3
sguida fasandu um ansaio sm relaclo & supressHo de No-acetile
=

consiste em  determinar & segudncia de  amino Acidos  do snzima
o - oz .
Mrlracetiltransferase = em ussr sstas  seogulnecias pars oriar

digpositivos capazes de  hibridizacBo com c&DN  codificador da
& ansferase. Fara realizar esta tarefa, far-se a sequin-

-
cia da proteina purificads da N-acetiltransy

permitir gue ss  clong um gene  tal como 0 geEne para M¥—acebil-

Uma vez a moléculs completa, ou gus um ou maiz fTragmen-~

tos peptidicos apragriados da maidoula, taniaind sida
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segquanciadpnisl, a

i s2quEncizs de DN
praminadas. Porgue o cddigo genético

mais de um codioc pare codificar

tWatson, J.D., In: WMolecolsr Biology  of the Deng, 3rd E., W.&.

Benjamin, Inc., Menlo Fark, 08 (1977)

cados por  apenas um Unico codio. Embors  ocasionalmente  ossam
=

seguiEncias de aming dcidos possam  ser codificadas por BRENas um

unico oligonuclestido, freguesnisments a saquinois de amino dcidos
pode ser codificads por gualguer  um de um grupo e oligonucled-—

tidos semslhantes. = wm omodo Imo ante, smbora todos os mpesnbros
do grups contennam olioonuoledtidos gue so canares de  codificar
o fragmento

sequincia de i gug codifica

Pmrque sute membro estd pressnte no grupo, @ Capaz de hibrid
Zar o ADN mEsnm na preseng i

i
Fupc, & posgi-
vl wtilizar o grupo n¥o fracoionsdo de ogligpnuclestidos do assmo

modo pelo gual se ubiliza um dnico oligonucledtido para clonar o

gens gus codifica o peptideo.

De um modo sxactaments &) & gaorita anteriormesrn—

te, pode-ss utilizar um

nxl

E—
tidos) gue t8m uma ssou w & comnplensntar da

sequincia ou grupo de seguBncias i i wotidos gue & Capas

v

de codificar o fragmernto peptidico.

1-...-

Um oligonuclestido, ou grum oe oligonucligdtidos
fr

aproriadois) gues @ (sejam caparies) de codificar um ~agmento da



v

...._:j_...
. 3 .. . .
gens deg N -acetiltransferase {(ou gue & comnplementar desse oligo-
nucledtide, ou desse grupo de gliponucledtidos) & identificado
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ADM ou, com maior prefer@ncis, uma prepar apdo de cADN der

i
clulas de  levedura gues  sEHo capazes  de EAOrESSaT S80u

receptor do estrogénic humano (Welter, P, gt al., Proc. Nabl.

Aoad. Sci. USH BZ:7EST-7ESI  (I985)), activador do plasminogédnio
do tipo tissular {Fennics, O. et #1l., Mature 261:214-331 (198373
a ADN complementar da fosfatase alcalinas da placenia de  termo
humana (Kam, H. st al., PFroc. Mall, fcad, Sci. USa HEsB715-8B719
{19851,

Mum modo alternative preferido  de clonagem do gene da
Nﬁwath%iltrangferaaag & preparady uma  livraria de vectores de

ERprEssan por clonagem de ADN ou, com malor praferincia de  cADNM,



partir de uma cdlula capazr de sup
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num vector de ssoressdo. & livraris
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a MEMDros 4}'3-:3.3-‘;?5 e EHaressar uma
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anticorpo acet;ELraraferdaeq g gue tenhs um seaufnoiszs ds

nuclestidos gue seia capaz de codificar polipsptidecs ous t8n &

maEsna sequincia  de amino éciﬁﬁa como N -acstiltransferase ou
£

i
fragmentos de N -acetiltrans

métodos descritos anteriorments pode sar ligado de um modo
i

Campo.

A codificagBe da ssguidncis de ADN
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de Tontes. For szism—
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transferase pod
ploo, MmARN codificedo gara NWi—acetiliranzferass pods =gr izglado a

partir de tecidos de gualsguer sspéciss ogus produzam o engima,

uzando o mdtodo da mancha Movthern (Blwins st 2i., Hethod
Enzymol. 5B:220-24F (197931), = dis;

marcados. O mARN pode ser convertido sm cADn por técnicas oo

pecialistas neste campo.
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detectavel. Esss  gru wn' detectavel pode ser gualguer material
apressntando uma proprisdade fisics ou guimics deteridvel. Coees
materials t¥m sido bew desenvolvidos oo campo de imunosnsaios 2
m gEral & maior parte de guasisgusr marcadorss  Ob
métodus pode ser  aplicads as  presente invento. Particularmentbs

tivos, tals como enzimas  (ver
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Mos. 4,338,797 =2 {veyr Fatenie
dos E.U.8. No,  4-13 P2y anent i s rimia {war Dlin.
Chem. 25:353 (1979); croméforosy agente : wsrinoia tais
coms agentes de guimiclusinescincia = anenh g bicluminesciBncocia
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um dizpositiveo cofactor & agicignando o
Enzima sm relagio ao gual o marcador @ um cofactor = um subsbeatno

para o snzima. For szemplo,
=

um substrato a8 fim de

E. ExpresszHo das HequEncias do gene da

M'*mcatiltran:f;vaﬁé

Az meleculas de ADN oo de cADN gus codificam o enzims
=

&
X3 sk = - "
Ni-acetiltransferase podem ser ligadas de um modo operdvel & um

ransferase por  ossas
celula. & referide que duas ssguincias de ADN {(tais come SEauEn—
cia de regido promotors & uma ssguincia ds codificac¥o do  enzims
dessiado! slc ligadas de um modo operdvel se & natureza tda
1igag§ﬂ entire  as duss sequincias de  ADN n¥o (1) rooultar na
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uma mutaclo deslocada no guadro,

o
ot
ri*
il

i
£,
w

i

ll‘!
e
]



pode see reconbinads com vector ADN de

L 3905-‘
wa para  dirigir a

ciado gene do o enzima

promotors.

convenoionals. incluindo  terainus gslano oo oeo zlguszasgs  para

ligag8n, digest¥o enzimdtica com restricdo para  propoccio

termini apropriados, obturacBo  das subremi
szia aproprisdoe, btratamento om fFosfatase

sequEncias oo gene desejado no ocromossoma o
o

Células gue integraram estivelmente o ADN

mais Mfarcadores g e pErmLTem
gus contin oo veotor

coma complemento uma suxotrofia no hospedeid

urak, gue s¥o marcadorss  ausobréficos o

resist@ncis piocida, por gxemplo,  antibidti
doz, tais como cobre, sto. O marcador sslsco

sar ou directamente  ligado &s seguincias
B

EHprsssn, ou introdos

3

Muma spressntacio  preferids,

ira segr  incorporada num plasmides oa vers

reslicagdo autdnoma. no hospedeiro recioiend

para suta Ffinalidade ualpusr  um de  uma
Fie

g
Factores imoortanites para a selergdo de  unm

[
reunifo indessidvel, s ligaclo com ligases apropriadas.
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n
wiss  cpesivas  oono
kn

dpressin do enzims
pucaristicas. Muma

r da integrar as

uzindo também wum  ou

salncgic de cdlulas hospsdeiras
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maze e BRIZZ,

promotares

Molscular B

(1982)), = promotores de Streotom (Ward, J.M., @t al., PMol,

Ban. Bsnet. i4 procaridticos =3o
revistos por 8lick, B.R., {J. Ind., HMicrooiol, 1:277-282 (198711
Cenatismpo, Y. {(Biochimis &8:385-51& (19843173 o Gottesman, 3.
(B, Rev. Geneh. 18:415-447 (1984)),

Fequera a prasenca de um sitic de ligagBo ao ribosoma para  cime
da sequinciaz codificadora do gene. Esses sitics  de ligagEo  ao
ribosoma sHo indicados, por sxemplo, por czld, L., &b al.. {(Ann.
Rev., Microbiol. 25:365-484 (19813},

L

DN de n¥o-replicagdo {ou  ARNY, gus pods 28 ou uma  molfcula

f
[}
i
o
fyd
i

lingar ou, com maior prefer@ncia, ums molécula circular cov
fechada. Yisto gus sssas moléculas =30 incapazes de replicacHo
autanoma, a sxupressHo do enzims desedado pote ooorrer através  da
Expressdo transitdria da sequincia introduzida. Alternativaments,
pode  ocorrer  sxpressEo  permanente  através da  inteoracSo da

sequEncia introduzida no cromoszoona hospedeiro.



A2l

Vectores plasmidens

tais como oS capazes de replicac8c em E. colii  ltais oMz, DOF
1

st

exemplo, pBRIZE, ColEl, ps0

gos strephtomycses tals  cooo
Lion

Izaki, ¥. {dpn. J. Escteri

oo o)

Uma vez o vector ou & segufncia de ADM contendo  os
glementos idealizados, precarados para expressiioc, os slementos

idealizados de DN podem ser introduszidos num hososdeiro aproe-
st

ol ocutras téonicas convencionais. Apds s Tusdo, as células sHo
feitas crescer =n meics & =30 analisadas guanito a actividades

apropriadas. & expressic da  sequincis  resuliz na producic  do
kS

"




{tais como, por sxsesplo, células humanas ou de primatas! a
1

az de plantas gquer in vivo, ouer em culiura de tecidos.

F3 7

A sxpressdHo do snzima desejado sa hospedeiros  sucaride-
«

ticos requers a utilizscie de regiBes reguladoras sucaridticas.
R & e 3 Bl " o S, . i oF S
Esgass regifies, incluir8o, sm  geral, uma regilo promotora sufi-

tionein do ratinho  (Hamer, D., et 2l., J. Mol. &pol,.  Ben.
12373388 {1982¥); o promoior TE  do virus Herpes {(Moknight, 8.,

Gell J1:305-3460 (1982)1; o promoior precoce BVES (Benoist, C.: =t

=318 {(19811}); o promotor do gense  gald

s 8t al.. Froc. Matl, fcad. Bei. (058D

ver, Puafe, gt al.. Proc. Natl. Scad. Sci.

ou numa ForsacEo
de uma proteina de fusfo (se o codBo AUG se situar ne  mesme
guadro de  leitura gus a sequincia o

=
enzimal ou uma mutacdo de desvio no guadre lse o codio GUB n¥c =o
1
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a. EuxpressHo ns Levedurs

do

tilizagio da levedura proporoiona vantagens

t
upstancials pela facto da  levedura  ooder  tambda anprasantar

zegregs peptidecs tendo sequincias leader (isto &, prépeptidecss .

agus gualsguer uns  de ums  série  de

da levedura. remplos  deszes

circulo de 2 miceons da levedu-—

os de  expressio YEFIZ, YOP = YRP, gto.; ou SBus

i plasmicdens  s¥o bes conhercidos  sesta Boenics
{Botsteing D., =t _al., Hiassi Wntr. Syvmp. 19:285-274 (1997 :

Broach, J.R., In: Ths Molescular Bimlooy of e Ymast

Baccharomvres: Life Oveols and  Inheritancs, Coid Spring  Harbor

Laboratory, Cold Spring  Harbor, NY, p.  445-473 {1981} Broach

. ~ H
S T ] R T el ",' R B Y LY el Wi B u 2 swe gme o8 eme -y ofs oo oo gab sun sus
deRey, Emll ZB:2e3-294 (1982)). YEFIZ & o wvector preferido do
presente invernto.
b. Expressdo sm Células de Mamiferos

fe células  dos  mamdiferos proporcionan modificacBes
pes—translacionais as moléculas  proteicas  incluiodo dobragem

correcta ot glicosilaglo nos sitios correctos. Gz células

oL
i

5 4y

mamiferos gue podem ser Gtels come hospedsiros ineluso cdlulas ds
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origean fibroblistics tais como VERD ou derivados.

Fara um hospedeiro mamifero, suistem as  vectores
Fode-sg  utilizar uma ampla séris de sequincias reguladoras
transcricimais e translacionais, dependendo da natureza  do

hospedeiro. Us sinails reguladorss transcricionais & translacio-

oy

nais poden ser decivados de fontes virais, tais como  adenc OVIFUS,

pupressic.  Slternativ

ll.
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o
T
g
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-
promntores de  supressdo  de rmamifermw talis como

actina, colagénio, miosina, etc. Fodes ser selsccionados sinais

reguladores de iniciacHa or

fl.'

msoriciomal gue permites 3 repressdo
ou activagdo, de modo a gue a supressEo  dos g

=
modulada. Apresentam  interesse oz sinais regulatécios qus =30

sensiveis & temperaturs de tal modo gus ao variar a tempEratura,
a edpressdEc pode ser reprimida ou indciada, ou ogue =850 submetidos
& regulagio guimica, por swenplo, metabolito.

Fara un hospedeire mamifero, snoontram-se dispoiivels
o

varios sistemas vectores possiveis. Uma

1
vectores utiliza slessntos de AN gus proporcionan olasmideos
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darivadns de virus  de

abenovirus, ou virus SVS6. Uma segunda classe de vectorss  apoia-
~EE 8 iﬁtsgragﬁn das ssguinciss gendticas dessiadas no cromosso—
ma hospedeiro. fs células gue  integraram sstiavelments o ADM  nos

seus oromossomas poden ssr seleccoionadas introduzsiods também um

marcador gque permite s seleccHo de células hospedeiras gue contéem

o vector de expressHEo. O marcador pode proporcionar protobropia s
um  hospedeiro  auxotrépico, resizitincisz Bipwida, por exemplo
antibidticos, ou met pasados, tals como cobre, sto. O marcador

selecciondvel do gene pode  ser ou directamente ligado &z



formar uma

P

£ smabido gue cerios herbicidas =30 inactivados  por
Azsim, & possivel produzic ums planta gue seja  mais
relagio ao herbicida. Mesta outra apresentaclo dests

A regifio de codificagHo para um gere da M -acetiltrans-

pode ser usads neste  invento pode gr homdlo

an relagio & cdliula ds lanta ou planta a sere

L s sees o e e o . pon sme 2o s, 3§ 2o P R g, g o oo
fBzzim, o invento compresnds plantas cont

NMuma agresentagBo deste invento, a M -acetiltranst

T
compresnds uns M-acetiltransferase da plants gue ¢ homdlioga  =m

roirmada. Muma  oubra apresentac¥o
&

raze compresnds um enzims gue &



heterdlono em relac8o 3 planta a

pode ser usado nesste invento ADN de ambos os A0 2 cADN  gendmico

codificando um gene da N¥~acetiltransferase, £ ainda

NY-ace stiltransferase pode ser constr &

de cADN & parcizimente ds rum clons genomico. A&lém dissc, a

codificag8o de ADN para o gene da N -aceti

conpresnder porgles de vérias sspécies.
Existe uma s&rie de aprasenback

]
Lo ample  do invento. Muma destss apreser

f{a) uma primeira codificacio de ;ﬁquﬁnzia'genétiaa pAara uma

—acetiliransferase a gual apds expressic do gene numa  determi-
nadea c&lula de planta & funcional para N -zee

{by uma ou mals ssgufncias gendticas adicionais ligadas de

um modo operdvel ee gqualquer um dos lados da regiio de codifics-—

"“ii:{..

cHo da NY-acetiltransferase. Estas sequinrias gendlticas  adicio—
nals contém ssguincias  pars ﬁ”ﬁmt?u {gs} ou terminador{ss)
sequEncias reguladoras  das  plantas  podes  ser heterdlogas oo

homdlogas em relac¥o 4 célula do hospedeiro.

NMuma apresentacHo preferida, o promotor do gene  da
M —acc*xltrnﬂmf@r.we & usado para sxpressar s sequinois geretica

guimérica. Oubtros promoborss  gue podem ser  usados na wequincia

igacdo operdvel com a sequincia

i
grase deve ser capar de promover

m

t
expressdc da  referida N-acetiltransferase de  tal modo qus  a
planta iransformsada tenha tolerd3ncia aumsntada a um he
‘ a

-
promotores de superproducHo da planta qus podem ser usados neste
d




do FMolecular and fAog.  Ben., L:483-498 (19881}, = o grosotor  da
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proteina de ligag¥o a‘b da olovrocfi

@. BEztes doils promotorss  =Eo
conhecidos por serem  induzidos pela luz nas células de plantas
i

sucaristicas (ver, por esxemplo. genstic Enoinesrin

auriculivral Persoective, A. Cagheoore, Flenum, New York 19283,
&

as, sy TMRLLT e
pages 29-38; prruzi, G.

{1983 2 Dunsmuir, F. et al.. J. of Fol. and &pplied Senet, o
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exprassds da seguincia gendbtica guimérica compresndendo o gEne
[

e

i

i s oq s o= .
Mo-aretiltransferaze & ligado de um modo operdvel sm guadro o

£
i

leitura correcto com um promotor de plants = com uma sEquinoia

sinal de ssoregdo do gene.

compresndendo um gens
oreravel & um  promotor

25 sequBnocias de sinal

fad virais {(bactsriocfagos}
contende sequiEncias  de replicac8c & de controlo  derivadas  de
eapdciss compativeis com as células hozpedeiro. a vas hor de
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cmmmriavgdurss o fuﬁgag Tilamento-

0 vector de clonagem 2 a cdlula hospedeira transformada
Com o veotor =80 usados neste invento tipicamenis para aumentar o
o

ias auvmsntado, os

tido no  vector
g

calulas da plants
meEcinicamsntes o 40N rsoo

ansferido pars

i
i
i
-+
;1,

ma um complexg

b
g fivado pela cédlula. {Faszkowski et alng EMEO  J. 3
£3

Mi-acetiltransferase pode ser introduride nas células da olanta
por electroporascio. {Fromn st al.; "Expressio G Genss
Transferrad into Monooot ard Dicoi Flant Cells by
Electroporation,” Froco, h;%;la Acad. Dsi. U.8.68. B2:5B874 (1985,
Mesta fdonica, os protoplastos da planta s#Ho slectroporados na
presenca de plasmidecs contendo o sleseato idealizade gengticn da
Na~aceti1transferwmearﬁa impulscs  eléctricos de elevada energia

abilizam reversivelments as bi amﬁmbranab permitindo
e plasmidecs.Us protoplastos da planta glectropora—-
idem, & formam o calo da planta.

v

F—acetil-

e

im plantas  transformsdas com

d
transferase expressa opode ser realizada  usande  os marcadores
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transferase em oéh

taonica, as oé

,_

o

i
e

para formar rehentos
fAs sequfnciss gengtid
duzidas =m oé

i
do plasmidens Ti o

oo o~ - N et .2
transmitido a célu

St
manutengio de tumores. A regifo de ADM de transferinocia, qus  fasz
o

a transferfncia do  agenoms

& &
genes causadores do bumor de aodo s nSo conbinuaren a interferir,
o plasmidec Ti wmodificado pode entlc ser usado como um vector

para a transferfncia dos slementos idealizados para o gane  do

invento para uma céluls de planta apropriada.




Existen pressntements dols modos

formar celulas

F"t
,..

rEriums

3]
{1} co-culturas de Agrobacterium com protoplastos isolados de

cultura, ou

{2} de oflulas ou tecidns com fBorohacterium.

0 méitodo {1} reguers um sistema de culiturs sstabel
tura de protoplasios & 8 regeneracilo da nla

partir de protoplasios de culiura.

piantas possam ssr bransformados por  Sorobacherium = (b Ous as
celulas ou tecidos transformados possam ser  induzidos para so
regeEnsraren em plantas totais. Mo sistesma  bindric. para  ter

cgssarios dois plasmideos: um plasmides contendo

c#Elulas de plantas ou

moddo a0 enzima ser expressade, podem ser selccionadas oo meio de

de modo a

da M§~acs
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Sinapsis,. Abropa, Capsicum, Datura, Hyoscvamus, Lvcopersion,

Micotiana, Solanum, Fetunis, Digitslis, Haiorans, Cichorium,

Y

Halianthus, Lactuca, Bromus. ASDArAgUS

antirrhinum.

-

Hemerooallis, Memesia, pelarconivm, Fanicum, Fennisstum,

Ranunculus: Besnecio. SBalpiglossis, Cucumis, Browallia, Glvocine,

=
Lolium, Zes., Triticum, Borghum, © Daturs.

tecidos em cultura, inciuindo
especises orincipais de cereasis, cans do o2

algodids, drvorss de

naturais para Aoro

usando Agrohecteriue

{Hoovkas-Van Slogher

i
sctualimenis cada v

poden ser bransformados

grperimentais

1
A
-
M
it

cEreEals & de relvas

beneros de plantas adicionais gques podem ser transforma-

dos por  Agrobacterium  inclusm  Ipomosa, Passifliora, Cyvclamen,

Malus, Prunus. Foss, Rubus, Fooulus, Bantalum, Alliswm, Lilium,

$om cremm o e ey S v = . 3 s ot -
Marcissus, fnanas. Arachis. Phass

o
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et
i
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i
el
u
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cultura & descrita em Evans et al., Protoplast Izo

Bulture.” ee Handbook of Flant Cell




A

Fublishing Co., New York, 1983)y M.R. Davey, "Recesnt Develpmsnts

in  the Culture and regensration  of Flant Fr&;mp? stE,~

"Frotosiasts. 19875 - Lecture Froceedings, pp. 19-39 fEirkhaﬂaavﬁ
Ba

rops, Yin Protoplasts

mas geralmsnite & proporoionads sm grimeirJ lugasr uma 3us;ens§m o
Lransf

induzida a partir de suspsnsBes de protoplasto,

amadurecimento & de germinacic como snhrifies na

de cultura conterdo geralmente varios ami
tals como  auxina e citoouininas. £ - também vantaioso adiciconar
acido glutdmico 8 prolina ac meio, especialmente para peEpEciss

do melo, do gencltipo, & da  histéria da culiura. Se sstas  trgs
bk )

fs plantas am mﬁiuracia complsta, Teitas crescer a
partir das células de plantas transforms das,; s8c caracterizadss =

lanta reproduzida. 6 plants reproduzida
o 0 gEnE para

aumentads. Estas secenites poden ser feitas cres
n ol

tas gue L¥m uma taxa aumsntada

As plantas  reproduzidas de acordn com este  inventeo

poden sz usadas para desenvolvers Nibridos ftolerantes em  relacdo



o’

saldd
ao herbicida. Meste sdtodo, uma linhagem de plantas  reproduzidas
tolegrantes em relacio ao harhi:i:a & cruzada com ocubtra  linhagem
de plantas reproduzidas a fim de produzir o hibrido.
Fartes obtidas a partir ds planta regensrada, tais como
Tiores, sementes, folhas, ramos, fruios, sic s3o abrangidas pelo
invento contanio gue estas partes compreendsm as células toleran—

gnts um ascendente pode

m
sar transformado pels seguincia genética da N -acetiltransferase

astendentes, os hibridos da primss
i

uma distribuicBn de 172 N aceti tipo selvagem:sl/2
N'“QELt117T4ﬁEfE{£EEfiZ“; selvagemn. Estes hibridos de primeira
gerago (F1} sHo caracterizados de modo a produzirem hibridos da

Eegunﬁa geragdo {(F2). A distribuicdo gendtica dos hibridos FZ oS

174 “QEEil‘LFWﬂ?fEVaEC!Nu“ECEtiEtT&ﬂEfiFﬂBE% 172 N&—agetil~

transferase/tips sslvagem VALEMm. ﬁi
ML

grasa/N”

~acetilitransferase sdo escolhidos coms  as plantas tolerantes  em
i

lagio ao herbicida.

hereditiria qus

comn um resultade de condigiBes ambientais, tais como radiacdo, ou

como resuliado de varlaglo gendtics em gue um traco & bransmitido



font
o
l»! .

= de acordo oomn
cidas. Contude, 2 planta mutante, deve sinda  aoresenbtar  uma
tolerdgncia em relacHo so herbicida por meio de tara sumentada  ds

acetilacido de acordo com o invento.
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para proaduzis snzimas H’ —aceti

ino acidos dessas moléculas. Como uma célula & gual fTa
t

FENCia de grupos acetilo para o teeainus aminog de groteinas, o

ma

proteins produsida numa  dessas  c&lulas pods =g dpidamantes
segquancliada. &ssim, por suemplo, uma cflula com uma muta agdo nula
no seu gens da N-acetiltransferase (tal cooo s mitbacdo azal-i de
STOMYCEs carsvisias) pode ser usada parae produzir profeinas

da levedura endégenas a gue falta N%-acetilacHo. Essas células,
por exerplo, podes ser usadas pars  SXpressar una 7rmt§in; ol



De um modo aamﬂlhaﬁtaﬁ gzsa celula mulant
ser usads come um hosoedeliro pa a
isto 2 ﬁ?ﬁt“iﬁai ndc naturalmente ou normalasnte  pordusi-

nd 1

itar a slucidacic da sequin-

mutantes cuis
produzida =m

z

grasse normal, &

de produsic  proteinas  apreseniando
i

LL.
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M'matatiiagém sumentada. Tal como  foi discutido  antericrments,
dvels por sorem mals estédvels do gus  as

proteinas n8o acetiladas.

o
ade do subsbtrato aumsntada ouw diminuida, sshtabili
1 para permitir o desenvolvimento de células

% capazss o8 produzis probsinas apres
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Oz enzimas N -acetiltransfersses alierados podam  ssr

puriticades 2 usados in vitro do mesoo nodo gue fol descrito

anteriormente para células hospedeiras mutantes.

Tende agora descrito em geral sste invento
sera melhor compresndido tendo comno referéncis aﬁampims paperif
cos, que sHEa agul  incluidos tendo finelidades apenas  ilusteati-
vas, & gue ndo pretendem ssr limitativos a nED 58y ogue esspEcifi-

cata de um modo diferente.



CRESCIMENTD BE CELULAS D LEVEDURS

Os meios de cultura da levedura foram preparados, tal

i descrito por Shermen gt al.{Sherman, F., st alng Methods

o
in Ysast Geneibics, Cold Spricg Harbor Labur&tmryg Cold  Spring

4 wr

Harbor, NY (198&)): YDF continha 1% de extracto ds lpvedura-
Bacte, 2¥% de peplbona-Bacto, & 3% de glucose; YGP continha 1% de
de

sriracto

g.

roly BD continha  @,7% de  bese de  asobte da  levedurs Difen ==
W

aming é&cidos v 25 de glucpsey s agentes nubritis
*

para sstirpes auwobrédficas  foram  fornecidos  em concentraciss
pepecificadas (Bherman, F.. ot al., Hethods in Yeast gmnmtics,
Cold spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harboer, NY (1984313,
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aoul incorpors

oe  métodos

svadura con liticase & en seguida hosogensirzando os resultantes

peferoplastos num tampdco hipotdnico. 8§ NP —armti
) ,

vadura & libertada a partir do

3 o - o
te a nedite usando, por sxemplo, tamp¥o HDE (HEFES 28 aF-8

pH 7.4, BTT 2,5 mM, 184 (v/v) de glicerol = 8,827 de Hméq,

contenda KCL 2,2 M. A meils vida das preparagSes de N -acetd

orEmogdo de biomaterials celulares
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wais o produto floutuants.  Pode utilizar-se pars ests
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Se desejado, a WNY-acetiltransferase pode  ser  ainda
parificada reunindo & concentrandn fraccBes  de pice
cromatoorafia de per nuta idndica, o

%

i
(tal coms  tampdo HOE  contendo EEL 8,85 Mi, 2 carr

e e N e .
coluna de resina de peracta idnica (por zHemplo, DESE-Sephaross)
com gluicdo com  um oradiente saline continuc {por exenplo, EDI

S Tt g - P 2% 3. - ouy pion, dom . 3
& ByaMi. A reuni¥o de acetilitransferass a parbtir desta
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gradiente linear de sal & as fracoBes sctivas podem ser identifi—

1.

Se desejiado, as fracgBes de pico

tidronilapatite podem ser reunidas, concentradas, dialisads com
tampio apropriado {(tal como  tamplo HDS contendo K01 .85 M, @
carregadas numa coluna de parmuta idnica, de preferSocia celulo-

sa-DESZ, com um Qrﬁﬁlh e continueg de sal.

= fracgHes de pico a par da coluna de DESZ-celulose
podem sgr ainda purificadas, se dessiado, reunindo as fracofes
activas, concenbrands & actividade da Na—ac:£13traﬁaf=rasén
dialisando com tampi3c apropriado {tal comz  tampdo HOE  contendo
ECL &,85 Mi, 8 aplicando numa Soluna de afinidades, tal coao

pu
ATTi-Blue gel, com uma sluiclo de gradiente continue de sal  (Eal
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mistura da reaccHo de HEF
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o &
& amostras da  reaccHn foram
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Enzima, & que podes gstar presentes, por exesplo, devido &

puriticacHo incompleta.
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ransferase & o assunta do Regusrimsr
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dohn A. Bmith and Fang-Jden S. Lee, recgistads  em 285 de Cutubro
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comparar a esspeEciticidade = & actividads relativas da 8651
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111 foi removido ds esxteomidas

£1.
in
4
e
)

Um fragmento Hin
gene A1, sliminando desse modo rovimadamente 45% do gens, =

= E }.*.. !’i - . v 2y . - - -
Sp8 BEO do gere EsE-URSTE-hisE fol  inserido num o sitin Eenby

e gue

IR Rul de  ADN pontendo a sznuinris
=

antin transformado numa 1

LTI N S 5 Y 4 1 I { 3
2 REDESEY (Buadro 4} {(Ito =t a2l.. J.

178351, Estes passos foram realizados  do

& o
dade I de ARAL a partir do sitic HindIIl na insercic 8881 no



O fragmento 2,5 kb de ADN conhend
= =

o

1
Bglil ¢ BamHI, 2 as suss eutremidades viscosas foram presnchidas
m fragmento Kisnow. | pBNHY foi abesrio coriando com

Co bl
£ e 3.8 kb de pisB-URAS-hiisH fol ligado

oRY, = o fragmento conten
o

o
com sxtresidade cegas & pBEHT resultando esm pENHUS.

i
it

cdo das  proteinas, fol feitz uma mutacHo cos

1,

rotura  por meio de  fransposiclo  do gene  num DRSS tnico
{Rothsteln, R.J. FMei. Enzvmol, 101:887-211 {19831, cuia  referdpne-

raalizada

o-FOA {acido Se-f

uralt {uracilo mais 5-FOA), tal como foi  descrito  préviamentse

{Boeke, J.0., et al.. Hol. Ben. Benst. 1972345244 (19847

Assim, ARIS-ap {(gazl::hisB, wral), uma estirpe resistente 35-FO48

fol derivada de GHIS-a.

analise tétrada. A& maior parte dos diploides deram origem =a

esporos peludos  vidveis. Contudo, cads  tétrada conpleta (2%
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irdicou gue as coldnias grandes

X
1N
i

gue as coldnias peguesnas sram

Khol/Sphl correspondents & versio do tipo salvagesm de 8481,
anquanto que os espoares wra  continham o frageento de gene 3,8 kb

URAZ adicicnal (Figura 2BY. Porgue as  estirpes hapioides =

posterior de gque o




transformadoe s2a estirpes

{Cuadro 4. Foran isolados

de ADN & o snsaic snzimatico



MGD502
MGD502a
MGD5022a
MGD502.4b
MG0502.4§

MGD502.4c
MGD502.4d
AB18
AB18-ap
T3A
T3A-a

MS

MS-a
MS-2a

F676

R TAR R
gLnRg 4

. -
ESTIRFES DE LEVEDURA

I

MATa/MATe+/ade?, arad/+, cyh'/cyhS, his3s+,
leu2/leu? trpl/trpl, ura3/ura3

MATa/MATa+/ade2, argd/+, cyh"/cvhS, his3+,
leu2/1eu? trpl/trpl, ura3/ura3, aaal-1/AAA}

MATa/MATe+/ade2, argd/+, cyh¥/cvyhS, his3+,
leu2/leu? trpl/trpl, ura3d/ura3, aaal-1/aaal-l

W

MATa, arg4, cyh", his3, leu2, tirpl, ura
AAAL

’

I:'

—
-
[y
[#3

is3, leu2, trpl,

-

MATa, arg4, cyh'",
aaal-1

MATa ade?, cyhS, leu2, trpl, ura3, AAAl

MATa ade2, cyhS, leu2, trpl, ura3, aaal-1

MATa ade2-a, hisb5, lys2, trpl, ura3, aaal-l
MATa ade2-1, his5, lys2, trpl, ura3, aaal-2

MATe his3, leu2, ura3, AAAl

MATa his3, leu?, ura3, aaal-1

MATa/MATa ade2-1/+, hisb/his3, +/leu?2, b
lys2/+trpl/+, ura3/ural

MATa/MATe ade2-1/+, his5/his3, +/leu?, ¢
lys2/+trpl/+, ura3/ura3, aaal-1/AAA]

MATa/MATe ade2-1/+, - his5/his3, +/leu?, d
lys2/+trpl/+, ura3/ura3, aaal-1/aaal-1l

MATa ade2, hisb, metl, sstl-3, ural, reml
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das colanias foram avaliados apds 5 dias de crescimento.

Taxas de crescimento especificas das gstirpes

A entrads na fase estaciondria  Toi determina

trés métodos gque se seguem: (i) deterninacio da percsnd
1

&
percentagen de  sobreviviEncia na  fass sstaricondria {z=

Fforam mantidas em meio SD s wVﬁL gurante 5 dias

glulas  por determinagioly (ii) determinacio da

da palos



o x
c
cristals de lodo rum recicienie herméticamentes fechado durants 3
a 3 minutos e registando a aparig3o de coldnias castanho  sscuras
contendo glicogénio.

-“.

1 esporulagin Tol  realizadsa tal como foi préviamente

descrito {(Sherman, F.,

ransferidas para placas de peporuiacio, contendo 1% de  acetato
=

dissecgio  tétrada  {sherman, F., =t al., HMethods in fmant

Benstics., Cold Sariﬁg Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor, #NY
3 1

tal como foi descrito por Maniatis st al. {(maniatis, Tes 2 =2l..
Molecular Dloning: A Laboratory Maral, Cold Spring  Harbore

Laboratory, Cold Spring Harboe, MY (1982)).

A eficiincia da esporulacHo foi testads como s segue:
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durants I minug
lagZo miniama

nubritivos ausobs

percentagen de

cElulas.

i
dilunindo atd cerca de 1 x 187 por ml em meio 20, & com chogue de
calor a S4°C. Foram removidas  porgBes  aliguotas nos  tempos
indicados, gue foram arrefecidas num banho de gelo, & ApasE

diluicHe, az células foram colocadas em placas com ¥YPD. Tris dias
18

EIL
....l
e
i

:Pladq & Toram determinads

E Aok

As coldnias  peguenas  forsadas opor células Qr&f por

analizse porcionaram evidincia g
frido de roturs
o

g cadsas

Pt
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i
fh
Jand
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i
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i

traram claraments gus ps putantes wis diminuicEo
o

i
de 49-59% na sua taexs de Crescimswibo e&uw”'F:tz {Buadern

de cglulas germinadas, a peroentagen de sobrevivincias estacions-
rias, 2 a acumulag¥o de glicogénio Az culturas de cada uma  das

T oEm omEio YPD durante

-y

tericy aumento oo ndmero




de células. 0 fuadro § indica gue cu

(]

o
aperrants foram freguentemente observados para as cdlulass mutan-—
t

o
proliferativas de estirpes aasl perderam a2 viabiilidade mais

{38 F
rapidaments do gue cultwras do tipo sslvagem  (Buadro S). &
acumilagdo de glicogdnio fol  determinada apds colocacZo de  cadas
uma das oito estirpes sm placa com  YPD durants 5 dias. Est
culturas sm  gplacas  senm créstim&ntg foram  tratades com cue
wpoeigdo & vapor de  iodo. Apenas o tipo selvagem s forn

ro devido a acumulacHs de glicogénico de armazenamsn-—
to guando & células entrov na fase estaciondria. Os  resultados

aprasentados anteriornsnte dicaram gus & N

necsssdria para

Buando culturas com 3 dias foram colocadas oo placas

com YRD, verifticou—-ss variavam de tamanho =

aprasentavas deformaclss, obasrv: g gue aprog<imadamznte B8E

tintam we tamanho mano: roOuE a8 2ilulas do tipo sselvagen.Co-

lenias mutantss maltip

durante 3 dias, e coloo ] n placas YD, Estas coldnias

mutantss

tavam defornacies.



Taxa Cre
Especificn
Eatiros { p-mj‘}:
e A L] s

MGD502. 4b
(ARAL)

MGD502.4a
(aaal-1)

MGD502.4c
(AAAT)

MGD502.4d
(aaal-1)

AB18
(AAA1)

ABl18-a
(aaal-1)

T3A
(AAAL)

T3A-a
(aaal-1)

0.439

0.169

0.435

0.179

0.421

0.172

0.496

0.302

ol

45 9
10 62

48 6

46 6
10 73

54 10
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Az c2lulas Toram Teitas crescer sm omeio TPD a 386°0  durante
B germi-

Az estirpes  foram maniidas  ew meic 5D a2 3870 durante &

ias. As células foram colocadas em placas com YPD. & as colénias

=h L
n]

dram contadas apds dole dias.
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sporilacdo em levedura, iniciada apds regime de foms
de ceélulas diploides MATa/MATa, representa um programs regulado

2 e o . e 5 I s e : Es E3 T -
reranciagido  {kEsposito. R.E. st al..  In: The Molscular

Evele and Inheritance
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rathern, J.N. gt al.. Eds.) Cold Spring Harbor Laborabory,
5 S oE

Boring Harbor, NY (1981,
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GEME ARAT & REGUERIDO PARA FUNCED TIPD REUNIED ERPECIFICS

wias do modo gue

w0
-4
113
4
i
i
June?
[..l
I
l‘u

guanto & reunido  foram
=

o
: incubados en meic
qmaﬂta & aglutinagdo.
placas com B8O, cont
seleccdo auxotrdfica,
reunific deveriam cres
dual foram tambdm ool

snsaiar guanitio & reversHo d

gstirpe do tests ZZ6H-1-3 (g

com YPD {(pH 4,35, & as células das aatiwges 4o tipa—a a
testadas foram reconhecidas na placa. Zonas de  inihic3sc  do
1

FEscimEnto 8ran o

l”'i

Ean

Ifi
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’:Lv
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-
lavadas, suspensas de novo sm 5 ml de ¥
Wy com uma densidade celular de i

incubadas & Z8°C. Amostras (6,1 mly

intervalos, smisturadas com um volums iou

o
B oas celulas apreendidas da  fase Gi foram  determinsdas p=la
t

=t
e an celulss germinadas 2 onEo gerainadas,



d, deierminados pslo locus BT (Masymtih,
Zrli&2-1179 (1987)). fAs células com  bipos

s EuBey 8f  al. {(eds.), Cold spring Harbor
Laboratory, Cold Spring %&raar. MY, . 143184 {
(=4 = BP

=

&= reun azgim regalizadas por mishura  suave
das  estirpes aaal (MDESEZ.4d{a), HDESSZ.4ala),  TIf-ala) o
ABIE~1{a)} com sstirpss do tipo de reunilo oposto. Su

meEnte, as estirpes de motante zaal do tipo-z (ARIB-z o MO
=

3 i
Testes de reunilio guantitativos  indiceram ous 2 eficiSncia  da
reunifo das cédlulas  gaal MATa =e socontrav significativsments

i
do tipo-g (T3A-a & MEDEOT.4d) produziram fackor—-a em niveis

semelhantas aos das estirpes do tipo selvagem (T38 & ®

l!

Contude, dois mutantes 2aal do tipo-a  (AB1E-a = MOE00eE. 4
prodguziram menos factor-z  do gue  as estirpes do tipo selvagsm

{ARLE & ME

F2. 4. O mutante sasl do bipo-s (MEDI9Z.43) groduziu

i
[t
L

pelo menos 38 verss menos  factor-a do gug o tipo  zmlvagsn

3

1

{MEDEeZ. 4b) . VYerifi ados ssmelhantes con SRBIS-2 =

e

aFa-sg reasyld

o
comparagEo com AR-18.



£ actividade de barreira fol detectads por  inte

wzidas por fTactor—a por uma fTlads de cilu
; &

13 mogsfmli.

bipo selvagem ¢ supsrsensiveis. &81ds  disso, mutantes saal do
tipo—a (ABiI8-z = MDESSZ.43) n3o conseguiran parar na fass  BI,

EXEMFLO 9
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actividade de feromons. DiluicHes
de produtos flutuantes contendo ferosons em tamplo citrato  {(pH
4.5 Toram localizades {18 wl) numa camada de células BUPDSrEINSL-
veis as ferosmones g incubadas durante 34648 horas g 23090,
REGULACED TRAMBCRICIONA L0 BENE 4651
Células de culbtuwras de 586 ml  foram colhidas na  fase
& F

Cold Spring

ARM da leved

ada
etidio,

ook
i ARM -

Coim E'

fi—tubuling ¢
durants 24 h

{Shermarn,

Harbor

&dira

Matl. fAcad. Sci
para £ = B-tu
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e

com AAAL [T Fi-radiomarcado, produride ac acssco

Jte

2

s N SN Ny & g on 3o - .'_ PRPTYP R S
fi~tubulina da  levedura. Mo houve efeito de

imento, ocu chogus de calor nos

[
criggo de AAR1 em comparac3o com o gene f-tubulina
fod

EXEMPLO 11

Jo MUTANTES AAAT DED SENSIVEIE 60 CHOOUE DE CALDR

vy
[
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ot

Jon
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~Ei
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®
)

wito estirpes diploides (4 mutantes gzal e 4 do tioo sslvacem:

& b s o o 2 -~ N W =
Toram suometidas & chogues de calor a2 S490. = as pEroentagesns  de




¥

A EXPRESSED DO GENE AGAL FODE COMPLEMENTAR & M

construldos oor  insercic & regidc de codificacd3o A8A1 no
vectores de ssxpressio pVT-LI188  {conten

Il
EVT-U188 {contendo up  marcador URASY no sitioc Xhal sequindo
T

2 sxti
imediataments o promotor ADHI {Vernsl, =3 b al., Cens §E2:225-
—ZE5 {1FB71r.  Estes plasmidecs sHo identificades como plfl  ou
PRl respectivamenis=.
Varios mutantes aasl foram transformados com plasmideos

plAl ou pUAl, contendo o gene 8881. 0 btransformante MOSS6D. 2a/T
{contendn plAl) restaurou 2 defi
em MDBEa2-3a

MOESG2 . d4a (P stau-

{fuadro 7). Estes  bransformantss

]
também expressaran o factor de reunifio-a t3c abundantements como
a i



EFEITO DE

~ Eficiencia de
Esporulagio Plasmidio
Estirpe AAA1/Locus % PLA](AAALY)
MGD502 AAAL/AAA] 27 -
MGD502-a aaal-1/AAA] 23 - -
_\/ ,
MGD502-2a aaal-1/aaal-1 <0.1 -
MGD502-2a/Tb aaal-1/aaal-] 21 +
MS AAAL/AAAL 16 -
MS-a aaal-1/AMI  p .
MS-2a aaal-1/aaal-1 <0.1 -
“Eficifncis de esporulacio de cadas estirpe foi  determicada
apos lncubaclo am meios de esporulacdo e de esporulacHo minima a
-z 2550 durante I dias, tal como fol descriteo em Materiais &  HMEto—

IS .

' \ f e i D -
bﬁEDWﬁEME&f? & MBDESZ-Za transformado com plasmideos plAl que




EFICIENCIAE DA HEUNIED DO TIFD SELVAGBEM E DAS ESTIRPES aonl”™
. estirpe X estirpe a , .
e e ezl . ---22Z2fRC 2 Eficdcia de Reunido

Estirpe Genotipo Estirpe Genotipo (# de diploides)

MGD502.4c o AAAL  MGD502.4b a AAAL 2.1 x 10°
MGD502.4c o AAAL  MGD502.4a a aaal-]1 <100
MGD502.4d o aaal-1 MGD502.4b a M 8.2 x 104
MGD502.4d o aaal-1 MGD502.4a a aaal-1 <100
T3A @ AAAl  ABIS a AML 1.4 x 105
T3A a AAAL AB18-a a gaal-1 <100
T3A-a @ aaal-1 ABIS a AAAL 7.5 X 1104
Tih-a o zaal-1 MGD502.  a aaal-l 7.3 x 104
4a/Tb PLAI(2aal*) |
T3A o ARl ABIS a aaal-2 6.7 x 10
-ap/T¢ PUAL (AAALH)

¥ Eficacis Reuni¥o foi determinada a2 R0, tal

“MEDSGZ.4a/T foi MEDSOD.4s transtormado com obal

-

tando o gens A881

ooms ol

transpor-

CARIB-ap/T foi ABLG-ap transformado com pUdl transportando o

Ein]
i
it

aAG1.



AeAl De LEVEDURA

o
)
il
»:‘:_Fl

Az gstirpes de levedura a gue faltava
tiltransferase, A8G1. cresceram como calnn*aa ma
tamanhos varidveis, 2 deformadas em comparacio

-
tipo selvagenm & as calulas destas estirpes germingram de  foroms
i

miltipla & anormal. &ldém disso, denonstrou-se oue 4081 era
necessadrio par & entrada em Tase estaciondria, esporulacio,

&
& nEe ser claro.
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a ubiguitin dessmpenia um papsl na resposta ao chogus com calor =
gue o seu papel fTisioldgico pode consistir om degradar proteinas
alteradas ou tduicas geradas pelo stress ambiesntal (Finlav Boy
gt oal., CEll 48516835 (19873 Tanaka, Y., st =l., EMEOD  J.

&
Amos indirechamsntes gus a No-ac ce=tilacio

desenpanha wn papel na resistfnciz ao o &

prasentensnte desconhecide guantas  proteir sa
o s, oo s o e - - g o oy 3

sncontram envolvidas na protecolo contra o chogue de calor 82 =g

wm grups a-hHL,  exposto numa ou mais des

x""“

as wrobteinas forms

Z
cinal de reconhscimanto para a coniugac

i

e

L
m

iad

CL':‘

guitin e para a
degradacio msdiada pela ubhiguitin.
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Dell

-3

mitacs

etilacio foram chservados para




r.i-.

enzimdtica. Contudo, peptidens sictdti

de ambos  os  izoenzimas  ADH foram  ig

da por mocdi

gHEo) de ou regulaglo {(inibic¥o ou activacHo)

v wtilizacio expandids destes

T

Gaal constitul a basse para 2 slucidacH
P ".-t P
regulacgioc da N —acstilacdEo na levedura

DAS PROTEINAS

ci. FrEB&-3F57 (1984) e protege contra

te da ubiguitin dependes de um gr

tema de degradasg

o a~ﬁH¢ lTivre no
i

de grct&inag odelo (Hershko st al..,
S1l:7821i-7825 (19B43: Bachmair a=t

234:179-186




{17863,

um papel Turmover

“p0LE SEpara-

tipo sslvages =

em computador de




&

levaedurs

romoem mslo B

m/ml o= DN

am Tris—-HD1I 5& mM,

{Barrals,

contendn

aafolina
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roram  preparados trEs grupos de  sxposicEes  pars
R . o . - S S = Z s : ) :
AR Sl GUaS SXDerIEncias (-, 66—, 1Z2-dias). &= peliculas

SEEZSSIOR (1989))

s

X

ot s serem d e i B e m . -
prrotelnas soiuvels oo tipo sslvagen o das cdliulaes de  levedurs

=ua massa aolscular, obssrvou-ss gue 48 proteinas, identificadas
nas celulas do tipo selvagee, tinham valores pl mais slevados nas

c2lulas de mutants zaal. Essss  desvios para pls mais slisvados
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