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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "MOLECULA
DE ACIDO NUCLEICO CODIFICADORA DE FRUTOSILTRANSFERASE,
VETOR, CELULA HOSPEDEIRA, PRODUTO ALIMENTICIO, OLIGONU-
CLEOTIDEO, PROCESSO PARA PRODUZIR PLANTA, PREPARAR CE-
LULA HOSPEDEIRA, PREPARAR FRUTOSILTRANSFERASE, PREPA-
RAR POLIFRUTOSE, OU PREPARAR AGENTES TENSOATIVOS, E EM-
PREGO DE CELULA HOSPEDEIRA, FRUTOSILTRANSFERASE OU PO-
LIFRUTOSE".

Dividido do P19913390-3, depositado em 27.08.1999.

A presente invengdo refere-se a moléculas de acido nucléico
codificantes de polipeptideos contendo a atividade enzimatica de uma fruto-
siltransferase. A invengdo além disso refere-se a vetores e a hospedeiros
contendo tais moléculas de acido nucléico. A presente invengéo também
refere-se a processos para a preparagéo de frutosiltransferase e a prepara-
¢ao de polifrutoses do tipo inulina nos varios organismos hospedeiros ou in
vitro, bem como a frutosiltransferase codificada pelas moléculas de acido
nucléico descritas que podem ser usadas para preparar polifrutoses do tipo
inulina.

Polimeros lineares solliveis em agua, podem ser empregados
para varios usos, por exemplo para aumentar a viscosidade de sistemas a-
quosos, como detergentes, como agentes de suspenséo ou para aceleragéo
de sedimentagdo e complexagdo, mas também para ligar agua. Polimeros
baseados em sacarideos, por exemplo polissacarideos frutosil, sdo materiais
de partida particularmente interessantes ja que eles s&o biodegradaveis.

Além do seu uso como matérias-primas renovaveis na produgéo
industrial e fabricagdo, polimeros de frutosil sdo atraentes como aditivos ali-
menticios, por exemplo como adogantes. Polimeros de varios comprimentos
de cadeia sdo requisitados para as varias aplicagdes. Enquanto para o setor
alimenticio, sao preferidos polimeros de comprimento de cadeia curto ou
médio, aplicagdes técnicas, por exemplo a preparagéo de agentes tensoati-
vos, requerem polimeros com um alto grau de polimerizagao (DP).

Varios processos foram descritos para a preparagéo de polissa-

Segue-se folha 1a



1a

carideos frutano em plantas expressando frutosiltransferases de origem bac-
teriana, ou para a preparacéo de polifrutoses de comprimento de cadeia mé-
dio expressando frutosiltransferases de origem vegetal. O PCT/US
89/02729, por exemplo, descreve a possibilidade de gerar polimeros carbo-

hidrato, particularmente dextrano ou polifrutose, em plantas transgénicas, a

Segue-se folha 2
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saber especificamente nos frutos de plantas transgénicas. Para gerar plan-
tas que sao modificadas desta maneira, é proposto usar sacarose de micro-
organismos, particularmente de Aerobacter levanicum, Streptococcus saliva-
rius e Bacillus subtilis, ou de dextrano sucrases de Leuconostoc mesenteroi-
des. Nem a geragdo da enzima ativa, nem aquela de levano ou dextrana é
descrita, nem a preparagao de plantas transgénicas.

O PCT/EP 93/02110 divulga um processo para a preparagao de
plantas transgénicas que expressa o gene Isc da sucrase de levano da bac-
téria gram-negativa Erwinia amylovora. As plantas produzem um levano de
alto peso molecular, altamente ramificado. O PCT/NL 93/00279 descreve a
transformacéao de plantas com genes quiméricos que contém o gene sacB
do Bacillus subtilis. Tais plantas produzem um levano ramificado. As frutosil-
transferases bacterianas usadas nos PCT/US 89/ 02729, PCT/EP 93/02110
e PCT/NL 93/00279 sintetizam levano, um B-2,6 polimero frutosil ligado que
tem numerosas ramificagées p-2,1. Devido as numerosas ramificacdes, en-
tretanto, levano envolve desvantagens decisivas para o processamento téc-
nico e € portanto muito menos demandado como material de partida técnico
do que inulina que mostra ligagoes B-2,1. No momento, somente um gene
bacteriano é conhecido, o gene produto que esta envolvido na sintese de
inulina, esse gene sendo o gene ftf do Streptococcus mutans. A
PCT/NL93/00279 descreve a transformagéo de plantas com o referido gene,
que sintetiza inulina de alto peso molecular, mas em uma escala tao baixa
que ela ndo pode ser economicamente utilizada. O PCT/EP97/02195, tam-
bém, descreve um processo para a preparacao de plantas transgénicas, que
produzem inulina com o gene ftf do Streptococcus mutans. Como com as
plantas descritas no PCT/NL93/00279, o rendimento de inulina de alto peso
molecular & baixo. Embora seja possivel expressar o gene em plantas, se o
gene foi geneticamente engenheirado anteriormente, o rendimento em inuli-
na que pode ser obtido de plantas transgénicas é tao baixo que as plantas
transgénicas ndo podem ser economicamente utilizadas. Além disso,
PCT/NL 96/00012 divulga seqiiéncias de DNA que codificam enzimas sinte-

tizadoras de polimeros de carbohidrato, bem como a preparacgao de plantas
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transgénicas usando as referidas seqiiéncias de DNA. As sequéncias divul-
gadas originam-se de Helianthus tuberosus. De acordo com PCT/NL
96/00012 as sequéncias divulgadas podem ser usadas para modificar o per-
fil de frutano de petunia e batata, mas também do proprio Helianthus tubero-
sus. Expressao das sequéncias divulgadas que codificam uma sacarose fru-
tosiltransferase (SST) dependente de sacarose ou uma frutano frutosiltrans-
ferase em plantas transgénicas permite a produgédo de inulina. O grau de
polimerizagdo médio de inulina é, entretanto, DP = 6 a DP =10. Com um tal
grau de polimerizagao a inulina nao pode ser considerada de cadeia longa.
O processo descrito em PCT/NL96/00012 nao permite produzir inulina de
alto peso molecular. Recentemente, Rehm e outros (J. Bacteriology 180
(1998), 1305-1310) reportou a geragdo de oligossacarideos em levedo por
introdugdo de um SST de Aspergillus Foetidus. Entretanto, o grau de polime-
rizagao do produto obtido foi de somente DP=3.

A DE 197 08 774 .4 refere-se a preparagao de 1-kestose e nysto-
se usando-se enzimas contendo atividade frutosil polimerase. Os trissacari-
deos e tetrassacarideos podem ser preparados em plantas transgénicas. O
rendimento € alto e na batata corresponde ao teor celular de sacarose. En-
tretanto, a preparagéo de inulina de cadeia longa nao é descrita. A sintese
de polifrutoses por fungos também é discutida em muitas publicagbes. Bar-
thomeuf e Pourrat (Biotechnology Letters 17 (1995), 911-916), descreve, por
exemplo a preparacdo de uma enzima de Penicillium rugulosum que tem
atividade frutosiltransferase. A preparagao exibe varias propriedades enzi-
maticas e portanto nao representa uma frutosiltransferase pura. Seqiéncias
de DNA do gene da frutosiltransferase nao sdo conhecidas. Cairns e outros
(New Phytologist 129 (1995), 299-308) descreve uma sintese transiente de
trissacarideos, tetrassacarideos e pentassacarideos de sacarose no meio de
cultura de Monographella nivalis. A atividade enzimatica subjacente parece
ser de natureza principalmente hidrolitica, ja que as polifrutoses sao degra-
dadas novamente pela enzima com exaustio crescente do substrato. Ja que
nenhuma sequéncia de DNA é conhecida nao é possivel avaliar - confiando

na homologia com frutofuranosidases (invertases) como referéncia - se esta
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presente uma frutosiltransferase no sentido préprio ou uma invertase.

Foi mostrado para o fungo Aspergillus sydowi IAM 2544 que ele
era capaz de gerar polifrutoses do tipo inulina. Harada e outros (em: Nishina-
ri e Doi (Eds.), Hidrocoldides de Alimentos: Estruturas, Propriedades e Fun-
¢oes, Plenum, Nova lorque (1994), 77-82) descreve, por exemplo a sintese
de inulina com conidia de Aspergillus sydowi. 125 g de conidia foram incu-
badas em 25 | de solugdo 20% de sacarose. O produto gerado foi purificado
por HPLC. Entretanto, um tal processo nao se presta para uma producao de
inulina em grande escala. Maramatsu e outros. (Agric. Biol. Chem. 52
(1988), 1303-1304) descreve a producéo de frutooligossacarideos com micé-
lio da mesma classe fungal (A. sydowi IAM 2544). O grau de polimerizagao é
reportado como sendo 3 até 13. As enzimas envolvidas neste processo nao
foram, ou foram somente parcialmente, purificadas. Sequiéncias de aminoa-
cidos ou seqiiéncias de DNA dos genes correspondentes nao sido conheci-
das. Instrugbes para a purificagio das proteinas nao sio dadas ou somente
sao dadas incompletamente.

O problema subjacente da presente invencao é portanto o de
fornecer moléculas de acido nucléico e processos permitindo preparar orga-
nismos geneticamente modificados por engenharia genética que sdo capa-
zes de gerar polifrutoses do tipo inulina.

Este problema é solucionado fornecendo-se os modos de reali-
zacao como definidos nas reivindicages.

A invengao portanto refere-se a moléculas de acido nucléico co-
dificando uma frutosiltransferase, selecionada do grupo consistindo de

(@) moléculas de acido nucléico codificando uma proteina com-
preendendo a sequiéncia de aminoacido indicada na SEQ ID N° 2;

(b) moléculas de acido nucléico compreendendo a sequéncia de
nucleotideo da regido codificadora indicada na SEQ ID N° 1 ou uma sequén-
cia de ribonucleotideos correspondente;

(c) moléculas de acido nucléico hibridizando a uma classe com-
plementar as moléculas de acido nucléico indicadas em (@) ou (b); e

(d) moléculas de acido nucléico da sequéncia de nucleotidio que



10

15

20

25

30

92

se desviam da sequéncia de moléculas de acido nucléico mencionadas em
(c) devido a degeneracgédo do cédigo genético;

bem como moléculas de acido nucléico que sdo complementa-
res a elas.

A seqiiéncia mostrada na Seq ID N° 1 codifica uma frutan fructo-
siltransferase dependente de frutose de Aspergillus sydowi que leva, em cé-
lulas de plantas, a sintese de polifrutano de cadeia longa do tipo inulina. Ve-
rifiou-se surpreendentemente que é possivel preparar polifrutanas de cadeia
longa do tipo inulina em altos rendimentos em organismos hospedeiros, es-
pecificamente em plantas transgénicas, bactérias ou fungos quando se usam
as referidas sequéncias.

Dentro do ambito da presente invengao foram elaboradas instru-
¢bes para a purificagdo da enzima de Aspergillus sydowi. A enzima foi purifi-
cada até a homogeneidade de modo a ser capaz de detectar seqiiéncias de
amino acidos. Foram detectados iniciadores obtidos a base da informagao
de seqiiéncia, para uma reagdo em cadeia de polimerase. Fragmentos de
genes foram amplificados com o auxilio desses iniciadores que foram usa-
dos para varredura de bibliotecas de cDNA. Muitas moléculas de cDNA com
homologia de seqiiéncia para os produtos PCR foram preparadas e compa-
radas. A maioria das moléculas de cDNA obtidas tinha inser¢cées do mesmo
tamanho. A completeza das moléculas de cDNA foi confirmada com a ex-
pressao funcional das seqiiéncias de DNA em Saccharomyces ou em bata-
ta.

A purificagdo das enzimas, o desenho dos iniciadores para PCR,
a identificagdo de moléculas de cDNA e a expressao heterdloga séo descri-
tos nos exemplos. A sequiéncia de DNA isolada e sua sequiéncia de proteina
derivavel sdo mostradas da Seq ID N° 1 e 2, respectivamente. A sequéncia
de DNA de acordo com a invencéo é a primeira a codificar a frutano frutosil-
transferase dependente de sacarose a partir de fungos. A seqiéncia de DNA
e a sequéncia de proteina codificada por ela diferem amplamente das se-
quéncias de DNA codificando as ja conhecidas frutosiltransferases. Por e-

xemplo, ha somente uma identidade 22,6% e 39% com a frutosiltransferase
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de Aspergillus naeslundii lev j na proteina e nivel de DNA respectivamente.
Enquanto ha uma identidade 64 e 60,6 na proteina e nivel de DNA, respecti-
vamente, com um gene invertase de Aspergillus niger, a proteina codificada
pelo respectivo gene tem uma atividade enzimatica completamente diferen-
te. Isto vai mostrar que as moléculas de acido nucléico e as frutosiltransfera-
ses codificadas por elas sao moléculas que nao foram até entao descritas.

No contexto da presente invengdo, uma frutosiltransferase é
compreendida como sendo uma proteina que é capaz de catalisar a ligagao
B-2,1-glicosidica e/ou B-2,6-glicosidica entre unidades de frutose. O residuo
de frutosila a ser transferido se origina de sacarose.

A reacao catalisada por uma frutano frutosiltransferase depen-
dente de sacarose de acordo com a invengao pode ser como se segue:

n(G-F) ->G - F, + (n-1)G

Neste esquema G = glicose, F = frutose e G-F = sacarose. Por
exemplo, a enzima transfere residuos de frutose de seucrose a um polifruta-
no que é formado partindo de uma molécula de sacarose por ligagoes -2,1-
glicosidicas, nas quais ligagoes B-2,6-glicosidicas também podem ocorrer.

Um polipeptideo codificado por uma molécula de acido nucléico
de acordo com a invengdo com a atividade de uma frutosiltransferase leva a
sintese de polifrutose, e particularmente em células vegetais a sintese de
polifrutose do tipo inulina (aqui posteriormente também referida como inuli-
na).

No contexto da presente invengao, polifrutose é compreendida
como sendo um polifrutano com um grau de polimerizagao DP > 4, de prefe-
réncia DP > 6,e especificamente DP > 8. "Polifrutose do tipo inulina" ou "inu-
lina" é pretendido para se referir a um polimero de frutano de cadeia longa,
cujas moléculas sao principalmente B-2,1-glicosidicamente ligadas e opcio-
nalmente também tém ramificagdes B-2,6-glicosidicas. O termo "de cadeia
longa" significa que o grau de polimerizagao (DP) & maior do que 20, de pre-
feréncia maior do que 50, de preferéncia mais do que 100 e mais preferen-
temente mais do que 200. O polimero de frutosila pode comportar um resi-

duo glicose terminal que é ligado via o grupo C-1 OH da glicose e o grupo C-
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2 OH de um residuo de frutosila. Neste caso, uma molécula de sacarose
esta contida no polimero de frutosila.

Quando a enzima é usada in vitro para a sintese de polifrutano,
um produto oligomérico é obtido (DP = 4 a 10).

A enzima codificada pelas moléculas de acido nucléico de acor-
do com a invengao pode ser particularmente diferenciada de frutosiltransfe-
rases conhecidas devido a reacao catalisada. Por exemplo, a planta conhe-
cida SSTs catalisa a reagao:

G-F+G=F->G-F-F+G.

As frutano frutosiltransferases dependentes de frutano de plan-

tas, entretanto, catalizam a reagao:
G-Fo+G-Fpn > G-Fpet + G- Fpnaa,
esta reagcao sendo completamente reversivel.

Frutosiltransferases bacterianas, por exemplo, aquela codificada
pelo gene sacB do Bacillus subtilis, também catalisa a reagéo do tipo

nG-F—>G-F,+(n-1)G.

Entretanto, essas enzimas produzem levano, isto €, um polifru-
tano ligado B-2,6-glicosidicamente com ramificagéo p-2,1.

Enquanto a proteina (um FTF) codificado pelo gene ftf de Strep-
tococcus mutans induz a sintese de inulina com um peso molecular de mui-
tos milhdes de Daltons. Entretanto, o gene ftf ou a proteina codificada nao
exibe uma homologia apreciavel para a sequéncia de acido nucléico descrita
na SEQ ID N° 1 (somente 37,3%) ou a seqiiéncia de amino acido descrita na
SEQ ID N° 2 (somente 22,6%).

No contexto da presente invengéo o termo "hibridizacao" signifi-
ca hibridizacao sob condigdes convencionais de hibridizagao, de preferéncia
sob condigdes rigorosas, tais como descrito em Sambrook e outros, Clona-
gem Molecular, Um Manual de Laboratério, 2* edicao (1989) Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nova lorque. Um exemplo de
condigbes de hibridizagado rigorosas € a hibridizagdo em 50% de formamida,
5 x SSC, 5 x solucdo de Denhardt, 40 mM de fosfato de sédio pH 6,8; 0,5%
(pesolvol.) BSA, 1% (pesol/vol) SDS, 0,1 mg/ml DNA de esperma de arenque
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a uma temperatura de hibridizagao de 42°C e subseqgientemente lavando os
filtros em 0,5 x SSC/0,5% SDS a 60°C.

Um exemplo de condigdes de hibridizagdo nao-rigorosas con-
vencionais é a hibridizagao sob as condigbes mencionadas acima com a ex-
cecdo de que 30% de formamida sdo usadas ao invés de 50% e os filtros
sao subseqientemente lavados em 2 x SSC/0,5% de SDS a 56°C. Molécu-
las de acido nucléico hibridizando para as moléculas de acordo com a inven-
¢ao podem ser isoladas de, por exemplo bibliotecas gendémicas ou cDNA
que sao de preferéncia preparadas de fungos. Tais moléculas de acido nu-
cléico podem ser identificadas e isoladas usando-se as moléculas, de acordo
com a invengéo ou fragmentos dessas moléculas ou os complementos re-
versos dessas moléculas, por exemplo hibridizagdo de acordo com os pro-
cessos padrao (ver, por exemplo Sambrook e outros, Clonagem molecular,
Um manual de Laboratério, 22 edigao (1989) Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NI). Moléculas de acido nucléico podem ser usa-
das como amostras de hibridizagdo que exibem exatamente ou substancial-
mente a mesma seqiiéncia de nucleotideo descrita na SEQ ID N° 1 ou frag-
mentos dessa seqiiéncia. Os fragmentos usados como amostra de hibridiza-
cao podem também ser fragmentos sintéticos que foram preparados usando-
se técnicas convencionais de sintese e a seqiiéncia & substancialmente i-
déntica a seqiiéncia de uma molécula de acido nucléico de acordo com a
invencgao.

As moléculas hibridizando para as moléculas de acido nucléico
de acordo com a invengdo também compreendem fragmentos, derivados e
variantes alélicas das moléculas de acido nucléico descritas acima que codi-
ficam uma proteina de acordo com a invengdo. "Fragmentos" sao compre-
endidos como partes das moléculas de acido nucléico que sao longas o sufi-
ciente para codificar uma proteina com atividade frutosiltransferase. O termo
"derivado" conforme usado na presente invengao significa que as sequén-
cias dessas moléculas diferem das seqiiéncias das moléculas de acido nu-
cléico descritas acima em uma ou mais posigdes, mas exibem um elevado

grau de homologia a essas sequéncias. Homologia significa uma identidade
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de sequéncia de pelo menos 40%, particularmente uma identidade de pelo
menos 60%, de preferéncia mais do que 80%, e até mais preferido mais do
que 90%. As proteinas codificadas por essas moléculas de acido nucléico de
preferéncia tém uma identidade de sequéncia para a sequéncia de amino
acidos indicada na SEQ ID No 2 de pelo menos 60%, de preferéncia de pelo
menos 70%, particularmente pelo menos 80%, particularmente preferido de
pelo menos 90%, e mais preferido de pelo menos 95%. Os desvios das mo-
léculas de acido nucléico descritas acima podem ser arquivados por, por
exemplo, delegéo, substituicdo, insercao efou recombinacdo. Moléculas de
acido nucléico de acordo com a invengao podem ser outros derivados das
sequéncias de origem fungal. Uma derivatizagado das seqiiéncias pode ser
requisitada de modo a facilitar a expressao em certas células hospedeiras.

As moléculas de acido nucléico que sao homodlogas as molécu-
las descritas acima e representam derivados das respectivas moléculas sao
variagbes regulares dessas moléculas que representam modificagées exer-
cendo a mesma fung&o biolégica. Essas variagées podem tanto ocorrer na-
turalmente, por exemplo seqiiéncias de outras classes ou organismos, ou
mutagées. Essas mutagdes podem ter ocorrido naturalmente ou podem ter
sido introduzidas por mutagéneses especifica. Também, as variagdes po-
dem ser sequiéncias preparadas sinteticamente. As variantes alélicas podem
ser tanto variantes que ocorrem naturalmente ou sio preparadas sintetica-
mente, ou geradas por técnicas de DNA recombinante.

As proteinas codificadas pelas varias variantes das moléculas de
acido nucléico de acordo com a invengao de preferéncia tém certas caracte-
risticas em comum, tais como atividade enzimatica, peso molecular, reativi-
dade imunolégica ou conformacao ou propriedades fisicas como a mobilida-
de eletroforética em eletroforeses em gel, comportamento cromatografico,
coeficiente de sedimentagédo, solubilidade, propriedades espectroscopicas,
estabilidade, 6timo de pH ou étimo de temperatura.

Em um modo de execugéo preferido, as moléculas de acido nu-
cléico de acordo com a invengao codificam um polipeptidio contendo as pro-

priedades de uma frutosiltransferase fungal, particularmente preferida de
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Aspergillus, e mais preferido de uma frutosiltransferase de Aspergillus sydo-
Wi.

As moléculas de acido nucléico de acordo com a invengéo tanto
podem ser moléculas de DNA ou RNA. Exemplos de moléculas de DNA cor-
respondentes sdo moléculas de DNA gendmicos ou cDNA. As moléculas de
acido nucléico de acordo com a invengao podem ser isoladas de fontes natu-
rais, por exemplo de fungos, particularmente Aspergillus e de preferéncia de
Aspergillus sydowi, ou elas podem ser sintetizadas de acordo com proces-
sos conhecidos. Também é possivel introduzir varias mutagées nas molécu-
las de acido nucléico de acordo com a invengao por meio de técnicas con-
vencionais de biologia molecular (ver, por exemplo Sambrook e outros, Clo-
nagem Molecular, Um manual de laboratério, 2° edigao (1989) Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). Uma tal introdugao induz
a sintese de proteinas com propriedades biologicas potencialmente modifi-
cadas. Uma abordagem é a de gerar mutantes de delegdo nos quais molé-
culas de acido nucléico sao geradas por delegdes progressivas da extremi-
dade 5' ou da 3' extremidade da sequéncia de DNA codificador que leva a
sintese de proteinas correspondentemente truncadas. Uma outra aborda-
gem é a de especificamente preparar enzimas que estdo localizadas em di-
versos compartimentos devido a adigao de sequéncias de sinal. Para adqui-
rir uma localizagdo das proteinas de acordo com a invengéo no citosol, ne-
nhuma sequéncia de sinais foi adicionada a sequéncia indicada na SEQ ID
N° 2.

Por outro lado, mutagées de ponto poderiam também ser intro-
duzidas em posigcdes onde a modificagédo de seqiiéncia de amino acido influ-
encia, por exemplo, a atividade enzimatica ou a regulagdo da enzima. Desta
forma, por exemplo mutantes com um valor K modificado podem ser prepa-
rados, ou mutantes que nao sdo mais submetidos a mecanismos de regula-
cao em regulacgao alostéricas ou modificagao covalente usuaimente ocorren-
do em células.

Ademais, mutantes com um substrato modificado ou especifici-

dade de produto podem ser preparados. Além disso, mutantes com um perfil
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de atividade-temperatura modificado podem ser preparados.

Para a manipulagao genética em células procariéticas, as molé-
culas de acido nucléico da invencao ou fragmentos dessas moléculas, po-
dem ser integradas em plasmidas que permitem uma mutagénese ou uma
modificagdo de seqiiéncia por recombinagdo de sequéncias de DNA. Por
meio de processos padrao (cf. Sambrook e outros, clonagem Molecular, Um
Manual de Laboratério, 2% edicdo (1989) /Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N. lorque) de trocas de bases podem ser execu-
tadas, ou seqiiéncias naturais ou sintéticas podem ser adicionadas. Para
ligar fragmentos de DNA, adaptadores ou ligantes podem ser ligados aos
fragmentos. Ademais, pode ser feito uso de manipulagdes que oferecem lo-
cais de restrigao apropriados ou que removem DNA supérfluo ou locais de
restricdo. Onde insercoes, delegdes ou substituicdes possam ser Uteis, po-
dem ser usados mutagénese in vitro, "iniciador repair", restrigdo ou ligagao.
Para andlise, uso & geralmente feito de uma analise de sequiéncia, uma ana-
lise de restricdo ou ainda processos bioquimico-molecular biologicos.

Além disso, a invencao refere-se a vetores que contém as molé-
culas de acido nucléico de acordo com a invengao. De preferéncia, esses
vetores sd@o plasmideos, cosmidios, virus, bacteri6fagos e outros vetores
comuns na engenharia genética.

De preferéncia, a molécula de acido nucléico de acordo com a
invencao é operacionalmente ligada ao vetor de acordo com a invengao com
elementos regulatérios que permitem transcrigdo e sintese de um RNA tra-
duzivel em células procariéticas e/ou eucariéticas. Por exemplo um vetor de
acordo com a invengao contém os seguintes elementos:

1. Um promotor garantindo a transcricao de regiées codificado-
ras fluxo abaixo em células do organismo hospedeiro e opcionalmente ele-
mentos ressaltadores.

2. Uma regigo codificadora fundida ao promotor que contem pelo
menos um quadro de leitura aberto para a tradugdo de um polipeptidio. Na
presente invencao, a regido codificadora € uma molécula de acido nucléico

de acordo com a invengao.
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3. Seqiiéncias opcionalmente adicionais fundidas a regiao codifi-
cadora, por exemplo sinais de transcricdo de terminagao, se esses sao re-
quisitados para uma express&o genética de sucesso em um certo organismo
hospedeiro, ou seqiiéncias de sinal influenciando a localizagao subcelular do
produto gene ou induzindo a secrecao de proteina.

Um tal vetor pode conter genes adicionais, tais como um gene
marcador permitindo selegido dos vetores em uma célula hospedeira apro-
priada e sob condi¢ées apropriadas. Expressao da molécula de acido nucléi-
co em um mRNA transladavel. Elementos regulatérios permitindo a expres-
sao da molécula de acido nucléico em células procariéticas e eucaridticas
sdo conhecidas pelas pessoas versadas na técnica. Elementos regulatorios
possiveis que sao apropriados para a expressao da molécula de acido nu-
cléico de acordo com a invengdo em células hospedeiras procariéticas inclu-
em, por exemplo, um promotor Py, lac, trp, ou tac em E. Coli. E particular-
mente preferido usar o promotor lac Z que é induzivel em E. Coli IPTG. E-
xemplos de elementos regulatérios permitindo a expressdo em células hos-
pedeiras eucariéticas sdo o promotor AOX1 e o promotor GAL 1 em levedo
ou o promotor CMV, SV40, promotor RSV, promotor CMV, aumentador
SV40 ou uma globina intron em células mamarias ou células de outros ani-
mais. Para a expressao em levedo, é usado de preferéncia o promotor do
gene alcool deshidrogenase de Saccharomyces cerevisiae que € altamente
ativo em levedo. Outros sistemas de vetores apropriados foram descritos na
técnica anterior, por exemplo em Sambrook, Clonagem Molecular, Um Ma-
nual de Laboratério (1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press, N. lorque,
e em Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology (1989), Green Publi-
shing Associates e Wiley Interscience, Nova lorque.

Elemento regulatério para a expressdo da molécula de acido
nucléico de acordo com a invencdo em células de plantas é em principio
qualquer promotor, aumentador, terminador, etc que é ativo em células de
plantas. O promotor pode ser selecionado de uma tal maneira que a expres-
sao tem lugar constitutivamente ou em um certo tecido, a um certo ponto no

tempo do desenvolvimento da planta ou a um ponto de tempo determinado
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por circunstancias externas. Com respeito ao promotor de planta pode ser
homélogo ou heterblogo.

Promotores apropriados para uma expressao constitutiva séao,
por exemplo, o promotor de RNA 35S do Virus Cauliflower Mosaic (ver por
exemplo US 5 352 605) e o promotor de ubiquitin (ver por exemplo US 5 614
399) para uma expressao constitutiva, o promotor de gene patatin B33 (Ro-
cha-Sosa, EMBO J. 8 (1989), 23-29) para uma expressao especifica de tu-
bérculo em batata, ou um promotor que assegura a expresséo somente em
tecidos fotossinteticamente ativos, por exemplo o promotor ST-LS1 (Stoc-
khaus, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987), 7943-7947; Stockhaus, EMBO
J. 8 (1989), 2445-2451), o promotor Ca/b (ver, por exemplo, US 5 656 496,
US 5 639 952, Bansal, Proc. Natl, Acad. Sci, USA 89 (1992), 3654-3658) e o
promotor Rubisco SSU (ver, por exemplo US 5 034 322, US 4 962 028). En-
tretanto, também podem ser usados promotores que séo ativados somente
em um certo ponto no tempo determinado por circunstancias externas (ver,
por exemplo, WO 93/07279). Promotores de proteinas heat-shock permitindo
uma inducgdo simples podem ser de interesse especifico. Também promoto-
res especificos de semente, tais como o promotor USP de vicia faba, podem
ser usados, os quais permitem uma expressao especifica de semente em
Vicia faba e outras plantas (Fiedler, Plant Mol. Biol. 22 (1993), 669-679;
Baumlein, Mol. Gene. Genet. 225 (1991), 459-467). Além disso, promotores
especificos de fruta podem ser usados tal como descrito em WO 91/01373.
Para a expressao em fruta em tomate maduro, por exemplo, elementos cis-
regulatérios de um promotor de poligalacturonase de tomate sdo apropria-
dos, que sao ativos no pericarpo externo ou interno (Nicholass e outros,
Plant. Mol. Biol. 28 (1995), 423-435; Montgomery e outros, Plant Cell 5
(1993), 1049-1062). Outro promotor especifico de fruta para tomate & descri-
to por Van Haaren e outros (Plant Mol. Biol. 21 (1993), 625-640).

Além disso, promotores para uma expressao endosperma espe-
cifica podem ser usados, tais como o promotor de glutelina (Leisy, Plant Mol.
Biol. 14 (1990), 41-50; Zheng, Plant J. 4 (1993), 357-366), o promotor HMG

de trigo, o promotor USP, o promotor de faseolina ou promotores de genes



10

15

20

25

30

q\;\/

N g

14

de zeina ou trigo (Pedersen, Célula 29 (1982), 1015- 1026; Quattrocchio,
Plant Mol. Biol. 15 (1990), 81-93) ou o promotor de encolhimento shrunken-1
(sh-1) de trigo (Werr, EMBO J. 4 (1985), 1373-1380).

A expresséo das moléculas de acido nucléico de acordo com a
invengao é particularmente vantajosa naquelas partes da planta que tém um
teor de sacarose aumentado ou queé armazenam sacarose. Tais 6rgaos sao,
por exemplo, a raiz da beterraba ou a haste da cana-de-aglicar e sorgo do-
ce. Sao portanto particularmente preferidos promotores mediando a expres-
sa0 nesses 6rgéos, tais como o promotor de patatina B33 de Solanum tube-
rosum. Para a expressdo especifica na haste da cana-de-aglcar pode ser
usado o promotor de ubiquitina em combinagdo com o primeiro intron. Os
vetores de acordo com a invengdo podem também possuir unidades funcio-
nais adicionais que efetuam uma estabilizagdo do vetor em um organismo
hospedeiro, tal como uma replicacido de origem bacteriana ou o DNA de 2
microns para a estabilizagdo e replicagcdo auténoma em levedo. Também
podem estar contidas seqiéncias de "borda esquerda" e "borda direita" de
T-DNA agrobacteriais, o que permite uma integragéo estavel do genoma das
plantas. Também pode estar presente uma sequéncia de terminagdao que
serve para terminar corretamente a transcrigdo ou adicionar uma cauda poli-
A para o transcrito, que diz-se ter uma fungéo na estabilizagao dos transcri-
tos. Tais elementos sao descritos na literatura (comparar com, por exemplo,
Gielen, EMBO J. 8 (1989), 23-29) e sao livremente permutaveis. Em um mo-
do de realizacao preferido, a molécula de acido nucléico contida no vetor de
acordo com a invengao compreende uma regiao que contém uma seqiiéncia
de sinal funcional para a secregdo da enzima codificada. Tais seqiéncias
sao conhecidas. Um exemplo de um peptideo de sinal permitindo a localiza-
¢ao da proteina no vactolo é o peptidio de sinal da carbéxipeptidase Y de
levedo (CPY). O gene correspondente foi descrito por exemplo em Valls e
outros (Célula 48, 887-899). Seqiéncias de sinal de planta sdo, por exem-
plo, aquelas dos genes de lecitina de cevada (Raikhel e Lerner, Dev. Genet.
12 (1991), 255-269) ou os 43 amino acidos da regiao N-terminal da fitohe-
maglutinina madura de feijées (Tague e outros, Célula de Planta 2 (1990),
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533-546). Um exemplo de um peptidio de sinal C-terminal é aquele da quiti-
nase (Neuhaus e outros, Planta J. 5 (1994), 45-54).

Uma seqiiéncia de sinal preferida &, por exemplo a seqiiéncia de
sinal do inibidor do gene de proteinase Il da batata. Entretanto, qualquer ou-
tra seqiiéncia de sinal levando a secregao de um polipeptidio no hospedeiro
escolhido pode ser usada. A frutosiltransferase secretada pode ser obtida do
meio de cultura e usada para sintese in vitro.

Em um modo de realizagao particularmente preferido, a molécu-
la de acido nucléico contida no vetor contém uma regidao que codifica uma
sequéncia de sinal para a localizagdo no vacuolo de células de planta, de
preferéncia aquela do gene de patatina da batata (Sonnewald, Planta J. 1
(1998), 95-106). Isto permite a localizagdo subcelular da frutosiltransferase
nos vacuolos das células de planta e plantas geneticamente modificados por
engenharia genética, por exemplo beterraba ou batata, e a acumulagao de
polifrutoses de alto peso molecular do tipo inulina nos vactolos. Outras se-
qiiéncias de sinal localizadas nos vacuolos foram descritas, por exemplo por
Matusoaka (Journal of Experimental Botany 50 (1999), 165-174), Chrispeels
(Cell 68 (1992), 613-616), Matsuoka (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88 (1991),
834-838), Bednarek (Plant Cell 3 (1991), 1195-1206), Nakamura (Plant Phys.
101 (1993), 1-5).

Em um outro modo de realizagdo da invengao, a molécula de
acido nucléico contida no vetor compreende uma regido que codifica uma
seqiiéncia de sinal para a localizagao plastidica em células de plantas.

Como seqiiéncia de sinal, por exemplo, pode ser usada a se-
guiéncia de sinal da ferrodoxina: NADP(+) - oxidoreductase (FNR) de espina-
fre. A seqiiéncia contém as regides 5' nao - transladadas bem como a se-
quéncia de peptidio de transito do flanco do cDNA da proteina plastidica fer-
rodoxina: NADP(+)-oxidoreductase (FNR) de espinafre (nucleotidio - 171 a +
165; Jansen, Current Genetics 13 (1988), 517-522).

Também, o peptidio de transito da proteina cerosa de milho mais
os primeiros 34 amino-acidos da proteina cerosa madura (Klésgen, Mol. Ge-

ne. Genet. 217 (1989), 155-161) podem ser usados como sequéncia de si-
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nal. Em um modo de realizagédo preferido da invengao, o peptidio de transito
da proteina cerosa de milho é usado sem os primeiros 34 aminoacidos da
proteina cerosa madura.

Em um modo de realizagdo particularmente preferido, a inven-
cao refere-se a plasmidas pSK-as1 p112-as1, pA7-as1, p35-asi, p35-s3-
as1, cuja construgéo é descrita nos exemplos (Fig. 1 até 5).

As moléculas de acido nucléico e vetores de expressdo de acor-
do com a invengdo permitem a preparagao de polifrutoses do tipo inulina nos
varios organismos hospedeiros, particularmente em plantas, fungos e bacté-
rias. As enzimas codificadas também podem ser usadas fora do organismo
hospedeiro para a preparagao de polifrutoses do tipo inulina. Isto €, é parti-
cularmente possivel usar as moléculas de acido nucléico de acordo com a
invencao para a preparagao das proteinas codificadas por elas em quaisquer
células hospedeiras, para obter a proteina das células hospedeiras e/ou o
meio de cultura e usa-lo para a sintese in vitro de inulina.

Por exemplo, uma construgdo que contenha o promotor de alco-
ol dehidrogenase e uma molécula de acido nucléico de acordo com a inven-
¢ao pode ser usada para a transformagdo de Saccharomyces cerevisiae. Ja
que levedos nao sdo capazes de absorver sacarose, células deveriam ser
usadas que expressam um transportador de sacarose devido a introducao
de uma seqiiéncia de DNA heterdloga. A preparagao de tais células foi des-
crita, por exemplo, em Riesmeier e outros (EMBO J. 11 (1992), 4705-4713).
Levedos transformados com a construgdo acima descrita formam polifruto-
ses do tipo inulina de cadeia longa. Ja que a frutosiltransferase de Aspergil-
lus sydowi ndo possui um peptideo de sinal, ela ndo é secretada. As polifru-
toses de cadeia longa sdo portanto geradas nas células de levedo. Células
de levedo contendo essas polifrutoses podem ser diretamente usadas como
aditivos alimentares. Se as polifrutoses podem ser obtidas fermentativamen-
te no meio de cultura, uma seqiéncia de sinal pode ser fundida a uma molé-
cula de acido nucléico de acordo com a invengao, para secregao.

Em outro modo de realizagdo, a invengao refere-se a células

hospedeiras que transientemente ou estavelmente contém as moléculas de
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acido nucléico ou vetores de acordo com a invengdo ou que s&o derivadas
de uma tal célula. O termo "célula hospedeira" refere-se a um organismo que
€ capaz de absorver DNA recombinado in vitro e opcionalmente sintetizar as
proteinas codificadas pelas moléculas de acido nucléico de acordo com a
inveng&o. As células hospedeiras podem tanto ser de origem procariética ou
eucariotica. O termo "procariético” inclui todas as bactérias que podem ser
transformadas ou transfectadas com uma molécula de acido nucléico de a-
cordo com a invengdo e que vantajosamente permite a expressao de uma
proteina contendo atividade frutosiltransferase. Células hospedeiras procari-
Gticas incluem, por exemplo, ambas as bactérias gram-negativas e gram-
positivas, tais como E. coli, S. typhimurium, Serratia marcescens e Bacillus
subtilis. O termo "eucariética” inclui células de inseto, células fungais, células
de plantas, células animais e células humanas. Células fungais preferidas
sao por exemplo aquelas que sao ou podem ser usadas para fermentagao,
particularmente Saccharomyces, particularmente preferidas S. Cerevisiae,
Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Pichia etc. De preferéncia, uma tal
célula fungal é uma célula do gene Aspergillus e particularmente preferido da
espécie Aspergillus niger. De interesse particular é a expressao da frutosil-
transferase de acordo com a invengao nessas células em combinacdo com
uma sequiéncia de sinal secretéria, por exemplo, aquela do gene da patatina
ou o gene 1-SST de Aspergillus foetidus (Rehm e outros, J. Bac. 180 (1998),
1305-1319), permitindo secregdo da frutosiltransferase no meio. Sao vanta-
josamente usadas células que possuem uma atividade invertase reduzida ou
nao secretéria de todo. Espécies fungais sem atividade invertase propria
sao, por exemplo, Trichoderma reesei. Um protocolo para a expressao de
uma B-frutofuranosidase (a invertase de A. niger) foi descrito, por exemplo,
em Bergés e outros (Curr. Genet. 24 (1 993), 53-59). Uma molécula de acido
nucléico de acordo com a invencao que codifica uma proteina contendo ati-
vidade frutosiltransferase, ou um vetor correspondente, pode ser transfecta-
da ou transformada com a célula hospedeira por técnicas convencionais por
versados na técnica. Processos para preparagao de genes fundidos, opera-

damente ligados e sua expressdo em células hospedeiras apropriadas sao
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bem-conhecidas por aqueles versados na técnica e foram descritas, por e-
xemplo, em Sambrook ou Ausubel, ver acima. Hospedeiros preferidos sao E.
coli, fungos, particularmente levedos, e células de plantas.

As células de acordo com a invengao sao de preferéncia defini-
das pelo fato de que a molécula de acido nucléico introduzida € heterdloga
no que diz respeito a célula transformada, isto &, de que ela nao ocorre natu-
ralmente nessas células, ou de que ela esta localizada em um local do ge-
noma diferente daquele da sequéncia que ocorre naturalmente.

Quando as moléculas de acido nucléico de acordo com a inven-
cdo sao expressas em plantas é geraimente possivel que a proteina sinteti-
zada esteja localizada em qualquer compartimento da célula da planta. Para
obter a localizacdo em um compartimento especifico, a molécula de acido
nucléico de acordo com a invengdo pode estar ligada a sequéncias de DNA
que assegurem localizagdo no compartimento desejado; ver acima. Tais se-
qliéncias sdo conhecidas (ver, por exemplo, Braun, EMBO J. 11 (1992),
3219-3227; Wolter, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988), 846-850; Sonne-
wald, Plant J. 1 (1991), 95-106; Rocha Sosa, EMBO J. 8 (1989), 23-29).

Os hospedeiros de acordo com a invencédo portanto compreen-
dem células de plantas transgénicas, tecidos de plantas e plantas que sao
transformadas com uma ou mais molécula(s) de acido nucléico de acordo
com a invengao, bem como células de planta transgénica que originam-se
de células transformadas desta maneira. Tais células contém uma ou mais
molécula(s) de acido nucléico que é(sdo) de preferéncia ligada(s) com ele-
mentos regulatérios de DNA permitindo a transcricdo em células de planta,
particularmente com um promotor. Tais células podem ser distinguidas de
células de planta que ocorrem naturalmente pelo fato de que elas contém
pelo menos uma molécula de acido nucléico de acordo com a invencao que
nao ocorre naturalmente nessas células, ou que uma tal molécula esta loca-
lizada em um local do genoma das células onde ela ndo é naturalmente lo-
calizada, isto &, em regides gendmicas diferentes. Em um outro modo de
realizacao, a presente invengéo refere-se a células de plantas contendo no

seu citosol a proteina de acordo com a invengao. Para este modo de realiza-



10

15

20

25

30

19 %‘7

¢ao, a sequéncia indicada como SEQ ID N° 2 deve ser usada sem outras
seqiéncias de sinal.

Em um outro modo de realizagao preferido, a presente invencgao
refere-se a células de plantas contendo a proteina de acordo com a inven-
¢ao no seu plastideos.

Para trazer a tona a localizagdo da proteina de acordo com a
invengéo, pode-se modificar as moléculas de acido nucléico de acordo com
a invengao e/ou os vetores de acordo com a invencdo na maneira descrita
acima.

Ja que o vacuolo é capaz de armazenar grandes quantidades de
sacarose, que serve a proteina de acordo com a invengcado como substrato,
este compartimento é perfeitamente apropriado para gerar células de plantas
que, devido a atividade de uma proteina preparada de acordo com invencio,
produziram polifrutose nos vactolos.

Em um modo de realizacao particularmente preferido, a presente
invengao portanto refere-se a células de plantas contendo no vacuolo a pro-
teina de acordo com a invengao. Ja foi explicado acima como moléculas de
acido nucléico e/ou vetores de acordo com a invencado devem ser construi-
dos para mediar uma localizagao da proteina de acordo com a invengao no
vacuolo.

As células de plantas transgénicas e tecidos de plantas podem
ser regenerados em plantas completas por processos conhecidos daqueles
versados na técnica. As plantas obteniveis por regeneracéao das células de
plantas transgénicas de acordo com a invengédo também sao objeto da pre-
sente invengdo. Outro objeto da presente invengéo sao plantas que contém
as células de plantas transgénicas conforme descritas acima. As plantas de
acordo com a invengédo podem geralmente ser plantas de quaisquer espé-
cies de plantas, de preferéncia elas sio monocotiledéneas ou dicotiledo-
neas. De preferéncia, as células de plantas originam-se de plantas uteis a-
griculturalmente, isto &, plantas que sdo cultivadas pelo homem com o pro-
posito de aprovisionamento de alimentos ou com propositos técnicos, parti-

cularmente industriais. De preferéncia as invengdes referem-se a preparacgao
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de fibras (por exemplo, linho, canhamo, algodao), armazenamento de 6leo
(por exemplo, coza, girassol, soja), armazenamento de agucar (por exemplo,
beterraba, cana de agtcar, sorgo doce, banana) e plantas armazenadoras
de proteina (por exemplo, leguminosas). Em outro modo de realizacao prefe-
rido, a invengao refere-se a plantas de forragem (por exemplo, forragem ou
gramas de forragem, alfafa, trevo, etc), vegetais (por exemplo, meldo, toma-
te, banana, chicéria, alho-pors, aspargo, cenoura) ou plantas armazenado-
ras de amido (trigo, cevada, aveias, centeio, batatas, trigo, ervilhas, cassava,
feijao mungo).

Em outro modo de realizagéo, a invencao refere-se a células de
plantas de plantas contendo sacarose (por exemplo beterraba, batata, arroz,
trigo, cana de agcar, etc), Particularmente preferidos sdo beterraba, chico-
ria, arroz, milho, batata, cana de agucar e trigo. A invencao também refere-
se ao material de propagagio e produtos de safra das plantas de acordo
com a invengao, por exemplo, frutas, sementes, tubérculos, raizes, brotos,
mudas, caules, culturas celulares, etc.

A presente invengdo também refere-se a processos para prepa-
ragao de plantas transgénicas nas quais

(a) uma célula de planta é geneticamente modificada por intro-
dugéo de uma molécula de acido nucléico de acordo com a invencao e/ou
um vetor de acordo com a invengzo; e

(b) uma planta é regenerada da célula; e opcionalmente

(c) outras plantas s&o geradas da planta de acordo com (b).

No contexto da presente invencao o termo "geneticamente modi-
ficado" significa que a célula de planta é modificada em sua informagéo ge-
nética devido & introdugdo de uma molécula de acido nucléico de acordo
com a invengé&o, e que a presenga ou a expressao da molécula de acido nu-
cléico de acordo com a invengado resulta em uma modificacédo fenotipica. A
modificagdo fenotipica de preferéncia significa uma modificacdo detectavel
de uma ou mais fungdes das células. Por exemplo, plantas geneticamente
modificadas de acordo com a invengao exibem uma atividade da proteina de

acordo com a inveng&o ou uma atividade frutosiltransferase total aumentada.
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As plantas podem ser regeneradas segundo a etapa (b) de acordo com pro-
cessos bastante conhecidos para o versado na técnica.

A geragao de outras plantas de acordo com a etapa (c) do pro-
cessos de acordo com a invengao pode ser feita, por exemplo, tanto vegeta-
tivamente (por exemplo usando-se mudas, tubérculos ou cultura de calos e
regeneracao de plantas totais) ou generativamente. A propagacao generati-
va de preferéncia se processa de uma maneira controlada, isto é, plantas
selecionadas contendo propriedades especificas séo cruzadas e propaga-
das. A presente invencgao refere-se as plantas obteniveis pelos processos de
acordo com a invengao.

A presente invenc¢ao também refere-se ao material de propaga-
¢ao de plantas de acordo com a invengdo bem como as plantas transgénicas
geradas pelos processos de acordo com a invencdo. O termo "material de
propagagao” compreende aquelas partes da planta que sdo apropriadas pa-
ra preparacao de sucessores tanto pela via vegetativa quanto generativa.
Para propagacgao vegetativa, por exemplo, frutas, sementes, mudas, proto-
plastas, culturas celulares, etc. De preferéncia, o material de propagacgao
sao tubérculos e sementes.

Em um outro modo de realizagéo, a presente invencao refere-se
a partes de planta colhiveis das plantas de acordo com a invencao, tais co-
mo frutas, folhas, raizes de armazenamento, raizes, flores, brotos, botées ou
hastes, de preferéncia sementes ou tubérculos.

Em um outro modo de realizagao preferido, a presente invencgao
refere-se a géneros alimenticios para animais e/ou seres humanos que con-
tém as partes das plantas colhiveis de acordo com a invengao, de preferén-
cia sementes ou tubérculos.

De preferéncia, as partes das plantas de acordo com a invengao,
apés o consumo, tém um efeito vantajoso na saude de humanos e/ou ani-
mais se comparado as partes de plantas que nao foram geneticamente mo-
dificadas da maneira descrita na invengdo. O mesmo aplica-se aos géneros
alimenticios para animais e/ou seres humanos descritos na invengao. Em

humanos, o consumo do género alimenticio de acordo com a invengao pode,
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por exemplo, levar a uma composigéo aperfeicoada da flora intestinal, parti-
cularmente a um aumento no teor de bactéria bifido no intestino, que presu-
me-se que tenha um efeito positivo na satde humana (lzzo, Tendéncias na
Ciéncia dos alimentos & Tecnologia 9 (1998), 255-257). Esses efeitos positi-
vos sdo de preferéncia efeitos profilaticos ou efeitos que suportam a utiliza-
¢ao dos géneros alimenticios.

Outro assunto objeto da invengao sao processos para prepara-
cao de células hospedeiras, nas quais as células hospedeiras apropriadas
s&o transformadas com uma molécula de acido nucléico ou vetor de acordo
com a invengao. Processos para a transformagao das varias células hospe-
deiras a serem contemplados sdo conhecidos das pessoas versados na téc-
nica.

Em um outro modo de realizagao, a presente invengao refere-se
a processos para a produgdo de uma frutosiltransferase, na qual um hospe-
deiro de acordo com a invengéo é cultivado sob condigdes suficientes para a
expressao da molécula de acido nucléico de acordo com a invencéo, e de-
pois a frutosiltransferase € isolada da cultura, isto &, as células e/ou o meio
de cultura possivelmente presente. No processo acima mencionado, as célu-
las hospedeiras transformadas ou transfectadas séo cultivadas, por exem-
plo, em fermentadores até que uma densidade de célula 6tima seja atingida.
Opcionalmente, no caso de promotores induziveis, a expressao da proteina
codificada pela molécula de acido nucléico de acordo com a invengao é in-
duzida somente ao final da etapa de fermentagdo. A proteina expressa desta
maneira pode entdo ser purificada do meio, lisatos de célula ou fragoes de
membranas celulares de acordo com técnicas convencionais. As proteinas
que foram expressas, por exemplo, microbialmente, podem ser isoladas e
purificadas por processos de purificagdo preparativos cromatograficamente
ou imunologicamente, por exemplo, usando-se anticorpos monoclonais ou
policlonais que reconhecem a proteina codificada pela molécula de acido
nucléico de acordo com a invengao. Neste contexto deveria ser mencionado
que a proteina contendo atividade frutosiltransferase e sendo codificada pela

molécula de acido nucléico de acordo com a invengao pode conter sequén-
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cias de amino acido funcionais adicionais, por exemplo etiquetas de proteina
(GST, GFP, Flag, peptidio HA, rétulo HIS) que podem se originar de protei-
nas heterélogas ou podem ter sido preparadas sinteticamente.

A invengao além disso refere-se a proteinas possuindo atividade
frutosiltransferase, isto &, frutosiltransferases codificadas pelas moléculas de
acido nucléico de acordo com a invengao ou obteniveis pelo processo de
acordo com a invengdo. As frutosiltransferases de acordo com a invengao
podem de preferéncia ser usadas para produzir polifrutoses do tipo inulina.
Elas podem também servir para produzir anticorpos que podem ser usados
para detectar e/ou purificar frutosiltransferases.

Outro assunto objeto da invengao sdo moléculas de acido nu-
cléico que especificamente hibridizam para as moléculas de acido nucléico
de acordo com a invencdo, ou seus fragmentos. Essas moléculas s&ao de
preferéncia oligonucleotideos com um comprimento de pelo menos 10, parti-
cularmente 15 e particularmente preferido pelo menos 50 nucleotideos. Os
oligo- nucleotideos de acordo com a invengao podem, por exemplo, ser usa-
dos como iniciadores para uma reagdao PCR, como amostras de hibridizagao
ou semelhantes.

Outro assunto objeto da presente invengéao sao processos para
preparagdo de polifrutoses, particularmente do tipo inulina, onde células
hospedeiras de acordo com a invengao, ou organismos hospedeiros conten-
do-as, sdo cultivadas sob condigdes permitindo a expresséao de frutosiltrans-
ferase de acordo com a invengéo, bem como a sintese de polifrutose.

Pelo fornecimento das moléculas de acido nucléico de acordo
com a invencgéo tornou-se possivel preparar - por meio de processos da tec-
nologia de genes - polifrutoses, particularmente do tipo inulina, em organis-
mos, tais como nao foi ainda possivel usando-se processos convencionais.
E portanto possivel expressar as moléculas de acido nucléico de acordo com
a invengao em hospedeiros tais como bactérias, fungos ou células de plan-
tas para aumentar a atividade da frutosiltransferase correspondente ou para
introduzi-la em células que normalmente nao expressam a referida enzima.

Devido a expressao ou expressao adicional de pelo menos uma molécula de
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acido nucléico de acordo com a invengéo, as células hospedeiras de acordo
com a invencgao sintetizam polifrutose, particularmente do tipo inulina. Outro
assunto objeto da presente invengao sao portanto as polifrutoses, particu-
larmente do tipo inulina, obteniveis das células hospedeiras de acordo com a
invengdo bem como obteniveis do material de propagagéo e, para plantas,
obteniveis das plantas e seus produtos de safra.

Portanto, a presente invengao particularmente refere-se a prepa-
racao de polifrutoses, particularmente do tipo inulina, compreendendo:

(a) o cultivo de uma célula hospedeira de acordo com a inven-
¢do, ou um hospedeiro contendo uma tal célula, sob condigdes que permi-
tem a preparacao de frutosiltransferase e reagao de sacarose, opcionalmen-
te adicionada de fora da célula ou um substrato equivalente a polifrutoses do
tipo inulina; e

(b) obtencao da polifrutose preparada daquela maneira a partir
das células hospedeiras, dos hospedeiros ou do meio.

As células hospedeiras de preferéncia sado células de plantas e
os hospedeiros sdo de preferéncia plantas. Um processo para obtencéo de
polifrutose, particularmente do tipo inulina, de plantas é descrito por exemplo
em Vogel (em: Inulina e Safras contendo inulina, Elsevier Science Publishers
B. V. Amsterdam, A. Fuchs (Ed.) (1993), 65-75).

Outro assunto objeto da presente invengdo € um processo in
vitro para preparacao de polifrutose, particularmente do tipo inulina, compre-
endendo:

(a) contactagdo de sacarose ou de um substrato equivalente
com uma frutosiltransferase de acordo com a invengao sob condigdes permi-
tindo a conversao em polifrutose; e

(b) obtecao da polifrutose preparada desta maneira.

Um substrato equivalente a sacarose &, por exemplo, um subs-
trato que é convertido em sacarose pela célula hospedeira ou uma ou mais
outra(s) enzima(s). Um substrato equivalente a sacarose pode também ser
aquele(s) dissacarideo(s) ou oligossacarideo(s) que podem ser alternativa-

mente usado(s) como substrato(s) pela frutosiltransferase de acordo com a
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invengé@o. Um exemplo desses sacarideos é o trissacarideo rafinose. Entre-
tanto, sacarose derivada também pode ser usada. De preferéncia, a inulina
obtida de acordo com o processo acima mencionado é uma inulina de ca-
deia longa, e de preferéncia tem um grau de polimerizagdo de DP > 20, de
preferéncia de DP > 50, particularmente de DP > 100, e particularmente pre-
ferido um grau de polimerizaco de DP > 200.

A presente invengéo além disso refere-se a um processo para a
preparacao de polifrutose, particularmente do tipo inulina, compreendendo a
etapa de extracdo da polifrutose, de uma das plantas / células de planta a-
cima descritas e ou de partes de tais plantas de acordo com a invencao. De
preferéncia, um tal processo também compreende a etapa de colheita das
plantas cultivadas e/ou partes dessas plantas antes da extragdo da plifrutose
e particularmente preferido da etapa de cultivo das plantas de acordo com a
invengdo antes de colhé-las. Processos para extragao da polifrutose das
plantas ou partes das plantas sdo conhecidos daqueles versados na técnica
e foram descritos por exemplo por Gibson (International Sugar Journal 96
(1994), 381-387), Vogel (Stud. Plant Sci. 3 (1993), Inulina e safras contendo
inulina, 65-75).

Também, a presente invencao refere-se a polifrutose, particu-
larmente do tipo inulina, que é obtenivel das células hospedeiras de acordo
com a invengao ou de acordo com um processo de acordo com a invencéao
descrito acima. Esta polifrutose pode de preferéncia ser usada para produzir
agentes tensoativos, para aumento da viscosidade do sistema aquoso, como
detergente, como agente de suspensao, para aceleracéo da sedimentacéo e
complexag&o, ou para ligar agua.

Também, as células hospedeiras de acordo com a invengao que
sintetizam polifrutose, particularmente do tipo inulina, podem ser usadas co-
mo aditivos alimenticios. Tal uso é vantajoso ja que frutanos tém efeitos po-
sitivos na satde (Roberfroid e outros, J. of Nutrition 128 (1998), 11-19; Klee-
sen e outros, Am. J. Clin. Nutr. 65 (1997), 1937-1402).

A presente invengdo além disso refere-se a um processo para

preparacao de polifrutose, particularmente do tipo inulina, em que uma fruto-

.
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siltransferase fungal é usada para preparar a polifrutose, ou um organismo
hospedeiro expressando uma frutosiltransferase. De preferéncia, frutosil-
transferases de acordo com a invengdo ou células hospedeiras de acordo
com a invengao podem ser usadas. A presente invengdo mostra pela primei-
ra vez que é possivel usar tais frutosiltransferases fungais para a preparagao
de polifrutose do tipo inulina.

Finalmente, a presente invengao refere-se ao uso de frutosil-
transferases fungais para preparagéao de polifrutose, particularmente do tipo
inulina.

Esses e outros modos de realizagao sao divulgados e sdo 6b-
vios para o versado na técnica e sdo compostos pela descrigao e os exem-
plos da presente invengdo. Mais literatura de um dos processos, meios e
usos descritos acima, que podem ser utilizados na presente invengao, po-
dem ser tirados da técnica anterior, por exemplo, de bibliotecas publicas, por
exemplo usando meio eletrénico. Para este proposito, bancos de dados pu-
blicos tais como "Medline" sao uteis, e estao disponiveis via internet, por e-

xemplo sob o enderego http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/medline.html.

Outros bancos de dados e enderecos sdo conhecidos dos versados na téc-
nica e podem ser encontrados na internet, por exemplo sob o endereco

http://www.lycos.com. Uma visao geral das fontes e informagao, no que con-

cerne a patentes biotécnicas ou pedidos de patente, é fornecida em Berks,
TIBTECH 12 (1994), 352-364.

Figura 1 mostra a construgdo de pSK-as1 para a transformagao
de bactérias.

Figura 2 mostra a construgdo de plasmida p112-as1 para a
transformacéo de células de levedo.

Figura 3 mostra a construgédo de plasmida pA7-as1 para a trans-
formacao de células de plantas.

Figura 4 mostra a construgdo de plasmida p35-as1 para a trans-
formacgao de plantas.

Figura 5 mostra a construgdo de plasmida p35-s3-as1 para a

transformacao de plantas.
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Figura 6 mostra uma analise por cromatografia de camada fina
de uma E. coli transformada com pSK-as1. A faixa 1 mostra um experimento
de controle com o vetor sem insercdo pBluescript SK. A faixa 2 mostra um
experimento com plasmida pas1 no qual a regiao de codigo as1 nao esta no
quadro com o gene lacZ (faixa 2). Neste caso, a translacao da regiao codifi-
cadora as1 ndo é executada como fusio para a B-glucoronidase mas pros-
segue, com eficacia reduzida, iniciando do codon de partida endégeno. As
faixas 3 a 6 mostram experimentos com os varios transformantes da cons-
trugao pSK-as1. Apds o crescimento de bactérias até um OD 600 de 0,4, as
culturas foram induzidas com 100 mM IPTG. Ap6s duas horas de indugéo,
as células foram colhidas e lisadas em 50 mM de fosfato de sédio pH 6,0. Os
extratos de proteina foram incubados por 12 horas com 600 mM de sacarose
a 37° C. Como padrao para a cromatografia de camada fina, 1-kestose (7),
sacarose (8) e frutose (9), respectivamente, foram aplicados nas faixas 7-9.

Figura 7 mostra uma analise por cromatografia de camada fina
de células de levedo transformadas contendo plasmida p112-as1 (faixa 2) ou
p112-as1L (faixa 3). Vetor p112-as1L contem o lider 5' do transportador de
sacarose de espinafre. A faixa 1 mostra um experimento de controle com
células de levedo nao-transformadas. Atividade frutosiltransferase foi detec-
tata em extratos de proteina de células de levedo. Como padrao, aplicou-se
frutose (faixa 4), uma mistura de 1-kestose, nistose e frutosil-nistose (faixa 5)
e sacarose (faixa 6).

Figura 8 mostra uma analise por cromatografia de camada fina
de células de planta contendo plasmida pA7-as1. A faixa 1 mostra a trans-
formagao com o vetor sem a insergao pA7 (50 pg); as faixas 2 até 5 mos-
tram transformagées com o vetor pA7-as1 (faixa 2: 10 pug; faixa 3: 20 pg; fai-
xas 4 e 5: 50 pg). Como padréo, aplicou-se uma mistura de 1-kestose, nisto-
se e frutosil-nistose (faixa 6), sacarose (faixa 7) e frutose (faixa 8).

Para cada experimento 500 000 protoplastos foram usados. Os
protoplastos foram incubados por dois dias a 25°C apés transformagéo, de-
pois um extrato de proteina foi obtido em 50 mM de fosfato de sédio pH 6

que foi incubado por 20 horas a 28°C com 500 mM de sacarose. Aplicou-se
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4 nug de diluigao 1/10 da mistura.

Figura 9 mostra uma analise por cromatografia de camada fina
de plantas que foram transformadas com a construgao 35-as1. Doze plantas
foram selecionadas randomicamente. Extraiu-se de cada 20 mg de material
de folha, 200 ul de agua. Aplicou-se 4 pl do extrato. Como padrao aplicou-se
frutose (faixa F), sacarose (faixa S) e uma mistura de 1-kestose, nistose e
frutosil-nistose (faixa St).

Figura 10 mostra uma analise por cromatografia de camada fina
de plantas que foram transformadas com a construcao 35-S3as1. Doze plan-
tas foram selecionadas randomicamente. Extraiu-se 20 mg de material folha
em 200 pl de agua. Aplicou-se 4 pl do extrato. Como padrao, aplicou-se fru-
tose (faixa F), sacarose (faixa S) e uma mistura de 1-kestose, nistose e fru-
tosil-nistose (faixa St).

Figura 11 mostra o eluado "400 até 0 mM de sulfato de aménio"
de uma coluna de fenil superose que foi carregada com um extrato de prote-
ina de Aspergillus sydowi enriquecido com frutosiltransferase (faixa E). Nas
faixas definidas por "M" um marcador de tamanho é separado. As massas
moleculares das proteinas marcadoras sdo indicadas do lado direito em
kDaltons.

Os exemplos ilustram a invencao.

Exempilo 1
Purificacéo do af1-SST de Aspergillus sydowi
Aspergillus sydowi IAM 2544 cresceu em um meio de cultura

que continha 2% de extrato de malte, 0,5% de peptona e 2% de sacarose. O
meio foi solidificado por adigao de 2% de agar. Esporos foram colocados em
pratos e a cultura foi mantida a 25° C até que os pratos estivessem comple-
tamente secos. Conidias foram colhidas dos pratos e dissolvidas em 50 mM
de fosfato de sédio pH 6,0. A lise da conidia foi realizada por trés passagens
através de uma "Célula com pressao francesa".

Para purificagdo, o homogenado foi adsorvido em sefarose Q.
Proteina ligada foi eluida com um gradiente linear de 0- até 1000 mM KCI.
FracGes sucroliticamente ativas foram obtidas entre 500 e 700 mM de KCI.
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Essas fragbes foram mergulhadas e dializadas contra fosfato de sédio pH
6,0. Para enriquecimento da proteina, ela foi novamente adsorvida em Se-
pharose Q (volume de leito 2 ml) e eluida em um volume de 10 ml. O eluado
foi ajustado a 2M de sulfato de aménio e adsorvido em fenil superose. A elu-
icao foi realizada apés lavagem com sulfato de aménio 2M, 100 mM de fos-
fato de sédio pH 7,0 com um gradiente linear de 2M até OM de sulfato de
amoénio. Frag6es ativas foram obtidas no gradiente de eluicdo entre 400 até
0 mM de sulfato de aménio. A mistura de proteina obtida foi analisada por
SDS-PAGE. O resultado é mostrado na Fig. 11. Um enriquecimento similar
de uma atividade sucrolitica - entretanto, com um micélio de Aspergillus sy-
dowi - foi descrito por Muramatsu e Nakakuki (Biosci Biotech Biochem 59
(1995), 208-212). A purificacdo nao rende uma proteina homogénea que
seria apropriada para, por exemplo, sequenciagao.

Para uma identificacdo da frutosiltransferase, um gel de poliacri-
lamida seminativa foi usado, dentro do qual foi aplicado 10 ug de proteina do
eluado da coluna de fenil superose em 0,1% de SDS, 10% de glicerol, 50
mM de tris pH 6,8. Ap6s eletroforese o gel foi retamponado trés vezes por 10
minutos em 50 mM de fosfato de sédio pH 6,0, 1% de triton x 100 e depois
incubado por 30 minutos em 50 mM de fosfato de sédio pH 6,0, 1% de Triton
x 100, 500 mM de sacarose. Depois o gel foi fervido em 0,1% (peso/volume)
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC), 0,5 M de NaOH. TTC assim forma
uma corante de formazano juntamente com agucares de reducao. A faixa de
proteina rotulada na fig. 11 resultou em uma mancha devido a atividade su-
crolitica da proteina, que poderia assim ser identificada como a frutosiltrans-
ferase de Asperfillus sydowi. A faixa foi isolada de um gel preparatorio, a
proteina foi eluida do gel e usada para sequenciacdo. Ja que a proteina &
bloqueada N-terminalmente, clivagens foram realizadas com endopeptidase
Lys/c e Asp N, os peptideos foram purificados por HPLC e submetidos a
uma sequenciagao de acordo com Edmann. As seguintes sequéncias foram
obtidas:

LysC: VLPSTSQASEK (SEQ ID N° 3)

AspN: DDLVTYR (SEQ ID N° 4)
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DPYVFQNHEYV ( SEQ ID N° 5)

Para clonagem dos genes, uma biblioteca cDNA foi construida
no fago Lambda Zap Il (Estrageno, Heildelberg). Ja que nao foi possivel pre-
parar RNA a partir da conidia, RNA foi preparado a partir do micélio de acor-
do com Logemann e outros (Anal. Biochem. 163 (1987), 16-20). Um poli A+ -
RNA foi obtido pelo sistema poliAtract (Promega , Madison, USA). A sintese
de cDNA e clonagem em Lambda Zap |l foi realizada seguindo as instrucées
do fabricante (Stratagene, Heidelberg). De acordo com as seqliéncias de
proteina, nos seguintes iniciadores foram designados:

Iniciador asp19 para baixo: 5'-GAYGAYYTNGTNACNTAYMG
(SEQ ID N° 6)

Iniciador asp19 para cima: 5'-CKRTANGTNACNARRTCRTC
(SEQ ID N° 7)

Iniciador asp31- para baixo: 5- GTNTTYCARAAYCAYGARG
(SEQ ID N° 8)

Iniciador asp31 para cima: 5-TGRTTYTGRAANACRTANGG
(SEQ ID N° 9)

Iniciador lys1para cima: 5-GCYTGNSWNGTNSWNGG
(SEQ ID N° 10)

Em uma reagdo PCR com toda a biblioteca cDNA como matriz e
a combinagao de iniciador asp19 para baixo/asp 31 para cima (temperatura
de anelamento 40°C) obteve-se um fragmento de DNA de cerca de 350 bp.
O respectivo fragmento foi usado apos rotulagao radioativa (Kit Megaprime ,
Boehringer Mannheim, Mannheim) para monitorar a biblioteca de cDNA.
Clones obtidos foram amplificados apés exciso in vivo como plasmidas p-
Bluescript. As insercées de cDNA foram comparadas apoés clivagem de res-
tricao e as insergées de um clone foram completamente seqilienciadas. A
sequéncia da insergdo de cDNA é mostrada na SEQ ID N° 1. A seqléncia
de proteina derivada é mostrada na SEQ ID N° 2.

Exemplo 2
Preparacdo de construtos contendo regides codificadoras de frutosiltransfe-

rases fungais para a transformacao de varias células procaribticas e eucario-
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Para a transformagéao das varias células hospedeiras com fruto-

siltransferases fungais, um numero de diferentes construtos foi preparado de

acordo com técnicas padriao moleculares-bioldgicas (Sambrook e outros,

1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press). Os construtos s@o mostradas

nas Figs. 1 até 5. Especificamente, os construtos foram preparados como se

segue:
pSK- as1

p112-as1

pA7-as1

p35-asi

& um derivado de pas1 que foi obtido como exciséo in vivo de
um clone Lambda Zap |l da biblioteca de cDNA de Aspergillus
sydowi. pas1 contém o cDNA como fragmento EcoRI/Xhol. pSK-
1 resulta de pas1 por clivagem de BamH e Smal, preenchendo a
extremidade BamH! coesiva e religando o vetor. Por remogao
dos 4 nucleotideos a regido codificadora de as1 é ligada a mol-
dura de leitura do gene lacZ (figura 1).

No vetor p112A1INE (ver Riesmeier e outros, EMBO J. 11
(1992), 4705-4713), que foi clivado com BamHI, preenchido e
depois clivado com Notl, fragmento as1 de pas1 (clivado com
Asp18, preenchido e clivado com Notil) foi clonado (Figura 2).

foi gerado de pA7 por clonagem da regido codificadora de pas1
como fragmento Smal/Asp718, cujas extremidades coesivas fo-
ram preenchidas, no Asp718 preenchido e local de restricao
Smal do vetor. A orientagao correta do fragmento foi confirmada
por uma clivagem Hidlll que resultou em cerca de 1900 bp de
fragmento. pA7 é um derivado de pUC18, que contém entre E-
coRI e Asp 718 o promotor 35S RNA do virus do mosaico de
couve-flor (CaMV; 528 bp; nt 6909-7437, Franck e outros, Célula
21 (1980), 285-294), bem como entre Sphl e Hindlll a termina-
cao do gene de sintase de octipin de Agrobacterium tumefaciens
(Gielen e outros, EMBO J. 3 (1984), 835-846) (Figura 3).

foi gerado a partir de pBinAR por fragmento de ligagao as' de
pas1 (clivagem com Asp718/Notl e depois preenchido) no vetor

que tinha sido clivado com Smal. pBinAR é um derivado de
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pBin19 (Bevan, Nucl. Acids Res. 12 (1984), 8711) que contém

entre EcoRI e Asp718 o promotor 35S de RNA do virus do mo-

saico da couve-flor (CaMV; 528 bp; nt 6909-7437, Franck e ou-
tros, loc. cit.), bem como entre Sphl e Hindlll a terminagédo do
gene de sintase de octopina de Aglrobacterium tumefaciens (Gi-

elen e outros, loc. cit.) (Figura 4).
p35-s3-as1 foi clonado em duas etapas. Primeiro, um fragmento Ba-

mHI/Asp718 de pas1, cujas extremidades coesivas tinham sido

preenchidas com T4 polimerase, foi clonado no vetor pS3, que
tinha sido clivado com BamH! e depois preenchido. Assim, pS3-
as1 foi obtido. O vetor pS3 contém um fragmento PCR do gene

da patatina B33 (Rosahl e outros, Mol. Gene. Genet. 203 (1986),

214-220) que compreende nucleotideos 725 a 1400. O fragmen-

to de PCR é fornecido com um local de restricao Asp718 (GG-

TACC) em nt725, com uma sequéncia ATGG em nt 1400, que

em combinagao com nt 1399 e 1400 da o local de restricdo Ncol.

O fragmento PCR é inserido entre o Asp 718 e o local de restrigao

Smal. De pSe-as1 foi preparado um fragmento Sacl (preenchido)/

Xbal que contem a fusdo S3-as1. Este fragmento foi clonado entre

o Smal e o local de restrigao Xbal de pBinAR (Figura 5).

Os hospedeiros correspondentes foram transformados por técni-
cas padrao. E. coli foi transformada de acordo com o processo de Hanahan
(J. Mol. Biol. 166 (1983), 557-580), Saccharomyces cerevisiae foi transfor-
mado de acordo com o processo por Dohmen e outros (Levedo 7 (1991),
691-692), expressdo de gene transiente em protoplastos de tabaco foi exe-
cutada de acordo com o processo por Damm e Willmitzer (Mol. Gene. Genet.
213 (1989), 15-20), transformacdo estavel de plantas de batata de acordo
com o processo por Dietze e outros (em: Protykus, |. e G. Spangenberg
(Ed.). Transferéncia de genes para plantas, xxii + 361 (1995), 24-29; editora
Springer: Berlin, Alemanha; Nova lorque, EUA. ISBN 3-540-58406-4).

Exemplo 3
Analise da atividade frutosiltransferase de células hospedeiras transgénicas
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ou organismos expressando frutosiltransferases fungais.

Sintese in vivo de inulina

Células hospedeiras transgénicas ou organismos que expres-
sam frutosiltransferases fungais foram cultivadas em meio com 2% de saca-
rose - a menos que fosse tecido de planta. No caso de Escherichia coli K12
como organismo hospedeiro, um gene cscB funcional codificando a permea-
se de sacarose de E. coli foi introduzido como construcao no vetor
pACYC184. No caso de Saccharomyces cerevisiae o gene do transportador
de sacarose de espinafre foi introduzido no vetor p112AINE (Riesmeier e
outros, EMBO J. 11 (1992), 4705-4713). As células foram cultivadas por pelo
menos 24 horas na presenca de sacarose, depois colhidas e quebradas a-
pos lavagem em 50 mM de fosfato de sédio pH 6,0.

Plantas expressando as frutosiltransferases fungais cresceram
em solo. Apés quatro semanas amostras de folhas e outros tecidos foram
tiradas e extraidas em 1 ml de agua/g de peso fresco na presenga de polivi-
nilpolipirrolidona insoluvel, detritos de célula foram removidos por centrifuga-
cao.

4 ul de cada um dos extratos foram aplicados em silica gel nos
filmes DC pré-moldados (Schleicher e Schiill, Dassel, Alemanha) e desen-
volvidos duas vezes em acetona/agua (87:13). O ensaio para residuos de
frutosil foi realizado com um reagente uréia-acido fosférico (Roéber e outros,
Planta 199 (1992), 528-536).

Sintese in vitro de inulina

Células expressando frutosiltransferases fungais foram quebra-
das em 50 mM de fosfato de sédio pH 6,0, 50 pM PMSF, 1 mM de DTT, 10%
(v/v) de etileno glicol. Extratos das células foram incubados em 50 mM de
fosfato de sddio pH 6,0, 500 mM de sacarose, 50 pM PMSF, 1 mM DTT,
0,02% (p/v) NaN3, 10% (v/v) de etileno glicol por 12 horas a 25°C. As mistu-
ras foram diluidas 1:10 em agua, depois 4 ul foi aplicado em peliculas DC de
silica gel pré-moldada (Schleicher e Schiill, Dassel, Alemanha) e desenvol-
vida duas vezes em acetona/agua (87:13). O ensaio para residuos de frutosil

foi executado com um reagente de uréia acido fosférico (Rober e outros, loc.
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cit.).

Os resultados das analises individuais sdo mostrados nas figu-
ras 6 até 10. As figuras mostram as peliculas de silica gel apés cromatogra-
fia de camada fina de misturas de incubagdo ou homogenados celulares e
manchando com aglcar contendo frutose. Por meio de cromatografia de
camada fina em acetona/agua (87:13) os carbohidratos monopoliméricos,
oligopoliméricos, e poliméricos sio separados de acordo com o tamanho.
Frutose migra ainda mais do que sacarose, que por sua vez migra mais do
que kestose, etc. Oligdmeros de um DP> 7 e mais ndo sio separados e
permanecem no local da aplicagéo.

Na figura 6 pode-se ver que clones de E. coli que sao transfor-
mados com um vetor pBluescript sem insercdo nao sao capazes de conver-
ter sacarose (faixa 1), enquanto aqueles transformados com plasmida pas1
sintetizam o trissacarideo kestose. Clones que sao transformados com
plasmida pSK-as1 também sao capazes de sintetizar oligbmeros maiores
(faixas 3-6). Simultaneamente, residuos de frutose sio transferidos para a-
gua, formando assim frutose. A referida conversao é catalisada pelo SFT de
Aspergillus sydowi. A figura 7 mostra que extratos de proteina de levedo que
sao transformados com plasmida 112-as1 podem sintetizar frutano. A ativi-
dade frutose transferase é maior nesses levedos do que naqueles que sao
transformados com o construtor 112-as1L. O dltimo- devido a menor ativida-
de de frutosiltransferase conseguida no tempo disponivel no experimento -
s6 pode sintetizar os trissacarideos. O tamanho dos frutanos sintetizados
depende do tempo de reacdo e da atividade frutosiltransferase. A figura 8
demonstra que o tamanho do frutano sintetizado nos extratos de protoplas-
tos de tabaco transformados depende, no dado tempo de reagao, da quanti-
dade de atividade frutosiltransferase obtida, que por sua vez depende da
quantidade de plasmida pA7-as1 transformada. Nas faixas 3-5 pode-se ver
que oligopolimeros e polimeros com DP>7 foram sintetizados, os quais com
cromatografia ndo migram do local de aplicagdo. O mesmo é verdadeiro pa-
ra extratos de planta de plantas estavelmente transformadas, como mostra-

do nas figuras 9 e 10.
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REIVINDICAGOES

1. Molécula de acido nucléico codificadora de frutosiltransferase,

caracterizada pelo fato de ser aquela definida na SEQ 1D N° 1.

2. Molécula de acido nucléico de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizada pelo fato de que é uma molécula de DNA ou molécula de
RNA.

3. Molécula de acido nucléico de acordo com a reivindicagéo 1
ou 2, caracterizada pelo fato de que codifica um polipeptideo fungal.

4. Molécula de acido nucléico de acordo com a reivindicagao 3,
caracterizada pelo fato de que o fungo é do género Aspergillus.

5. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende uma molé-
cula de acido nucléico codificadora de frutosiltransferase, como definida em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4.

6. Vetor de acordo com a reivindicagéo 5, caracterizado pelo fato
de que a molécula de acido nucléico esta operativamente ligada a elementos
regulatérios que asseguram a transcricéo e a sintese de um RNA translada-
vel em células procariéticas e/ou eucaribticas.

7. Vetor de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado pelo fato
de que a molécula de acido nucléico contém uma regiéo que codifica uma
sequéncia de sinal, que influencia a localizagéo intracelular ou extracelular
da frutosiltransferase.

8. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de que é uma ceélu-
la bacteriana ou uma célula fungal transformada por (i) uma molécula de a-
cido nucléico codificadora de frutosiltransferase, como definida em qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 4, e/ou (ii) um vetor, como definido em qualquer
uma das reivindicagbées 5a 7.

9. Processo para produzir uma planta, caracterizado pelo fato de
que consiste das seguintes etapas:

(i) geneticamente modificar uma célula de planta através da

introducéo de (a) uma molécula de acido nucléico codifica-
dora de frutosiltransferase, como definida em qualquer uma

das reivindicagdes 1 a 4, e/ou um vetor, como definido em
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(i)

(iif)

qualquer uma das reivindicagbes 5 a 7;
regenerar uma planta a partir de uma célula obtida na eta-
pa (ii); e opcionalmente

gerar outras plantas a partir da planta obtida na etapa (ii).

10. Produto alimenticio para humanos e/ou animais, caracteriza-

do pelo fato de que compreende polifrutose, particularmente aquela do tipo

inulina, e partes colhiveis de:

(i)

(it)

uma planta consistindo de células de planta transformadas
por (a) uma molécula de acido nucléico codificadora de fru-
tosiltransferase, como definida em qualquer uma das rei-
vindicagdes 1 a 4, elou (b) um vetor, como definido em
qualquer uma das reivindicagbes 5 a 7; ou

uma planta obtenivel por um processo, como definido na

reivindicagdo 9.

11. Processo para preparar uma célula hospedeira, como defini-

da na reivindicagdo 8, caracterizado pelo fato de que consiste na etapa de

transformar uma célula bacteriana ou fungal apropriada com (i) uma molécu-

la de acido nucléico codificadora de frutosiltransferase, como definida em

qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4, e/ou (ii) um vetor, como definido em

qualquer uma das reivindicagbes 5 a 7.

12. Processo para preparar uma frutosiltransferase, caracteriza-

do pelo fato de que compreende as seguintes etapas:

@

(if)

sob condigdes que permitam a sintese da frutosiltransfera-
se, cultivar uma célula hospedeira, como definida na reivin-
dicacdo 8, ou uma célula de planta transformada por (a)
uma molécula de acido nucléico codificadora de frutosil-
transferase, como definida em qualquer uma das reivindi-
cacgbes 1 a 4, elou (b) um vetor, como definido em qualquer
uma das reivindicagbes 5a 7; e

isolar a frutosiltransferase das células cultivadas e/ou do

meio de cultura.

13. Oligonucleotideo, caracterizado pelo fato de que especifica-
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mente hibridiza uma molécula de acido nucléico codificadora de frutosiltrans-

ferase, como definida em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 4, em que o

comprimento do oligonucleotideo é de pelo menos 15 nucleotideos.

14. Processo para preparar polifrutose, particularmente aquela

do tipo inulina, caracterizado pelo fato de que compreende as seguintes eta-

pas:

(@

(b)

cultivar uma célula hospedeira, como definida na reivindi-
cago 8, sob condigdes que permitem a produg&o de fruto-
siltransferase e a conversao de sacarose introduzida por fo-
ra ou um substrato equivalente a polissacarose; e

obter a polifrutose assim preparada a partir das células cul-

tivadas, do hospedeiro ou do meio.

15. Processo para preparar polifrutose, particularmente aquela

do tipo inulina, caracterizado pelo fato de que compreende as seguintes eta-

pas:

(a) colocar em contato sacarose ou um substrato equivalente

com uma frutosiltransferase codificada por uma molécula
de acido nucléico codificadora de frutosiltransferase, como
definida em qualquer uma das reivindicagcdes 1 a 4, ou de
uma frutosiltransferase obtenivel por um processo, como
definido na reivindicagéo 12, sob condigées que permitem a

converséo a polifrutose; e

(b) obter a polifrutose preparada desta maneira.

16. Processo para preparar polifrutose, particularmente aquela

do tipo inulina, caracterizado pelo fato de que compreende a extragao da

polifrutose a partir de:

(i)

uma planta compreendendo células de planta que foram
transformadas por (a) uma molécula de acido nucléico codi-
ficadora de frutosiltransferase, como definida em qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 4, e/ou (b) um vetor, como defi-
nido em qualquer uma das reivindicagées 5 a 7, ou uma

planta originada de tais células;
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(i) uma planta obtida por um processo, como definida na rei-
vindicagao 9; ou
(iii) partes das referidas plantas.

17. Processo para preparar agentes tensoativos, caracterizado
pelo fato de que consiste nas etapas (a) e (b) do processo definido na reivin-
dicacao 14 ou 15 ou na etapa de extragao do processo definido na reivindi-
cagao 16.

18. Emprego de célula hospedeira, como definida na reivindica-
¢do 8, de uma célula de planta transformada por (a) uma molécula de acido
nucléico codificadora de frutosiltransferase, como definida em qualquer uma
das reivindicacdes 1 a 4, efou (b) um vetor, como definido em qualquer uma
das reivindicagdes 5 a 7, ou de uma planta que se origina de tal célula, ca-
racterizado pelo fato de ser como aditivo alimentar.

19. Emprego de uma frutosiltransferase codificada por uma mo-
lécula de acido nucléico codificadora de frutosiltransferase, como definida
em qualquer uma das reivindicagées 1 a 4, ou de uma frutosiltransferase
obtenivel por um processo, como definido na reivindicagéo 12, caracterizado
pelo fato de ser na preparagao de polifrutose, particularmente do tipo inulina.

20. Emprego de uma polifrutose preparada por um processo,
como definido em qualquer uma das reivindicagées 14 a 16, caracterizado
pelo fato de ser na preparagéo de agentes tensoativos para elevar a viscosi-
dade de sistemas aquosos, como detergentes e agentes de suspenséo, para

acelerar a sedimentacéo e complexagéo ou para ligar de agua.
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