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RESUMO

"GENE DA FUCOSILTRANSFERASE"

E colocada & disposicdo uma molécula de DNA, que
abrange uma sequéncia de acordo com a SEQ ID N°: 1 com uma
grelha de leitura aberta do par de bases 211 ao par de
bases 1740 ou apresenta pelo menos 50% de homologia com a
sequéncia supra citada ou hibridiza sob condig¢des rigorosas
com a sequéncia supra citada ou abrange uma sequéncia, que
¢ degenerada como resultado do cbdédigo genético para a
sequéncia de DNA supra citada, em que a sequéncia codifica
uma proteina de planta com uma actividade fucosiltrans-

ferase ou é complementar a ela.
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DESCRICAO

"GENE DA FUCOSILTRANSFERASE"

A invencdo refere-se a polinucledtidos, que
codificam uma fucosiltransferase. Além disso a invencéao
refere-se a sequéncias parcials destes polinucledétidos
assim como vectores com estes polinucledtidos, células
hospedeiras, plantas e insectos recombinantes, que estédo
transfectados com os polinucledétidos ou o DNA derivado
destes, assim como as glicoproteinas produzidas nestes

sistemas.

As glicoproteinas apresentam uma variedade e
complexidade de unidades de hidratos de carbono, em que a
composicdo e disposicdo dos hidratos de carbono @ é
caracteristica para diferentes organismos. As unidades de
oligossacéridos das glicoproteinas tém uma série de
funcdes, assim elas sdo p.ex. importantes na regulacdo do
metabolismo, estdo envolvidas na mediacdo de interacgdes
célula-célula, elas determinam os tempos de circulacdo de
proteinas na circulacdo sanguinea e elas sdo cruciais para
o0 reconhecimento de epitopos nas reacdes antigénio-

anticorpo.

A  glicosilacdo de glicoproteinas comec¢a no

reticulo endoplasmatico (ER), onde os oligossacaridos sé&o
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ligados ou através de ligacgdes N-glicosidicas as cadeias
laterais da asparagina ou através de ligacdes O-
glicosidicas as cadeias laterais da serina ou treonina. Os
oligossacdridos N-ligados contém um nucleo comum de uma
unidade pentassacédrido, que é constituida por trés residuos
de manose e dois de N-acetilglucosamina. Para a modificacéo
ulterior das unidades de hidratos de carbono, as proteinas
sdo transportadas do ER para o complexo de Golgi. A
estrutura das unidades de oligossacaridos N-ligados de
glicoproteinas ¢é determinada pela sua conformacdo e a
composicdo das glicosiltransferases dos compartimentos de

Golgi, nos quais elas sdo processadas.

Foi mostrado, que no complexo de Golgi de algumas
células de plantas e de insectos a unidade nucleo-
pentassacarido ¢ substituida por xilose e fucose ol,3-
ligada (P. Lerouge et al. 1998 Plant Mol. Biol. 38, 31-48;
Rayon et al. 1998 L. Exp. Bot. 49, 1463-1472) . 0
heptassacdrido resultante "MMXEF'" representa o tipo de
oligossacdrido principal em plantas (Kurosaka et al. 1991
J. Biol. Chem., 266, 4168-4172). Assim p.ex. a peroxidase
de rabano, B-fructosidase da cenoura e lectina da Erythrina
cristagalli assim como a fosfolipase A2 do veneno das
abelhas produtoras de mel ou as glicoproteinas da membrana
neuronal de embrides de insectos apresentam residuos ol, 3-
fucose, que estdo ligados ao nucleo de glicanos. Estas
estruturas sdo também designadas de N-glicanos complexos ou
N-glicanos deficientes em manose ou truncados. 0Os residuos

o-manosil podem ser além disso ser substituidos por GlcNac,
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ao qual estdo ligadas galactose e fucose, de forma que é
produzida uma estrutura gque corresponde ao epitopo humano
Lewis a (Melo et al. 1997, FEBS Lett. 415, 186-191;

Fitchette-Laine et al. 1997 Plant J. 12, 1411-1417).

Nem a xilose nem a fucose «al,3-ligada ocorrem em
glicoproteinas de mamiferos. Verificou-se gque a nucleo-
al,3-fucose tem um papel importante no reconhecimento do
epitopo por anticorpos, que sé&o dirigidos contra
oligossacaridos N-ligados de plantas e de insectos (I.B.H.
Wilson et al., Glycobiology wvol. 8, n° 7, pag. 651-661,
1998) e desta forma desencadeia reacdes imunitédrias no
corpo humano ou animal contra estes oligossacéaridos. O
residuo ol, 3-Fucose parece além disso ser uma das causas
principais da reactividade alérgica cruzada generalizada
entre diferentes alergénios de plantas e de insectos
(Tretter et al., Int. Arch. Allergy Immunol. 1993; 102:259-
266) e é designado também de "determinante de reatividade
cruzada de hidratos de carbono™ (CCD). Num estudo de
epitopos de tomates e pdlens de gramineas foi também
verificado residuos de fucose al,3-ligado como determinante
comum, O que parece ser a razdo para o frequente surgimento
comum de alergias em doentes aos tomates e a pdlens de
gramineas (Peterson et al. 1996, J. Allergy Clin. Immunol.,
vol. 98, 4; 805-814). Os CCDs dissimulam além disso os
diagnésticos de alergias através do aparecimento frequente

de reatividade imunitédria cruzada.

Estas reaccdes imunitéarias, que sdo desencadeadas
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por proteinas de plantas no corpo humano, s&o o problema
principal na utilizacdo médica de proteinas humanas
recombinantes, produzidas em plantas. Para evitar este
problema, teria de ser impedida a ol,3 nucleo-fucosilacéo.
P6éde ser mostrado num estudo, que oligossacdridos gque em
vez de uma L-fucose (6-deoxi-L-galactose) apresentam uma L-
galactose, apesar disso s&o totalmente Dbiologicamente
activos (E. Zablackis et al. 1996, Science, vol 272).

Segundo um outro estudo foi isolado um mutante da planta

Arabidopsis thaliana, ao qual falta a N-acetil-
glucosaminil-transferase I, a primeira enzima na
biossintese de glicanos complexos. A Dbiossintese de
glicoproteinas complexas nestes mutantes é assim

perturbada. Contudo estas plantas mutantes tém a capacidade
de se desenvolverem normalmente sob determinadas condicdes

(A. Schaewen et al. 1993, Plant Physiol. 102; 1109-1118).

De forma a impedir especificamente a ligacdo do
nicleo-al,3 fucose num oligossacarido, sem também intervir
em outros passos de glicosilacédo, teria de ser desactivada
apenas a enzima gque ¢é responsavel por esta glicosilacéo
especifica, nomeadamente a nucleo-ol, 3, fucosiltransferase.
Ela foi pela primeira vez isolada e caracterizada a partir
do feijdo mungo, em que foi verificado, que a actividade
desta enzima ¢é dependente da presenca de GlcNAc-terminais
ndo redutores (Staudacher et al., 1995, Glycoconjugate J.
12, 780-786). Esta transferase, que apenas existe em
plantas e insectos, mas nao em humanos ou outros

vertebrados, teria de ser especificamente inactivada ou
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reprimida, de forma que proteinas humanas, que sdo
produzidas em plantas ou células de plantas ou também
insectos ou células de insectos, ndo apresentem mais como
até agora este epitopo que desencadeia a reaccéao

imunitéria.

A publicacdo de John M. Burke "Clearing the way
for ribozymes" (Nature Biotechnology 15: 414-415; 1997) diz

respeito ao funcionamento geral de ribozimas.

A publicacdo de Pooga et al "Cell penetrating PNA
constructs regulate galanin receptor levels and modify pain
transmission in wvivo" (Nature Biotechnology 16: 857-861;
1998) diz respeito a moléculas PNA em geral e especi-
ficamente a uma molécula PNA, que é complementar ao mRNA do

receptor da galanina do tipo 1 humano.

A US 5 272 066 A diz respeito a um processo para
alteracdo de proteinas eucaridticas e procaridticas, para
aumentar a sua circulacéo in vivo. Neste caso 0s
oligossacadridos 1ligados s&do alterados com a ajuda de
diferentes enzimas, entre elas também a GlcNAc-al—3(4)-

fucosiltransferase.

A EP 0 643 132 Al diz respeito a clonagem de uma
al,3-fucosiltransferase, que ¢ isolada de células humanas
(THP-1). As cadeias de hidrocarbonetos descritas nesta
publicacdo correspondem aos sialil Lewis x- e sialil Lewis

a-oligossacaridos. A especificidade da enzima de células
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humanas ¢é uma muito diferente da fucosiltransferase de

células de plantas.

Outras fucosiltransferases animais estdo descri-
tas em Costache et al (J. Biol. Chem. 272(47), (1997):

297721-29728) .

E um objectivo da presente invencdo, clonar e
sequenciar o gene que codifica a fucosiltransferase de
plantas, assim como colocar a disposicdo processos para
produzir glicoproteinas, gque ndo abrangem a «ol,3-nucleo

fucose que ocorre naturalmente.

O objectivo de acordo com a invencdo é resolvido
através de um processo para producdo de glicoproteinas
recombinantes, que abrangem a producdo de uma glicoproteina
recombinante em plantas ou células de plantas, cuja
producdo de GlcNAc-ol,3-fucosiltransferase estd reprimida
ou completamente impedida e cuja actividade da GlcNAc-oal, 3-
fucosiltransferase enddgena é inferior a 50% da actividade
da GlcNAc-al,3-fucosiltransferase que ocorre naturalmente
em plantas ou células de plantas, e a GlcNAc-al,3-
fucosiltransferase que é codificada através de uma molécula
de DNA, que abrange uma sequéncia de acordo com a SEQ ID
n®.l (nesta publicacdo foi utilizado o cdédigo IUPAC, em que
"N" representa inosina) com uma grelha de leitura aberta do
par de bases 211 até ao par de bases 1740 ou apresenta pelo

menos 50 % de homologia com a sequéncia supra citada ou

hibridiza sob condi¢bdes rigorosas com a sequéncia supra
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citada, ou abrange uma sequéncia como resultado da dege-
neracdo do cbédigo genético para a sequéncia de DNA supra

citada.

Esta sequéncia, que antes nunca tinha sido des-
crita, adequa-se perfeitamente para quaisquer experiéncias,
andlises e processos de producdo, etc, que se relacionam
com a actividade da fucosiltransferase de plantas. Neste
caso sdo de interesse tanto a sequéncia de DNA como também
a proteina codificada por esta sequéncia, em gque no entanto
a sequéncia de DNA ¢ utilizada especialmente para impedir a

actividade da fucosiltransferase.

A grelha de leitura aberta da sequéncia com a SEQ
ID n®°:1 codifica uma proteina com 510 aminodcidos e com um
peso molecular tedrico de 56,8 kDa, em que no dominio entre
Asn36 e Gly54 existe presumivelmente uma parte trans-
membranar. O valor pl calculado da proteina codificada da

sequéncia de acordo com a SEQ ID N°:1 compreende 7,51.

A actividade da fucosiltransferase de plantas é
comprovada e medida através de um processo, em dJgue a
fucosiltransferase ¢ adicionada a uma amostra abrangendo
fucose marcada e um aceitador (p.ex. uma glicoproteina)
ligado a um suporte, p.ex. Sepharose. Apds o tempo de
reacdo a amostra é lavada e o contetdo de fucose ligado é
medido. A actividade da fucosiltransferase ¢é neste caso
considerada como positivo, gquando a medicdo da actividade é

pelo menos cerca de 10 a 20%, especialmente pelo menos
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cerca de 30 a 50% mais elevado que a actividade do controlo
negativo. A estrutura da glicoproteina pode adicionalmente
ser verificada através de HPLC. Tais protocolos sdo do
estado da técnica (Staudacher et al. 1998, Anal. Biochem.
246, 96-101; Staudacher et al. 1991, Eur.J.Biochem. 199,

745-751) .

Por exemplo a fucosiltransferase ¢é adicionada a
uma amostra abrangendo uma fucose marcada radioactivamente
e um aceitador, p.ex. GlcNAcBl-2Manal-3(GlcNAcRl-2Manoal-
6)Manfl-4G1cNAcCR1-4G1lcNAcBl-Asn. Apds o tempo de reacdo a
amostra ¢ purificada através de cromatografia de permuta
anibénica e é medido o contetido de fucose ligado. Da dife-
renca entre a radioactividade medida da amostra com ©
aceitador e a da do controlo negativo sem aceitador pode
ser calculada a actividade. A actividade da fucosil-
transferase ¢ j& avaliada como positiva, quando a radio-
actividade medida se encontra pelo menos 30-40% mais

elevada que a radioactividade medida na amostra negativa.

O emparelhamento de duas moléculas de DNA pode
ser modificado através da escolha da temperatura e forca
ibénica da amostra. Sob condic¢des rigorosas, sdo entendidas
condicdes de acordo com a invencdo, que possibilitam uma
ligacdo exacta, rigorosa. P. ex. as moléculas de DNA sé&o
hibridizadas em dodecil sulfato de sédio a 7% (SDS), 0,5 M

NaP0O4 pH 7,0; 1mM EDTA a 50°C e lavado com 1% SDS a 42°C.

Se as sequéncias apresentam uma homologia de pelo
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menos 50% com a SEQ ID N°:1, pode p.ex. ser determinado com

o0 programa FastDB da base de dados EMBL ou SWISSPROT.

A sequéncia da molécula de DNA codifica uma
proteina com uma actividade GlcNAc-al, 3-fucosiltransferase,
especialmente com uma actividade nucleo-al,3-fucosiltrans-
ferase. Como Jj& anteriormente descrito a nucleo-ol,3-
fucosiltransferase estd presente em plantas e insectos, mas
ndo no organismo humano, de forma que esta sequéncia de DNA
& especialmente apropriada para ser utilizada em anédlises e
experiéncias especificas da fucosiltransferase assim como
processos de producdo. Sob uma nlUcleo-al,3-fucosiltransfe-
rase é especialmente entendido a GlcNAc-oal,3-fucosiltrans-
ferase GDP-L-Fuc:Asn-ligada. No dmbito da presente invencéio
com a designacdo de ol,3-fucosiltransferase ¢é em geral
considerado especialmente a nucleo-al,3-fucosiltransferase.
Para as medig¢des da actividade anteriormente descritas sé&o
Uteis neste caso especialmente aceitadores com um GlcNAc-
terminal ndo redutor. Tais aceitadores sdo p.ex. GIcNAcRl-
2Manal-3 (G1lcNAcBl-2Manal-6)ManBl-4G1lcNAcB1-4G1lcNAcR1-Asn,
GlcNAcBl-2Manal-3 (GlcNAcBl-2Manal-6)ManRl-4G1lcNAcCBl-

4 (Fucal-6GlcNAcBl-Asn e GlcNAcBl-2Manoal-3[Manol-3 (Manol-
6)Manal-6]ManBl-4G1lcNAcB1-4G1lcNAcRl-Asn. Se a fucose esta
ligada, pode ser verificado para além disso através da
medicdo da insensibilidade relativamente a N-Glicosidase F,
o0 que pode ser comprovado com a ajuda de espetrometria de

massa.

Preferencialmente a molécula de DNA apresenta
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pelo menos 70-80%, especialmente preferido pelo menos 95%,
de homologia com a sequéncia de acordo com a SEQ ID N°:1.
Esta sequéncia codifica uma GlcNAc-oal,3-fucosiltransferase
especialmente activa. Uma vez gque a sequéncia de DNA
dependendo se de planta ou de insecto pode estar mais ou
menos modificada, uma sequéncia, que apresenta p.ex. 70% de
homologia com a sequéncia de acordo com a SEQ ID N°:1,
apresenta igualmente uma actividade da fucosiltransferase
que ¢é suficiente para ser utilizada no processo como supra

citado.

Descrito € uma molécula de DNA que abrange 2150 a
2250, em especial 2198, pares de bases. Esta molécula de
DNA apresenta 100 a 300, preferencialmente 210, pares de
bases a montante antes do coddo de iniciacdo assim como 350
a 440, especialmente 458, pares de bases a jusante apds o
coddo de terminacdo da grelha de leitura aberta, em que o
final da molécula de DNA abrange preferencialmente uma 3'-
poli (A)-cauda. Desta forma ¢é assegurada uma regulacédo
plenamente funcional ao nivel da traducdo, e é descrita uma
molécula de DNA que ¢é especialmente eficiente e codifica

sem problemas uma GlcNAc-ol,3-fucosiltransferase activa.

A presente descricdo divulga além disso uma
molécula de DNA, que abrange uma sequéncia de acordo com a
SEQ ID N°:3 ou que abrange uma sequéncia, que apresenta
pelo menos 85%, especialmente preferido pelo menos 95%,
especialmente pelo menos 99%, de homologia com a sequéncia

supra citada ou hibridiza sob condig¢des rigorosas com a
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sequéncia supra citada ou que degenerou como resultado do
cbdigo genético para a sequéncia de DNA supra citada. A
homologia ¢é preferencialmente determinada com um programa,
que reconhece insercdes e delecdes e ndo as tem em conta no
cdlculo de homologia. Esta sequéncia de nucledtidos
codifica um motivo peptidico conservado, ou seja que a
maioria das GlcNAc-al,3-fucosiltransferases activas e
funcionais abrangem a sequéncia de aminoédcidos assim
codificada. A sequéncia pode aqui apresentar tanto o mesmo
comprimento que a sequéncia de acordo com a SEQ ID N°:3, ou
também evidentemente pode ser mais comprida. Esta sequéncia
apresenta um comprimento mais pequeno que a sequéncia, que
codifica a proteina total, e ¢é assim menos propensa a
recombinacdes, delecgcdes ou outras mutacdes. Devido ao
motivo conservado e a sua maior estabilidade, esta
sequéncia ¢ especialmente apropriada para os testes de

reconhecimento da sequéncia.

A sequéncia SEQ ID N°: 3 apresenta a seguinte se-
quéncia: 5'-gaagccctgaagcactacaaatttagcttagecgtttgaaaattcgaat-

gaggaagattatgtaactgaaaaattcttccaatcccttgttgctggaactgtcecct-3"

Divulgado é uma molécula de DNA, que abrange uma
sequéncia parcial de uma molécula de DNA supra citada e
apresenta um tamanho de 20 a 200, preferencialmente 30 a 50
pares de bases. A molécula de DNA pode ser por exemplo
utilizada, para se ligar como sonda a sequéncias comple-
mentares de GlcNAc-al,3-fucosiltransferase, de forma que

estas podem ser selecionadas de uma amostra. Desta forma



PE2062977 - 12 -

podem ser selecionadas, isoladas e caracterizadas outras
GlcNAc-al, 3-fucosiltransferases das mais diferentes plantas
e insectos. Podem ser utilizadas quaisquer ou também varias
diferentes sequéncias parciais, especialmente uma parte do

motivo conservado j& supra citado.

Aqui é especialmente vantajoso, guando uma das moléculas de
DNA supra citadas ¢é associada covalentemente com uma
substadncia marcadora comprovavel. Como substdncia marcadora
¢ de interesse qualquer marcador usual, assim p.ex.
marcadores fluorescentes, luminescentes, radioactivos,
marcac¢cdes ndo-isdtopas, como biotina, etc. Desta forma sé&o
colocados a disposicdo reagentes, que sdo uUteis para a
comprovacdo, a selecdo e gquantificacdo de moléculas de DNA
correspondentes em amostras de tecido sdélidas (p.ex. de
plantas) ou também em amostras liquidas através de

processos de hibridacéo.

E divulgado além disso um vector biologicamente
funcional, que abrange uma das moléculas de DNA supra
citadas ou partes de diferentes comprimentos, com pelo
menos 20 pares de bases. Para a transfeccdo em células
hospedeiras ¢é necessario um vector independente, com
capacidade de se multiplicar, em que dependendo da célula
hospedeira, o mecanismo de transfeccdo, funcdo e tamanho da
molécula de DNA, pode ser utilizado um vector adequado. Uma
vez que ¢é conhecido um grande numero de diferentes
vectores, uma enumeracdo iria wultrapassar o Aambito do

pedido, de forma gque tal é aqui renunciado, especialmente,
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por os vectores serem bem conhecidos do especialista
(relativamente aos vectores assim como todas as técnicas e
terminologias wutilizadas nesta publicacdo, que sdo do
conhecimento do especialista, ver também Sambrook Mania-
tis). Idealmente o vector apresenta uma pequena massa
molecular e deveria apresentar genes selecionaveis, de
forma a levar numa célula a um fendétipo facilmente
reconhecivel, de forma que ¢é possivel uma selecdo simples
de células hospedeiras contendo o vector e isentas de
vector. De forma a obter um elevado rendimento de DNA e dos
correspondentes produtos de genes, o vector deveré
apresentar um promotor forte, assim como um enhancer,
sinais de amplificacdo de gene e sequéncias reguladoras.
Para wuma replicacdo autdnoma do vector ¢é além disso
importante uma origem de replicacéo. Locais de
poliadenilacdo sdo responsaveis por um processamento
correcto do mRNA e sinais de excisdo pelos RNA-transcritos.
No caso de serem utilizados fagos, virus ou particulas
virais como vectores, o0s sinais de empacotamento controlam
o empacotamento do DNA do vector. P.ex. sdo apropriados
para a transcricdo em plantas plasmideos Ti e para a
transcricdo em células de insectos baculovirus, ou

transposdes em insectos, como o elemento P.

Se o vector supra descrito for inserido numa
planta ou célula de planta, assim é alcancada uma represséo
pbds transcricdo da expressdo génica do gene da ol,3-
fucosiltransferase enddgena através da transcricdo de um

transgene ou partes deste, hombélogo deste, na orientacédo
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sense. Para esta técnica sense é referido para além disso
as publicacdes Baulcombe 1996, Plant.Mol.Biol. 9:373-382 e
Brigneti et al. 1998, EMBO J. 17: 6739-6746. Esta
estratégia de "Gen-Silencing" representa uma possibilidade
eficaz, de reprimir a expressdo do gene da ol,3-
fucosiltransferase, ver também Waterhouse et al. 1998,

Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 95:13959-13964.

Além disso a divulgacdo refere-se a um vector
biologicamente funcional, que abrange uma molécula de DNA
de acordo com uma das formas de execugdo supra citadas ou
partes desta de diferentes comprimentos com orientacédo
inversa ao promotor. Se este vector for transfectado numa
célula hospedeira, ¢ 1lido um "antisense-mRNA", que ¢
complementar ao mRNA da GlcNAc ol,3-fucosiltransferase e a
complexa. Esta ligacdo impede ou o processamento correcto,
o transporte, a estabilidade, ou através da prevencdo do
emparelhamento dos ribossomas a traducdo e assim a

expressdo génica normal da GlcNAc-ol,3-fucosiltransferase.

Apesar de toda a sequéncia da molécula de DNA
poder ser introduzida no vector, sequéncias parciais desta
podem ser vantajosas para determinados fins devido ao seu
pequeno tamanho. E importante p.ex. no aspecto antisense,
que a molécula de DNA seja suficientemente grande, para
formar um antisense-mRNA suficientemente grande para se
ligar a mRNA-transferase. Por exemplo uma molécula
antisense-RNA apropriada abrange 50 a 200 nucledtidos, pois

muitas das moléculas de antisense-RNA conhecidas que
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ocorrem naturalmente abrangem aproximadamente 100

nucledtidos.

Para uma inibicdo especialmente eficaz da expres-
sdo de uma ol,3-fucosiltransferase activa é apropriada uma
combinacdo da técnica sense e técnica antisense (Waterhouse

et al. 1998, Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 95:13959-13964).

Vantajosamente sdo utilizadas moléculas de RNA
que hibridizam rapidamente. A eficdcia das moléculas
antisense-RNA, que apresentam um tamanho acima de 50
nucledétidos, depende da cinética de emparelhamento in
vitro. Assim p.ex. moléculas antisense-RNA que se
emparelham rapidamente mostram uma forte inibicdo da
expressdo das proteinas como molécula de RNA que hibridiza
lentamente (Wagner et al. 1994, Annu. Rev. Microbiol.,
48:713-742; Rittner at al. 1993, Nucl. Acids Res, 21:1381-
1387). Tais moléculas de antisense-RNA que hibridizam
rapidamente apresentam especialmente um grande numero de
bases externas (terminais livres e sequéncias de ligacédo),
um grande numero de sub-dominios estruturais (componentes),
assim com um baixo grau de ansas (Patzel et al. 1998;
Nature Biotechnology, 16; 64-68). As estruturas secundéarias
hipotéticas da molécula de antisense-RNA, podem p.ex. ser
determinadas com a ajuda de um programa de computador, de
acordo com o qual ¢é selecionada uma sequéncia de DNA

antisense-RNA apropriada.

Podem ser introduzidas diferentes regides da
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sequéncia da molécula de DNA no vector. Uma possibilidade
consiste p.ex. em introduzir apenas a parte que ¢é
responsavel pelo emparelhamento dos ribossomas, no vector.
Um blogueio nesta regido do mRNA é suficiente para parar
toda a traducdo. Uma eficiéncia especialmente elevada da

molécula antisense resulta também para as regides 5" e 3!

que né&do sdo traduzidas do gene.

Uma molécula de DNA mencionada pode apresentar
uma sequéncia, gque abrange uma mutac¢do por delecdo, por
insercdo e/ou por substituicdo. O numero dos nucledtidos
mutados é neste caso variavel e vai desde um Unico a varios
nucledétidos deletados, inseridos ou substituidos. Também é
possivel, que através da mutacdo a grelha de leitura seja
deslocada. Importante num tal "Knockout-Gene" é apenas, que
a expressdo de uma GlcNAc-oal,3-fucosiltransferase esteja
perturbada e seja impedida a formacdo de uma enzima
funcional, activa. Neste <caso o local da mutacdo ¢é
variavel, desde que a expresséo de uma proteina
enzimaticamente activa seja impedida. Preferencialmente a
mutacdo é no local catalitico da enzima, que se encontra no
local C-terminal. Os processos para introducdo de mutacdes
nas sequéncias de DNA sdo muito Dbem conhecidos do
especialista, de forma que aqui é renunciado, aprofundar as
diferentes possibilidades de mutagénese. Podem ser
utilizadas tanto mutagéneses acidentais, mas também espe-
cialmente mutagéneses orientadas, p.ex. a site-directed-
mutagenesis, a mutagénese dirigida com oligonucledtidos ou

mutagéneses com a ajuda de enzimas de restricédo.
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Além disso é descrito uma molécula de DNA, dque
codifica uma ribozima, a gqual apresenta duas seccdes da
sequéncia de respectivamente pelo menos 10 a 15 pares de
bases, as seccdes da sequéncia sdo complementares a uma
molécula de DNA como anteriormente descrito, de forma que a
ribozima complexa e corta o mRNA, qgque ¢ transcrito de uma
molécula de DNA GlcNAc-ol,3-fucosiltransferase natural. A
ribozima reconhece o mRNA da GlcNAc-oal,3-fucosiltransferase
através de emparelhamento complementar de bases com o mRNA.
De seguida a ribozima corta e destrbéi o RNA numa forma
especifica da sequéncia, antes da enzima ser traduzida.
Apds dissociacdo do substrato cortado a ribozima hibridiza
repetidamente as moléculas de RNA e actua como endonuclease
egspecifica. De um modo geral as ribozimas podem ser
produzidas especificamente para inactivacdo de um mRNA
determinado, mesmo quando ndo € conhecida a sequéncia de
DNA total, gque <codifica a proteina. As ribozimas séo
especialmente entdo eficazes, quando o0s ribossomas deslizam
lentamente ao longo do mRNA. Neste caso, ¢é mais féacil para
a ribozima, encontrar um local livre de ribossomas no mRNA.
Por este motivo os mutantes de ribossomas lentos sdo também
apropriados como sistema para ribozimas (J. Burke, 1997,
Nature Biotechnology; 15, 414-415). Esta molécula de DNA &
especialmente apropriada para a repressdo ou impedimento da

expressdo de uma GlcNAc-oal,3-fucosiltransferase de planta.

Uma possibilidade consiste também em utilizar uma

forma modificada de um ribozima, nomeadamente uma minizima.
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As minizimas s&o especialmente eficazes para o corte de
moléculas de mRNA maiores. Uma minizima é uma ribozima-de
cabeca martelo, que em vez do Stem/Loop II apresenta um
nucledétido-linker curto. Especialmente eficazes sdo dime-
ros-minizimas (Kuwabara et al. 1998, Nature Biotechnology,

16; 961-965).

Por conseguinte ¢é descrito um vector biologica-
mente funcional, que abrange uma das duas ultimas moléculas
de DNA mencionadas (mutacdes ou molécula de DNA-ribozima).
Neste caso é valido o Jj& descrito relativamente a vectores.
Um tal vector pode p.ex. ser inserido num microrganismo e
ser utilizado para a producdo de elevadas concentracdes das
moléculas de DNA anteriormente descritas. Além disso um tal
vector ¢é especialmente apropriado para a insercdo da
molécula de DNA especifica num organismo planta ou insecto,
para limitar ou impedir completamente a producdo da GlcNAc-

al,3-fucosiltransferase nesse organismo.

Divulgado é um processo para producdo de um cDNA
abrangendo a molécula de DNA divulgada, em que o RNA é
isolado de células de insectos ou de plantas, especialmente
de <células de hipocétilo, com o qual ¢é realizada uma
transcrigcdo reversa apds adicdo de uma transcriptase
reversa e iniciadores. Cada um dos passos deste processo é
realizado de acordo com protocolos em si conhecidos. Para a
transcricdo reversa existe por um lado a possibilidade, com
a ajuda de iniciadores o0ligo(dT) produzir o cDNA do mRNA

total e sé subsequentemente realizar uma PCR com
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iniciadores escolhidos, para produzir moléculas de DNA que
abrangem o gene da GlcNAc-al,3-fucosiltransferase. Por
outro lado, os iniciadores escolhidos podem ser utilizados
directamente para a transcricdo reversa, para se obter um
cDNA curto, especifico. 0Os iniciadores apropriados podem
ser produzidos p.ex. sinteticamente através da apresentacido
de sequéncias de cDNA da transferase. Com a ajuda deste
processo podem ser produzidas muito rapidamente e simples-
mente, com pequena quota de erros, grandes quantidades de

moléculas cDNA.

Além disso ¢ divulgado um processo para clonagem
de uma GlcNAc-ol,3-fucosiltransferase, caracterizado por, a
molécula de DNA ser clonada num vector, o qual &
subsequentemente transfectado numa célula hospedeira ou num
hospedeiro, em que através de selecdo e amplificacdo de
células hospedeiras transfectadas sdo obtidas linhagens
celulares, que exprimem a GlcNAc-oal,3-fucosiltransferase
activa. A molécula de DNA ¢é por exemplo inserida com a
ajuda de endonucleases de restricdo no vector. Para o
vector ¢é véalido novamente o Jj& anteriormente mencionado.
Importante neste processo, ¢ que se escolha um sistema
hospedeiro-vector eficiente. Para se obter uma enzima
activa, s&do especialmente apropriadas células hospedeiras
eucaridticas. Uma possibilidade consiste em transfectar o
vector em células de insectos. Neste caso seria de utilizar
especialmente um virus de insecto como vector, tal como

p.ex. Baculovirus.
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Evidentemente podem ser transfectadas também
células humanas ou de outros vertebrados, em que estas

iriam exprimir uma enzima estranha para elas.

Divulgado é um processo para producdo de células
hospedeiras recombinantes, especialmente células de plantas
ou de insectos, ou plantas ou insectos com uma producdo de
GlcNAc-ol,3-fucosiltransferase reprimida ou completamente
impedida, gque ¢é caracterizado por, pelo menos um dos
vectores, nomeadamente aquele abrangendo a de acordo com a
invencdo molécula de DNA, a molécula de DNA mutada ou a
molécula de DNA que codifica o ribozima, ou aquele
abrangendo a molécula de DNA em orientacdo inversa para o
promotor, ser inserido numa célula hospedeira ou planta ou
no insecto. Agqui também ¢é wvalido o J& anteriormente

descrito para a transfeccéo.

Como células hospedeiras podem ser utilizadas
p.ex. células de plantas, em que aqui por exemplo interessa
o plasmideo Ti com o sistema Agrobacterium. E possivel com
o0 sistema Agrobacterium, transfectar directamente uma
planta: As agrobactérias causam em plantas ndédulos na zona
do colo. Quando as agrobactérias infectam uma planta
ferida, as bactérias ndo vado elas prdédprias para a planta,
mas sim elas inserem a secgcdo de DNA recombinante, o
chamado T-DNA do plasmideo Ti em forma de anel, extra-
cromossémico, indutor de tumores, nas células de plantas. O
T-DNA, e assim também a molécula de DNA ai inserida, ¢
integrado estavelmente no DNA cromossdmico das células, de

forma que sd@o exprimidos os genes do T-DNA na planta.
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Existem varios mecanismos de transfeccdo conhe-
cidos, eficientes, para diferentes sistemas de hospedeiros.
Alguns exemplos sdo a electroporacdo, o método de fosfato

de célcio, microinjecdo, método de lipossomas.

As células transfectadas sdo subseguentemente
selecionadas, p.ex. com base em resisténcias a anti-
bidéticos, para o vector que apresenta o gene, ou outros
genes marcadores. Depois as linhagens celulares trans-
fectadas s&do amplificadas, ou em pequenas guantidades,
p.ex. em placas de Petri, ou em grandes quantidades, tal
como em fermentadores. Além disso as plantas apresentam uma
caracteristica especial, elas sdo nomeadamente capazes de
se desenvolverem outra vez a partir de uma célula
(transfectada) ou um protoplasma numa planta completa, que

pode ser cultivada.

Dependendo do vector utilizado, ocorrem processos
no hospedeiro, de forma que a expressdo da enzima &

reprimida ou completamente impedida:

Se o vector abrangendo a molécula de DNA com a
mutacao por delecéo, insercéo ou substituicéo for
transfectado, entdo ocorre uma recombinacdo homdéloga: a
molécula de DNA mutada reconhece apesar da mutacdo a
sequéncia idéntica no genoma da célula hospedeira e &
integrada exactamente no local, de forma que é originado um

"knockout-gene". Desta forma ¢ introduzida uma mutacdo no
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gene da GlcNAc-ol,3-fucosiltransferase, o que pode inibir a
expressao plenamente operacional da GlcNAc-ol, 3-
fucosiltransferase. Como Jj& anteriormente explicado, é
importante nesta técnica, que a mutacdo seja suficiente,
para impedir a expressdo da proteina activa. Apds selecdo e
amplificacdo, o gene pode ser sequenciado como verificacéo
adicional, de forma a verificar o sucesso da recombinacéo

homéloga ou o grau da mutacédo.

Se o vector abrangendo a molécula de DNA, dque
codifica um ribozima, for transfectado, assim é exprimido
na célula hospedeira o ribozima activo. O ribozima complexa
a sequéncia de mMRNA complementar da GlcNAc-ol, 3-
fucosiltransferase pelo menos num local determinado, corta
esse local e pode dessa forma inibir a traducdo da enzima.
Nesta célula hospedeira, assim como na linhagem celular
dela descendente ou eventualmente na planta, ndo é

exprimido nenhuma GlcNAc-al, 3-fucosiltransferase.

No caso do vector abrangendo a molécula de DNA
divulgada na direccdo sense ou inversa do promotor, é
exprimido na célula transfectada (ou planta) um mRNA sense
ou antisense. 0O antisense-mRNA ¢é complementar para pelo
menos uma parte da sequéncia de mRNA da GlcNAc-aol, 3-
fucosiltransferase e pode eventualmente inibir a traducéo
da enzima. Como exemplo para um Processo para reprimir a
expressdo de um gene através da técnica de antisense é
remetido para a publicagcdo de Smith et al. 1990,

Mol.Gen.Genet. 224:477-481, em que nesta publicacdo é
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inibida a expressdo de um gene que estd envolvido no

processo de maturacdo de tomates.

Em todos os sistemas a expressdo da GlcNAc-ol, 3-
fucosiltransferase é pelo menos reprimida, preferencial-
mente até completamente impedida. O grau da perturbacdo da
expressao génica depende do grau da complexacéao,
recombinacdo homdéloga, de mutacdes acidentais eventualmente
subsequentes, e outros processos no dominio do genoma. AS
células transfectadas s&do verificadas e selecionadas quanto

a actividade de GlcNAc-al, 3-fucosiltransferase.

Existe além disso a possibilidade, de reforcar
ainda mais a repressdo acima descrita da expressdo da ol, 3-
fucosiltransferase, ao adicionalmente & insercdo de um
vector anteriormente descrito, ser inserido no hospedeiro
um vector abrangendo um gene, que codifica uma proteina de
um mamifero, p.ex. Bl,4-galactosiltransferase. A fucosi-
lacdo pode ser reduzida através da acgdo de outras enzimas
de mamiferos, em que a combinacdo da inibicdo da expresséo
de uma ol,3-fucosiltransferase activa com a ajuda de um
vector segundo a invencdo e com a ajuda de um vector de

enzima de mamifero & especialmente eficaz.
Para a transfeccdo pode ser utilizada gualquer
tipo de planta, por exemplo o feijdo mungo, planta do

tabaco, planta do tomate e/ou da batata.

Um outro processo vantajoso para a producdo de
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células hospedeiras recombinantes, especialmente células de
plantas ou de insectos ou plantas ou insectos, consiste em,
que a molécula de DNA abrangendo a mutacdo ¢ inserida no
genoma da célula hospedeira ou planta ou do insecto no
local da sequéncia nédo mutada, hombéloga (Schaefer et al.
1997, Plant J.; 11(6):1195-1206). Este processo funciona
por conseguinte ndo com um vector, mas sim com uma molécula
de DNA pura. A molécula de DNA ¢é inserida no hospedeiro
p.ex. através de bombardeamento de genes, microinjecdo ou
eletroporacdo, apenas para mencionar trés exemplos. Como ja
anteriormente explicado, a molécula de DNA encosta-se a
sequéncia homdéloga no genoma do hospedeiro, de forma que
ocorre uma recombinacdo hombédloga e assim a incorporacdo da
mutacdo por delecdo, insercdo ou substituicdo no genoma: A
expressao da GlcNAc-oal, 3-fucosiltransferase pode ser

reprimida ou completamente impedida.

Descrito sdo plantas ou células de plantas assim
como 1insectos ou células de insectos, em dgque a sua
actividade da GlcNAc-al, 3-fucosiltransferase é inferior a
50%, especialmente inferior a 20%, especialmente preferido

%, da actividade da GIlcNAc-al,3-fucosiltransferase que
ocorre naturalmente em plantas ou células de plantas e
insectos ou células de insectos. A vantagem destas plantas
ou células de plantas consiste em que, as glicoproteinas,
que sdo produzidas por elas, ndo apresentam nenhuma ou
quase nenhuma fucose ol,3-ligada. Se entdo os produtos
destas plantas ou insectos forem absorvidos pelo corpo
humano ou de um mamifero, ndo ocorre nenhuma reaccgao

imunitdria contra o epitopo al,3-fucose.
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Descritas sdo plantas ou células de plantas
recombinantes, que sdo produzidas de acordo com um dos
processos anteriormente descritos e em que a sua produgdo
de GlcNAc-ol, 3-fucosiltransferase esté reprimida ou

completamente impedida.

Divulgado sdo também insectos ou células de
insectos recombinantes, que sdo produzidos de acordo com um
dos ©processos anteriormente descritos e em que a sua
producdo de GlcNAc-ol,3-fucosiltransferase estd reprimida
ou completamente impedida. Também aqui ndo s&do produzidas
nenhumas glicoproteinas com residuos de fucose «ol,3-ligado,
de forma que também ndo ocorre nenhuma reaccdo imunitéria

contra o epitopo «al,3-fucose.

Referido é também uma molécula PNA gque abrange
uma sequéncia de bases, que é complementar a sequéncia da
molécula de DNA assim como sequéncias parciais desta. PNA
(péptido &cido nucleico) é uma sequéncia semelhante ao DNA,
em gue as bases nucledbdtidas estdo ligadas a uma estrutura
central pseudopeptidica. PNA hibridiza em geral com
oligbébmeros de DNA, RNA ou PNA complementares através de
emparelhamento de bases de Watson-Crick e formacdo de
hélice. A estrutura central peptidica garante uma maior
resisténcia contra a degradacdo enzimadtica. A molécula PNA
representa por isso um agente antisense melhorado. Nem
nucleases nem proteases tém a capacidade de atacar uma

molécula PNA. A estabilidade da molécula PNA, gquando esta
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ligada a uma sequéncia complementar, mostra um blogqueio
estérico suficiente de polimerases DNA e RNA, da

transcriptase reversa, telomerase e dos ribossomas.

Caso a molécula PNA apresente a sequéncia
anteriormente mencionada, assim ela liga-se ao DNA ou a um
local do DNA, que codifica a GlcNAc-ol,3-fucosiltrans-
ferase, e pode desta forma inibir a transcricdo desta
enzima. A molécula PNA, uma vez que ndo € nem transcrita
nem traduzida, ¢ produzida sinteticamente, p.ex. com a

ajuda da técnica t-BRoc.

Divulgado ¢ uma molécula PNA, gque abrange uma
sequéncia de bases, gue corresponde a sequéncia da molécula
de DNA assim como sequéncias parciais desta. Esta molécula
PNA complexa o mRNA ou um local do mRNA da GlcNAc-ol,3-
fucosiltransferase, de forma que a traducdo da enzima &
inibida. Aqui ¢é v&lido semelhante, que para o antisense-
RNA. Assim p.ex. um local de complexacdo especialmente
eficiente é a regido de iniciacdo da traducdo ou também as

regides do mRNA 5'- que ndo sdo traduzidas.

Divulgado é um processo para producdo de plantas
ou insectos ou células, especialmente células de plantas ou
de 1insectos, que apresentam uma expressdo bloqueada da
GlcNAc-oal, 3-fucosiltransferase ao nivel da transcricdo ou
da traducdo, gque ¢ caracterizado por, serem inseridas
moléculas PNA nas células. Para inserir a molécula PNA ou

as moléculas PNA na célula, sdo utilizados novamente os
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métodos usuais, como p.ex. electroporacdo ou microinjecéo.
Especialmente eficiente é a insercdo, quando os oligbmeros
PNA estdo ligados a péptidos de penetracdo nas células,
p.ex. Transportan ou pAntp (Pooga et al. 1998, Nature

Biotechnology, 16; 857-861).

A invencdo pde a disposicdo um processo para
producdo de glicoproteinas recombinantes, que é caracteri-
zado por, as plantas ou células de plantas recombinantes
cuja producédo de GlcNAc-al, 3-fucosiltransferase esté
reprimida ou completamente impedida, serem transfectadas
com o gene, que codifica a glicoproteina, de forma que séo
exprimidas as glicoproteinas recombinantes. Neste caso sé&o
transfectados como anteriormente Jj& descrito vectores
abrangendo genes para a proteina desejada no hospedeiro ou
células do hospedeiro como também Jj& anteriormente descri-
to. As células de plantas ou de insectos transfectadas
exprimem a proteina desejada, em que elas nédo apresentam
nenhuma ou quase nenhuma fucose «ol,3-1ligada. Desta forma
elas ndo desencadeiam as reaccgdes imunitdrias anteriormente
j& mencionadas no corpo humano ou no de mamifero. Podem ser

produzidas quaisquer proteinas nestes sistemas.

Preferencialmente é posto a disposicdo um pro-
cesso para producdo de glicoproteinas humanas recombinan-
tes, que ¢ caracterizado por, as plantas ou células de
plantas recombinantes, cuja producdo de GlcNAc-ol, 3-
fucosiltransferase estd reprimida ou completamente impedi-

da, serem transfectadas com o gene, que codifica a glico-
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proteina, de forma que sdo exprimidas glicoproteinas recom-—
binantes. Através deste processo torna-se possivel, produ-
zir proteinas humanas em (células de) plantas, gue, gquando
elas sdo absorvidas pelo corpo humano, nédo desencadeiam
nenhuma reaccdo imunitédria dirigida aos residuos de fucose
al,3-ligado. Neste caso existe a possibilidade, de utilizar
tipos de plantas para a producdo das glicoproteinas recom-
binantes, que servem como alimento, p.ex. bananas, batatas
e/ou tomates. Os tecidos destas plantas abrangem a glico-
proteina recombinante, de forma gque p.ex. através da extra-
cdo da glicoproteina recombinante do tecido e subsequente
administracdo ou directamente através do consumo do tecido
vegetal, a glicoproteina recombinante é absorvida no corpo

humano.

Preferencialmente é aqui um processo para produ-
cdo de glicoproteinas humanas recombinantes para utilizacéo
terapéutica, em que as plantas ou células de plantas
recombinantes, de acordo com a invencdo, cuja producdo da
GlcNAc-oal, 3-fucosiltransferase estd reprimida ou completa-
mente impedida, sdo transfectadas com o gene, que codifica
a glicoproteina, de forma que sdo exprimidas as glicopro-
teinas recombinantes. Aqui interessa qualgquer proteina, que

tenha interesse terapéutico.

Além disso a presente invencédo refere-se a glico-
proteinas recombinantes, em que elas foram produzidas de
acordo com um dos processos anteriormente descritos em
sistemas de plantas ou de insectos e em que a sua sequéncia

de péptidos apresenta abaixo de 50%, especialmente abaixo
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de 20%, especialmente preferido 0%, de residuos de fucose
al,3-ligada presentes nas proteinas exprimidas nos sistemas
de plantas ou de insectos ndo reduzidos pela fucosiltrans-
ferase. Preferiveis s&o naturalmente glicoproteinas que né&o
apresentam nenhum residuo de fucose «ol,3-ligado. A quanti-
dade de fucose «ol,3-ligada ¢é dependente do grau da
repressdo anteriormente descrita da GlcNAc-ol,3-fucosil-

transferase.

Preferencialmente a invencdo refere-se a glico-
proteinas humanas recombinantes, que foram produzidas de
acordo com um dos processos anteriormente descritos em
sistemas de plantas, e qgue apresentam na sSua sequéncia
peptidica abaixo de 50%, especialmente abaixo de 20%,
especialmente preferido 0%, de residuos de fucose «ol,3-
ligada presentes nas proteinas exprimidas nos sistemas de

plantas ndo reduzidos pela fucosiltransferase.

Descritas s&do glicoproteinas humanas recombinan-
tes para utilizacdo terapéutica, gque foram produzidas de
acordo com um dos processos anteriormente descritos em
sistemas de plantas ou de insectos, e que apresentam na sua
sequéncia peptidica abaixo de 50%, especialmente abaixo de
20%, especialmente preferido 0%, de residuos de fucose
al,3-ligada presentes nas proteinas exprimidas nos sistemas
de plantas ou de insectos nédo reduzidos pela fucosil-

transferase.

Estas glicoproteinas podem apresentar outras uni-

dades de oligossacédridos ligadas, que sdo especificas para
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plantas ou insectos, pelo qual elas se diferenciam - no
caso de glicoproteinas humanas - destas glicoproteinas
naturais. N&o obstante ¢é desencadeado pelas glicoproteinas
uma reaccgdo 1imunoldgica menor ou até nenhuma no corpo
humano, pois, como j& descrito na introducdo da descricéo,
0os residuos de fucose ol,3-ligados s&o a principal causa
das reaccbes imunitdrias ou reaccgdes imunitérias cruzadas

contra glicoproteinas de plantas e de insectos.

Divulgado ¢é uma composicdo farmacéutica, que
abrange as glicoproteinas. Adicionalmente as glicoproteinas
a composicdo farmacéutica abrange outros aditivos usuais
para tais composicdes. Estes sdo p.ex. diluentes apro-
priados de diferentes contetdos de tampdo (p.ex. Tris-HCI,
acetato, fosfato), pH e forca idnica, aditivos, tal como
agentes tensicactivos e agentes solubilizantes (Tween 80,
polissorbato 80), conservantes (p.ex. timerosal, &lcool
benzilico), adjuvantes, antioxidantes (p.ex. &acido ascdr-
bico, metabissulfito de sdédio), emulsionantes, substéncias
inertes (p.ex. lactose, manitol), ligacdo covalente de
polimeros, tal como polietilenoglicol, a proteina, integra-
cdo do material em preparacdes em forma de particulas de
compostos quimicos poliméricos, tal como &cido poliléctico,
dcido poliglicdélico, etc. ou em lipossomas, excipientes
e/ou agentes de transporte, que sdo Uteis no respectivo
tratamento. Tais composic¢des 1irdo influenciar o estado
fisico, a estabilidade, a velocidade da libertacdo in wvivo

e a velocidade da eliminacdo in vivo das glicoproteinas.

Descrito é também um processo para seleccdo de
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moléculas de DNA, que codificam uma GlcNAc-al, 3-
fucosiltransferase, numa amostra, em que sdo adicionadas as
moléculas de DNA marcadas, divulgadas, a amostra, dJque se
ligam as moléculas de DNA que codificam uma GlcNAc-ol, 3-
fucosiltransferase. As moléculas de DNA hibridizadas podem
ser detectadas, quantificadas e selecionadas. Para dque a
amostra apresente DNA monocatenério, com O qual as
moléculas de DNA marcadas podem hibridizar, a amostra é

desnaturada, p.ex. através de aguecimento.

Uma possibilidade consiste em separar o DNA a
investigar, eventualmente apds adicdo de endonucleases,
através de electroforese em gel num gel de agarose. Apds
passagem sobre uma membrana de nitrocelulose, sdo adicio-
nadas as moléculas de DNA marcadas, que hibridizam com a
molécula de DNA homéloga correspondente ("Southern

Blotting").

Uma outra possibilidade consiste em localizar
genes homdélogos de outras espécies através de processos
dependentes de PCR com a utilizacdo de iniciadores especi-
ficos e/ou degenerados, derivados da sequéncia da molécula

de DNA divulgada.

Preferencialmente a amostra abrange para os
processos supra citados DNA gendmico de um organismo de
planta ou de insecto. Através deste processo é investigado
de uma forma muito répida e eficiente um grande numero de
plantas e 1insectos relativamente a presenca do gene da

GlcNAc-al, 3-fucosiltransferase. Desta forma plantas e
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insectos, que nao apresentam este gene, podem ser
selecionados ou em tais plantas e insectos, que apresentam
este gene, pode através de um processo supra citado ser
reprimida ou completamente impedida a expressdo da GlcNAc-
al,3-fucosiltransferase, de forma que eles podem ser
subsequentemente utilizados para a transfeccdo e producédo

de glicoproteinas (humanas).

Referido sdo também moléculas de DNA, gque codifi-
cam uma GIlcNAc-ol,3-fucosiltransferase, que foram selecio-
nadas de acordo com os dois Ultimos processos mencionados e
subsequentemente foram isoladas da amostra. Estas moléculas
podem ser utilizadas para outras investigacdes. Elas podem
ser sequenciadas e serem utilizadas por seu lado também
como sondas de DNA para localizar GlcNAc-ol,3-fucosil-
transferases. Estas moléculas de DNA - marcadas - 1iréo
actuar mais eficientemente como sondas em organismos, dJue
sdo parentes dos organismos a partir dos quais foram
isoladas, do gque as moléculas de DNA de acordo com a

invencéao.

Divulgada ¢ uma preparacdo de GlcNAc-ol,3-fuco-
siltransferase clonada, que apresenta isoformas com valores
pl entre 6,0 e 9,0, especialmente entre 6,8 e 8,2. 0O valor
pl de uma proteina ¢é aquele valor de pH, no gual a sua
carga liquida ¢é zero e ¢é dependente da sequéncia de
aminodcidos, do padrdo de glicosilacdo assim como também da
estrutura espacial da proteina. A GlcNAc-ol,3-fucosil-
transferase abrange pelo menos 7 isoformas, que apresentam

um valor pIlI neste intervalo. A razdo para as diferentes
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isoformas da transferase é p.ex. diferentes glicosilacdes
assim como protebdlise limitada. Experiéncias mostraram, que
plédntulas de feijdo mungo de diferentes plantas apresentam
diferentes proporcdes das isozimas. O valor pl de uma
proteina pode ser determinado através da focagem isoeléc-

trica, que é do conhecimento do especialista.

A isoforma principal da enzima apresenta um peso

molecular aparente de 54 kDa.

Especialmente a preparacdo apresenta isoformas

com valores de pI de 6,8, 7,1 e 7,6.

Descrito é um processo para producdo de unidades
de hidrato de carbono "tornadas planta" de glicoproteinas
humanas e de outros mamiferos, em que ¢ adicionado a uma
amostra, que abrange uma unidade de hidrato de carbono ou
uma glicoproteina, wunidades de fucose assim como uma
GlcNAc-al, 3-fucosiltransferase codificada por uma molécula
de DNA supra citada, de forma que a fucose é ligada na
localizacdo ol,3 a unidade de hidrato de carbono ou a
glicoproteina através da GlcNAc-ol,3-fucosiltransferase.
Através do processo para clonagem de GlcNAc-ol, 3-
fucosiltransferase é possivel, produzir grandes quantidades
da enzima purificada. Para se obter wuma transferase
completamente activa, sdo produzidas condicdes de reaccédo
apropriadas. Verificou-se que a transferase apresenta uma
actividade especialmente elevada num valor de pH de
aproximadamente 7, quando é utilizado como tampdo acido 2-

(N-morfolino)etanossulfénico-HCl. Na presenca de catides
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bivalentes, especialmente Mn2+, a actividade da transferase
recombinante é aumentada. A unidade de hidrato de carbono é
ou adicionada a amostra na forma ndo ligada ou ligada a uma
proteina. A transferase recombinante é activa para ambas as

formas.

A invencdo ¢ adicionalmente elucidada com base
nos seguintes exemplos e nas figuras, as quais ela
evidentemente ndo estd limitada. Em particular a ilustracéo
Fig. la e 1b mostra a quantidade medida de proteina e a
actividade enzimética medida nas varias fracdes do eluato
como curvas; a Fig. 2 a ilustracdo de uma electroforese em
gel da GlcNAc-ol,3-fucosiltransferase; a Fig. 3 o resultado
da focagem isoeléctrica e a actividade da transferase
medida das varias isoformas; a Fig. 4 as sequéncias N-
terminais de 4 péptidos tripticos 1 - 4 assim como a
sequéncia de DNA de trés iniciadores S1, A2 e A3; a Fig. ba
e 5b a sequéncia de cDNA da «ol,3-fucosiltransferase; a Fig.
ba e ©ob a sequéncia de aminoidcidos derivada da ol,3-
fucosiltransferase; a Fig. 7 uma representacdo esquematica
da ol,3-fucosiltransferase assim como a hidrofobicidade dos
residuos de aminoédcidos; a Fig. 8 uma comparacdo dos
motivos conservados de diferentes fucosiltransferases; a
Fig. 9 uma comparacédo da actividade da fucosiltransferase
de células de insectos tranfectadas com o gene da ol,3-
fucosiltransferase com um controlo negativo; a Fig. 10a e
10b  estruturas de aceitadores diferentes da al, 3-
fucosiltransferase; a Fig. 11 e 12 espectros de massa; e a

Fig. 13 o resultado de uma HPLC.



PE2062977 - 35 -

Exemplo 1:

Isolamento da nucleo-al,3-fucosiltransferase

Todos os passos foram realizados a 4°C. Plantulas
de feijdo mungo foram homogeneizadas numa misturadora, em
que foi utilizado 0,75 volumes de tampdo de extracdo por kg
de feijdes. O homogeneizado foi de seguida filtrado através
de duas camadas de tecido de algoddo e o filtrado foi
centrifugado a 30000xg 40 min. O sobrenadante foi
descartado e o pelete foi extraido com tampdo de solucgédo
durante a noite com agitacdo continua. Centrifugacédo
subsequente a 30000xg durante 40 min formou o extrato-

Triton.

O extrato-Triton foi como de seguinte purificado:

Passo 1l: O extracto-Triton foi aplicado numa
coluna de celulose de um permutador de anides-
dietilaminoetil-celulose DE52 (5x28 cm, firma Whatman), que
antes foi calibrado com tampdo A. A fracdo ndo ligada foi

processada posteriormente no passo 2.

Passo 2: A amostra foi aplicada numa coluna Affi-
Gel Blue coluna (2,5x32) calibrada com tampdo A. Apds
lavagem da coluna com este tampdo foi feita a eluicdo da

proteina adsorvida com tampdo A abrangendo 0,5 M NaCl.

Passo 3: Apbs didlise do eluato do passo 2 contra
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tampdo B, foi aplicado numa coluna S-Sepharose calibrada
com o mesmo tampdo. Foi feita a eluicdo da proteina ligada
com um gradiente linear de 0 a 0,5 M NaCl no tampdo B. As
fracgdes com GlcNAc-ol, 3-fucosiltransferase foram agrupadas

e dialisadas contra tampédo C.

Passo 4: A amostra dialisada foi aplicada numa
coluna GnGn-Sepharose calibrada com tampdo C. Foi feita a
eluicdo da proteina ligada com tampdo C abrangendo 1 M NaCl

em vez de MnCl,.

Passo 5: A enzima foi de seguida dialisado contra
tampdo D e aplicado numa coluna GDP-hexanolamina-Sepharose.
Apds lavagem da coluna com tampdo D a transferase foi
eluida através da substituicdo de MgCl, e NaCl por 0,5 mM
GDP. As fraccdes activas foram agrupadas, dialisadas contra

20 mM tampdo Tris-HCl, pH 7,3 e liofilizadas.

A actividade enzimédtica da GIlcNAc ol,3 fucosil-
transferase foi determinada através da utilizacdo de Gn-Gn-
péptido e GDP-L-[U-''C]fucose a concentracdes do substrato
de regpetivamente 0,5 e 0,25, na presenca de tampdo &acido
2-(N-morfolino)etanossulfdédnico-HCI1, Triton X-100, MnCl,,
GlcNAc e AMP (de acordo com Staudacher et al. 1998
Glycoconjugate J. 15, 355-360; Staudacher et al. 1991

Fur.J.Biochem. 199, 745-751).

As concentracdes da proteina foram determinadas

com a ajuda do método "Acido bichinchoninico" (Pierce) ou,
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nos ultimos passos da purificacdo enzimatica, através da
andlise dos aminodcidos (Altmann 1992 Anal.Biochem. 204,

215-219) .

Na Fig. la e 1b  estéo representadas as
quantidades medidas de proteina e a actividade enziméatica
medida nas véarias fracc¢des do eluato como curvas. A Fig. la
mostra a separacido supra citada na coluna S-Sepharose, a
Fig. 1b a separacdo na coluna GnGn-Sepharose, em que O
circulo representa a proteina, o circulo preto, cheio a
GlcNAc-al, 3-fucosiltransferase e o qgquadrado a N-acetil-B-
glucosaminidase. Um U ¢é definido como a quantidade de
enzima, gque transfere 1 pmol fucose para um aceitador por

minuto.

A tabela 1 mostra os passos individuais da

purificacdo da transferase.

Tabela 1
Passo de purificacdo Proteina  Actividade Actividade Factor de Rendimento
total total especifica purificacdo
mg mJ mU/mg -vezes %
Extracto Triton X-100 91500 4846 0,05 1 100
DE52 43700 4750 0,10 2 98,0
Affigel Blue 180,5 4134 23 460 85,3
S-Sepharose 8,4 3251 390 7800 67,1
GnGn-Sepharose 0,13 1044 8030 160000 21,5
GDP-hexanolamin- 0,02 867 43350 867000 17,9
Sepharose

! foi determinado através de andlise de aminocdcidos
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Tampdo de extraccdo:

0,5 mM ditiotreit

1 mM EDTA

0,5 % polivinilpolipirrolidona
0,25 M sacarose

50 mM tampdo Tris-HC1l, pH 7,3

Tampdo de solucdo:
0,5 mM ditiotreit
1 mM EDTA

1,5 % Triton X-100

50 mM Tris-HC1l, pH 7,3

Tampao A:
25 mM tampdo Tris-HCl, pH 7,3 com:
0,1 % Triton X-100 e

0,02 % NaNs

Tampao B:
25 mM tampdo Na-citrato, pH 5,3 com:
0,1 % Triton X-100 e

0,02 % NaN3z

Tampdo C:
25 mM tampdo Tris-HCl, pH 7,3 com:
5 mM MnCl, e

0,02 % NaNs
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Tampdo D:

25 mM Tris-HC1l, pH 7,3 com:
10 mM MgCl,,

0,1 M NaCl e

0,02 % NaNz

Exemplo 2:

SDS-Page e focagem isoeléctrica

Foi realizada wuma SDS-page numa Biorad-Mini-
Protean-célula em géis com 12,5% acrilamida e 1%
bisacrilamida. 0Os géis foram corados ou com Comassie
Brilliant Blau R-250 ou prata. A focagem isoeléctrica da
fucosiltransferase foi realizada em géis pré-preparados com
um intervalo pl entre 6-9 (Servalyt precotes 6-9, Serva).
Os géis foram corados com prata de acordo com o protocolo
do fabricante. Para a electroforese bidimensional foram
cortadas bandas do gel de focagem, tratadas com reagentes
de S-alquilacdo e SDS, e submetido a uma SDS-page, com

anteriormente descrito.

A Fig. 2 representa a figura de um gel de
electroforese da GIlcNAc-ol,3-fucosiltransferase, em que a
esquerda estd representada a electroforese bidimensional e
a direita a SDS-Page unidimensional. Aqui a banda designada
de A é um padrdo, a banda designada de B a GlcNAc ol, 3-
fucosiltransferase da coluna GnGn-Sepharose e a banda
designada de C a GlcNAc-al,3-fucosiltransferase "purifi-

cada"™, ou seja a fraccdo da coluna GDP-hexanolamina-
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Sepharose. As duas bandas a 54 e 56 kDa representam

isoformas da transferase.

A Fig. 3 mostra o resultado de uma focagem
isoeléctrica. A banda A foi corada com prata, na banda B
foi testada a actividade das isoformas da transferase. A

actividade é aqui indicada como % fucose, a GDP-fucose que

foi transferida para o substrato.

Exemplo 3:

Sequenciacdo dos péptidos

Para a sequenciacdo da proteina foram cortadas
bandas do SDS-gel de poliacrilamida corado com Coomassie,
carboxi amidometilado e dissociado com tripsina de acordo
com Gorg et al. 1988, Electrophoresis, 9, 681-692. Os
péptidos tripticos foram separados com HPLC de fase reversa
num 1,0x250 mm Vydac Cl8 a 40°C com uma taxa do fluxo de
0,05 ml/min, em que foi wutilizado um aparelho HP 1100
(Hewlett-Packard). Os péptidos isolados foram sequenciados
com um sistema de sequenciacdo de proteina Hewlett-Packard
G1005A de acordo com o protocolo do fabricante. Para além
disso a mistura peptidica foi analisada através de digestéo

com Ingel com MALDI-TOF MS (ver abaixo).

A Fig. 4 mostra as sequéncias N-terminais de 4
péptidos tripticos 1 - 4 (SEQ ID N°: 5-8). A partir dos
trés primeiros péptidos foram produzidos os iniciadores S1,

A2 e A3 (numeros de identificacdo da sequéncia 9-11).
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Exemplo 4:

RT-PCR e clonagem de cDNA

Todo o RNA foi isolado de hipocdtilos de feijéo
mungo com 3 dias de idade, em gque foi utilizado o sistema
de isolamento de RNA total SV de Promega. Para producédo de
cDNA de uma cadeia, todo o RNA foi incubado 1 h a 48°C com
AMV transcriptase reversa e iniciadores oligo(dT), em que

foi utilizado o sistema de transcricdo reversa de Promega.

O cDNA de uma cadeia foi submetido a uma PCR, em
que foi utilizado uma combinacdo de iniciadores sense e

antisense:

A 10 pl da reagdo de transcrigdo reversa foi

adicionado o seguinte:

50 pl com 0,1 pmmol de cada um dos iniciadores, 0,1 mM
dNTPs, 2 mM MgCl,, 10 mM tampdo Tris-HCl, pH 9,0, 50 mM KC1

e 0,1% Triton X-100.

Apbdés um primeiro passo de desnaturacdo a 95°C
durante 2 min, foram feitos 40 ciclos de 1 min a 95°C, 1
min a 49°C e 2 min a 72°C. O uUltimo passo de extensdo foi
realizado a 72°C durante 8 min. Os produtos da PCR foram
subclonados no vector pCR2.1, em que foi utilizado o TA
Cloning Kit de Invitrogen, e sequenciado. 0Os produtos desta

PCR foram dois fragmentos de DNA com o comprimento de 744bp
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e 780 bp, em gque ambos os fragmentos de DNA apresentam o

mesmo 5'-terminal (ver também Fig. 7).

A partir destes dois fragmentos de DNA, as
regides 5' e 3' em falta do cDNA foram obtidas através de
5'"- e 3'- Rapid Amplifikation dos terminais-cDNA (RACE), em
que foi utilizado o RACE Kit de Gibco-BRL. Como iniciador
antisense foi utilizado o iniciador de amplificacéo
universal do Kit e como iniciador sense ou 5'-CTGGAACTGT-
CCCTGTGGTT-3' (SEQ ID N°: 12) ou 5'-AGTGCACTAGAGGGCCAGAA-3'
(SEQ ID N°: 13). Também foi utilizado como iniciador sense
0 Anker-Primer encurtado do Kit e como iniciador antisense
5'-TTCGAGCACCACAATTGGAAAT-3" (SEQ ID N°: 14) ou 5'-

GAATGCAAAGACGGCACGATGAAT-3' (SEQ ID N°: 15).

A PCR foi realizada com uma temperatura de
emparelhamento de 55°C e as condigdes supra citadas. Os
produtos 5' e 3' RACE foram subclonados no vector pCR2.1 e
sequenciados: as sequéncias dos fragmentos subclonados
foram sequenciadas com o método didesoxinucledétido (ABRI
PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready reaction Kit e
ABI PRISM 310 Genetic analyser (Perkin Elmer)). Os
iniciadores-para a frente T7 e M13 foram utilizados para a
sequenciacdo dos produtos clonados no vector pCR2.1. Ambas
as cadeias da regido de codificacdo foram sequenciadas pelo
Vienna VBC Genomics-Sequencing Service, em que foi
utilizado o iniciador marcado com infravermelhos (IRD700 e
IRD800) e um sequenciador LI-COR Long Read IR 4200

(Lincoln, NE).
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As Fig. b5a e 5b mostram o CcDNA total, que
apresenta um tamanho de 2198 bp e uma grelha de leitura
aberta de 1530 bp (SEQ ID N°: 1). A grelha de leitura
aberta (coddo de iniciacdo nos pares de bases 211-213,
coddo de terminacdo nos pares de bases 1740-1743) codifica
uma proteina de 510 aminodcidos com um peso molecular de

56,8 kDA e um valor pl tedrico de 7,51.

As Fig. 6a e 6b mostram a sequéncia de amino-
dcidos derivada do c¢DNA da GlcNAc-oal,3-fucosiltransferase
(SEQ ID N°: 2). 0Os locais para a glicosilacdo ligada a

asparagina sdo no Asn346 e ASN 429.

Na Fig. 7 estd representado o cDNA da GlcNAc-
al,3-fucosiltransferase esquematicamente e o indice de
hidrofobicidade derivado da proteina codificada (abaixo),
em que um indice de hidrofobicidade positivo significa uma
hidrofobicidade aumentada. Entre eles estdo mostrados os
tamanhos de ambos os produtos de PCR supra citados em
relacdo com o CcDNA completo. O dominio da codificacdo é
representado através das barras, em que "C" codifica o
dominio citoplasmatico postulado, T o dominio transmem-
branar postulado e G o dominio catalitico no lumen do Golgi
postulado da transferase. A andlise da sequéncia de DNA
através de "TMpred" (de EMBnet, Suica) deu uma regiédo
transmembranar provavel entre Asn36 e Gly54. O dominio C-
terminal da enzima abrange provavelmente a regido catali-
tica e deverd consequentemente estar voltada para o lumen
do aparelho de Golgi. Por conseguinte esta transferase

parece ser uma proteina transmembranar do tipo II, como
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todas as glicosiltransferases analisadas até a data, dque
tém um papel na biossintese de glicoproteinas (Joziasse,
1992 Glycobiology 2, 271-277). 0s dominios cinzentos
representam os quatro péptidos tripticos, os hexdgonos os
locais de N-glicosilacdo potenciais. Uma procura BLASTP
acessivel através de NCBI de todas as Dbases de dados
mostrou uma semelhanca entre a GlcNAc-ol,3 fucosiltrans-
ferase e outras al,3/4-fucosiltransferases, p.ex. a
fucosiltransferase-VI humana. Com 18-21 % (investigado por
SIM-LALNVIEW, Expase, Suica) a semelhanca total era além de
qualguer significédncia. No entanto um dominio da seguéncia
de 35 aminodcidos (SEQ ID N°: 4) mostra uma homologia
visivelmente elevada para outras ol,3/4 fucosiltransferases
(Fig. 8). Este dominio da sequéncia encontra-se entre

Glu267 e Pro301 da SEQ ID N°: 2.

Exemplo 5:

Expressdo da GlcNAc-ol,3 fucosiltransferase recombinante em

células de insecto

A regido que codifica a GlcNAc-wl,3 fucosiltrans-
ferase provavel incluindo a regido citoplasmética e trans-
membranar foi amplificada com o iniciador-para a frente 5'-
CGGCGGATCCGCAATTGAATGATG-3" (SEQ ID N°: 16) e o iniciador-
para tras 5'-CCGGCTGCAGTACCATTTAGCGCAT-3' (SEQ ID N°: 17)
com o sSistema Expand High Fidelity PCR de Boehringer
Mannheim. O produto da PCR foi duplamente digerido com PstlI
e BamHI e subclonado no vector de transferéncia pVL1393 do

baculovirus tratado com alcalina-fosfatase, o qual foi
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previamente digerido com PstlI e BamHI. Para garantir uma
recombinacdo homdloga, o vector de transferéncia foi
cotransfectado com DNA viral Baculo Gold (PharMingen, San
Diego, CA) em células de insecto Sf9 em meio IPL-41 com
lipofectina. Apds uma incubagdo de 5 dias a 27°C foram
utilizados diferentes volumes do sobrenadante com o virus
recombinante para infecg¢do das células de insecto Sf21.
Apbds uma incubacdo de 4 dias a 27°C em meio IPL-41 com 5%
FCS as células Sfl foram colhidas e lavadas 2x com solucédo
salina tamponada com fosfato. As células foram ressuspensas
em 25 mM tampdo Tris-HCl, pH 7,4, com 2% Triton X-100 e

fracionadas através de sonificacdo em gelo.

Exemplo 6:

Ensaio para a actividade da GlcNAc ol,3 fucosiltransferase

O homogeneizado e o sobrenadante celular foram
testados relativamente a GlcNAc ol,3 fucosiltransferase.
Foram realizadas amostras cegas com baculovirus recom-
binante, que codifica a tabaco-GlcNAc-transferase I

(Strasser et al. 1999, Glycobiology, em impressdo).

A Fig. 9 mostra a actividade enzimédtica medida da
GlcNAc-ol, 3-fucosiltransferase recombinante assim como do
controlo negativo. No melhor dos casos a actividade enziméa-
tica das células cotransfectadas e do seu sobrenadante era
30x mais elevada que os controlos negativos. Esta acti-
vidade enddégena, que ¢é mensuravel na auséncia da trans-

ferase recombinante, deve-se essencialmente a insecto-al, 6-
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fucosiltransferase e apenas em peguena percentagem a
GlcNAc-oal,3-fucosiltransferase. Por conseguinte a elevacéo
da GIlcNAc-al,3-fucosiltransferase, que deriva dos Dbacu-
lovirus recombinantes, compreende muito acima das 100

vezes.

A enzima mostrou uma larga actividade méxima a
volta de um wvalor de pH de 7,0, quando foi medida a
actividade em tampdo &cido 2- (N-morfolino)etanossulfédnico-
HCl. Como ¢ wvisivel na tabela 2, a adicdo de catides
bivalentes promove, especialmente Mn2+, a actividade da

transferase recombinante.

Tabela 2

Aditivo Actividade relativa
(conc. 10 mM) (Aceitador : GnGn-péptido)
Nenhum 21

EDTA 18

MnC1, 100

CaCl, 82

MgCl, 52

CdcC1l, 44

CoCl, 35

CuCl, 3

NiCl, 24

znCl, 0,06

A Tabela 3 mostra, que entre os aceitadores



PE2062977 - 47 -

utilizados o GnGn-péptido apresenta as taxas de
incorporacdo mais elevadas com condic¢cdes teste padréo,
seguido de perto pelo GnGnF°-péptido e M5GnAsn. Ndo pdde
ser verificado nenhuma transferéncia para o MM-péptido, o
qual n&do apresenta o GlcNAc-terminal redutor na manose 3-
ligada. Esta estrutura parece ser necessidria para a nucleo-
fucosil-transferase. A transferase recombinante era além
disso inactiva relativamente aos aceitadores usuais, as
al,3/4-fucosiltransferases para a determinacdo dos grupos
sanguineos, que transferem a fucose de GIlcNAc para o0s
terminais n&o redutores de oligossacédridos. 0Os valores Ky
aparentes para o0s substratos dos aceitadores GnGn-péptido,
GnGnF°-péptido, M5Gn-Asn e para o substrato doador GDP-
fucose foram estimados em 0,19, 0,13, 0,23 ou 0,11. As

estruturas das moléculas estdo representadas na Fig. 10a e

10b.
Tabela 3
Aceitador- Actividade Valor Ky
Substrato relativa

3 mM
GnGn-péptido 100 0,19
GnGnF°-péptido 87 0,13
M5Gn-Asn 71 0,23
MM-péptido 0
GalPB1-4G1lcNAc 0
GalB1l-3GlcNAc 0
GalPBl-3GlcNAcR1l- 0

3GalBl-4Glc
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Exemplo 7:

Espectrometria de massa do produto da fucosil-transferase

O GnGn-hexapéptido dabsilado (2nmol) foi incubado
com o homogeneizado de células de insecto abrangendo a
GlcNAc-ol,3 fucosiltransferase recombinante (0,08 mU) na
presenca de GDP-L-fucose ndo radioactiva (10 nmol), tampédo
dcido 2-(N-morfolino)etanossulfdé4nico-HCI, Triton X-100,
MnCl,, GIlcNAc e AMP. Foi realizado um controlo negativo com
um homogeneizado das células de insecto infectadas para as
amostras cegas. As amostras foram incubadas durante 16h a
37°C e analisadas através de espectrometria de massa MALDI

TOF.

A espectrometria de massa foi realizada num
DYNAMO (Therrmo BioAnalysis, Santa Fe, NM), um MALDI-TOF
MS, que tem a capacidade de extracdo dindmica (sindénimo
para extracdo tardia). Foram utilizados dois tipos de
preparacdes de matriz da amostra: péptidos e glicopéptidos
dabsilados foram dissolvidos em 5% &cido férmico e foram
aplicadas aliquotas no alvo, seco ao ar e coberto com 1%
dcido o-ciano-4hidroxicindmico. Glicanos piridilaminados,
oligossacadridos redutores e glicopéptidos ndo derivados
foram diluidos com &gua, aplicados no alvo e secos ao ar.
Apdbds adicdo de 2% &cido 2,5-dihidroxibenzdéico as amostras

foram imediatamente secas através da colocacdo de um VvAcuo.

A Fig. 11 mostra o espectro de massa destas
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amostras, em que A representa o controlo negativo: o pico
principal (S) mostra o substrato dabsil-Val-Gly-Glu-
(G1lcNAcsMans) Asn-Arg-Thr, em que o valor [M+H]"® calculado
compreende 2262,3. Este substrato aparece também como
produto de adicdo sdédio e como ido mais pequeno, que surgiu
através da fragmentacdo da funcdo azo do grupo dabsil, em
(S*). Uma pequena quantidade de produto (P, [M+H]" =
2408,4) é atribuida a ol,6-fucosiltransferase enddgena. O
pico a m/z = 2424,0 mostra a degalactosilacdo incompleta do

substrato. O espectro de massa B mostra a amostra com ol,3-

fucosiltransferase recombinante. O pico principal (P)
representa 0 produto fucosilado, (P*) o) seu ido
fragmentado.

Adicionalmente foram misturadas aliquotas de
ambas as amostras, para se obter concentracdes de substrato
e produto semelhantes (amostra A). Esta mistura foi diluida
com 0,1 M acetato de aménio, pH 4,0, abrangendo 10 upU N-
glicosidase A (amostra B) ou com 50 mM Tris/HCl, pH 8,5,
abrangendo 100 pU (1 U hidroliza 1 pmol substrato por min)
N-glicosidase F (amostra C). Apds 2 e 20 h foram retiradas
pequenas aliquotas destas misturas e analisadas através de

MALDI-TOF MS.

Na Fig. 12 estdo representados os trés espectros
de massa das amostras A, B e C. A amostra A nédo digerida
mostra dols picos principais: o substrato a 2261,4 m/z e o
produto fucosilado a 2407,7 m/z. A curva no meio mostra o
espectro de massa da amostra B, tratada com N-glicosidase

A, qgue hidrolisa ambos os glicopéptidos. O pico a 963,32



PE2062977 - 50 -

representa o produto deglicosilado. A curva inferior mostra
o0 espectro de massa da amostra C. A N-glicosidase F ndo tem
a capacidade de hidrolisar o substrato ol,3 fucosilado, de
forma que o espectro apresenta o pico a 2406,7 m/z do
produto fucosilado, enquanto o pico do substrato hidro-

lisado aparece a 963,08 m/z.

Exemplo 8:

Anadlise HPLC do produto fucosiltransferase piridilaminado

Ambas as amostras acima descritas (produto
fucosilado e controlo negativo) foram digeridas com N-
glicosidase A. Os oligossacaridos obtidos foram piridil-
aminados e analisados através de HPLC de fase reversa
(Wilson et al. 1998 Glycobiology 8, 651-661; Kubelka et al.
1994 Arch.Biochem.Biophys. 308, 148-157; Hase et al. 1984

J.Biochem. 95, 197-203).

Na Fig. 13 o diagrama superior B representa o
controlo negativo, em que ¢é visivel adicionalmente ao
substrato residual (GnGn-péptido) o produto ol,6 fuco-
silado. A mostra um pico com um tempo de retencédo
substancialmente menor, o que ¢é especifico para a fucose

GlcNAc-al, 3-ligada redutora.

No diagrama inferior foi comparado o produto da
transferase isolado antes (curva A) e depois da digestéo
através de N-acetil-p-glucosaminidase (curva B) com MMF® de

fosfolipase A, das abelhas produtoras de mel (curva C).
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Altmann Dr.,

<120>

<130>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160> 17

R 53926

A 270/99
1999-02-18

EP 05108012.5
2000-02-17

Friedrich

<170> Versao da patente 2.1

<210> 1
<211>
<212>
<213>

DNA

<400> 1

actaactcaa
ddaaadaacaac
tcatggaatc
tgcggaattg
tcgagaacag
aagaggaaat
gecgtttctgg
ttcttctacc
tctgatcgga
acgtattcga
aagtcgtgtt
tttgggttac
tactatgctg
accagtctat
gcaccagtgce
gctcgaaatt
tcttatggtyg
cactacaaat
ttcttccaat
gactttgctc
gttgcaaaga
tggaagtatyg
tcatcgtgec
ccaagcctta
tatgtcagag
actctgaatg
gtatggaaga
atatacccaa
gctgatttca
tagcatgcgc
gctagagttt
tcttyggccaa
tgtagaagtg
agtcacagtt
cactcaagac
gaactgtccc
gtttttgacc

<210> 2

2198

vigna radiata

acgctgcatt
agcaagctgt
gtgctcataa
gcagttgagg
atggtgccca
ggagcaatct
gtaggttgga
gctctcgage
attctgaatc
ggggctttte
cggtrggatg
ctcaaccaag
agaacaatat
cttcggatgt
agccgaaaac
tccggttgea
gttgtcacag
ttagcttagc
cccttgttge
cttctcctgg
ccatgagata
agggtccatc
gtctttgcat
agagacgtcc
aaaggggaag
ctgtgaaggc
ctgaaaggcc
ttggcttgac
ggagtcactt
taaatggtac
taggaatgag
ctcattgatg
caaatccata
cttgtatatt
acattattac
tgtggtttga
tctaaaaaaa

ttctrttttc
gtrttttttta
cgccaaaatt
gcgcaattga
acaagacagc
aatgccrcett
tatggccaaa
ggtcgttgaa
gtatagttgt
caaagagcct
taaatttgag
tggaacagct
tgccatggca
tcctgttgga
tgaagctgct
agctcttgag
gaaccgtgat
gtttgaaaat
tggaactgtc
ttcaatttta
tctagcagaa
tgactccttc
tcacttggcc
ttgcaagtgce
gtttgagatg
tgctgttgtt
tgaagttata
acagagacaa
ggagaacaat
ctctgctcta
tatggcagtg
ttttgtataa
tttaatgctt
gtgagtgaaa
ttcatgttot
gcacctgtta
aaaaaaaaaa

51

Gene da fucosiltransferase

(divisdo de R 46233)

tttcagggaa
tcgttetttt
ttccatttcce
atgatgggtc
ttacccgttt
gttgttgccc
aacgccgeca
ggtgacgatt
gaggaatggt
atttttgttt
tttagtggag
agcattctgce
agacggaggg
tatttttcat
cttgcagctyg
gcccttgaaa
ggaagagtga
tcgaatgagg
cctygtyggttg
catattaaag
aatcccgaag
aaggcccttg
acagtgagta
actagagggc
gagtccattt
ttgaagttca
agagggggga
gctctttata
ccttgtgeca
cctgaattag
aatatggcat
gacatcacac
agttttagtg
actgaaatct
tttgatgatc
ttgcttcagt
aaaaaaaa

ccatccacec
tctttaaaca
ctttgatttt
tgttgacgaa
tgactccggg
ttgtggtcat
tggttgactc
togggattggg
tggagaggga
ctggagctga
atagaaagcc
gatcaatgga
gatataacat
gggctgagta
ctttcatttc
aatcaaacat
acaaagtgga
aagattatgt
ttggtgctcc
agatagagga
catataatca
tggatatggc
gagagaagga
cagaaaccgt
acctgaggtc
catccctgaa
gtgctttaaa
ccttcagctt
agtttgaagt
cttcacttag
ggctttattt
tttaatttta
ctcttatctyg
aatagaagga
tcgagectttt
gttactgtcc

ataacaacaa
agcaccccca
tagtttattt
tcttcgaggc
aggcaaccca
cgcggagatc
cctecgectgac
tttggtggct
ggatgctgtc
tcaggagtgg
agatgccgca
atcagcagaa
cgtaatgaca
tgatatgatg
caattgtggt
caaaattgat
agccctgaag
aactgaaaaa
aaatattcag
tgttgagtct
atcattgagg
agctgtgcat
agaaaataat
atatcatatc
tagcaattta
tcttgtgcct
actctacaaa
Ccaaaggtgat
catttttgtg
ctgagcacta
atgcctagtt
aacttgtttc
atcatctaga
tcagatgttt
ttagtgtcty
agtggttatc
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<211> 510
<212> PRT
<213> vigna radiata

<400> 2
Me% Met Gly Leu Leu Thr Asn Leu Arg Gly Ser arg Thr Asp Gly ala
5 10 15

Gln Gln Asp Ser Leu Pro val Leu Ala Pro Gly Gly Ash Pro Lys Arg
20 25 30

Lys Trp Ser Asn Leu Met Pro Leu val val Ala Leu val val Ile Ala
35 40 45

Glu Ile Ala Phe Leu Gly Arg Leu Asp Met Ala L%g Asn Ala Ala Met
50 55

val Asp Ser Leu Ala Asp Phe Phe Tyr Arg Ser Arg Ala val val Glu
65 70 75 80

Gly Asp Asp Leu Gly Leu Gly Leu val Ala Ser Asp Arg Asn Ser Glu
&5 90 95

ser Tyr Ser Cys Glu Glu Trp Leu Glu Arg Glu Asp Ala val Thr Tyr
100 105 110

ser Arg Gly Phe ser Lys Glu Pro Ile phe val ser Gly Ala Asp GIn
115 120 125

Glu Trp Lys Ser Cys Ser val Gly Cys Lys Phe Gly Phe ser Gly Asp
130 135 140

Arg Lys Pro Asp Ala Ala Phe Gly Leu Pro Gln Pro Ser Gly Thr Ala
145 150 155 160

Ser Ile Leu Arg Ser Met Glu Ser Ala Glu Tyr Tyr Ala Glu Asn Asn
165 170 175

Ile Ala Met Ala Arg Arg Arg Gly Tyr Asn Ile val Met Thr Thr Ser
180 185 190

Leu Ser Ser Asp val Pro val Gly Tyr Phe Ser Trp Ala Glu Tyr Asp
195 200 205

Met Met Ala Pro val Gln Pro Lys Thr Glu Ala Ala Leu Ala Ala Ala
210 215 220

Phe Ile Ser Asn Cys Gly Ala Arg Asn Phe Arg Leu Gln Ala Leu Glu
225 230 235 240

Ala Leu Glu Lys ser Asn Ile Lys Ile Asp ser Tyr Gly Gly Cys His
245 250 255

Arg Asn Arg Asp Gly Arg val Asn Lys val Glu Ala Leu Lys His Tyr
260 265 270

Lys Phe Ser Leu Ala Phe Glu 'Asn Ser Asn Glu Glu Asp Tyr val Thr
275 280 285

Glu Lys Phe Phe G1n Ser Leu val Ala Gly Thr val pro val val val
290 295 - 300

Gly Ala Pro Asn Ile GIn Asp Phe Ala Pro ser Pro Gly Ser Ile Leu
305 310 315 320

His Ile Lys Glu Ile Glu Asp val Glu Ser val Ala Lys Thr Met Arg
325 330 335

Tyr Leu Ala Giu Asn Pro Glu Ala Tyr Asn Gln Ser Leu Arg Trp Lys
340 345 350

Tyr Glu Gly Pro Ser Asp Ser Phe Lys Ala Leu val Asp Met Ala Ala
355 360 365

val His Ser Ser Cys Arg Leu Cys Ile His teu Ala Thr val Ser Arg
370 375 380

Glu Lys Glu Glu Asn Asn Pro Ser Leu Lys Arg Arg Pro Cys Lys Cys
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385 390 395 400

Thr Arg Gly Pro Glu Thr val Tyr His Ile Tyr val Arg Glu Arg Gly
405 410 415

Arg Phe Glu Met Glu Ser Ile Tyr Leu Arg Ser Ser Asn Leu Thr Leu
420 425 430

Asn Ala val Lys Ala Ala val val Leu Lys Phe Thr Ser Leu Asn Leu
435 440 445 '

val pro val Trp Lys Thr Glu Arg Pro Glu val Ile Arg Gly Gly Ser
450 P 455 J 460 g oly oly

Ala Leu Lys Leu Tyr Lys Ile Tyr Pro Ile Gly Leu Thr Gin Arg Gln
465 470 475 480

Ala Leu Tyr Thr Phe Ser Phe Lys Gly Asp Ala Asp Phe Arg Ser His
485 490 495

Leu Glu Asn Asn Pro Cys Ala Lys Phe Glu val Ile Phe val
500 505 510

<210> 3

<211> 105

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Descricdo da sequéncia artificial:cDNA

<400> 3

gaagecectga agcactacaa atttagctta gcgtttgaaa attcgaatga ggaagattat 60
gtaactgaaa aattcttcca atcccttgtt gctggaactg tccct 105

<210> 4

<211> 35

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Descricdo da sequéncia artificial:fragmento de péptido

<400> 4
Glu Ala Leu Lys His Tyr Lys Phe Ser Leu Ala Phe Glu Asn Ser Asn
1 5 10

Glu Glu Asp ng val Thr Glu Lys ng Phe GIn Ser Leu'V§g Ala Gly

Thr val Pro
35

<210> 5

<211> 15

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Descricdo de sequéncia artificial:fragmento de péptido

<220>

<221> caracteristica misc
<222> (5)

<223> incerto
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<400> 5
Lys Pro Asp Ala Xaa Phe Gly Leu Pro GIn Pro Ser Thr Ala Ser

1 5 10 15

<210> 6

<211> 10

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Descricdo de sequéncia artificial:fragmento de péptido

<400> 6
Pro Glu Thr val Tyr His Ile Tyr val Arg
1 5 10

<210> 7

<211> 13

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Descricdo de sequéncia artificial:fragmento de péptido

<400> 7

Met Glu Ser Ala Glu Tyr Tyr Ala Glu Asn Asn Ile Ala
1 5 10

<210> 8

<211> 10

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Descricdo de sequéncia artificial:fragmento de péptido

<400> 8
G]{ Arg phe Glu Meg Glu ser Ile Tyr Lig

<210> 9

<211> 29

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Descricdo de sequéncia artificial:iniciador universal

<220>

<221> caracteristica misc
<222> (3), (15)

<223> n é a, ¢, g ou t

<400> 9
gcngartayt aygcngaraa yaayathgce 29
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

10

22

DNA

Sequéncia artificial

Descricdo de sequéncia artificial:iniciador universal

caracteristica misc
(14), (17)
néa, c, gout

10

crtadatrtg rtanacngty tc 22

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

11

20

DNA

Sequéncia artificial

Descricdo de sequéncia artificial:iniciador universal

caracteristica misc
(6)
néa, c, gout

11

tadatnswyt ccatytcraa 20

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

<220>
<223>

<400>

12

20

DNA

Sequéncia artificial

Descricdo de sequéncia artificial:iniciador

12

ctggaactgt ccctgtggtt 20

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

<220>
<223>

<400>

13

20

DNA

Sequéncia artificial

Descricdo de sequéncia artificial:iniciador

13

agtgcactag agggccagaa 20
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

14

22

DNA

Sequéncia artificial

Descricdo de sequéncia artificial:iniciador

14

ttcgagcacc acaattggaa at 22

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

<220>
<223>

<400>

15

24

DNA

Sequéncia artificial

Descricdo de sequéncia artificial:iniciador

15

gaatgcaaag acggcacgat gaat 24

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

<220>
<223>

<400>

16

24

DNA

Sequéncia artificial

Descricdo de sequéncia artificial:iniciador

16

cggcggatcc gcaattgaat gatg 24

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

<220>
<223>

<400>

17

25

DNA

Sequéncia artificial

Descricdo de sequéncia artificial:iniciador

17

ccggctgcag taccatttag cgcat 25

Lisboa, 31 de marco de 2014
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REIVINDICACOES

1. Processo para producdo de glicoproteinas
recombinantes, abrangendo a producdo de uma glicoproteina
recombinante em plantas ou células de plantas, cuja
producdo de GlcNAc-ol,3-fucosiltransferase estd reprimida
ou completamente impedida e cuja actividade da GlcNAc-wal, 3-
fucosiltransferase enddbgena compreende menos de 50% da
actividade da GlcNAc-ol,3-fucosiltransferase que ocorre
naturalmente em plantas ou células de plantas, e cuja
GlcNAc-al, 3-fucosiltransferase é codificada por uma molé-
cula de DNA, gque abrange uma sequéncia de acordo com a SEQ
ID N°. 1 com uma grelha de leitura aberta do par de bases
211 ao par de bases 1740 ou apresenta pelo menos 50% de
homologia com a sequéncia supra citada ou hibridiza sob
condicdes rigorosas com a sequéncia supra citada ou abrange
uma sequéncia, que ¢é degenerada como resultado do cédigo

genético para a sequéncia de DNA supra citada.

2. Processo de acordo com a reivindicacédo 1,
caracterizado por, as glicoproteinas recombinantes serem
proteinas humanas, especialmente proteinas para utilizacédo

terapéutica.

3. Processo de acordo com a reivindicacdo 1 ou
2, caracterizado por, a actividade da GlcNAc-ol,3-fucosil-
transferase enddgena compreender menos de 20% da actividade
da GlcNAc-al,3-fucosiltransferase que ocorre naturalmente

em plantas e células de plantas.
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4, Processo de acordo com uma das reivindi-
cacdes 1 a 3, caracterizado por, a actividade da GlcNAc-
al,3-fucosiltransferase endbdgena compreender 0% da acti-
vidade da GlcNAc-al,3-fucosiltransferase que ocorre natura-

mente em plantas e células de plantas.

5. Processo de acordo com uma das reivindi-
cacdbes 1 a 4, caracterizado por, a reducdo da actividade da
GlcNAc-oal, 3-fucosiltransferase ocorrer através de inibicédo
antisense, em que é utilizado um polinucledtido, que é pelo
menos parcialmente complementar a sequéncia da molécula de

DNA.

6. Processo de acordo com uma das reivindica-
cdes 1 a 4, caracterizado por, a reducdo da actividade da
GlcNAc-ol, 3-fucosiltransferase ocorrer através de mutacdo

knock-out da sequéncia da molécula de DNA.

Lisboa, 31 de marco de 2014



1/16

PE2062977

{71} TOo®N @ {Tw/fw} =uTs30IZ

feoicd

B

- TP o e g 0¥

g 8B 8B 8 8 8

% b el

{TW/rpr) SSEpPTUTWESOXSY-¢
S SEEABIEUEIZTTISOMNE

Fracgdo n®.

FIG1 a

{Twu/Buy eutszoxd

' 15 ]
¥ = & - -

&

5

$ & @

¥

g § 8 8 °

{TWR/rM) SSeIBISURIZTISOIME

Fracgdo n®.

FIG.1 b

a



2/16

PE2062977

T O
e asreood

b
S

]




3/16

PE2062977

0al

{3} =\SRIZISULILTTSORNT

GG

Ep IPEPTATIDN




PE2062977 4/16

KPDAXFGLPQPSTAS
PETVYHIYVR
MESAEYYAENNIA
GRFEMESIYL

. A
§1 5 GCIGAATACTACGCIGAAAACAACATCGC -3’
G T T G T T T
A .
A2 5-CATAGATATGATAIACIGTCTC -3
G T G G UOF

A _
A3 5-TAGATICACTCCATCTCAAA - ¥
T GIT T G



PE2062977

ACTARCTOAR
ARRARACAAC
TCATGGAATC
TEoEEART TS
TORAGARCAG
AAGAGGARAT
GCETTTOTGS
FTTCTPCTACL
TCTEATCEEA
ADCTATTORN.
ARGTCGTOTT
TITGGETTAC
TACTATGCTG
ACCAGPCTAT
GCACCAGTES
GUTCGAARTT
TCTTRTGETE
CACTACAART

TTCTTCCARY

ACGCTECRTT
AGCARGCTGT
ETSCTCATAR
GCAGTTGEEG
ATGETGUCCA
GCAGCANTCT
GTAGGTYSEA
GEPCTCGAGS
RETCTGARTC
CEEGCTTTTC
COOTTGOATS
CTCAACCARG
AGARCAATAT
CTTCCEATET
AGCCGARRAC
TOOGETTECA
PEAGCTTAGE

COOPTETIGS

5/16

TTCPTETITIC TTTCAGHGAA

GTTTTTTITA TCSTPFOTTTY
COCCARRATT TTCCATITCC
GOGEARTIGN NRGATGGGTE
ACARGACAGT TTACCOGTIT
EATGOCTOTY GTISTTACOC
TRTBGCCAR AACOCCGOA
SETCETTERR GETGACEATT
CTATABTIOT GAGGARTGET
CAMAGRGEET ATTITIGTTT
TAARTTTCGS TTTAGTGGGG
TGGAACAGET AGCATTCTSE
TGCCATGECA AGACSGAGSS
TCOTCTTEER TATTITTCAT
TGAAGCTECT CTTGCAGCTG

COATORACCC
TETTGACEA
THHOTOCEEG
TOET GGTE&T
TEETTRALTC
FHECCTTEGE
RTAGAARGOC

GATATAACAT

GEGCTGAGTA
CPTTCATTIC

AGCTCTTEAG GUCCTTGARA AATCAAACAT

ATRACAACAR
AGEACETCCA
TAGTTIATTYT
TCTTCEAGEE
AGGCRACTCA
COOGGAGRT
COTCHOTERC
TTTEOPEEET
GCEATGOTETC

AGRTGCOENA

CETAATEROA
TGATATEATS
CARRLTGTGET

CARAATTGAT

GTTTGARAAY TCGAATGAGE AAGKTTATET ARUTCAMARA

TERAADTETE COTETGETTE TTEOTGOICC AMRTATICAG

FIGS a
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GROTTEEOTE CPTOTCCTES

GTTGCANAGA CCATGAGATA
TGGAAGTATG AGGGTCCATS
TCATCOTOEE GTCTTTECAT
COARGCCTTA AGAGACGTCC
TATETCAGRG AAMIGOGAAG
ACTCTGANTG CTGTGAAGGT
GTATGGANER CTCAARGELE
ATATACOCAA TTGECTTEAC
GCTGATTTCA GGAGTCACTT
TAGCATGEGC TAAATGGTAC
GOTAGAGTTT TAGCAATGAL
TOITCEECAR CICATTEATS
TETAGAMGTS CARRTCCATA
AGTCAUAGTY CYTGTATATE
CACTCAAGAC ACATTATIAC

GARCTETCCC TOTGRTITRA

TTCAATTTTA
TCTAGCAGAR
TGACTOCTTE
TCACTTEGE
TIGCAASTEC
GRTTGAGATG
TEOPGTTETT
PGAAGTTATA
ACRGRGACAR
GEAGRARCAAT
CTOTRCTETA

TATGGOAGTS

TTTTGIATAA

TTTAATGCTT

TTCRTETTET

SUADCTETTA

6/16

CATRTTARRG

ARTCCCGARG
AAGGCCCTIR
RCAGTORETA
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