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DESCRICAO
“Genes de alongases e suas utilizagdes”

ANTECEDENTES DO INVENTO

Campo Técnico

O presente invento refere-se a identificagdo de véarios
genes envolvidos no alongamento de 4dcidos gordos poli-
insaturados de cadeia longa (i.e., “alongases”) e a
utilizagdes destes. Em particular, a enzima alongase &
utilizada na conversdao de um acido gordo noutro. Por exemplo,
a alongase catalisa a conversdo de acido gama-linolénico (GLA)
em adcido di-homo-y-linolénico (DGLA, 20:3n-3) e a conversao de

acido esteariddnico (STA, 18:4n-3) em acido (n-3) -
eicosatetraendico (20:4n-3). A alongase catalisa também a
conversdo de Aacido araquiddnico (AA, 20:4n-6) em Aacido
adrénico (ADA, 22:4n-6), a conversao de acido

eicosapentaendico (EPA, 20:5n-3) em acido w3-docosapentaendico
(22:5n-3), e a conversao de acido o-linolénico (ALA, 18:3n-3)
em 20:3n-3. O DGLA pode, por exemplo, ser utilizado na
producao de outros acidos gordos poli-insaturados (AGPI), tais
como o 4acido araguiddénico (AA) gue pode ser adicionado a
composicdes farmacéuticas, composicgdes nutricionais, racdes
animais, bem como outros produtos tais cosméticos.

Informacao Antecedente

As alongases que foram identificadas no passado diferem
em termos dos substratos sobre o0s guais actuam. Para além
disso, estdao presentes tanto em animais como em plantas. As
que se verificam em mamiferos tém a capacidade de actuar sobre
dcidos gordos saturados, mono-insaturados e poli-insaturados.
Em contraste, as que se verificam em plantas sao especificas
para acidos gordos saturados ou mono-insaturados. Assim, para
gerar Aacidos gordos poli-insaturados em plantas, ha a
necessidade de uma alongase especifica de AGPI.

Tanto em plantas como em animais, cré-se gque O processo
de alongamento seja o resultado de um mecanismo de quatro
passos (Lassner et al., The Plant Cell 8: 281-292, 1996). CoA
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é o transportador acilo. O passo um envolve a condensacado de
malonil-CoA com um acil-CoA de cadeia longa para dar didxido
de carbono e um -cetoacil-CoA no gqual a porgdao acilo foi
alongada em dois atomos de carbono. As reaccdes subsequentes
incluem a redugdo em p-hidroxiacil-CoA, desidratacgdo para um
enoil-CoA, e uma segunda reducdao para produzir o acil-CoA
alongado. A reaccdo de condensacdo inicial é nado sé6 o passo
egpecifico do substrato como também o passo limitante da
velocidade.

Tal como observado anteriormente, as alongases, mais
especificamente as que utilizam AGPI como substratos, séo
criticas na produgdo de &cidos gordos poli-insaturados de
cadeia longa que tém muitas funcdes importantes. Por exemplo,
0s AGPI sao componentes importantes da membrana plasmatica de
uma célula onde se encontram na forma de fosfolipidos. Servem
também como precursores de prostaciclinas de mamifero,
eicosandides, leucotrienos e prostaglandinas. Adicionalmente,
0s AGPI sadao necessarios para o desenvolvimento correcto do
cérebro infantil em desenvolvimento bem como para a formacao e
recuperacdo de tecidos. Tendo em vista a significéncia
biolégica dos AGPI, foram feitas tentativas para os produzir
eficientemente Dbem como intermedidrios que conduzam a sua

producao.

Vadrias enzimas estdo envolvidas na Dbiossintese de AGPI
incluindo alongases (elo) (ver Figura 1). Por exemplo, o acido
linoleico (LA, 18:2-A9,12 ou 18:2n-6) €& produzido a partir de
acido oleico (0A, 18:1-A9 ou 18:1n-9) através de uma Al2-
dessaturase. O GLA (18:3-A6,9,12) é produzido a partir de
dacido 1linoleico através de uma A6-dessaturase. O AA (20:4-
A5,8,11,14) é produzido a partir de acido di-homo-y-linolénico
(DGLA, 20:3-A8,11,14) através de uma A5-dessaturase. Tal como
observado acima, o DGLA é produzido a partir de GLA através de
uma alongase.

Deve notar-se que o0s animais nao podem dessaturar para
além da posicdo A9 e portanto nao podem converter &cido oleico
em &acido 1linoleico. Igualmente, o 4&cido o-linolénico (ALA,
18:3-A9,12,15 ou 18:3n-3) nao pode ser sintetizado por
mamiferos, uma vez que estes ndao tém actividade de
Al5-dessaturase. No entanto, o 4&acido «o-linolénico pode ser
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convertido em &cido estearidédénico (STA, 18:4-A6,9,12,15) por
uma A6-dessaturase (ver Publicacdo PCT WO 96/13591; ver também
Patente U.S. N.° 5552306), seguido de alongamento até &acido
(n-3)—-eicosatetraendico (20:4-A8,11,14,17 ou 20:4n-3) em
mamiferos e algas. Este 4dcido gordo poli-insaturado (i.e.,
20:4-A8,11,14,17) pode entao ser convertido em acido
eicosapentaendico (EPA, 20:5-A5,8,11,14,17) através de uma A5-
dessaturase. Outros eucariotas, incluindo fungos e plantas,
tém enzimas que dessaturam nos carbonos 12 (ver publicacao PCT
WO 94/11516 e Patente U.S. N.° 5443974) e 15 (ver publicacao
PCT WO 93/11245). Os principais &acidos gordos poli-insaturados
dos animais sdo portanto derivados da dieta e/ou de
dessaturacdo e alongamento do &acido 1linoleico ou do &acido
oa—linolénico. Tendo em vista a incapacidade dos mamiferos para
produzir estes &4cidos gordos de cadeia longa essenciais, é de
grande interesse 1solar genes envolvidos na biossintese de
AGPI a partir de espécies que produzam naturalmente estes
dcidos gordos e expressar esses genes num sistema microbiano,
vegetal ou animal que possa ser alterado para proporcionar a
producao de quantidades comerciais de um ou mais AGPI.
Consequentemente, existe uma grande necessidade da enzima
alongase, do gene codificando a enzima bem como de métodos
recombinantes de producgado desta enzima. Adicionalmente, existe
a necessidade de 6leos contendo niveis de AGPI para além dos
naturalmente presentes bem como dos enriquecidos em novos
AGPI. Tais 6leos podem ser feitos através de isolamento e
expressao do gene da alongase.

Um dos AGPI de cadeia longa mais importantes, observado
acima, ¢é o &cido aragquiddénico (AA). O AA ¢é verificado em
fungos filamentosos e pode também ser purificado a partir de
tecidos de mamifero incluindo o figado e as glandulas supra-
renais. Tal como observado acima, a producdao de AA a partir de
DGLA é catalisada por uma Ab-dessaturase e a producado de DGLA
a partir de &cido vy-linolénico (GLA) ¢é catalisada por uma
alongase. No entanto, até ao presente invento, nado se tinha
identificado nenhuma alongase que fosse activa em acidos
gordos substrato nas vias para a producdo de AGPI de cadeia
longa e, em particular, AA, 4&acido eicosapentaendico (EPA),
dcido adrénico, &acido docosa-hexaendico (DHA, 22:6n-3), &acido
w3-docosapentaendico (22:5n-3) ou &cido w6-docosapentaendico
(22:5n-6) .
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Dois genes pareciam ter interesse na presente pesquisa do
gene da alongase. Em particular, a p-cetoacil-coenzima A-
sintetase (KCS) de jojoba ou KCS de jojoba (Acesso GenBank #
U37088), catalisa a reacgao inicial da via de alongamento de
acil-CoA gordo (i.e., a condensacdo de malonil-CoA com acil-
CoA de cadeia longa (Lassner et al., The Plant Cell 8: 281-
292, 1996). O substrato de preferéncia de KCS de Jjojoba é
18:0, <20:0, 20:1, 18:1, 22:1, 22:0 e 16:0. A alongase de
Saccharomyces cerevisiae (EL0O2) catalisa também a conversao de
dcidos gordos de cadeia longa saturados e mono-insaturados,
produzindo niveis elevados de 22:0, 24:0 e também 18:0, 18:1,
20:0, 20:1, 22:0, 22:1 e 24:1 (Oh et al., The Journal of
Biological Chemistry 272(28): 17376-17384, 1997); ver também
Patente U.S. N.° 5484724 para uma sequéncia nucleotidica qgue
incluil a sequéncia de ELO2; ver o pedido PCT WO 88/07577 para
uma discussao da sequéncia de um factor de inibicdo da
glicosilacdao que é descrito no Exemplo V). A pesquisa de uma
alongase especifica de AGPI de cadeia longa em Mortierella
alpina comegou com base numa revisdo das homologias
partilhadas entre estes dois genes e através de pesquisa por
expressao da actividade de alongase de AGPI.

SUMARIO DO INVENTO

0 presente invento refere-se a uma sequéncia nucleotidica
isolada correspondente ou complementar a pelo menos 50% da

sequéncia nucleotidica mostrada na Figura 6.

A sequéncia codifica uma alongase funcionalmente activa
que utiliza um &cido gordo poli-insaturado ou um &acido gordo
mono—-insaturado como substrato. Em particular, a sequéncia
pode ser derivada de um fungo do género Mortierella e pode ser
especificamente isolada de Mortierella alpina.

O presente invento inclui também uma proteina purificada
codificada pela sequéncia nucleotidica de cima.

Adicionalmente, o presente invento engloba um método de
producao de uma enzima alongase compreendendo o0s passos de: a)
isolamento da sequéncia nucleotidica representada pela
Figura 6; b) construcdo de um vector compreendendo: i) a
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sequéncia nucleotidica isolada operativamente ligada a 1ii) um
promotor; e c¢) introdugcdo do vector numa célula hospedeira
durante um tempo e sob condicgdes suficientes para expressao da
enzima alongase. A célula hospedeira pode ser uma célula
eucaridtica ou uma célula procaridtica.

A célula procaridtica pode ser, por exemplo, uma célula
de E. coli, wuma célula de cianobactéria ou uma célula de
B. subtilis. A célula eucaridtica pode ser, por exemplo, uma
célula de mamifero, uma célula de insecto, uma célula vegetal
ou uma célula fungica. A célula fungica pode ser, por exemplo,
Saccharomyces sps., Candida sps., Lipomyces sps., Yarrowia
sps., Kluyveromyces sps., Hansenula sps., Aspergillus sps.,
Penicillium sps., Neurospora sps., Irichoderma sps. ou Pichia
sps. Em particular, a célula fungica pode ser uma célula de
levedura tal como Saccharomyces SPS., em particular,
Saccharomyces cerevisiae, Candida sps., Hansenula sps. ou
Pichia sps.

0 presente invento inclui também um vector compreendendo:
a) uma sequéncia nucleotidica tal como representada pela
Figura 6 operativamente ligada a b) um promotor, bem como uma
célula hospedeira compreendendo este vector. O hospedeiro pode
ser uma célula procaridética ou uma célula eucaridtica.
Exemplos adequados de células procaridticas incluem células de
E. coli, Cyanobacteria e B. subtilis. Exemplos adequados de
células eucaridéticas incluem uma célula de mamifero, uma
célula de insecto, uma célula vegetal e uma célula fungica. A
célula fungica pode ser, por exemplo, Saccharomyces sps.,
Candida sps., Lipomyces sps., Yarrowia sps., Kluyveromyces
sps., Hansenula sps., Aspergillus sps., Penicillium sps.,
Neurospora sps., Trichoderma sps. e Pichia sps. Em particular,
a célula fungica pode ser, por exemplo, uma célula de levedura
tal como, por exemplo, Saccharomyces sps., em particular,
Saccharomyces cerevisiae, Candida sps., Hansenula sps. e
Pichia sps.

O presente invento inclui uma célula vegetal, planta ou
tecido vegetal compreendendo o vector acima descrito, em que a
expressao da sequéncia nucleotidica do vector resulta na
producdo de pelo menos um acido gordo seleccionado de entre o
grupo que consiste num &cido gordo mono-insaturado e um &acido
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gordo poli-insaturado pela célula vegetal, planta ou tecido
vegetal. O acido gordo poli-insaturado pode ser, por exemplo,
dcido di-homo-y-linolénico (DGLA), 20:4n-3, e 4&acido adrénico
(ADA). O presente invento inclui também um ou mais d&leos
vegetais ou 4&cidos gordos expressos pela célula vegetal,
planta ou tecido vegetal. Adicionalmente, o presente invento
engloba uma engloba uma planta transgénica compreendendo o
vector acima descrito, em qgque a expressao da sequéncia
nucleotidica do vector resulta na producdo de um &acido gordo
poli-insaturado em sementes da planta transgénica.

Para além disso, o presente invento inclui um mamifero
transgénico nao humano cujo genoma compreende uma sequéncia de
ADN codificando uma alongase operativamente ligada a um
promotor. A sequéncia de ADN pode ser representada por SEQ ID
NO:1 (Figura 6).

Pode ser produzido pelo animal transgénico nao humano um
fluido (p.ex., leite) em que o fluido compreende um nivel
detectdavel de pelo menos uma alongase ou de produtos desta
tais como, por exemplo, DGLA, 4&acido wé6-docosapentaendico, ADA
e/ou 20:4n-3 (ver Figura 1).

Adicionalmente, o presente invento inclui um método para
a producdo de um &cido gordo poli-insaturado compreendendo os
passos de: a) isolamento da referida sequéncia nucleotidica
representada por SEQ ID NO:1 (Figura 6); b) construcdo de um
vector compreendendo a sequéncia nucleotidica isolada; c¢)
introducdo do vector numa célula hospedeira durante o tempo e
sob as condicgdes suficientes para a expressao da enzima
alongase codificada pela sequéncia nucleotidica isolada; e d)
exposicdo da enzima alongase expressa a um acido gordo poli-
insaturado “substrato” para converter o substrato num &cido
gordo poli-insaturado “produto”. O adcido gordo poli-insaturado
substrato pode ser seleccionado de entre o grupo que consiste
em, por exemplo, acido y-linolénico (GLA), &acido esteariddnico
(STA) e 4acido araguiddénico (AA) e o acido gordo poli-
insaturado produto pode ser seleccionado de entre o grupo que
consiste em, por exemplo, DGLA, 20:4n-3 e ADA respectivamente.
0 método pode ainda compreender o passo de exposicdo do &acido
gordo poli-insaturado produto a pelo menos uma dessaturase
para converter o acido gordo poli-insaturado produto “noutro”
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dcido gordo poli-insaturado. O &cido gordo poli-insaturado
produto pode ser seleccionado a partir do grupo que consiste
em, por exemplo, DGLA, 20;4n-3 e ADA. O outro 4&acido gordo
poli-insaturado pode ser seleccionado a partir do grupo gue
consiste em, por exemplo, AA, &cido eicosapentaendico (EPA),
dcido w6—-docosapentaendico, respectivamente, e pelo menos uma
dessaturase €& Ab-dessaturase, em relacdo a producdo de AA ou
EPA, e Ad-dessaturase, em relacdo a producao de &acido
wb6—-docosapentaendico. O método pode ainda compreender o passo
de exposicdo de outro &cido gordo poli-insaturado a uma ou
mais enzimas seleccionadas a partir o grupo gque consiste em
pelo menos uma alongase e pelo menos uma dessaturase adicional
para converter o outro acido gordo poli-insaturado num &cido
gordo poli-insaturado “final”. O é&cido gordo poli-insaturado
final pode ser, por exemplo, &cido docosa-hexaendico (DHA),
AA, Aacido w6-docosapentaendico ou adcido w3-docosapentaendico.

0 presente invento inclui também uma sequéncia
nucleotidica isolada correspondente ou complementar a pelo
menos cerca de 35% da sequéncia nucleotidica mostrada na
Figura 22. A sequéncia codifica uma alongase funcionalmente
activa que utiliza um 4&cido gordo poli-insaturado como
substrato. Esta seqguéncia pode também ser derivada, por
exemplo, de um fungo do género Mortierella. Em particular,
pode ser derivada de M. alpina.

Adicionalmente, o presente invento inclui uma proteina
purificada codificada pela sequéncia nucleotidica de cima.

O presente invento inclui também um método de producado de
uma enzima de alongamento tal como descrito acima. A sequéncia
inserida no vector ¢é representada pela Figura 22. A célula
hospedeira pode ser procaridética ou eucaridtica. Exemplos
adequados sao descritos acima.

0 presente invento inclui também um vector compreendendo:
a) uma sequéncia nucleotidica tal como representada pela
Figura 22 operativamente ligada a b) um promotor, bem como uma
célula hospedeira compreendendo este vector. Novamente, a
célula hospedeira pode ser eucaridtica ou procaridtica.
Exemplos adequados estdo descritos acima.
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O presente invento inclui também uma célula vegetal,
planta ou tecido vegetal compreendendo o vector de cima, em
que a expressao da sequéncia nucleotidica do vector resulta na
producdao de um 4&cido gordo poli-insaturado pela célula
vegetal, planta ou tecido vegetal. O 4cido gordo poli-
insaturado pode ser, por exemplo, DGLA, 20:4n-3 ou ADA.
Adicionalmente, o presente invento inclui um ou mais 6leos
vegetals ou acidos gordos expressos pela célula vegetal,
planta ou tecido vegetal.

Para além disso, o presente invento inclui também uma
planta transgénica compreendendo o vector de cima, em que a
expressado da sequéncia nucleotidica da Figura 22 do vector
resulta na producdo de um &acido gordo poli-insaturado em
sementes da planta transgénica.

O presente invento inclui também um mamifero transgénico,
ndao humano cujo genoma compreende uma sequéncia de ADN da
Figura 22 codificando uma alongase operativamente ligada a um
promotor. Pode ser produzido um fluido por este mamifero
transgénico nao humano em que o fluido compreende um nivel
detectdvel de pelo menos uma alongase ou de produtos desta.

O presente invento inclui também um método para producgao
de um Aacido gordo poli-insaturado compreendendo oS passos de:
a) 1isolamento da sequéncia nucleotidica representada pela
Figura 22; Db) construgcdo de um vector compreendendo a
sequéncia nucleotidica isolada; c¢) introducdo do wvector numa
célula hospedeira durante um tempo e sob condicdes suficientes
para expressao de uma enzima alongase codificada pela
sequéncia nucleotidica isolada; e d) exposicdo da enzima
alongase expressa a um acido gordo poli-insaturado substrato
para converter o substrato num &cido gordo poli-insaturado
produto. O dcido gordo poli-insaturado substrato pode ser, por
exemplo, GLA, STA ou AA, o acido gordo poli-insaturado produto
pode ser, por exemplo, DGLA, 20:4n-3 ou acido
wo—-docosapentaendico, respectivamente. O método pode ainda
compreender o passo de exposicdo da enzima alongase expressa a
pelo menos uma dessaturase para converter o dacido gordo poli-
insaturado produto noutro adcido gordo poli-insaturado. O &acido
gordo poli-insaturado produto pode ser, por exemplo, DGLA,
20:4n-3 ou ADA, o outro &acido gordo poli-insaturado pode ser,
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por exemplo, AR, EPA ou acido w6—-docosapentaendico,
respectivamente, e pelo menos uma dessaturase é AS5-dessaturase
em relacdo a producdao de AA ou EPA e Ad-dessaturase em relacgao
a producdo de &dcido w6-docosapentaendico. O método pode ainda
compreender o passo de exposicdo do outro acido gordo poli-
insaturado a uma ou mais enzimas seleccionadas a partir do
grupo que consiste em pelo menos uma alongase e pelo menos uma
dessaturase adicional para converter o outro acido gordo poli-
insaturado num 4&acido gordo poli-insaturado final. O 4&cido
gordo poli-insaturado final pode ser, por exemplo, acido
docosa—hexaendico, AA, &cido wb6-docosapentaendico ou acido w3-
docosapentaendico.

Para além disso, o presente invento inclui uma sequéncia
nucleotidica isolada correspondente ou complementar a
sequéncia nucleotidica mostrada na Figura 43.

Esta sequéncia codifica wuma alongase funcionalmente
activa que utiliza um &cido gordo poli-insaturado ou um Aacido
gordo mono-insaturado como substrato. A sequéncia é derivada
de um mamifero tal como, por exemplo, um humano.

O presente invento inclui também uma proteina purificada

codificada por esta sequéncia nucleotidica.

Adicionalmente, o presente invento inclui um método de
producao de uma enzima alongase compreendendo os passos de: a)
isolamento da sequéncia nucleotidica representada pela Figura
43; Db) construcao de um vector compreendendo: i) a sequéncia
nucleotidica isolada operativamente ligada a 1i) um promotor;
e ¢) introdugdao do referido vector numa célula hospedeira
durante um tempo e sob condicgdes suficientes para a expressao
da enzima alongase. A célula hospedeira pode ser a mesma gue a
descrita acima em relacao aos métodos correspondentes
utilizando as Figuras 6 ou 22. 0O presente invento inclui
também um vector compreendendo: a) uma sequéncia nucleotidica
tal como representada pela Figura 43 operativamente ligada a
b) um promotor, bem como uma célula hospedeira compreendendo
este vector. A célula hospedeira pode ser a mesma dque a
descrita acima.
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O presente invento inclui também uma célula vegetal,
planta ou tecido vegetal compreendendo o vector acima descrito
compreendendo a sequéncia da Figura 43 em que a expressao da
sequéncia nucleotidica do vector resulta na producdo de pelo
menos um A4acido gordo seleccionado a partir do grupo que
consiste num &cido gordo mono-insaturado e num &cido gordo
poli-insaturado pela referida célula vegetal, planta ou tecido
vegetal. O &cido gordo poli-insaturado pode ser, por exemplo,
DGLA, 20:4n-3 ou ADA. O presente invento inclui também um ou
mais ¢6leos ou &acidos vegetals expressos pela célula vegetal,
planta ou tecido vegetal.

O presente invento inclui também uma planta transgénica
compreendendo o vector compreendendo a sequéncia da Figura 43,
em gque a expressao da sequéncia nucleotidica do vector resulta
na producdo de um 4dcido gordo poli-insaturado em sementes da
planta transgénica.

Adicionalmente, o presente invento inclui um mamifero
transgénico nao humano cujo genoma compreende uma sequéncia de
ADN humana codificando uma alongase operativamente ligada a um
promotor. A sequéncia de ADN é representada pela Figura 43.
Pode ser produzido um fluido pelo referido mamifero
transgénico nado humano em que o referido fluido compreende um
nivel detectdvel de pelo menos uma alongase ou de produtos
desta.

O presente invento engloba também um método para producao
de um 4acido gordo poli-insaturado compreendendo oS passos de:
a) 1isolamento da sequéncia nucleotidica representada pela
Figura 43; b) construcdo de um vector compreendendo a referida
sequéncia nucleotidica; c¢) introducao do vector numa célula
hospedeira durante um tempo e sob condigdes suficientes para
expressao da enzima alongase codificada pela sequéncia
nucleotidica isolada; e d) exposicdo da enzima alongase
expressa a um acido gordo poli-insaturado substrato para
converter o substrato num adcido gordo poli-insaturado produto.
0 acido gordo poli-insaturado substrato pode ser, por exemplo,
GLA, STA ou AA e o acido gordo poli-insaturado produto pode
ser, por exemplo, DGLA, 20:4n-3 ou ADA, respectivamente. O
método pode compreender ainda o passo de exposicdo do acido
gordo poli-insaturado produto a pelo menos uma dessaturase
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para converter o A4acido gordo poli-insaturado produto noutro
dcido gordo poli-insaturado. O 4&cido gordo poli-insaturado
produto pode ser, por exemplo, DGLA, 20:4n-3 e ADA, o outro
dcido gordo poli-insaturado pode ser, por exemplo, AA, EPA e
dcido w6-docosapentaendico, respectivamente, e pelo menos uma
dessaturase € AS5-dessaturase em relacgdo a producdo de AA ou
EPA e Ad-dessaturase em relacdo a producdo de 4acido
wo—-docosapentaendico. 0 método pode ainda compreender o passo
de exposicdo do outro &cido gordo poli-insaturado a uma ou
mais enzimas seleccionadas a partir do grupo que consiste em
pelo menos uma alongase e pelo menos uma dessaturase adicional
para converter o outro acido gordo poli-insaturado num &cido
gordo poli-insaturado final. O 4&cido gordo poli-insaturado
final pode ser, por exemplo, DHA, ADA, acido
w6—docosapentaendico e adcido w3-docosapentaendico.

Adicionalmente, o presente invento inclui uma sequéncia
nucleotidica isolada correspondendo ou complementar a
sequéncia nucleotidica mostrada na Figura 46. Codifica uma
alongase funcionalmente activa que wutiliza um 4&cido gordo
poli-insaturado como substrato. A sequéncia pode ser derivada
ou isolada de um nematode do género Caenorhabditis e, em
particular, pode ser isolada a partir de C. elegans.

Adicionalmente, o presente invento inclui um método de
producao de uma enzima alongase compreendendo o0s passos de: a)
isolamento da sequéncia nucleotidica representada pela Figura
46; b) construcdao de um vector compreendendo: i) a sequéncia
nucleotidica isolada operativamente ligada a 1i) um promotor;
e c) introducdo do vector numa célula hospedeira durante um
tempo e sob condigdes suficientes para a expressdo da enzima
alongase. As propriedades da célula hospedeira sao as mesmas
que as descritas acima em relacdo as sequéncias das Figuras 6,
22 e 43.

o) presente invento engloba também um vector
compreendendo: a) uma sequéncia nucleotidica tal como
representada pela Figura 46 operativamente ligada a b) um
promotor, bem como uma célula hospedeira compreendendo este
vector. A célula hospedeira tem as mesmas propriedades que as
citadas acima em relacdo a célula hospedeira citada acima para
as sequéncias das Figuras 6, 22 e 43.
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Para além disso, o presente invento inclui uma célula
vegetal, planta ou tecido vegetal compreendendo o vector de
cima compreendendo a sequéncia da Figura 46, em que a
expressado da referida sequéncia nucleotidica do vector resulta
na producdo de um A&acido gordo poli-insaturado pela célula
vegetal, planta ou tecido vegetal. O 4&cido gordo poli-
insaturado pode ser, por exemplo, DGLA, 20:4n-3 ou ADA. O
presente invento inclui também um ou mais 6leos &acidos gordos
vegetais ou expressos por esta célula vegetal, planta ou
tecido vegetal.

O presente invento inclui também uma planta transgénica
compreendendo o vector de cima incluindo a sequéncia
nucleotidica correspondente a sequéncia da Figura 46, em que a
expressao da sequéncia nucleotidica do vector resulta na
produgcdao de um é&cido gordo poli-insaturado em sementes da
planta transgénica.

Adicionalmente, o presente invento inclui um mamifero
transgénico nao humano cujo genoma compreende uma sequéncia de
ADN de C(C. elegans codificando uma alongase operativamente
ligada a um promotor. A sequéncia de ADN pode ser representada
pela Figura 46. Pode ser produzido um fluido pelo referido
mamifero transgénico nao humano em que o referido fluido
compreende um nivel detectdvel de pelo menos uma alongase ou
de produtos desta.

O presente 1invento inclui também um método para a
producdo de um A&cido gordo poli-insaturado compreendendo o0s
passos de: a) isolamento da sequéncia nucleotidica
representada pela Figura 46; b) construgdo de um vector
compreendendo a sequéncia nucleotidica isolada; c¢) introducéao
do vector numa célula hospedeira durante um tempo e sob
condicdes suficientes para expressdo de uma enzima alongase
através da sequéncia nucleotidica isolada; e d) exposicao da
enzima alongase expressa a um 4acido gordo poli-insaturado
substrato para converter o substrato num 4&acido gordo poli-
insaturado produto. O 4&dcido gordo poli-insaturado substrato
pode ser, por exemplo, GLA, STA ou AA, e o &cido gordo poli-
insaturado produto pode ser, por exemplo, DGLA, 20:4n-3 ou
ADA, respectivamente. O método pode ainda compreender o pPasso
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de exposicdo da enzima alongase expressa a pelo menos uma
dessaturase para converter o referido 4&cido gordo poli-
insaturado produto noutro acido gordo poli-insaturado. O &acido
gordo poli-insaturado produto pode ser, por exemplo, DGLA,
20:4n-3 ou ADA, o outro acido gordo poli-insaturado pode ser,
por exemplo, AR, EPA ou acido w6—-docosapentaendico,
respectivamente, e a pelo menos uma dessaturase é
Ab-dessaturase em relacdo a producdo de AA ou EPA e
Ad—-dessaturase em relacao a producao de acido
wb—-docosapentaendico. O método pode ainda compreender O passo
de exposigdo do outro 4dcido gordo poli-insaturado a uma ou
mais enzimas seleccionadas de entre o grupo que consiste em
pelo menos uma alongase e pelo menos uma dessaturase adicional
para converter o outro &dcido gordo poli-insaturado num &cido
gordo poli-insaturado final. O 4&cido gordo poli-insaturado
final pode ser, por exemplo, DHA, ADA, acido
w6—-docosapentaendico ou acido w3-docosapentaendico.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 representa varias vias de Dbiossintese de
dcidos gordos. Deve notar—-se o papel da enzima alongase (elo).

A Figura 2 representa a percentagem de semelhanca e a
percentagem de identidade entres as sequéncias de aminodcidos
de KCS de jojoba e ELOZ2.

A  Figura 3 representa a sequéncia de ELO2 de
S. cerevisiae homdéloga a sequéncia de KCS de jojoba (sequéncia
iniciadora sublinhada) da Figura 2.

A Figura 4A mostra o mapa fisico de pRAE-2 contendo o
ADNc de MAELO. A Figura 4B representa o mapa fisico do vector
de expressao constitutiva, pRAE-5, utilizado para a produgao
da enzima alongase em levedura.

A Figura 5 representa uma comparagao das sequéncias
nucleotidicas dos clones pRAE-5 e pRAE-6.

A Figura 6 ilustra a sequéncia nucleotidica completa da
alongase de Mortierella alpina (MAELO).
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A Figura 7 representa a sequéncia de aminodcidos da
alongase de Mortierella alpina traduzida a partir de MAELO
(ver Figura 6).

A Figura 8 representa um alinhamento de sequéncias de
aminodcidos entre 3 alongases: ELO2 de S. cerevisiae (GNS1),
ELO3 de S. cerevisiae (SUR4) e a sequéncia traduzida de MAELO
tal como mostrado na Figura 7.

A Figura 9 representa uma comparagao a sequéncia
nucleotidica de MAELO e a sequéncia nucleotidica de ELO2 de
S. cerevisiae.

As Figuras 10A e 10B representam a actividade de alongase
de AGPI de MAELO expressa em fermento de padeiro.

A Figura 11 ilustra a actividade de alongase de AGPI de
MAELO guando co-expressa com o ADNc da Ab5-dessaturase de
M. alpina para produzir AA.

A Figura 12 compara a actividade de alongase de AGPI de
MAELO com a sobre-expressao de ELO2 de S. cerevisiae no
fermento de padeiro.

As Figuras 13, 14 e 15 representam trés comparacdes
separadas de sequéncias de aminodcidos derivadas de sequéncias
nucleotidicas de (. elegans na base de dados GenEMBL com a
MAELO traduzida.

A Figura 16 mostra a comparacadao entre as traducdes em
aminodcidos de duas sequéncias de mamifero diferentes na base
de dados GenEMBL e a MAELO traduzida.

A Figura 17 mostra a comparacdao de uma sequéncia de ADN
traduzida (ver pedido PCT publicado WO 88/07577) com a
sequéncia de aminodcidos derivada de MAELO, que foil detectada
durante uma pesquisa na base de dados.

A Figura 18 mostra a sequéncia nucleotidica completa da
A5-dessaturase de M. alpina.
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A Figura 19 representa a anadlise inicial GC-FAME do banco
MAD708. Deve notar-se a deteccdo de um pico de DGLA
(C20:3n-6) .

A Figura 20 representa a actividade de alongase de AGPI
dos c¢inco clones MAD708 em levedura com GLA como substrato.
Todos os clones tém uma actividade de alongase aparente.

A Figura 21 representa a andlise da sequenciacdo de ADN
do plasmideo pRPB2. A andlise revela um enquadramento de
leitura aberto de 957 pb de comprimento.

A Figura 22 mostra a sequéncia nucleotidica completa do
ADNc de M. alpina, contida no plasmideo pRPB2, que é designada
GLELO pela sua actividade de alongase de GLA.

A Figura 23 representa a sequéncia de aminodcidos da
alongase de M. alpina traduzida a partir de GLELO (ver
Figura 22).

A Figura 24 ilustra a actividade de alongase de AGPI n-6
numa cultura induzida de 334 (pRPB2) gquando suplementada com
GLA.

A Figura 25 representa a actividade de alongase de AGPI
n-3 e n-6 numa cultura induzida de 334 (pRPB2) quando
suplementada com 25 uM de outros substratos de acidos gordos.

A Figura 26A ilustra a actividade de alongase de GLELO
com GLA como substrato quando co-expressa com o© ADNc da
Ab-dessaturase de M. alpina para produzir AA. A Figura 26B
ilustra a actividade de alongase de GLELO com STA como
substrato quando co-expressa com 0 ADNc de Ab-dessaturase de
M. alpina para produzir EPA.

A Figura 27 ilustra a comparagdao entre a sequéncia de
GLELO traduzida (ver Figura 23) e a sequéncia de MAELO
traduzida (ver Figura 7).

A Figura 28 representa uma comparacdo da sequéncia de
aminodcidos de 4 alongases: a sequéncia de aminodacidos
traduzida de GLELO (ver Figura 23), MAELO (ver Figura 7), ELO2
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de S. cerevisiae (GNS1l) e ELO3 de S. cerevisiae (SUR4). A
caixa de histidinas estd sublinhada.

A Figura 29 representa um alinhamento entre a sequéncia
de MAELO traduzida e a sequéncia putativa homdéloga humana
traduzida de HS1.

A Figura 30 representa um alinhamento entre a sequéncia
de MAELO traduzida e a sequéncia putativa homdéloga humana
traduzida de HS2.

A Figura 31 mostra um alinhamento entre a sequéncia de
MAELO traduzida e a sequéncia putativa homéloga de ratinho
traduzida de MM2.

A Figura 32 representa um alinhamento entre a sequéncia
de MAELO traduzida e a sequéncia putativa homdéloga de ratinho
traduzida AI225632.

A Figura 33 ilustra um alinhamento entre a sequéncia de
GLELO traduzida e a sequéncia putativa homdéloga humana
traduzida AI225632.

A Figura 34 mostra um alinhamento entre a sequéncia de
GLELO traduzida e a sequéncia putativa homdéloga humana
traduzida de HS1.

A Figura 35 representa um alinhamento entre a sequéncia
de GLELO traduzida e a sequéncia putativa homdéloga humana
traduzida AC004050.

A Figura 36 ilustra um alinhamento entre a sequéncia de
GLELO traduzida e a seqguéncia putativa homdéloga de ratinho
traduzida de MM2.

A Figura 37 representa um alinhamento da sequéncia de
GLELO traduzida com uma sequéncia putativa homdéloga de ratinho
traduzida AI225632.

A Figura 38 ilustra um alinhamento da sequéncia de GLELO
traduzida com uma sequéncia putativa homdéloga de ratinho
traduzida U97107.
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A Figura 39 representa um alinhamento da sequéncia
traduzida de GLELO com uma sequéncia putativa homdéloga de
C. elegans traduzida U68749 (F56H11.4).

A Figura 40 mostra um alinhamento entre a sequéncia
traduzida de MAELO e uma sequéncia putativa hombéloga de
C. elegans traduzida U68749 (F56H11.4).

A Figura 41 representa um alinhamento entre a sequéncia
de GLELO traduzida e wuma sequéncia putativa homdloga de
Drosophila melanogaster traduzida, DM1.

A Figura 42 ilustra um alinhamento entre a sequéncia de
MAELO traduzida e uma sequéncia putativa homdéloga de
Drosophila melanogaster traduzida, DML.

A Figura 43 ilustra a sequéncia nucleotidica completa de
uma alongase humana HSELOL.

A Figura 44 representa a sequéncia de aminodcidos
deduzida da alongase humana HSELO1.

A Figura 45 ilustra a actividade de alongase (AGPI e
outros) de uma cultura induzida de 334(pRAE-58-Al1) quando
suplementada com GLA ou AA.

A Figura 46 mostra a sequéncia nucleotidica completa da
alongase CEELO de C. elegans.

A Figura 47 mostra os aminodcidos deduzidos da alongase
CEELO de C. elegans.

A Figura 48 ilustra a actividade de alongase de AGPI de
uma cultura induzida de 334 (pRET-21) e 334(pRET-22) quando
suplementada com GLA e AA.

A Figura 49 representa a sequéncia nucleotidica completa
do putativo gene da alongase humana HS3.

A Figura 50 ilustra a sequéncia de aminodcidos deduzida
da enzima alongase putativa humana HS3.
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DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

O presente invento refere-se a sequéncias nucleotidicas e
as correspondentes sequéncias de aminodcidos de dois ADNc de
alongases derivados de Mortierella alpina, bem como as
sequéncias nucleotidicas e as correspondentes sequéncias de
aminodcidos de um ADNc de alongase derivado de um humano e a
outro derivado de (. elegans. Para além disso, o presente
invento inclui também wutilizagdes dos ADNc das proteinas
codificadas pelos genes. Por exemplo, 0sS genes e as
correspondentes enzimas podem ser utilizados na producdo de
dcidos gordos poli-insaturados e/ou &cidos gordos mono-
insaturados tais como DGLA, AA, ADA, EPA e/ou DHA qgue podem
ser adicionados a composicdes farmacéuticas, composicdes
nutricionais e a outros produtos valorizados.

Os Genes de Alongases e Enzimas por Eles Codificados

Tal como observado acima, uma enzima alongase codificada
por um ADNc de alongase é essencial na produgdo de varios
dcidos gordos poli-insaturados, em particular, AGPI de 20-
24 carbonos. Em relacdo ao presente invento, a sequéncia
nucleotidica do ADNc da alongase de M. alpina isolado (MAELO)
¢ mostrada na Figura 6 e a sequéncia de aminodcidos da
correspondente proteina ou enzima purificada codificada por
esta sequéncia nucleotidica ¢é mostrada na Figura 7.
Adicionalmente, a sequéncia nucleotidica do ADNc da alongase
de GLA (GLELO) isolado é mostrada na Figura 22 e a sequéncia
de aminoédcidos da proteina ou enzima purificada correspondente
codificada por esta sequéncia nucleotidica ¢é mostrada na
Figura 23. A sequéncia nucleotidica da alongase de sequéncia
humana 1 (HSELOl) isolada ¢ mostrada na Figura 43 e a
sequéncia de aminodcidos da proteina ou enzima purificada
correspondente codificada por esta sequéncia ¢é mostrada na
Figura 44. Para além disso, a sequéncia nucleotidica do ADNc
da alongase de (. elegans (CEELOl) isolada ¢é mostrada na
Figura 46 e a sequéncia de aminoédcidos da proteina ou enzima
correspondente purificada codificada deste modo é mostrada na
Figura 47.
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Como exemplo, as alongases 1soladas codificadas pelos
ADNc do presente invento alongam GLA em DGLA ou alongam STA em
20:4n-3 ou alongam AA em ADA. A producdo de &acido araquiddnico
a partir de DGLA, ou EPA a partir de 20:4n-3, €& entéao
catalisada por uma AS5-dessaturase. Assim, nem AA (ou EPA), nem
DGLA (ou 20:4n-3) nem ADA (ou &acido w3-docosapentaendico),
podem ser sintetizados sem pelo menos um ADNc de alongase e
uma enzima codificada por este.

Deve notar—-se que o presente invento engloba também
sequéncias nucleotidicas (e as correspondentes proteinas
codificadas) possuindo sequéncias correspondendo a (i.e.,
possuindo identidade com) ou complementares a pelo menos cerca
de 50%, de preferéncia pelo menos cerca de 60% e de maior
preferéncia pelo menos cerca de 70% dos nucledtidos na
sequéncia nucleotidica do ADNc de MAELO agqui descrita (ver

Figura 6). Para além disso, o presente invento inclui também
sequéncias nucleotidicas (e as correspondentes proteinas
codificadas) possuindo sequéncias correspondendo a (i.e.,

possuindo identidade com) ou complementares a pelo menos cerca
de 35%, de preferéncia pelo menos cerca de 45% e de maior
preferéncia pelo menos cerca de 55% dos nucledtidos da
sequéncia nucleotidica do ADNc de GLELO aqui descrita (ver

Figura 22). Adicionalmente, o presente invento inclui também
sequéncias nucleotidicas (e as correspondentes proteinas
codificadas) possuindo sequéncias correspondendo a (i.e.,
possuindo identidade com) ou complementares a sequéncia

nucleotidica do ADNc da sequéncia humana 1 (HSELOl) aqui
descrita (ver Figura 43). Adicionalmente, o presente invento
inclui também sequéncias nucleotidicas possuindo sequéncias
correspondendo a (i.e., possuindo identidade com) ou
complementares aos nucledtidos na sequéncia nucleotidica do
ADNc de C(C. elegans, CEELOl, aqui descrita (ver Figura 46).
Tais sequéncias podem ser derivadas de fontes que néao
Mortierella (p.ex., um eucariota (p.ex., Thraustochytrium sps.
(p.ex., Thraustochytrium aureum e Thraustochytrium roseum),

Schizochytrium sps. (p.ex., Schizochytrium aggregatum),
Conidiobolus sSps. (p.ex., Conidiobolus nanodes),
Entomorphthora sSps. (p.ex., Entomorphthora exitalis),
Saprolegnia sps. (p.ex., Saprolegnia parasitica e Saprolegnia
diclina), Leptomitus sps. (p.ex., Leptomitus lacteus),

Entomophthora sps., Pythium sps., Porphyridium sps. (p.ex.,
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Porphyridium cruentum), Conidiobolus sps., Phytophathora sps.,
Penicillium sps., Coidosporium sps., Mucor sps. (p.ex., Mucor
circinelloides e Mucor javanicus), Fusarium sps., Aspergillus
sps. e Rhodotorula sps.), uma levedura (p.ex., Dipodascopsis
uninucleata), um organismo nao mamifero tal como uma mosca
(p.ex., Drosophila melanogaster) ou Caenorhabditis sps.
(p.ex., Caenorhabditis elegans), ou um mamifero (p.ex., um
humano ou um ratinho). Tais sequéncias podem ser derivadas de
espécies dentro do género Mortierella, para além da espécie
alpina, por exemplo, Mortierella elongata, Mortierella exigua,
Mortierella isabellina, Mortierella hygrophila e Mortierella
ramanniana, va. angulispora. Para além disso, o presente
invento engloba também fragmentos e derivados das sequéncias

nucleotidicas do presente invento (i.e. a sequéncia da
Figura 6 (MAELO), a sequéncia da Figura 22 (GLELO), a
sequéncia da Figura 43 (HSELOl) e a sequéncia da Figura 46
(CEELOl)), bem como das sequéncias derivadas de fontes que néao
Mortierella e possuindo a complementaridade ou

correspondéncia/identidade acima descritas. 0Os equivalentes
funcionais das sequéncias de cima (i.e., sequéncias possuindo
actividade de alongase) sao também englobados pelo presente
invento.

Para fins do presente invento, “complementaridade” &
definida como o grau de parentesco entre dois segmentos de
ADN. E determinada pela medicdo da capacidade da cadeia com
sentido de um segmento de ADN para hibridar com a cadeia anti-
sentido do outro segmento de ADN, sob condig¢des apropriadas,
para formar uma dupla hélice. Na dupla hélice, sempre gue
aparece adenina numa cadeia aparece timina na outra cadeia. De
modo semelhante, sempre que se verifica guanina numa cadeia
verifica-se <citosina na outra cadeia. Quanto maior for o
parentesco entre as sequéncias nucleotidicas de dois segmentos
de ADN, maior ¢ a capacidade para formar duplices hibridos
entre as cadeias de dois segmentos de ADN.

A “identidade” entre duas sequéncias nucleotidicas ¢é
definida como o grau de coincidéncia, correspondéncia ou
equivaléncia entre as mesmas cadeias (com sentido ou anti-
sentido) de dois segmentos de ADN. Quanto maior for a
percentagem de identidade, maior é a correspondéncia,
coincidéncia ou equivaléncia entre as cadeias.
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A “semelhancga” entre duas sequéncias de aminodcidos é
definida como a ©presenca de uma série de residuos de
aminodcidos idénticos bem como conservados em ambas as
sequéncias. Quanto maior o grau de semelhanca entre duas
sequéncias de aminodcidos, maior é a correspondéncia,
coincidéncia ou equivaléncia das duas sequéncias.
(“Identidade” entre duas sequéncias de aminodcidos € definida
como a presenga de uma série de residuos de aminodcidos

exactamente iguais ou invariantes em ambas as sequéncias).

As definigdes de “complementaridade”, “identidade” e
“semelhanca” sao bem conhecidas dos vulgares peritos na arte.

0 presente invento inclui também  um polipéptido
purificado que alonga os 4&cidos gordos poli-insaturados e
mono-insaturados, em que o8 polipéptidos (ver, p.ex., a
Figura 7 (MAELO) ) sao codificados pelas sequéncias
nucleotidicas acima descritas. Adicionalmente, o presente
invento inclui um polipéptido purificado gque alonga &acidos
gordos poli-insaturados, em que os polipéptidos (ver, p.ex., a
Figura 23 (GLELO) ) sao codificados pelas sequéncias
nucleotidicas acima descritas. Para além disso, o presente
invento inclui também um polipéptido purificado que alonga
dcidos gordos poli-insaturados e mono-insaturados, em que o0s
polipéptidos (ver, p.ex., a Figura 44 (HSELO1)) sao
codificados pelas sequéncias nucleotidicas acima descritas.

0 presente invento engloba também uma sequéncia
nucleotidica isolada que codifica actividade de alongase de
AGPI e que ¢ hibridéavel, sob condigdes moderadamente
restringentes, com um A&cido nucleico possuindo uma sequéncia
nucleotidica correspondendo ou complementar a sequéncia
nucleotidica representada pela Figura 6 (MAELD) e/ou pela
Figura 22 (GLELO) e/ou pela sequéncia (HSELOl) mostrada na
Figura 43 e/ou a sequéncia (CEELOl) mostrada na Figura 46. Uma
molécula de &acido nucleico é “hibridavel” com outra molécula
de 4dcido nucleico gquando uma forma de cadeia simples da
molécula de 4acido nucleico se pode ligar a outra molécula de
dcido nucleico sob as condicgbes apropriadas de temperatura e
forca idnica (ver Sambroock et al., “Molecular Cloning. A
Laboratory Manual”, Segunda Edicdo, 1989, Cold Spring Harbor
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Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York). As condigdes
de temperatura e forga idnica determinam a “severidade” da
hibridacdao. A “hibridacdo” requer que dois &acidos nucleicos
contenham sequéncias complementares. No entanto, dependendo da
severidade da hibridacgao, podem ocorrer emparelhamentos
errados entre as bases. A severidade apropriada para hibridar
dcidos nucleicos depende do comprimento dos acidos nucleicos e
do grau de complementaridade. Tais variaveils sdo  bem
conhecidas na arte. Mais especificamente, quanto maior for o
grau de semelhanca ou homologia entre duas sequéncias
nucleotidicas, maior é o valor da Tm, temperatura de fuséo,
para hibridos de 4&acidos nucleicos possuindo essas sequéncias.
Para hibridos com mais de 100 nucledétidos de comprimento foram
derivadas equacdes para o cdlculo da Tm (ver Sambrook et al.,
supra). Para hibridacdo com &cidos nucleicos mais curtos, a
posicdao dos emparelhamentos errados torna-se importante e o
comprimento do oligonucledétido determina a sua especificidade
(ver Sambrook et al., supra).

Produgado da Enzima Alongase

Uma vez isolado o gene codificando a alongase pode entéo
ser introduzido numa célula hospedeira ©procaridética ou
eucaridtica através da utilizacdao de um vector, plasmideo ou
construgao.

0O vector, por exemplo, um bacteridéfago, cosmideo ou
plasmideo, pode compreender a sequéncia nucleotidica
codificando a alongase bem como gqualgquer promotor gue seja
funcional na célula hospedeira e seja capaz de desencadear a
expressao da alongase codificada pela sequéncia nucleotidica.
O promotor fica em associacdo operativa com ou operativamente
ligado a sequéncia nucleotidica. (Um promotor diz-se estar
“operativamente ligado” a uma sequéncia de codificacao se o
promotor afectar a transcricdo ou a expressao da sequéncia de
codificacado). Promotores adequados incluem, por exemplo, o0s
dos genes codificando a alcool-desidrogenase, gliceraldeido-3-
fosfato-desidrogenase, fosfogluco-isomerase, fosfoglicerato-
quinase, fosfatase 4&cida, T7, TPl, lactase, metalotioneina,
inicial imediato de citomegalovirus, proteina &cida do soro do
leite, glucoamilase e promotores activados na presenca de
galactose, por exemplo, GAL1 e GAL10. Adicionalmente,
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sequéncias nucleotidicas que codificam outras proteinas,
oligossacéaridos, lipidos, etc. podem também ser incluidas
dentro do vector bem como outras sequéncias reguladoras tal
como um sinal de poliadenilacdo (p.ex., o0 sinal poli-A do
antigénio SV-40T, ovalbumina ou hormona de <crescimento
bovina). A escolha de sequéncias presentes na construcdo esta
dependente dos produtos de expressdao desejados bem como da
natureza da célula hospedeira.

Tal como observado acima, uma vez construido o vector,
este pode ser introduzido na célula hospedeira de escolha
através de métodos conhecidos dos vulgares peritos na arte
incluindo, por exemplo, transfeccao, transformacao e
electroporacao (ver “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”,
22 ed., Vol. 1-3, ed. Sambrook et al., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989). A célula hospedeira é entdo cultivada
sob condigdes adequadas permitindo a expressao do AGPI gque é
entdo recuperado e purificado.

Deve também notar—-se que se pode desenhar um triglicérido
ou &éleo Unico se se wutilizar wuma construgcdo ou vector
compreendendo a sequéncia nucleotidica de dois ou mais ADNc
(p.ex., MAELO, GLELO, HSELOl e/ou CEELOl). Este vector pode
entédo ser introduzido numa célula hospedeira.
Alternativamente, cada uma das sequéncias pode ser introduzida
num vector separado. Estes vectores podem entao ser
introduzidos em duas células hospedeiras, respectivamente, ou
numa célula hospedeira.

Exemplos de células hospedeiras procaridticas adequadas
incluem, por exemplo, bactéria tais como Escherichia coli,
Bacillus subtilis bem como cianobactérias tais como Spirulina
sSps. (i.e., algas azuis-verdes) . Exemplos de células
hospedeiras eucaridticas adequadas incluem, por exemplo,
células de mamifero, células vegetais, células de levedura
tais como Saccharomyces sps., Lipomyces sps., Candida sps. tal
como Yarrowia (Cadndida) sps., Kluyveromyces sps., Pichia sps.,
Trichoderma sps. ou Hansenula sps., ou células fungicas tais
como células fungicas filamentosas, por exemplo, Aspergillus,
Neurospora e Penicillium. De preferéncia, é utilizada
Saccharomyces cerevisiae (fermento de padeiro).
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A expressdo numa célula hospedeira pode ser alcancada de
um modo transiente ou estdvel. A expressdo transiente pode
ocorrer a partir de construgdes introduzidas gque contenham
sinais de expressao funcionais na célula hospedeira, mas cujas
construgdes nao se repliquem e raramente se integrem na célula
hospedeira, ou quando a célula hospedeira ndo esta em
proliferacdo. A expressdao transiente também pode ser alcancada
através da i1inducdo da actividade de um promotor regulavel
operativamente ligado ao gene de 1interesse, embora tais
sistemas indutiveis exibam frequentemente um baixo nivel basal
de expressdo. A expressdo estdvel pode ser alcancada através
da introducdo de uma construgdao dJgue se possa integrar no
genoma do hospedeiro ou gue se repligque autonomamente na
célula hospedeira. A expressdo estdvel do gene de interesse
pode ser seleccionada através da utilizacgcao de um marcador
seleccionavel situado ou transfectado com a construcdo de
expressao, seguido de seleccgao de células expressando o
marcador. Quando a expressdo estavel resulta de integracdo, o
local da integracdo da construgcao pode ocorrer de modo
aleatdério dentro do genoma do hospedeiro ou pode ser
direccionado através da utilizacdao de construgdes contendo
regides de homologia com o genoma do hospedeiro suficientes
para direccionar a recombinacdo com o locus hospedeiro. Quando
as construgdes sao direccionadas para um locus enddgeno, todas
ou algumas das regides reguladoras da transcricdo e da
traducdo podem ser proporcionadas pelo locus enddgeno.

Pode também ser utilizado um mamifero transgénico para
expressar a enzima de interesse (i.e., a alongase) codificada
por uma ou ambas as sequéncias nucleotidicas acima descritas.
Mais especificamente, uma vez <criada a construgdaoc acima
descrita, esta pode ser inserida no pronucleo de um embrido. O
embrido pode entdo ser implantado numa fémea receptora.
Alternativamente, pode também ser utilizado um método de
transferéncia nuclear (Schnieke et al., Science 278: 2130-
2133, 1997). Deixa-se entao qgue ocorra a gestagao e o
nascimento (ver, p.ex., Patente U.S. N.° 5750176 e Patente
U.S. N.° 5700671). Leite, tecido ou outras amostras de fluidos
da descendéncia devem entdo conter niveis alterados de AGPI em
comparacgao com os niveis normalmente verificados no animal néao
transgénico. As geracgdes subsequentes podem ser monitorizadas
quanto a producdo dos niveis alterados ou aumentados de AGPI e
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assim a incorporacdo do gene ou genes codificando a enzima
alongase nos seus genomas. O mamifero utilizado como
hospedeiro pode ser seleccionado a partir do grupo gue
consiste, por exemplo, num ratinho, um rato, um coelho, um
porco, uma cabra, wuma ovelha, um cavalo e uma vaca. No
entanto, pode ser utilizado qualquer mamifero desde que tenha
a capacidade para incorporar ADN codificando a enzima de
interesse no seu genoma.

Para expressao de um polipéptido alongase, as regides de
iniciacdo e terminacdo da transcricdo e da traducgdo estao
operativamente ligadas ao ADN codificando o polipéptido
alongase. As regides de iniciacdo e terminacao da transcricéao
e da tradugadao sao derivadas de uma variedade de fontes néao
exclusivas, 1incluindo o ADN a expressar, genes conhecidos ou
suspeitos de serem capazes de expressao no sistema desejado,
vectores de expressao, sintese gquimica ou de um locus enddgeno
numa célula hospedeira. A expressdo num tecido vegetal e/ou
parte de planta apresenta certas eficiéncias, particularmente
quando o tecido ou parte é um que € colhido precocemente, tal
como semente, folhas, frutos, flores, raizes, etc. A expressao
pode ser dirigida a esse local na planta através da utilizacéo
de uma sequéncia reguladora especifica tal como as das
Patentes U.S. N 5463174, 4943674, 5106739, 5175095, 5420034,
5188958 e 5589379. Alternativamente, a proteina expressa pode
ser uma enzima que produza um produto gue possa @ ser
incorporado, directamente ou apds outras modificacgdes, numa
fraccdao liquida da planta hospedeira. A expressao de um gene
ou genes de alongases ou transcritos anti-sentido de
alongases, pode alterar os niveis de AGPI especificos, ou
derivados destes, verificados em partes da planta e/ou tecidos
vegetais. A regido de codificacdo do polipéptido alongase pode
ser expressa sozinha ou com outros genes, para produzir
tecidos e/ou partes de planta contendo proporgdes maiores dos
AGPI desejados ou em que a composicdo de AGPI se assemelha
mais a do leite materno humano (Prieto et al., publicacdo PCT
WO 95/24494). A regido de terminacdo pode ser derivada da
regido 3’ do gene do gqual a regiao de iniciacado foi obtida ou
de um gene diferente. E conhecido um grande numero de regides
de terminacdo gque se verificou serem satisfatdérias numa
variedade de hospedeiros do mesmo género e espécie ou de
diferentes. A regiao de terminacgao é habitualmente
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seleccionada por conveniéncia em vez de ser por dqualqgquer
propriedade em particular.

Tal como observado acima, uma planta (p.ex., Glicine max
(soja) ou Brassica napus (canola)), um tecido vegetal, milho,
batata, girassol, céartamo ou linho pode ser wutilizado como
hospedeiro ou célula hospedeira, respectivamente, para
expressao da enzima ou enzimas alongases que podem, pPor sua
vez, ser utilizadas na producdo de 4&cidos gordos poli-
insaturados. Mais especificamente, os AGPI desejados podem ser
expressos na semente. 0Os métodos de isolamento de 6leos de
sementes sao conhecidos na arte. Assim, para além de
proporcionar uma fonte de AGPI, os componentes do &leo da
semente podem ser manipulados através da expressdao dos genes
de alongases, bem como talvez genes de dessaturases, para
proporcionar &leos de sementes que possam ser adicionados a
composicdes nutricionais, composigdes farmacéuticas, racgdes
animais e cosméticos. Novamente, um vector gue compreende uma
sequéncia de ADN codificando a alongase operativamente ligada
a um promotor, serda introduzido no tecido vegetal ou na planta
durante um tempo e sob condicgdes suficientes para a expressao
do gene de alongase. 0O vector pode também compreender um ou
mais genes que codifiquem outras enzimas, por exemplo,
A4d—-dessaturase, AS5-dessaturase A6-dessaturase, A8-dessaturase,
A9—-dessaturase, Al0-dessaturase, Al2-dessaturase,
Al3-dessaturase, Al5-dessaturase, Al7-dessaturase e/ou
Al9-dessaturase. 0O tecido vegetal ou planta pode produzir o
substrato relevante (p.ex., DGLA, GLA, STA, AA, ADA, EPA,
20:4n-3, etc.) sobre o qual as enzimas actuam ou pode ser
introduzido um vector codificando enzimas que produzam tais
substratos no tecido vegetal, célula vegetal, planta ou célula
hospedeira de interesse. Adicionalmente, o substrato pode ser
vaporizado sobre tecidos vegetais que expressem as enzimas
apropriadas. Utilizando estas varias técnicas, pode-se
produzir AGPI (p.ex., acidos gordos insaturados n-6 tais como
DGLA, AA ou ADA, ou acidos gordos n-3 tais como EPA ou DHA)
através da utilizacdo de uma célula vegetal, tecido vegetal,
planta, ou célula hospedeira de interesse. Deve também
notar-se que o presente invento engloba também uma planta
transgénica compreendendo o vector acima descrito, em que a
expressao da sequéncia nucleotidica do vector resulta na
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producdo de um &acido gordo poli-insaturado, por exemplo, nas
sementes da planta transgénica.

Os substratos que podem ser produzidos pela célula
hospedeira naturalmente ou transgenicamente, bem como as
enzimas que podem ser codificadas pelas sequéncias de ADN
presentes no vector, dque ¢é subsequentemente introduzido na
célula hospedeira, sao mostrados na Figura 1.

Tendo em vista o de cima, o presente 1invento engloba
também um método de producdo de uma das enzimas alongases
descritas acima compreendendo os passos de: 1) isolamento da
sequéncia nucleotidica desejada do ADNc da alongase; 2)
construgcdao de um vector compreendendo a referida sequéncia
nucleotidica; e 3) introducdao do referido vector numa célula
hospedeira durante um tempo e sob condigdes suficientes para a
produgdo da enzima alongase.

O presente invento engloba também um método de producgao
de &4cidos gordos poli-insaturados compreendendo a exposicdo de
um acido a alongase ou alongases produzidas tal como acima de
modo que a alongase converta o dacido num &acido gordo poli-
insaturado. Por exemplo, quando o GLA é exposto a alongase, é
convertido em DGLA. O DGLA pode entdo ser exposto a Ab-
dessaturase que converte o DGLA em AA. O AA pode entdo ser
convertido em EPA através da utilizacdo da Al7-dessaturase que
pode ser, por sua vez, convertido em DHA através da utilizacao
da alongase e uma Ad-dessaturase. Alternativamente, pode ser
utilizada alongase para converter 18:4n-3 em 20:4n-3 que pode
ser exposto a Ab-dessaturase e convertido em EPA. A alongase
pode também ser utilizada para converter 18:3n-3 em 20:3n-3,
que pode ser, por sua vez, convertido em 20:4n-3 através de
uma A8-dessaturase. Assim, a alongase pode ser utilizada na
producao de 4&acidos gordos poli-insaturados que, por sua vez,
podem ser utilizados para determinados fins benéficos. (Ver
Figura 1 para uma ilustracdo dos muitos papéis criticos que a
alongase tem em varias vias biossintéticas).

Utilizacbdes do Gene da Alongase e da Enzima Codificada por Ele

Tal como observado acima, os ADNc de alongase isolados e
as correspondentes enzimas alongases (ou polipéptidos
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purificados) codificadas por eles tém muitas utilizacdes. Por
exemplo, <cada ADNc e a correspondente enzima podem ser
utilizados indirectamente ou directamente na producao de
dcidos gordos poli-insaturados, por exemplo, DGLA, AA, ADA,
20:4n-3 ou EPA. ("Directamente" pretende englobar a situacéao
em que a enzima converte directamente o dcido noutro acido, o
tltimo dos quais ¢ wutilizado numa composicdo (p.ex., a
conversadao de GLA em DGLA)). “Indirectamente” pretende englobar
a situacdo em que um acido gordo € convertido noutro &acido
gordo (i.e., um intermedidrio da wvia) através da alongase
(p.ex., GLA em DGLA) e depolis o ultimo 4&cido gordo ¢é
convertido noutro 4&cido gordo através da utilizacdo de uma
enzima nao alongase (p.ex., DGLA em AA através da
Ab5-dessaturase). Estes &cidos gordos poli-insaturados (i.e.,
0s produzidos directamente ou indirectamente através da
actividade da enzima alongase) podem ser adicionados, por
exemplo, a composicdes nutricionais, composicdes
farmacéuticas, cosméticos e racgdes animais, todos os quais séo
englobados pelo presente invento. Estas wutilizagdes estao
descritas, em detalhe, abaixo.

Composicdes Nutricionais

Uma das wutilizacgdes do 4dcido gordo poli-insaturado
produzido de acordo com os métodos do presente invento inclui
composicdes nutricionais. Tais composicdes, para fins do
presente invento, incluem qualguer alimento ou preparacao para
consumo humano incluindo para consumo entérico ou parentérico,
que quando tomado pelo corpo (a) serve para alimentar ou
construir tecidos ou fornecer energia e/ou (b) mantém,
restaura ou suporta o estado nutricional ou a funcao
metabdlica adequada.

A composigdo nutricional compreende pelo menos um 6leo ou
dcido produzido através da utilizacdo de pelo menos uma enzima
alongase, produzida utilizando o respectivo gene de alongase,
e pode estar numa forma sdélida ou liquida. Adicionalmente, a
composicdo pode incluir macronutrientes ediveis, vitaminas e
minerais em qguantidades desejadas para uma determinada
utilizacao. A quantidade de tais ingredientes variara
dependendo de se a composicao é pretendida para utilizacdo com
bebés e criancgas normais e sauddveis ou adultos possuindo
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necessidades especiais tais como as gque acompanham certas
condicgdes metabdlicas (p.ex., disturbios metabdlicos).

Exemplos de macronutrientes que podem ser adicionados a
composigcdo incluem mas nao se limitam a gorduras ediveis,
hidratos de carbono e proteinas. Exemplos de tais gorduras
ediveis incluem mas nao se limitam a &éleo de coco, déleo de
soja e mono e diglicéridos. Exemplos de tais hidratos de
carbono incluem mas nado se limitam a glicose, lactose edivel e
amido hidrolisado. Adicionalmente, exemplos de proteinas que
podem ser utilizadas na composicdo nutricional do presente
invento incluem mas ndo se limitam a proteinas de soja, soro
do leite electrodialisado, leite magro electrodialisado, soro
do leite ou os hidrolisados destas proteinas.

Em relacdo as vitaminas e minerais, pode ser adicionado
as composicbes nutricionais o seguinte: cédlcio, fésforo,
potédssio, sdédio, cloreto, magnésio, manganés, ferro, cobre,
zinco; selénio, iodo e Vitaminas A, E, D, C e complexo B.
Outras vitaminas e minerais como estes podem também ser
adicionados.

Os componentes utilizados nas composicgdes nutricionais
serdao de origem semi-purificada ou purificada. Por semi-
purificado ou purificado entenda-se um material que foi
preparado através de purificacdo de um material natural ou
através de sintese.

Exemplos de composigdes nutricionais incluem mas nao se
limitam a férmulas infantis, suplementos dietéticos,
substitutos dietéticos e composicdes de re-hidratacéao.
Composigdes nutricionais de particular interesse incluem mas
ndo se limitam as wutilizadas para suplementacdo entérica e
parentérica de bebés, fdédrmulas infantis especiais, suplementos
para 1dosos e suplementos para pessoas com dificuldades
gastrointestinais e/ou mal-absorcgéo.

A composicdo nutricional pode também ser adicionada a
comida mesmo quando ndo é necessadria suplementacdo da dieta.
Por exemplo, a composicdo pode ser adicionada a comida de
qualgquer tipo incluindo mas nao se limitando a margarinas,
manteigas modificadas, queijos, leite, iogurte, chocolate,
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doces, aperitivos, 6leos de saladas, 6leos de cozinha,
gorduras de cozinha, carnes, peixe e bebidas.

Numa concretizacao preferida, a composicdo nutricional é
um produto nutricional entérico, de preferéncia um produto
nutricional entérico de adultos ou pedidtrico. Esta composicédo
pode ser administrada a adultos ou criancgas sofrendo de stress
ou possuindo necessidades especiais devido a estados de doenca
crdénica ou aguda. A composicao pode compreender, para além de
dcidos gordos poli-insaturados produzidos de acordo com o
presente 1invento, macronutrientes, vitaminas e minerais tal
como descrito acima. Os macronutrientes podem estar presentes
em quantidades equivalentes as presentes no leite humano ou

numa base energética, i.e., com base nas calorias.

Os métodos para formulacdao de fdérmulas nutricionais
entéricas e parentéricas ligquidas ou sdélidas sdo bem
conhecidos na arte (ver também os Exemplos abaixo).

A férmula entérica, por exemplo, pode ser esterilizada e
subsequentemente utilizada numa base de pronta-a-dar (RTF) ou
armazenada num liguido ou pd concentrado. O pd pode ser
preparado através de liofilizacdao da férmula preparada tal
como indicado acima e reconstituindo-a através de re-
hidratagdo do concentrado. As férmulas de adulto e pedidtricas
sdo bem conhecidas na arte e estao comercialmente disponiveis
(p.ex., Similac®, Ensure®, Jevity® e Alimentum® em Ross
Products Division, Abbott Laboratories, Columbus, Ohio). Um
6leo ou acido gordo produzido de acordo com o presente invento
pode ser adicionado a qualquer uma destas fdérmulas.

A densidade energética das composicdes nutricionais do
presente 1invento, quando na forma ligquida, podem variar de
cerca de 0,6 Kcal a cerca de 3 Kcal por ml. Quando na forma
sélida ou em pd, o0s suplementos nutricionais podem conter de
cerca de 1,2 a mais de 9 Kcal por grama, de preferéncia de
cerca de 3 a 7 Kcal por g. Em geral, a osmolalidade de um
produto liquido deve ser inferior a 700 mOsm e, de
preferéncia, inferior a 660 mOsm.

A  férmula nutricional pode incluir macronutrientes,
vitaminas e minerais, tal como observado acima, para além dos
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AGPI produzidos de acordo com o presente invento. A presenca
destes componentes adicionais ajuda o individuo a ingerir os
requisitos minimos didrios destes elementos. Para além de
proporcionar AGPI, pode também ser desejado adicionar a
composicdo zinco, cobre, acido fdlico e antioxidantes. Cré-se
que esta substdncia reforce um sistema imunitdrio sob stress e
proporcionard por essa razdo mais beneficios ao individuo que
receba a composicdo. Uma composicdao farmacéutica pode também
ser suplementada com estes elementos.

A composigdo nutricional compreende, para além de
antioxidantes e pelo menos um AGPI, uma fonte de hidratos de
carbono em que pelo menos 5% do peso do hidrato de carbono é
oligossacdrido nado digerivel. A composicdo nutricional pode
adicionalmente compreender proteina, taurina e carnitina.

Tal como observado acima, os AGPI produzidos de acordo
com O presente invento, ou derivados destes, podem ser
adicionados a um substituto ou suplemento dietético,
particularmente uma férmula infantil, para pacientes sujeitos
a alimentacdo intravenosa ou para prevengao ou tratamento de
mal-nutricdo ou outras condig¢des ou estados de doenca. Como
antecedente, deve notar-se que o leite materno humano tem um
perfil de 4&acidos gordos compreendendo de cerca de 0,15% a
cerca de 0,36% como DHA, de cerca de 0,03% a cerca de 0,13%
como EPA, de cerca 0,30% a cerca de 0,88% como AA, de cerca de
0,22% a cerca de 0,67% como DGLA e de cerca de 0,27% a cerca
de 1,04% como GLA. Assim, 4&acidos gordos como DGLA, AA, EPA
e/ou acido docosa-hexaendico (DHA), produzidos de acordo com o
presente invento, podem ser utilizados para alterar, por
exemplo, a composicdo de fdérmulas infantis para melhor
replicar o teor de AGPI do leite materno humano ou para
alterar a presenga dos AGPI normalmente verificados no leite
de um mamifero ndo humano. Em particular, uma composicao para
utilizar num suplemento farmacoldégico ou alimentar,
particularmente um substituto do leite materno humano ou
suplemento, compreenderd de preferéncia um ou mais de AA, DGLA
e GLA. De maior preferéncia, a mistura de &leos compreenderad
de cerca de 0,3 a 30% de AA, de cerca de 0,2 a 30% de DGLA,
e/ou de cerca de 0,2 a cerca de 30% de GLA.
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As composigdes nutricionais parentéricas compreendendo de
cerca 2 a cerca de 30 por cento do peso de 4acidos gordos
calculado como triglicéridos sdo um exemplo de utilizacdes dos
dcidos poli-insaturados do presente invento. A composicéo
preferida tem cerca de 1 a cerca de 25 por cento do peso da
composicao total de AGPI como GLA (Patente U.S. N.° 5196198).
Outras vitaminas, particularmente vitaminas soluveis em
gordura tais como vitamina A, D, E e L-carnitina podem ser
opcionalmente incluidas. Quando desejado, pode ser adicionado
um conservante tal como alfa-tocoferol numa quantidade de
cerca de 0,1% do peso.

Adicionalmente, as proporcgdes de AA, DGLA e GLA podem ser
adaptadas para uma determinada dada utilizacao final. Quando
formulada como suplemento ou substituto do leite materno, seré
proporcionada uma composicdao que compreende um ou mais de AA,
DGLA e GLA numa proporgao de cerca de 1:19:30 a cerca de
6:1:0,2, respectivamente. Por exemplo, o leite materno dos
animais pode variar nas proporgdes de AA:DGLA:GLA variando de
1:19:30 a 6:1:0,2, gue inclui proporcgdes intermédias que sao
de preferéncia cerca de 1:1:1, 1:2:1, 1:1:4. Quando produzidos
juntos numa célula hospedeira, pode ser utilizado o
ajustamento da taxa e percentagem de conversao de um substrato
precursor tal como GLA e DGLA em AA para controlar de modo
preciso as proporgdes dos AGPI. Por exemplo, pode ser
utilizada uma taxa de conversao de 5% a 10% de DGLA para AA
para produzir uma proporcado de AA para DGLA de cerca de 1:19,
enquanto pode ser utilizada uma taxa de conversao de cerca de
75% a 80% para produzir uma proporcao de AA para DGLA de cerca
de 6:1. Por essa razao, tanto num sistema de cultura de
células como num animal hospedeiro, a regulacdo do momento, da
extensdo e da especificidade da expressao da alongase, bem
como da expressao de outras dessaturases, pode ser utilizada
para modular os niveis e as proporcgdes de AGPI. Os AGPI/&cidos
produzidos de acordo com o presente invento (p.ex., AA e DGLA)
podem entdo ser combinados com outros AGPI/&cidos (p.ex., GLA)
nas concentracdes e proporcdes desejadas.

Adicionalmente, o0os AGPI produzidos de acordo <com O
presente invento ou as células hospedeiras contendo-os podem
também ser utilizados como suplementos alimentares de animais
para alterar a composicdo de acidos gordos de um tecido ou do
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leite de um animal para um mais desejdvel para consumo humano
ou animal.

Composigdes Farmacéuticas

Outra utilizacdo dos &cidos poli-insaturados do presente
invento ¢é na producdo de uma composicdo farmacéutica
compreendendo um ou mais dos 4acidos gordos e/ou Oleos
resultantes produzidos utilizando pelo menos um dos ADNc de
alongase (i.e., MAELO, GLELO, HSELOl ou CEELO), de acordo com
os método agqui descritos. Mais especificamente, uma tal
composicao farmacéutica pode compreender um ou mais dos acidos
e/ou O6leos bem como um transportador, adjuvante ou veiculo
padrao, bem conhecido, nao toéxico e farmaceuticamente
aceitdvel tal como, por exemplo, solucdo salina tamponada com
fosfato, &gua, etanol, polidis, odéleos vegetals, um agente
humidificante ou wuma emulsdao tal como uma emulsao de
dgua/d6leo. A composicdo pode estar numa forma liguida ou
s6lida. Por exemplo, a composicao pode estar na forma de um
comprimido, céapsula, liquido ou pd ingerivel, injectdvel, ou
unguento ou creme tépico. A fluidez apropriada pode ser
mantida, por exemplo, através da manutencdo do tamanho de
particula requerido no caso de dispersdes e através da
utilizagdo de tensioactivos. Pode também ser desejavel incluir
agentes isotdénicos, por exemplo, acucares, cloreto de sdédio e
semelhantes. Para além de tais diluentes inertes, a composicéao
pode também incluir adjuvantes, tais como agentes
humidificantes, agentes emulsionantes e de suspensao, agentes
adocantes, agentes aromatizantes e agentes perfumantes.

As suspensdes, para além dos compostos activos, podem
compreender agentes de suspensao tais como, por exemplo,
dlcooils de isostearilo etoxilados, sorbitol de polioxietileno
e ésteres de sorbitano, celulose microcristalina, meta-—
hidréxido de aluminio, bentonite, &Agar-agar e goma adragante
ou misturas destas substéncias.

Formas de dosagem sdélidas tais como comprimidos e
cdpsulas podem ser preparadas utilizando técnicas bem
conhecidas na arte. Por exemplo, os AGPI produzidos de acordo
com O presente invento podem ser comprimidos com bases de
comprimidos convencionais tais como lactose, sacarose e amido
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de milho em combinacdo com aglomerantes tais como goma-
ardbica, amido de milho ou gelatina, agentes desintegrantes
tais como amido de batata ou acido alginico e um lubrificante
tal como acido estedrico ou estearato de magnésio. As cdapsulas
podem ser preparadas através da incorporacgao destes
excipientes numa capsula de gelatina juntamente com
antioxidantes e o AGPI ou AGPI relevantes. O0Os componentes
antioxidantes e AGPI devem estar dentro das linhas

orientadoras apresentadas acima.

Para administracdo intravenosa, os AGPI produzidos de
acordo com o presente invento ou derivados destes podem ser
incorporados em formulagdes comerciais tais como Intralipids’.
O perfil plasmdtico tipico normal de 4&acidos gordos de um
adulto compreende 6,64 a 9,46% de AA, 1,45 a 3,11% de DGLA e
0,02 a 0,08% de GLA. Estes AGPI ou 0S sSeuUs precursores
metabdlicos podem ser administrados sozinhos ou em combinacgédo
com outros AGPI para alcancar um perfil de &cidos gordos
normal num paciente. Quando desejado, 0S componentes
individuais das formulacgdes podem ser proporcionados
individualmente, na forma de estojo, para uma Unica utilizacéao
ou multipla. Uma dosagem tipica de um determinado &acido gordo
é¢ de 0,1 mg a 20 g (até 100 g) diariamente e de preferéncia de
10 mg a 1, 2, 5 ou 10 g diariamente.

As possiveis vias de administracdo das composicdes
farmacéuticas do presente invento incluem, por exemplo,
entérica (p.ex., oral ou rectal) e parentérica. Por exemplo,
uma preparacao liquida pode ser administrada, por exemplo,
oralmente ou rectalmente. Adicionalmente, pode ser
completamente dispersa uma mistura homogénea em &agua,
misturada sob condicgdes estéreis com diluentes, conservantes,
tampdes ou propulsores fisiologicamente aceitdvels para formar

um vapor ou inalante.

A via de administracdo dependerd, como € claro, do efeito
desejado. Por exemplo, se a composicao estiver a ser utilizada
para tratar pele &aspera, seca ou envelhecida, para tratar pele
ferida ou queimada, ou para tratar pele ou cabelo afectado por
uma doenca ou condicdo, pode talvez ser aplicada topicamente.
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A dosagem da composicdo a administrar ao paciente pode
ser determinada por um vulgar perito na arte e depende de
varios factores tais como o peso do paciente, a idade do
paciente, o estado imunitdrio do paciente, etc.

Em relacdo a forma, a composicdo pode ser, por exemplo,
uma solugdo, uma dispersao, uma suspensao, uma emulsdo ou um
pd estéril que € entdo reconstituido.

As composig¢bes farmacéuticas e/ou nutricionais de cima
sdo Uteis no tratamento de varios disturbios. Em particular,
estas composigdes podem ser utilizadas para tratar restenose
apdés angioplastia. Para além disso, sintomas de inflamacao,
artrite reumatdide, asma e psoriase podem também ser tratados
com estas composicgdes. Provas indicam também que os AGPI podem
estar envolvidos no metabolismo do cédlcio; assim, as
composicbes podem, talvez, ser utilizadas no tratamento ou
prevencadao de osteoporose e de pedras renais ou do tracto

urindrio.

Adicionalmente, estas composicdes podem também ser
utilizadas no tratamento de cancro. Mostrou-se que as células
malignas tém composicdes em acidos gordos alteradas.
Mostrou-se que a adicdo de 4Acidos gordos torna o seu
crescimento mails lento, causa morte celular e aumenta a sua
susceptibilidade a agentes guimioterapéuticos. Para além
disso, as composicdes do presente invento podem também ser

Uteis para tratamento de caquexia associada a cancro.

Estas composicdes podem ser wutilizadas para tratar
diabetes (ver Patente U.S. N.° 4826877 e Horrobin et al., Am,.
J. Clin. Nutr. Vol. 57(Supl.) 73238-737S). Foram demonstrados
metabolismo e composicdo de &acidos gordos alterados em animais
diabéticos.

Para além disso, estas composicdes, compreendendo AGPI
produzidos directamente ou indirectamente através da
utilizacdo da enzima ou enzimas alongases, podem também ser
utilizadas no tratamento de eczema, na redugdo da pressao
sanguinea e no melhoramento dos valores matemdticos dos
exames. Adicionalmente, estas composicgdes podem ser utilizadas
na inibicéao da agregacao de plagquetas, inducao de
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vasodilatacdo, reducdo nos niveis de colesterol, inibicdo da
proliferacdo de tecido de musculo liso e tecido fibroso na
parede dos vasos (Brenner et al., Adv. Exp. Med. Siol., Vol.
83: p. 85-101, 1976), reducao ou prevencao de hemorragia
gastrointestinal e de outros efeitos secunddrios dos farmacos
anti-inflamatérios nao esterdides (ver Patente U.S. N.°
4666701), ©prevencao ou tratamento de endometriose e de
sindroma pré-menstrual (ver Patente U.S. N.° 4758592) e
tratamento de encefalomielite midlgica e de fadiga crénica
apds infecgdes virails (ver Patente U.S. N.° 5116871).

Outras utilizacdes das composigdes incluem a utilizacéo
no tratamento de SIDA, esclerose maltipla e distarbios
inflamatérios da pele, bem como para manutencdao da saude
geral.

Adicionalmente, esta composicao pode ser utilizada para
fins cosméticos. Pode ser adicionada a composicgdes cosméticas
preexistentes de modo a que seja formada uma mistura ou pode
ser utilizada como uma Unica composicao.

Aplicagdes Veterindrias

Deve notar—-se que as composicdes farmacéuticas e
nutricionais acima descritas podem ser utilizadas em
associacdo com animais (i.e., domésticos ou nao domésticos),
bem como com humanos, uma vez gue o0s animais experimentam
muitas das mesmas necessidades e condigdes que os humanos. Por
exemplo, o &leo ou é&cidos do presente invento podem ser
utilizados em suplementos de racdes animais, substitutos de
ragdes animais, vitaminas animais ou em unguentos tdpicos
animais.

O presente 1invento pode ser ilustrado através da
utilizacgao dos seguintes exemplos ndo limitantes:

Exemplo I

Determinacdo da Utilizacdo de Coddes em Mortierella alpina

A extremidade 5’ de 1000 clones de ADNc aleatdrios foi
sequenciada a partir de uma biblioteca de ADNc de Mortierella

alpina. As sequéncias foram traduzidas em seis enquadramentos
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de leitura utilizando GCG (Genetics Computer Group (Madison,
Wisconsin)) com o algoritmo FastA (Pearson e Lipman, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444-2448, 1988) para pesqguisar
semelhancas entre uma sequéncia desconhecida e um grupo de
sequéncias do mesmo tipo (dcido nucleico ou proteina),
especificamente com a base de dados Swissprot (GeneBio,
Genebra, Suiga). Muitos dos clones foram identificados como um
gene putativo do metabolismo celular (“housekeeping’”) com base
na homologia da sequéncia proteica com genes conhecidos. Vinte
e uma sequéncias de ADNc de M. alpina que coincidiram com
genes “housekeeping” conhecidos na base de dados foram
seleccionadas (ver Tabela 1 abaixo). A tabela dos coddes
tendenciais de M. alpina (ver Tabela 2) foli gerada com base
nestas 21 sequéncias bem como nas sequéncias inteiras da
Ab—-dessaturase (ver Figura 18), A6—-dessaturase e
Al2-dessaturase de M. alpina. Uma vez que o alinhamento FastA
entre a proteina putativa codificada pela sequéncia de ADNc de
M. alpina e a sequéncia proteica conhecida era fraco nalgumas
dreas, apenas foram utilizados os coddes das areas de forte

homologia.
Tabela 1

N.° do Coincidéncia n.° n.°
Clone de pb de aa
193 Factor de alongamento l-alfa 426 142
143 Proteina ribossdémica 6035 L17 417 139
235 Actina I 360 120
299 Proteina ribossémica 40S YS11l 387 129
390 Proteina relacionada com Ras rab-la 342 114
65 Proteina ribossémica 40S RP10 366 122
289 Enzima de conjugacgédo com ubiquitina E2-16 KD 294 98
151 Ubigquinol-citocromo C-redutase 375 125
80 Factor de iniciacao 5A-2 183 61l
33 Proteina ribossémica 60S L15 252 84
132 Proteina ribossdémica 60S L3-2 300 100
198 Histona H3 285 95
286 6-Fosfogluconato-desidrogenase, descarboxilante 363 121
283 Proteina ribossémica 40S S22 261 87

127 Factor de alongamento 2 231 77
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197 Actina, gama 252 84
496 Proteina ribossdémica 403 S16 270 90
336 Histona H4 219 73
262 Ubiquitina 228 76
188 Proteina semelhante & subunidade beta da 213 71

proteina de ligacgdo ao nucledétido guanina

81 Ubiquitina 228 76
21 TOTAL 6252 2084
Tabela 2
Aminodcido Codéo % Aminodcido Codéao %

Preferencial utilizada Preferencial utilizada

Ala GCC 63% Lys AAG 96%
Arg CGC 50% Met ATG 100%
Asn AAC 97% Phe TTC 78%
Asp GAC 65% Pro CccC 68%
Cys TGC 87% Ser TCC 46%
Gln CAG 78% Thr ACC 78%
Glu GAG 85% Trp TGG 100%
Gly GGT 47% Tyr TAC 95%
His CAC 91% Val GIC 72%
Ile ATC 12% Stop TAA 50%
Leu CTC 49%

Exemplo II

Clonagem de um ADNc Inteiro Semelhante a Alongase de M. alpina

A pB-cetoacil-coenzima A-sintetase (KCS) de Jjojoba e a
alongase de Saccharomyces cerevisiae (ELO2) foram alinhadas
para determinar uma 4drea de homologia de aminodcidos (ver
Figura 2). O coddo preferencial foi aplicado na 4&rea da
sequéncia correspondente aos aminocdcidos homdélogos entre as
duas alongases, e foram desenhados iniciadores com base nesta
sequéncia preferencial (ver Figura 3). O ADNc foi excisado da
biblioteca de ADNc de M. alpina M11 (Knutzon et al., J. Biol.
Chem. 273: 29360-29366, 1998), que contém aproximadamente
6x10° clones com um tamanho de insercdo médio de 1,1 Kb. O
ADNc excisado foi amplificado com o iniciador interno RO0O339
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(5'-TTG GAG AGG AGG AAG CGA CCA CCG AAG ATG ATG-3’) e um
iniciador directo no wvector RO317 (5’-CAC ACA GGA AAC AGC TAT
GAC CAT GAT TAC G-3’). A reaccao em cadeia da polimerase (PCR)
foi realizada num volume de 100 pl contendo: 300 ng de
biblioteca de ADNc de M. alpina excisada, 50 pmol de cada
iniciador, 10 pl de tampao 10x, 1 pl de Mistura de Nucledtidos
de PCR 10 mM (Boehringer Mannheim Corp., Indianapolis, IN) e
1,0 U de Polimerase Tag. As condicdes dos ciclos térmicos em
Perkin Elmer 9600 (Norwalk, CT) foram como se segue: 94°C
durante 2 minutos, depois 30 ciclos de 94°C durante 1 min.,
58°C durante 2 min. e 72°C durante 3 min. A PCR foi seguida
por uma extensdo adicional a 72°C durante 7 minutos.

O produto de PCR amplificado foi corrido num gel e o
fragmento amplificado de aproximadamente 360 pb foi purificado
em gel e o fragmento isolado foi directamente sequenciado
utilizando um sequenciador de ADN ABI 373A (Perkin Elmer,
Foster City, CA). O pacote de andlise de sequéncias de GCG foi
utilizado para comparar a sequéncia obtida com sequéncias
conhecidas. A sequéncia foi traduzida em todos os seis
enquadramentos de leitura no Programa de Andlise de GCG
utilizando o algoritmo FastA (Pearson e Lipman, supra). A base
de dados Swissprot (GeneBio, Genebra, Suica) de proteinas foi
pesguisada. Este fragmento de ADNc traduzido foi identificado
como parte de uma alongase putativa com base na homologia da
sequéncia ©proteica putativa com a ELO2 de S. cerevisiae
(GNS1), possuindo 41,3% de identidade em 63 aminodacidos.

Novos iniciadores foram desenhados com base na sequéncia
de alongase putativa e a sequéncia do vector, pzZLl (Life
Technologies, Inc., Gaithersburg, MD) utilizado para construir
a biblioteca de ADNc de M. alpina. A biblioteca de ADNc
excisado de M. alpina foi novamente amplificada por PCR
utilizando os iniciadores R0350 (5’-CAT CTC ATG GAT CCG CCA
TGG CCG CCG CAA TCT TG-3'), ao qual foi adicionado um local de
restricdo BamHI (sublinhado), e o iniciador inverso do vector
R0352 (5'-ACG CGT ACG TAA AGC TTG-3’) para isolar o ADNc da
alongase de M. alpina inteiro, utilizando as condigdes
anteriormente descritas. Os terminais do fragmento de PCR
amplificado de aproximadamente 1,5 kb foram preenchidos com
ADN-polimerase T4 (Boehringer Mannheim Corp., Indianapolis,
IN) para criar extremidades <cegas e clonado no vector
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pPCR-blunt (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA). Isto resultou em
dois clones, pRAE-1 e pRAE-2 (ver Figura 4A). (O ADN
plasmidico pRAE-2 foi depositado na American Type Culture
Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-
2209, a 28 de Agosto de 1998, sob os termos do tratado de
Budapeste e foi de acordo com o numero de depdsito ATCC
203166) . Os ADNc de alongases destes vectores foram cortados
como um fragmento EcoRI e clonados no vector pYX242 digerido
com FEcoRI (Novagen, Madison, WI). Os clones pRAE-5 e pRAE-6
(ver Figura 4B) tém os ADNc de alongases de pRAE-1 e pRAE-2,
respectivamente. (O ADN plasmidico pRAE-5 foi depositado na
American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard,
Manassas, Virginia 20110-2209, a 28 de Agosto de 1998, sob os
termos do Tratado de Budapeste, e foi-lhe atribuido o numero
de depdsito 203167). A sequenciacao de pRAE-5 e pRAE-6 revelou
que a regido 5’ nao traduzida do gene de alongase em pRAE-5 é
16 pb mais curta que em pRAE-6 (ver Figura 5). A sequéncia do
ADNc da alongase de M. alpina completa, designada MAELO foi
obtida a partir de pRAE-2 (ver Figura 6). A Figura 7 é a
sequéncia de aminodcidos obtida a partir da traducdo de MAELO.
A Dbase de dados Swissprot (GeneBRio, Genebra, Suica) foi
novamente pesquisada, tal como anteriormente descrito, com a
MAFELO traduzida: MAELO tem uma identidade de 44,3% em 317
aminodcidos com GNS1(ELO2) de S. cerevisiae e 44,7% de
identidade em 318 aminodcidos com SUR4 (EL03) de S. cerevisiae.
O alinhamento FastA entre as trés alongases € mostrado na
Figura 8. Ao nivel nucleotidico (ver Figura 9), MAELO tem uma
identidade de 57,4% em 549 pb sobreponiveis com GNS1(EL02) de
S. cerevisiae (N.° de Acesso GenBank 8S78624). No entanto, a
identidade entre o gene MAELO completo de 954 pb e GNS1(ELO2)
de S. cerevisiae € de 33,0%.

Exemplo TIT

Expressao de ADNc de Alongase de M. alpina em Fermento de

Padeiro

As construgdes pRAE-5 e pRAE-6 foram transformadas em
S. cerevisiae 334 (Hoveland et al., Gene 83: 57-64, 1989) e
pesquisadas quanto a actividade de alongase. O plasmideo
PCGN7875 (Calgene LLC, Davis, CA) contendo o gene de KCS de
jojoba no vector pYES2 (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) foi
utilizado como controlo positivo. O substrato utilizado para
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detectar actividade de alongase na alongase de M. alpina
(MAELO) foi GLA e em KCS de jojoba foi &cido oleico (OA). A
estirpe de controlo negativo foi S. cerevisiae 334 contendo o
vector pY¥X242. As culturas foram criadas durante 40-48 horas a
25°C, em meio selectivo (Ausubel et al., “Short Protocols in
Molecular Biology”, Cap. 13, pag. 3-5, 1992), na presenca de
um determinado substrato. A expressadao do gene KCS de jojoba
clonado em pYES2 estava sob o controlo do promotor GALl,
enquanto o promotor em p¥YX242 é TP1l, gque é constitutivo. Deste
modo, as culturas de 334(pCGN7875) e 334(pYES2) foram
induzidas com galactose. A andlise de GC-FAME da fraccéo
lipidica de cada sedimento celular foi efectuada tal como
anteriormente descrito (Knutzon et al., supra).

Os resultados da actividade de alongase de diferentes
experiéncias sao proporcionados na Figura 10A e 10B. A KCS de
jojoba alonga &acidos gordos mono-insaturados de cadeia longa
18:1n-9 a 20:1n-9. A homologia de aminodcidos entre a alongase
de M. alpina (MAELO) e as ELO2 e ELO3 de S. cerevisiae sugeriu
que as proteinas codificadas por estes genes podem ter uma
especificidade de substrato semelhante. A actividade da
alongase de M. alpina, alongamento (MAELO) de &cidos gordos
mono-insaturados e saturados de cadeia longa, € observada na
conversao de 18:1n-9 em 20:1n-9 e também na sintese de 24:0. A
estirpe de controlo, 334(pYX242) tem muito pouca ou nenhuma
quantidade detectdvel de 20:1 e 24:0 (ver Figura 10A). A
alongase de M. alpina (MAELO) também actua pelo menos num
AGPI, convertendo 18:3n-6(GLA) em 20:3n-6(DGLA). A percentagem
de 20:3n-6 nos lipidos totais é maior na estirpe 334 (pRAE-5) e
334 (pRAE-6) com o ADNc da alongase de M. alpina (MAELO) gquando
comparada com a do controlo 334 (pYX242). As percentagens de
20:3n-6 produzidas foram de 0,092% para 334 (p¥X242) vs. 0,324%
para 334(pRAE-5) e 0,269% para 334(pRAE-6) (mostrado entre
paréntesis nas Figuras 10A e 10B). Esta diferencga no perfil de
dcidos gordos ¢é também observada na quantidade total de
20:3n-6 produzida. Apenas 0,226 ng de 20:3n-6 foram produzidos
por 334 (pYX242) enquanto que 334 (pRAE-5) e 334 (pRAE-06)
produziram 2,504 npg de 20:3n-6 e 1,006 pg de 20:3n-6,
respectivamente. Também, gquando nao é adicionado substrato, o
nivel de 20:3n-6 ndo é detectavel.
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Uma vez gerado 20:3n-6 ©pela alongase de M. alpina
(MAELO), a Ab-dessaturase pode converté-lo em AA no sistema de
expressao desejado. Para testar esta hipdtese, as construcgdes
PRAE-5 e pCGR-4 (um plasmideo contendo Ab5-dessaturase) foram
co-transformados em S. cerevisiae 334 e pesquisados quanto a
producao de AA. O substrato utilizado foi GLA (18:3n-6) 25 uM.
Se a alongase de M. alpina (MAELO) for activa em levedura,
entdo o substrato sera convertido em DGLA (20:3n-6), que a
AS5-dessaturase converterd em AA (20:4n-6). 0Os resultados da
Figura 11 confirmam a produgdo de AA e por essa razao, a
actividade da alongase de M. alpina (MAELO).

A expressao da A5-dessaturase, Ab-dessaturase e
Al2-dessaturase, em levedura, Jjuntamente com a alongase, deve
resultar na produgao de AA (ver Figura 1) sem necessidade de
um fornecimento exdgeno de acidos gordos.

Exemplo IV

Uma Comparacao da Expressao do ADNc da Alongase de M. alpina

MAELO com a Alongase ELO2 de S. cerevisiae em Fermento de

Padeiro

O gene ELO2 codificando para a alongase de levedura foi
clonado a partir de uma biblioteca gendmica de S. cerevisiae
(Origene, Rockville, MD) wutilizando os iniciadores R0514
(5"-GGC TAT GGA TCC ATG AAT TCA CTC GTIT ACT CAA TAT G-37) e
RO515 (5’'-CCT GCC AAG CTIT TTA CCT TTT TICT TCT GTIG TTIG AG-3')
incorporando os locais de restricdo (sublinhados) BamHI e
HindIII (respectivamente). O gene ELO2 foi clonado no vector
PYX242 nos locais BamHI e HindIII, designado PRELO,
transformado no hospedeiro 334 de S. cerevisiae (Hoveland et
al., supra) e pesquisado quanto a actividade de alongase de
AGPI. O plasmideo vector foi utilizado como controlo negativo
e foi c¢riada 334(pRAE-5) para comparar a actividade de
alongase de AGPI. As culturas foram criadas tal como
anteriormente descrito sem galactose no meio e foi adicionado
GLA 25 puM como substrato. A Figura 12 mostra que a quantidade
de 20:3n-6 ou DGLA produzida (alongado a partir 18:3n-6 ou
GLA) por 334(pRAE-5) era aproximadamente 4 vezes a do controlo
negativo contendo o vector inalterado p¥X242, enquanto que oS
dois clones individuais 334(pRELO-1) e 334(pRELO-2) foram
apenas duas vezes o controlo negativo. Adicionalmente, quando
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o DGLA produzido é expresso como uma percentagem dos lipidos
totais (mostrado entre paréntesis, Figura 12), os clones
334 (pRELO-1) e 334 (pRELO-2) produziram 0,153% e 0,2% de DGLA,
respectivamente, enquanto que 334 (pYX242) produziu 0,185% de
DGLA. Deste modo todas estas estirpes produziram percentagens
comparaveis de DGLA. A estirpe 334(pRAE-5), no entanto,
produziu 0,279% de DGLA, um aumento de 50,8% em relacgcdao a
334 (pYX242) (controlo negativo). Estes dados mostram que o
gene ELO2 da alongase de S. cerevisiae, mesmo quando sobre-
expresso em levedura, nao alonga eficazmente GLA até DGLA. A
actividade de alongase de AGPI de M. alpina é especifica para
esta conversdo tal como evidenciado pela maior quantidade de
DGLA produzida em comparag¢ado com o controlo, 334 (pYX242).

Exemplo V

Identificagcdo de Alongases a Partir de QOutras Fontes
Utilizando MAELO

O algoritmo TFastA (Pearson e Lipman, supra) € utilizado
para pesquisar semelhancas entre uma sequéncia peptidica de
busca e a sequéncia de ADN na base de dados traduzida em cada
um dos seis enquadramentos de leitura. A MAELO traduzida foi
utilizada como busca para uma pesquisa TFastA em GCG com a
base de dados GenkEMBL (6/98) de GCG para identificar outras
potenciais sequéncias de alongases com base nas suas
comparagdes de semelhanca de aminoacidos com a MAELO
traduzida. Por exemplo, nas Figuras 13 e 14, sao mostrados
dois alinhamentos entre as tradugdes de duas sequéncias
diferentes de (. elegans do cromossoma III e MAELO. A
sequéncia de ADN de C. elegans (numero de acesso GenBank
7268749) foi anotada como denotando semelhanc¢a com GNS1 (ELOZ2),
enquanto a sequéncia de ADN de C. elegans adicional (numero de
acesso GenBank U61954) foi anotada como semelhante tanto a
GNS1 como a SUR4 (ELO3). Estes sao fragmentos de ADN
processados nos quais os intrdes foram removidos da sequéncia
gendmica, e os exdes montados e traduzidos. A quantidade de
identidade de aminodcidos entre as alongases putativas de AGPI
de C. elegans e a MAELO traduzida estd a volta de 30%. Isto
apontaria para uma funcdo comum no metabolismo dos &cidos
gordos, p.ex., uma alongase de AGPI. A Figura 15 é outro
exemplo de uma sequéncia de C(C. elegans traduzida (numero de
acesso GenBank AF003134) do cromossoma III. Foi identificada
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uma sequéncia de ADN gque tinha homologia com o ADN para a ELOZ2
de S. cerevisiae. Outras inspecgdes desta sequéncia de ADN e
da sua traducdo em aminodcidos determinou que havia homologia
com a MAELO traduzida. C. elegans, pode, portanto, conter uma
alongase de AGPI.

A Figura 16 mostra os alinhamentos das sequéncias de ADN
traduzidas de ratinho e humano, respectivamente, com a MAELO
traduzida. A sequéncia de ratinho CIG30, numero de acesso
GenBank U97107, foi isolada a partir de tecido adiposo
castanho e relatada como sendo “semelhante a proteina SUR4 de
levedura”. Tal como mostrado na Figura 16, os aminoacidos
numerados de 130 a 152 na traducdo de U97107 contém um elevado
grau de semelhanca com a MAELO traduzida. A sequéncia humana,
numero de acesso GenBank AC004050, do cromossoma 4 era de uma
HTGS (“High Throughput Genome Sequence’). Nao houve anotacdes
contidas nesta sequéncia. No entanto, a AC004050 traduzida
tinha 28,7% de identidade em 150 aminodcidos com a MAELO
traduzida. Este fragmento génico podia ser um fragmento de uma
alongase de AGPI humana com base na sua semelhanca de
aminodcidos com a MAELO traduzida.

A Figura 17 mostra o alinhamento de aminodcidos da MAELO
traduzida com uma sequéncia de mamifero (numero de acesso
GenBank 105465, PCT n.° WO 88/07577) que reivindica que a
proteina derivada da expressdo desta sequéncia é¢ um factor de
inibigcdo da glicosilacado. Significando as identidades de
aminodcidos entre as duas proteinas gque podia haver uma funcéo
aparentada, tal como actividade de alongase de AGPI.

Estes exemplos de outras sequéncias de ADN traduzidas e a
sua homologia com a MAELO traduzida ilustram que gqualguer um
dos exemplos de cima podia potencialmente ser uma alongase de
AGPI. Estes exemplos nao sao inclusivos de todas as possiveis
alongases. No entanto, a wutilizacdo de MAELO ou da sua
traducdo em aminodcidos como busca para pesquisas de bases de
dados pode identificar outros genes que tenham actividades de
alongase de AGPI.
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Exemplo VI

Pesquisa da Biblioteca de ADNc de M. alpina Utilizando um

Método de Hibridacgao de Placas

Num esforco para 1solar genes de alongases de AGPI
adicionais de M. alpina, foi utilizado um método de hibridacéo
de placas convencional para pesquisar uma biblioteca de ADNc
de M. alpina feita num vector lambda. A sonda de ADN foi
gerada com base na sequéncia nucleotidica de MAELO e foi
utilizada para pesquisar a biblioteca de ADNc de M. alpina
M7+8 feita num vector AZiplox (Knutzon et al., J. Biol. Chem.
273: 29360-29366, 1998).

Para fazer a sonda de ADN para pesquisar a biblioteca, o
ADNc de MAELO foi digerido com as endonucleases de restricao
Nspl e Pvul. Trés pequenos fragmentos de ADN, com um tamanho
médio de aproximadamente 300 pb, foram produzidos e utilizados
como sondas. O racional para a utilizacdao de uma mistura de
ADNc de MAELO fragmentado baseou-se na assuncgao de que poderia
haver uma regido ou dominio comum na sequéncia de aminodcidos
que fosse conservada entre as varias alongases de AGPI
presentes em M. alpina. Utilizando sondas de ADN de MAELO, a
biblioteca de ADNc foili pesquisada através de uma técnica de
hibridagdao de placas de acordo <com um protocolo padrao
(Sambrook et al., “Molecular Cloning”, 2@ Ed., Cold Spring
Harbor, 1989).

Resumidamente, 50000 clones primdrios foram plagueados e
transferidos para membranas de nylon. As membranas foram
desnaturadas e hibridadas com sondas de ADN de MAELO marcadas
com alfa-’?P-dCTP de um dia para o outro no tampao de
hibridagao que continha formamida a 20%, PVP a 0,2%, BSA,
Ficoll, SDS a 0,1% e NaCl 0,5 M. Os filtros foram lavados com
SSC 0,5x a 37°C e expostos a pelicula de raios X para
autorradiografia. Este procedimento foi repetido trés vezes.
Quatro clones (designados como F1, F2, F3, e F4) que
hibridaram repetidamente foram apanhados e suspensos em tampao
SM (Sambrook et al., supra) contendo DMSO a 7%.

0 maior enquadramento de leitura aberto de cada candidato
foi subclonado no vector de expressao de levedura p¥YX242
(Novagen, Inc., Madison, Wisconsin). Os clones de ADNc Fl e F3
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foram subclonados em pYX242 no local EcoRI engquanto F2 e F4
foram subclonados nos locais NcoIl/HindIITI. 0 pYX242
recombinante contendo cada candidato foi transformado em SC334
(Hoveland et al., supra) para expressao em levedura. Para
determinar a actividade de alongase, bem como a especificidade
do substrato, SC334 contendo um clone de ADNc cada fol criada
em meio minimo sem leucina na presenga de 25 pM de substrato
GLA tal como descrito no Exemplo III. A andlise dos &acidos
gordos foi efectuada tal como descrito em Knutzon et al. (J.
Biol. Chem. 273:29360-29366, 1998). Os resultados indicam que
nenhum destes quatro clones de ADNc mostrou qgualquer
actividade significativa na conversdo de GLA em DGLA. Assim, a
abordagem de hibridacdo pareceu nao ter sido bem sucedida na
identificacdo de mais alongases de AGPI.

Exemplo VII

Construgcao de uma Biblioteca de Expressdo de ADNc Directa de

M. alpina em Levedura

Para identificar genes de alongases de AGPI diferentes de
MAELO, foi tomada uma abordagem diferente para pesquisar a
biblioteca de ADNc de M. alpina. Em particular, uma vez dque O
fermento de padeiro é incapaz de produzir AGPI de cadeia longa
devido a auséncia das respectivas dessaturases e alongases,
foi feita uma tentativa para construir uma biblioteca de ADNc
de expressao de M. alpina em Saccharomyces cerevisiae. O
vector pYES2 (Novagen, Inc., Madison, Wisconsin), contendo o
promotor GALL, foi escolhido para a expressao da biblioteca de
ADNc em S. cerevisiae.

O modo convencional através do qual uma biblioteca de
ADNc é feita (i.e., transformacdo de uma mistura de ADN ligado
ADNc/vector em células hospedeiras) € dificil em levedura
porque a eficiéncia de transformacgdo através de electroporacao
directa da mistura de ADN ligado € muito baixa em comparacao
com a eficiéncia de ADN plasmidico super-enrolado purificado.
No entanto, a principal vantagem deste método ¢é evitar a
amplificacdo de clones primdrios qgue acontece quando a
biblioteca ¢é feita em E. coli como intermedidria. Devido a
limitacdo no numero de coldénias a pesquisar, foi decidido
optimizar primeiro a eficiéncia de transformacadao em diferentes

estirpes de S. cerevisiae utilizando uma mistura 1ligada de
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ADNc/vector. Os melhores resultados foram obtidos com um
rendimento de 4-5x10° transformantes por pg de ADN ligado na
estirpe de S. cerevisiae SC334 (Hoveland et al., supra).

Para fazer uma biblioteca de expressao de ADNc de
M. alpina em levedura o ARN total foi isolado do fungo. O
fungo M. alpina (nUmero ATCC 32221) foi plaqueado em A&agar de
farinha de milho (Difco Laboratories, Detroit, MI) e criado a
temperatura ambiente durante 3-4 dias. Uma vez visivel o
crescimento do fungo, este foi inoculado em 50 ml de caldo de
dextrose de Dbatata e agitado a temperatura ambiente muito
lentamente para formular esporos. Uma vez visiveis os esporos,
a cultura de 50 ml foi inoculada numa cultura de 1 litro de
dextrose de Dbatata, e 08 esporos foram <criados durante
72 horas. Apdés filtracao através de gaze estéril, as células
foram imediatamente congeladas em azoto liquido para futura
extracgcdo de ARN. O ARN total foi preparado a partir de 36 g
de sedimento celular utilizando o método de extraccao de fenol
quente/LiCl (Sambrook et al., supra). 0s sedimentos celulares
foram homogeneizados numa solucao de EDTA 10 mM, SDS 1% e
acetato de sdédio 200 mM, pH 4,8. Foram adicionados fenol e
cloroférmio aos homogenatos e a camada aquosa foi extraida. A
camada aquosa foi extraida de novo uma ou mais vezes com fenol
e cloroférmio. Depois, foi adicionado um volume igual de
cloreto de litio 4 M. As amostras foram precipitadas em etanol
em gelo durante 3 horas e os sedimentos foram obtidos através
de centrifugacdao. 0Os sedimentos foram lavados com etanol a 70%
e ressuspensos em Aagua tratada com DEPC. O ARN total foi
quantificado através de espectrofotometria e visualizado
através de electroforese em gel de agarose para confirmar a
presenca das bandas ribossdémicas 28S e 183. Foram obtidos
aproximadamente 15 mg de ARN total a partir de 36 gramas de

sedimento celular.

A biblioteca foi construida de acordo com o protocolo
padradao (Sambrook et al., *“Molecular Cloning”, 22 Ed. Cold
Spring Harbor, 1989). O ARN mensageiro foi preparado a partir
do ARN total utilizando purificacdo por afinidade em celulose
oligo dT. O ARN mensageiro foi transcrito de forma reversa com
iniciador oligo dT contendo um local de restrigcao Xhol
utilizando a transcritase reversa AMV. Apds a sintese da
primeira cadeia de ADNc, a segunda cadeia de ADNc foi
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sintetizada através da adicdao da ADN-polimerase de E. coli,
ADN-ligase de E. coli e ARNase H.

O adaptador EcoRI foi ligado no ADNc terminado de forma
cega através da ADN-ligase T4. A amostra de ADNc foi
fosforilada utilizando a polinucledétido-quinase de T4 e
digerida com XhoI, diluida com tampdao de coluna e passada
através de uma coluna Sephacryl S$-400. As amostras de ADN
foram eluidas através de tampadao de elevada salinidade. As
amostras contendo ADN de 400-5000 pb foram reunidas e
utilizadas para ligacdo num vector pYES2 (Invitrogen Corp.,
Carlsbad, CA). O ADNc foi ligado no vector pYES2 digerido com
EcoRI/Xhol wutilizando ADN-ligase de T4. Foil realizada uma
reacgdo de ligagdo em grande escala uma vez que é necessaria
uma grande gquantidade de ADN ligado (2-3 ug) na transformacao
directa de levedura.

Para transformar células de levedura directamente com a
mistura ligada de ADNc/pYES2, foram preparadas células
competentes SC334 utilizando o método TRAFO de LiAc (Gietz et
al., Mol. Cell. Biol. 5: 255-269, 1995). Resumidamente,
cultura fresca de SC334 da placa foi inoculada em 50 ml de
meio YPD. A cultura foi criada a 30°C com agitacdao até a DO a
600 ter alcancado 1,0. Trinta ml deste material inicial foram
inoculados em 300 ml de meio ligquido YPD e incubados com
agitacao até o numero de células da cultura alcancar =~ 3-
5x10° células/ml (aproximadamente 3-4 h). As células foram
colhidas e lavadas com A&agua estéril. O sedimento celular
inteiro foi ressuspenso em 1,5 ml de TE/LiAc 1x preparado de
fresco (LiAc 0,1 M). Estas células foram utilizadas
imediatamente para as transformacdes.

Setecentos e cinquenta microlitros de células SC334
competentes foram divididos em aliquotas em tubos Falcon de
15 ml. Aproximadamente 2 pg de ADN ligado ADNc/pYES2 foram
adicionados as células Jjuntamente com ADN transportador e
misturados suavemente. Trés mililitros de PEG a 40%/LiAc
estéril foram adicionados as células e misturados suavemente
mas profundamente. As células foram incubadas a 30°C durante
30 min. com agitacdao e subsequentemente foi-lhes dado um
choque térmico a 42°C durante 15 min. As células foram
arrefecidas, sedimentadas e ressuspensas em 5 ml de TE 1x. Uma
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aliquota de 100 pl das células de cima foi plagueada sobre
cinquenta placas de 4&gar selectivas de 150 mm sem uracilo
(Ausubel et al., supra) e incubadas a 30°C durante 3 dias. Foi
obtido um total de 8x10° clones primdarios. Foram reunidas
cinco coldénias em 1 ml de meio minimo sem uracilo (Ausubel et
al., supra) e foi adicionado glicerol para preparar reservas.
Foi feito um total de 5000 bancos para pesquisa.

Exemplo VIII

Pesquisa MAD (M. alpina Directa) em Levedura

A qgualidade da biblioteca foi analisada através da
determinacdao do tamanho médio dos ADNc na biblioteca. Uma vez
que a pesquisa da biblioteca foi baseada na expressao do ADNc,
era importante determinar o tamanho médio do ADNc presente na
biblioteca. A biblioteca de expressadao contendo os ADNc mais
longos seria a escolha mais apropriada para isolar ADNc
inteiros de interesse. Para este fim, foram plagqueados bancos
seleccionados de modo aleatdrio sobre placas de agar
selectivas, tal como descrito no Exemplo VII, para obter
colénias individuais. Foram apanhadas aleatoriamente quarenta
colénias diferentes e cada coldénia foi inoculada em 5 ml de
meio ligquido selectivo sem wuracilo (tal como descrito no
Exemplo VII) e criada ao mesmo tempo gue se agitava, durante
24 horas a 30°C. O ADN plasmidico foi extraido destas coldnias
através do método de agitacdao de contas (Hoffman et al., Gene
57: 267, 1987) adaptado como segue:

Os sedimentos de 5 ml de cultura foram lisados em 0,5 ml
de uma solucdo de NaCl 100 mM, Tris 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM e
SDS a 0,1%. Contas de vidro de 0,5 mm estéreis em volume igual
foram adicionadas e manualmente agitadas em vértice durante
3 minutos. Foram adicionados duzentos microlitros do mesmo
tampao e a mistura foi sujeita a vértice durante mais um
minuto. As amostras foram centrifugadas a alta velocidade
durante 2 minutos e o extracto citoplasmatico foi entao
transferido para um tubo novo. Foi adicionado a amostra um
volume igual de fenol/CHC1s, sujeitou-se a vortice e
centrifugou-se novamente durante 2 minutos. A camada agquosa
foi novamente extraida duas vezes e precipitada com acetato de
s6édio 0,3 M e aproximadamente 2,5 volumes de etanol durante
30 minutos a -20°C. Os precipitados foram lavados com etanol a
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70% e ressuspensos em 4agua. Para eliminar ARN e qualquer
contaminagcdo proteica, 0s ADN plasmidicos isolados de
40 amostras diferentes foram ainda purificados wutilizando o
QIAprep Spin Miniprep Kit de acordo com o protocolo do
fabricante (Qiagen Inc., Valencia, CA). As amostras de ADN
plasmidico foram entdo restringidas com as endonucleases de
restri¢cdo EcoRI e Xhol para libertar o fragmento de ADNc, e ©
digerido foi analisado em gel de agarose a 1%. 0s resultados
indicam que a maioria dos ADNc da biblioteca directa variaram
em comprimento de 0,8 kb a 1,5 kb.

Para pesquisar a biblioteca, as reservas glicerol foram
descongeladas e foram adicionados aproximadamente 0,5 ml de
meio liquido selectivo sem uracilo (Ausubel et al., supra) e
criadas a 30°C durante 24 horas. A cultura foi entéo
transferida para 50 ml de meio liquido selectivo sem uracilo
com galactose a 2% e GLA 25 UM (substrato para a enzima
alongase) durante 24 horas a 25°C com agitacdo. A andlise de
GC-FAME do teor lipidico no sedimento celular de cada cultura
induzida foi efectuada tal como anteriormente descrito
(Knutzon et al., supra). A MAELO (pRAE-5 em pYX242 criada em
meio selectivo sem leucina) foi wutilizada como controlo
positivo em cada corrida. MAELO foi consistentemente capaz de
converter 1,5% de GLA em DGLA (ver Exemplo IIT).

Exemplo IX

Identifica¢do de um ADNc Codificando uma Potencial Alongase de
AGPI

Apds a pesquisa e andlise de aproximadamente 750 bancos
individuais através de andlise GC-FAME, tal como descrito no
Exemplo VIII, um banco de cinco coldbnias (i.e., MAD708)
pareceu ter uma actividade enzimdatica significativa na
conversdao de GLA em DGLA. Verificou-se que esta actividade era
aproximadamente 5 vezes maior que a actividade da alongase de
M. alpina (MAELO) em termos de proporcao DGLA/GLA (Figura 19).
Este banco foi testado novamente sob condigdes de ensaio
idénticas para confirmar as descobertas iniciais. A
experiéncia repetida mostrou uma conversao de 9,5% de GLA em
DGLA e foi novamente cerca de 5 vezes maior que a actividade
de alongase de M. alpina (MAELO). Estes resultados indicam
fortemente que o banco de MAD708 continha um candidato a
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alongase que era especifico para GLA como substrato. Uma vez
que MAD708 era um banco de cinco clones diferentes, foi
necessario 1isolar o clone de ADNc individual que codificava a
actividade de alongase deste banco. Para o fazer, a reserva de
glicerol de MAD708 original foil plaqueada sobre uma placa de
dgar de meio selectivo sem uracilo (Ausubel et al., supra).
Trinta clones individuais foram apanhados e criados em meio
liquido selectivo, sem uracilo com galactose a 2%, tal como
anteriormente descrito no Exemplo VIII, na presencga de GLA. O
sedimento celular obtido a partir de cada cultura foil entéao
sujeito a andlise GC-FAME dos 4&acidos gordos (Knutzon et al.,
supra) Jjuntamente com um controlo positivo de 334 (pRAE-5)
(MAELO em pYX242). A andlise dos &acidos gordos dos 30 clones
individuais a partir do banco de expressao de MAD708 em
levedura revelou que 5 dos 30 clones apresentavam actividade
de alongase na conversdo de GLA em DGLA. Os perfis de A&acidos
gordos dos clones activos MAD708-2, MAD708-10, MAD708-18,
MAD708-19 e MAD708-30 sdao mostrados na Figura 20. Tal como
mostrado nesta Figura, MAD708-2, 10, e 30 produziram a maioria
do DGLA, aproximadamente 25 vezes mais gque MAELO (pRAE-5).
Estes 3 converteram no intervalo de 41% a 49% GLA em DGLA.
Outros clones, MAD708-18 e MAD708-19, converteram 8% e 21% do
GLA em DGLA, respectivamente. Todos os clones MAD708
converteram uma maior percentagem de GLA em DGLA em relacdao a
alongase codificada por MAELO (3,4%).

Exemplo X

Caracterizagado dos ADNc Codificando a Alongase

O ADN plasmidico foi extraido dos clones de levedura
SC334 (banco MAD708) que apresentaram uma actividade de
alongase especifica de GLA significativa através do método de
agitacdo de contas, tal como descrito no Exemplo VIII. Para
determinar o tamanho da insercdo de ADNc, foi efectuada PCR
utilizando cada ADN plasmidico obtido a partir dos clones
positivos para alongase como molde. O iniciador directo RO0541
(5'-GAC TAC TAG CAG CTIG TAA TAC-3’') e o iniciador reverso
R0540 (5’'-GTG AAT GTA AGC GTG ACA TAA-3’) estdao no local de
clonagem multipla do vector pYES2 vector e foram utilizados
para amplificar a insercado de ADNc dentro dos locais EcoRI e
Xhol. A reacgdo de PCR foi efectuada num volume de 50 nl
contendo 4 pl de ADN plasmidico, 50 pmol de cada iniciador,
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5 pl de tampdo 10x, 1 ul de Mistura de Nucledtidos de PCR
10 pM (Boehringer Mannheim Corp., Indianapolis, IN) e 0,5 ul
de polimerase Taqg High Five (Boehringer Mannheim,
Indianapolis, IN). A amplificacdo foi realizada como se segue:
2 min. de desnaturacao a 94°C, depois 94°C durante 1 min, 55°C
durante 2 min., e 72°C durante 3 min. durante 30 ciclos e
7 min. de extensdo a 72°C no final da amplificacdo. A andlise
dos produtos amplificados por PCR num gel de agarose a 1%
mostrou que os tamanhos dos ADNc de alongase eram de cerca de
1,0-1,2 kb. Os ADN plasmidicos, contendo os potenciais ADNc de
alongase, foram designados como pRPB2, pRPB10, pRPB18, pRPB19
e pPRPB30. Uma vez que a biblioteca de ADNc foi feita no vector
PYES2 nos locais EcoRI e XholI, o tamanho do ADNc presente em
cada plasmideo foi ainda confirmado através de digestao dos
plasmideos de cima com EcoRI e Xhol.

Os ADN plasmidicos isolados de levedura foram novamente
amplificados em E. coli para armazenamento a longo prazo dos
clones de ADNc bem como para sequenciacdo do ADN. As células
de FE. coli TOP10 (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) foram
transformadas com os plasmideos recombinantes pRPB de acordo
com o protocolo do fabricante. Os transformantes obtidos a
partir de cada ADN plasmidico foram inoculados em LB contendo
ampicilina (50 Ug/ml) e criados de um dia para o outro a 37°C
com agitacdo. Os ADN plasmidicos foram isolados a partir
destas culturas através da utilizacdo de QIAprep Spin Miniprep
(Qiagen 1Inc., Valencia, CA) de acordo com o protocolo do
fabricante. 0Os ADN plasmidicos ©purificados foram entéo
utilizados para sequenciacgao a partir de ambas as
extremidades 5’ e 3’. A sequenciacdo de ADN foi efectuada
através da utilizacdo de um sequenciador de ADN automdtico
373A Stretch ABI (Perkin Elmer, Foster City, CA) de acordo com
o protocolo do fabricante. Os iniciadores utilizados para
sequenciacao foram o iniciador directo RO541 (5’'-GAT TAC TAG
CAG CTG TAA TAC-3’') e o iniciador reverso R0540 (5’'-GTG AAT
GTA AGC GTG ACA TAA-3’) contidos nos 1locais de clonagem
multipla o vector pYES2. As sequéncias nucleotidicas obtidas
foram transferidas para o programa de suporte légico
Sequencher (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI) para
andlise. A andlise da sequéncia de ADN revelou que todos os
cinco ADNc de alongase continham a sequéncia nucleotidica
idéntica a uma sobreposicdo comum de 301 nucledtidos. Cada
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sequéncia de ADN contém um putativo local de inicio no comeco
da extremidade 5’ e um codado de terminag¢do com uma cauda poli-
A no final do local 3’. Para confirmar melhor a sequéncia de
ADN, os iniciadores directos internos R0728 (5'-GAG ACT TTIG
AGC GGT TCG-3') e RO730 (5’-TCT CTG CTG CGT TGA ACT CG-37),
juntamente com os iniciadores reversos R0O729 (5’-AAA GCT CTT
GAC CTC GAA C-3’) e R0O731 (5'-AAC TTG ATG AAC GAC ACG TG-3")
foram desenhados dentro do ADNc e utilizados para sequenciacéao
de pRPB2, uma vez que este candidato possuia a actividade de
alongase mais elevada. A sequéncia nucleotidica inteira foi
analisada através do programa Sequencher (Figura 21) e o maior
enquadramento de leitura aberto deduzido da sequéncia de ADNc
inteira de pRPB2 pareceu ter 957 pb de comprimento (Figura
22). 0O enquadramento de leitura aberto deduzido foi entéao
traduzido na sequéncia de aminodcidos correspondente e a
sequéncia prevista ¢é mostrada na Figura 23. A alongase
codificada pelo ADNc (pRPB2) identificado a ©partir de
M. alpina ©parece ser uma proteina de 318 aminodcido de
comprimento que é quase idéntica em tamanho a MAELO traduzida.
Este novo ADNc de alongase foi designado como “GLELO” e a sua
proteina codificada foi designada “alongase de GLA".

O ADN plasmidico pRPB2 foi depositado na American Type
Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas,
Virginia 20110-2209 a 22 de Julho de 1999 sob os termos do
Tratado de Budapeste. Foi-lhe atribuido o depdsito ATCC n.°
PTA-402.

Exemplo XI

Caracterizacdo Bioquimica da Alongase de GLA (GLELO)

A. Confirmagdo da Actividade de Alongase de GLA

Para confirmar melhor a actividade da alongase de GLA
codificada pelo plasmideo recombinante pRPB2, a pesquisa da
actividade de alongase foi repetida no clone de levedura SC334
contendo o plasmideo pRPB2. Esta experiéncia foi também
conduzida para assegurar uma extraccdo de lipidos consistente
e para detectar a actividade de alongase de GLA através do
cdlculo da média de quatro experiéncias independentes. A
reserva em glicerol de S. cerevisiae 334 contendo pRPB2 foi
plaqueada em placas de 4&dgar de meio minimo sem wuracilo.
Coldénias individuais foram apanhadas aleatoriamente e criadas
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em meio minimo sem uracilo, tal como descrito no Exemplo VIII.
As qguatro culturas independentes foram combinadas e uma
aliquota de 5 ml foi wutilizada como indéculo para gquatro
culturas de 50 ml separadas. As culturas foram entdo criadas
na presencga de GLA e foram sujeitas a andlise de acidos gordos
juntamente com um controlo negativo de S. cerevisiae 334
contendo pYESZ2, tal como descrito no Exemplo VIII. A
actividade de alongase média de quatro culturas independentes
de 334 (pRPB2) com 25 pM de GLA é mostrada na Figura 24. A
actividade de alongase de GLA de cada uma das quatro amostras
independentes de 334 (pRPBR2) pareceu ser consistente com uma
conversao média de 62% de GLA em DGLA.

B. Determinacdo da Especificidade do Substrato de GLELO para a
Alongase de GLA

Para analisar a especificidade de substrato da alongase
de GLA, a cultura de 334 (pRPB2) foi testada com diferentes
substratos de &cidos gordos para além de GLA (p.ex., SA(18:0),
OA(18:1), LA(18:2n-6), AA(20:4n-6), ADA(22:4n-6), ALA(18:3n-
3), STA(18:4n-3) e EPA(20:5n-3). Sob condigdes de ensaio
idénticas, o Unico outro substrato wutilizado pela enzima
alongase foi STA, um acido gordo da via n-3. A alongase de GLA
foi capaz de converter 73% de STA em 20:4n-3 (Figura 25).
Destas experiéncias, pode-se concluir que a alongase de GLA
tem especificidade de substrato tanto para GLA como para STA,
indicando que possui actividade de alongase tanto na via n-6
como na n-3.

C. Co-expressao dos Genes de GLELO e da AS5-Dessaturase

Faingicos em Levedura

Uma vez produzido DGLA (20:3n-6) através da alongase de
GLA, a Ab-dessaturase pode converté-lo em AA (20:4n-6) num
sistema de co-expressao desejado. Este esquema, tal como
representado na Figura 1, pode ser testado através da co-
transformagcdo de S. cerevisiae 334 com os plasmideos pRPB2 e
PRPE31 (o plasmideo recombinante p¥X242 contendo um ADNc de
Ab-dessaturase (Figura 18) clonado no local EcoRI. As culturas
de levedura co-transformadas foram suplementadas com GLA 25 uM
e analisadas quanto a sintese de AA. Se ambas as enzimas
alongase e Ab-dessaturase forem expressas, O substrato GLA
serd convertido em DGLA, que serd entdo convertido em AA. Os
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resultados da Figura 26A indicam gque a accadao sequencial da
alongase de GLA e da Ab5-dessaturase sobre o substrato GLA
resultou numa conversao média de 27% de GLA em AA. Por essa
razao, a alongase de GLA tem a capacidade de funcionar com
outras enzimas na via sintética de AGPI n-6 para produzir
dcidos gordos desejaveis.

Para determinar se a conversao de cima ¢é também
verdadeira nas vias n-3, foram realizadas as experiéncias de
co-expressao semelhantes na presenca de STA 25 pM. Novamente,
se ambas as enzimas forem expressas, o0 substrato STA seréd
convertido em 20:4n-3 que sera entao convertido em
EPA (20:5n-3) através da AS5-dessaturase. A Figura 26B mostra
os resultados nos quais é observada a produgcao de EPA (aprox.
40%). Uma vez malis, a alongase de GLA demonstra a sua
capacidade para funcionar com a A5-dessaturase na via n-3 para
produzir acidos gordos desejaveis.

Exemplo XII

Comparacao de Sequéncias entre GLELO e OQOutras Alongases

Fangicas

O pacote de andlise de sequéncias de GCG (ver Exemplo I)
foi utilizado para comparar a sequéncia GLELO com sequéncias
proteicas conhecidas. A sequéncia nucleotidica do
enquadramento de leitura aberto de GLELO foi primeiro
traduzida na sequéncia de aminodcidos que foi utilizada como
sequéncia de busca para pesquisar a base de dados Swissprot
(ver Exemplo I) utilizando o algoritmo FastA (ver Exemplo I).
Com base na semelhanca da seqguéncia de aminoacidos, as
melhores coincidéncias foram verificadas com YJT6 de
S. cerevisiae (uma EST com anotagdo desconhecida) com 33,9% de
identidade numa sobreposicdo de 189 aminodcidos, ELO2 de
S. cerevisiae (GNS1) com 25,8% de identidade numa sobreposicao
de 295 aminodcidos e ELO3 de S. cerevisiae (SUR4) com 25,2% de
identidade numa sobreposicdo de 313 aminodcidos. O alinhamento
FastA de GLELO com MAELO mostrou 30,9% de identidade em
275 aminoacidos (Figura 27). O programa Pileup de GCG cria um
alinhamento de multiplas sequéncias a partir de um grupo de
sequéncias aparentadas wutilizando alinhamentos aos pares
progressivos (ver Exemplo I) e foi utilizado com as alongases
descritas acima. Os resultados de Pileup indicam gque existem
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muitas regides conservadas entre as alongases incluindo uma
caixa de histidinas putativa que estd sublinhada (Knutzon et
al., J. Biol. Chem. 273: 29360-29366, 1998) (Figura 28).
Assim, embora GLELO tenha semelhanca com MAELO, a diferenca
nas suas alongases codificadas pode ser presumivelmente devida
a sua preferéncia de substrato. A alongase de GLA pode
converter uma maior percentagem de GLA em DGLA gue a alongase
de M. alpina. Adicionalmente, a expressao de MAELO em
S. cerevisiae mostrou alongamento de dcidos gordos saturados e
mono-insaturados para além do alongamento de GLA até DGLA (ver
Exemplo III).

Exemplo XTIII

Identificacdo de Homdélogos de MAELO de M. alpina em Mamiferos

A sequéncia traduzida de MAELO foi utilizada para
pesquisar a Unified Human Transcript Database de Abbott
Laboratories, 100 Abbott Park Rd., Abbott Park, 1Illinois
60064. Esta base de dados foi pesquisada wutilizando Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et al., Nuc.
Acids Res. 25: 3389-3402, 1997) gque “é& um conjunto de
programas de pesquisa de semelhancas desenhado para explorar
todas as bases de dados de sequéncias disponiveis
independentemente da busca ser uma proteina ou ADN”.
Especificamente foi utilizado o algoritmo tblastn (i.e., uma
pesquisa de Dbusca de proteina numa base de dados de
nucledétidos traduzidos em seis engquadramentos de leitura). As
sequéncias contiguas (CC) na Unified Human Transcript Database
sdo sequéncias de consenso representando grupos de ADNc de
sequéncias etiquetas expressas (EST) derivados do dominio
publico e da base de dados de EST Incyte LIFESEQ (Incyte
Pharmaceuticals, Inc., 3174 Porter Drive, Palo Alto, CA 94304)
que estao agrupados com base numa homologia de sequéncia
definida, e montados com base na sobreposicdao das sequéncias.
Duas sequéncias desta base de dados, CC067284R1 e CC1484548T1
tinham 28% de identidade numa sobreposicdo de 242 aminoacidos
e 28,6% de identidade numa sobreposicdo de 266 aminoacidos,
respectivamente, com a sequéncia MAELO traduzida. As duas
sequéncias derivadas e editadas foram designadas como hsl e
hs2, respectivamente, e copiadas para o pacote de suporte
légico de GCG de andlise de sequéncias (ver Exemplo I). A
sequéncia MAELO traduzida foi alinhada com as sequéncias de
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ADNc traduzidas de HS1 (28,5% de identidade em
242 aminodacidos) e HS2 (28,2% de identidade em

266 aminoacidos) utilizando o algoritmo utilizando o algoritmo
FastA, tal como mostrado nas Figuras 29 e 30, respectivamente.
A  sequéncia nucleotidica do ADNc de HS1 tinha 86,9% de
identidade em 844 pb com a sequéncia nucleotidica I05465 (ver
Exemplo V). A sequéncia de ADNc de HS2 tinha 100% de
identidade com a sequéncia de aminodcidos com o numero de
acesso GenBank W74824 (ver pedido PCT publicado W09839448).

O National Center for Biotechnology Information (NCBI em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) foi utilizado para conduzir
pesquisas de bases de dados utilizando tblastn com a sequéncia
de 28 aminodcidos (DTIFIILRKQKLIFLHWYHHITVLLYSW) traduzida a
partir de AC004050 (uma sequéncia humana i1identificada numa
pesquisa TFastA, ver Exemplo V). Esta sequéncia de aminoédcidos
contém uma caixa de histidinas (sublinhada), gue tem um motivo
anotado de dessaturases (Knutzon et al., supra), e ambas as
alongases de AGPI, MAELO e GLELO (ver Figura 28). Uma
sequéncia de ratinho traduzida mostrada anteriormente no
Exemplo V (numero de acesso GenBank U97107) e uma sequéncia de
C. elegans traduzida (numero de acesso GenBank # U41011)
tiveram as maiores coincidéncias com esta busca de 28
aminocdcidos. A Dbase de dados de EST de ratinho de NCBI foi
pesquisada novamente com tblastn, utilizando U41011 traduzida
como busca. Foi identificada uma sequéncia de ratinho
adicional (numero de acesso GenBank AF014033.1), anotada como
“vutativo envolvimento no alongamento de &acidos gordos”. Trés
sequéncias maiores (nimeros de acesso GenBank AA591034,
AA189549 e AAB839346) foram identificadas através de uma
pesquisa tblastn da base de dados de EST de ratinho com
AF014033.1 traduzida e combinadas numa sequéncia designada
como mm2. O alinhamento FastA (ver Exemplo I) de mm2 e MAELO
traduzidas é mostrado na Figura 31. Outra sequéncia de ratinho
aparentada mas nao idéntica (numero de acesso GenBank
AT225632), foi também identificada numa pesquisa de tblastn da
base de dados de EST de ratinho com AF014033.1. O alinhamento
FastA da AI225632 com MAELO traduzidas € mostrado na
Figura 32. A percentagem de identidade para ambas MM2 e
AT225632 traduzidas com a MAELO traduzida ¢é de 30,4% numa
sobreposicdo de 191 e 115 aminodcidos, respectivamente. O
nivel de identidade de aminodcidos com a MAELO traduzida com
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estas duas sequéncias de ratinho traduzidas identifica-as como
putativos homélogos das alongases de AGPI.

Exemplo XIV

Identificacdo de Homélogos de GLELO de M. alpina em Mamiferos

O algoritmo TFastA, gque compara uma sequéncia proteica
com a sequéncia de ADN da base de dados traduzida em cada um
dos seis enquadramentos de leitura, foi utilizado com GLELO
como busca. A base de dados GenEMBL de GCG foi utilizada para
identificar outras potenciais sequéncias de alongases com base
na sua semelhanca de aminodcidos com a GLELO traduzida.
Verificou-se que trés sequéncias humanas tinham coincidéncias
com a sequéncia de aminocdcidos de GLELO. Estas sequéncias
tinham os numeros de acesso GenBank 1) AI815960, 2) AL034374,
e 3) AC004050. AI815960, uma sequéncia EST de Homo sapiens,
tem 40,3% de identidade numa sobreposicdo de 144 aminoacidos
com a GLELO traduzida (ver Figura 33). Uma regido traduzida da
sequéncia gendémica humana AL034374, derivada do cromossoma VI
tem 46,7% de identidade numa sobreposicdo de 60 aminodcidos
com a GLELO traduzida. Esta regido homdéloga em AL034374
pareceu ser parte da sequéncia de aminodcidos de HS1 que se
mostrou ter homologia com a MAELO traduzida (ver
Exemplo XIII). Por essa razao, a sequéncia de HS1 tem
semelhanca tanto com MAELO (ver Figura 29) como com GLELO (ver
Figura 34). Uma regido traduzida de uma sequéncia gendmica
humana AC004050 do cromossoma IV tem 34,8% de identidade numa
sobreposicdo de 89 aminodcidos com a GLELO traduzida (ver
Figura 35). As identidades de aminodcidos entre GLELO e estas
sequéncias humanas indicam que as proteinas derivadas destas
sequéncias humanas podiam ter uma funcdo aparentada, tal como
actividade de alongase de AGPI.

Para identificar um ADNc de ratinho semelhante a GLELO,
foram efectuadas pesquisas TFastA com a base de dados GenEMBL
utilizando GLELO traduzida como busca. Das pesquisas TFastA,
foram identificadas as trés sequéncias de ratinho com as
maiores coincidéncias com a GLELO traduzida: (numeros de
acesso GenBank 1) AF104033, 2) AI595258, e 3) U97107).
AF104033 estd anotada como “proteina MUEL possuindo alongase
putativa de dcidos gordos com homologia com a ELO3 de levedura
(SUR4)"” e & parte da sequéncia de MM2. A sequéncia de MM2 foi
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inicialmente derivada da sequéncia de ratinho AF104033, mas
sequéncia de MM2 inteira foi finalmente obtida através de mais
pesquisas da base de dados de EST de ratinho e mostrou-se
também que tinha homologia com a MAELO traduzida (ver
Exemplo XIII e Figura 31). Quando esta sequéncia de
aminodcidos de MM2 foi alinhada com a sequéncia GLELO
traduzida wutilizando FasthA, verificou-se uma identidade de
34,6% numa sobreposicdo de 211 aminodacidos (ver Figura 36)
indicando que a MM2 tinha também homologia com GLELO. AI595258
¢ um clone de ADNc de ratinho possuindo semelhanca a 5’ com a
alongase ELO3 de levedura e é parte do ADNc da EST de ratinho
AT225632. Mostrou-se que a sequéncia de ratinho AI225632, que
€ uma sequéncia maior que AI595258, tem semelhanca com a MAELO
traduzida (ver Figura 32). A AI225632 foi também alinhada com
a GLELO traduzida e o alinhamento FastA é mostrado na Figura
37. Verificou-se uma identidade de 35,3% numa sobreposicao de
199 aminodcidos. A terceira sequéncia, U97107, uma sequéncia
de ratinho, foi anotada como “semelhante ao gene de ELO3
(SUR4) de levedura”. O alinhamento FastA da GLELO traduzida
com U97107 ¢é mostrado na Figura 38 onde se verificou uma
identidade de 23,7% numa sobreposicdo de 279 aminoacidos.
Anteriormente, verificou-se que uma regido de U97107 tinha
também um elevado grau de homologia com MAELO com base num
alinhamento FastA (ver Exemplo V e Figura 16).

As pesquisas de cima indicam claramente que foram obtidas
as mesmas Sequéncias humanas e de ratinho através da
utilizacdo de MAELO ou GLELO como busca.

Exemplo XV

Identificacdo de Hombélogos de GLELO e MAELO de M. alpina
Noutros Organismos Produtores de AGPI

A) Caenorhabditis elegans:

Uma sequéncia putativa de aminodcidos deduzida de uma
sequéncia cromossédmica de C. elegans (numero de acesso GenBank
U41011) foi capaz de identificar uma sequéncia parcial contida
na alongase putativa de AGPI MM2 de ratinho gque tem semelhancga
de aminodcidos tanto com a alongase de GLA (GLELO) como com a
alongase de M. alpina (MAELO). Era por 1isso concebivel que
homélogos de C(C. elegans de GLELO ou MAELO pudessem estar
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presentes na base de dados de nematodes. As sequéncias de
aminodcidos putativas derivadas das sequéncias GLELO e MAELO
foram utilizadas como buscas independentemente para pesquisar
as bases de dados do nematode. Uma pesquisa BLAST (ver
Exemplo XIII) foi efectuada nas bases de dados wormpepl6
(blastp compara uma sequéncia de aminodcidos de busca contra
uma base de dados de sequéncias nucleotidicas) e wormpep
16¢cDNA (tblastn) que sao proteinas previstas e ADNc obtidos a
partir do projecto de sequenciacao do genoma de C. elegans ou
EST e as suas correspondentes sequéncias de ADNc,
respectivamente. Estes dados das sequéncias foram produzidos
pelo grupo de sequenciacdo de (. elegans, vrealizada em
conjunto com o Sanger Centre and Genome Sequencing Center, e
podem ser obtidos em ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/databases/
wormpep/. Foram identificadas pelo menos sete sequéncias
putativas traduzidas de C. elegans através da sua homologia da
sequéncia de aminodcidos com a sequéncia de aminodcidos
traduzida tanto de GLELO como de MAELO. Os numeros de acesso
GenBank das sequéncias gendmicas contendo os aminodcidos
deduzidos foram identificados como Z19154, U68749 (2 proteinas
deduzidas (F56H11.4 e F56H11.3 (numeros de acesso wormpep)),
U41011, U61954 (2 proteinas deduzidas (F41H10.7 e F41H10.8
(numeros de acesso wormpep)), € 281058. Os sublinhados foram
identificados numa pesquisa anterior utilizando a MAELO
traduzida como busca (ver Exemplo V). Como exemplo, 0sS
alinhamentos de aminodcidos FastA da U68749 (F56H11.4)
traduzida com a GLELO e MAELO traduzidas sao mostrados nas
Figuras 39 e 40. A U68749 (F56H11.4) traduzida tem 25-30% de
identidade com a alongase de M. alpina e a alongase de GLA
numa sobreposicdo de aproximadamente 200 aminocdcidos (ver
Figuras 39 e 40). Para todos os sete putativos ADNc de
C. elegans traduzidos, o0s alinhamentos FastA com a GLELO
traduzida estiveram entre 25-30% de identidade numa
sobreposicdo de 200 aminodcidos, enquanto que a identidade foi
26-34% numa sobreposicdo de pelo menos 188 aminodcidos para a
MAELO traduzida. As semelhancas de alinhamento indicam que a
GLELO ou a MAELO traduzidas podem ser utilizadas para
identificar potenciais genes de (C. elegans com actividade de
alongase.
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B) Drosophila melanogaster:

O ADNc deduzido traduzido da sequéncia gendmica U41011
(C. elegans) tinha a sua maior coincidéncia com uma EST de
Drosophila melanogaster, numero de acesso AIl34173 numa
pesquisa blastn (compara uma sequéncia nucleotidica de busca
contra uma base de dados nucleotidica) da base de dados das
“outras EST” através de NCBI (ver Exemplo XIII) e foi montado
com um fragmento de ADN EST sobreponivel, numero de acesso
ATI517255. O fragmento de ADN traduzido DM1, derivado das duas
sequéncias sobreponiveis foi alinhado com a GLELO traduzida
bem como com a MAELO (ver Figuras 41 e 42) utilizando FastA em
GCG (ver Exemplo I). O0s alinhamentos mostraram 27,2% de
identidade com a alongase de GLA numa sobreposicdo de 206 de
aminodcidos e 30% de identidade com a alongase de M. alpina
numa sobreposicao de 237 aminodcidos. Assim, com base na
semelhanca de aminodcidos, a DMl podia ser um potencial
homdélogo de GLELO ou MAELO possuindo actividade semelhante a
alongase de AGPI. Para além disso, utilizando sequéncias de
ADN de GLELO e MAELO como busca para as pesquisas nas bases de
dados, podem ser identificados homdélogos com actividade de
alongase de AGPI a partir de Drosophila.

Exemplo XVI

Clonagem e Expressao de um Homdélogo de Alongase de AGPI Humano

Muitas potenciais sequéncias de alongases de AGPI foram
identificadas com base nas suas semelhancas de aminodcidos com
a GLELO e/ou MAELO traduzidas. Para determinar as potenciais
actividades de alongase destas sequéncias, o ADNc codificando
a proteina inteira é entdo identificado, clonado e expresso,
tal como demonstrado no presente exemplo.

Os iniciadores RO719 (5'-GGT TCT CCC ATG GAA CAT TTT GAT
GCA TC-3’) e RO720 (5'"-GGT TTC AAA GCT TTG ACT TCA ATC CTT
CCG-3’) foram desenhados com base na sequéncia putativa de
HS1, e utilizados para amplificar o ADNc Marathon-Ready de
figado humano (Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto,
California). A reaccdao em cadeia da polimerase (PCR) foi
realizada num volume de 50 pl contendo: 5 pl de ADNc Marathon-
Ready de figado humano, 50 pmol de cada iniciador, 1 ul de
Mistura de Nucledtidos de PCR 10 mM (Boehringer Mannheim
Corp., Indianapolis, 1IN), 5 pl de tampao 10x e 1,0 U de



EP 1 108 039/PT

62
Mistura de Polimerase Advantage KlenTaqg (Clontech
Laboratories, 1Inc., Palo Alto, CA). As condigdes de ciclo

térmico em Perkin Elmer 9600 (Norwalk, CT) foram como se
segue: 94°C durante 2 min, depois 30 ciclos de 94°C durante
1 min., 58°C durante 2 min e 72°C durante 3 min. A PCR foi
seguida de um ciclo de extensdo adicional a 72°C durante
7 minutos.

O produto de PCR amplificado foi corrido num gel, um
fragmento amplificado de aproximadamente 960 pb foi purificado
em gel, os terminais do fragmento foram preenchidos com ADN-
polimerase T4 (Boehringer Mannheim, Corp., Indianapolis, IN) e
clonados no vector pCR-Blunt (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA)
seguindo o protocolo do fabricante. O novo plasmideo foi
designado pRAE-52 e o putativo ADNc de alongase de AGPI neste
clone foi sequenciado utilizando um ABI 373A Stretch DNA
Sequencer (Perkin Elmer, Foster City, CA). A sequéncia
putativa do ADNc de alongase de AGPI no plasmideo pRAE-52 é
mostrada na Figura 43 e a sequéncia traduzida é mostrada na

Figura 44.

O putativo ADNc de alongase de AGPI do plasmideo pRAE-52
foi entdo digerido com Ncol/HindIII, purificado em gel e
ligado em pYX242 (Ncol/HindIII). O novo plasmideo foi designado
PRAE-58-A1. (O plasmideo 58-A1 foi depositado na American Type
Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, VA
20110-2209 a 19 de Agosto de 1999, sob os termos do Tratados
de Budapeste e foi-lhe atribuido o numero de depdsito __ .)

A construgao pRAE-58-A1 foi transformada em S. cerevisiae
334 (Hoveland et al., supra) e pesquisada quanto a actividade
de alongase. A estirpe de controlo negativo foi S. cerevisiae
334 contendo o vector pYX242. As culturas foram criadas
durante 24 horas a 30°C, em meio selectivo (Ausubel et al.,
supra), na presenca de 25 pM de GLA ou AA. Neste estudo, DGLA
ou é&acido adrénico (ADA, 22:4n-6), respectivamente, foi o
produto previsto da actividade de alongase humana. Quando foi
utilizado GLA como substrato, as células de levedura contendo
o ADNc da alongase humana continham niveis elevados de DGLA em
comparacgao com as células de controlo, 2,75% wvs. 0,09% de
dcidos gordos totails, respectivamente (ver Figura 45). Quando
foi wutilizada AA como substrato, as células de levedura
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contendo o ADNc da alongase humana continham niveis elevados
de ADA em comparagdo com as células de controlo, nenhum
detectado wvs. 1,21% de &acidos gordos totails, respectivamente.
Assim, a alongase humana converte ambos os AGPI com uma cadeia
de 18 e 20 carbonos de comprimento nos seus respectivos acidos
gordos alongados.

As células de levedura contendo o ADNc da alongase humana
tiveram também niveis elevados de 4dcidos gordos mono-—
insaturados incluindo 18:1n-7, 20:1n-7, 20:1n-9 e 18:1n-5, em
comparagao com a estirpe de controlo. Por essa razao, estes
resultados indicam gque a alongase humana identificada é capaz
de utilizar AGPI bem como &acidos gordos mono-insaturados como
substratos. Assim, esta sequéncia humana HSELOl, e a sua
proteina codificada, possuem actividade de alongase
independente da especificidade do substrato.

Exemplo XVII

Clonagem e Expressao de uma Alongase de AGPI de C. elegans

Foram identificadas varias alongases putativas de
C. elegans com homologia de aminodcidos com ambas GLELO e
MAELO traduzidas. Tal como com a sequéncia de ADNc humana, foi
utilizada a clonagem de um ADNC e a expressao em levedura para
determinar se de facto era uma alongase de AGPI. Os
iniciadores R0O738 (5’-AAT CAG GAA TTC ATG GCT CAG CAT CCG CIC
GTT CAA C-3’) e RO739 (5'-CCG CTT GTC GAC TTA GTT GTT CTT CTT
CTT TGG CAC-3’) com os locals de restrigcdo EcoRI e Sall
(sublinhados), respectivamente, foram baseados na sequéncia
putativa de ADNc contida na sequéncia gendmica U68749 (numero
de acesso wormpep do ADNc Fb56H11.4). Foi efectuada uma
amplificacdao por PCR num volume de 100 pl contendo: 250 ng de
ADNC da biblioteca de C. elegans excisado (OriGene
Technologies Inc., Rockville, MD), 50 pmol de cada iniciador,
10 pl de tampao reaccional 10x (Boehringer Mannheim Corp.,
Indianapolis, IN), 1 pl de mistura de Nucledétidos de PCR 10 mM
(Boehringer Mannheim Corp., Indianapolis, IN) e 2,5 U de
polimerase Tag (Boehringer Mannheim Corp., Indianapolis, IN).
As condigdes dos ciclos térmicos num Perkin Elmer 9600
(Norwalk, CT) foram como se segue: 95°C durante 5 min., depois
25 ciclos de 94°C durante 30 seg., 55°C durante 2 min. e 72°C
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durante 2 min. A PCR foi seguida de um ciclo adicional de 72°C
durante 7 minutos.

O produto amplificado por PCR foi purificado num gel de
agarose, cortado com EcoRI e Sall, ligado a p¥X242 (Invitrogen
Corp., Carlsbad, CA) (linearizado com EcoRI e Sall) utilizando
o estojo Rapid Ligation (Boehringer Mannheim Corp.,
Indianapolis, IN), de acordo com o protocolo do fabricante e
transformado em células ToplO de E. coli (Invitrogen Corp.,
Carlsbad, CA). Os novos plasmideos, designados pRET-21 e pRET-
22 (dois clones individuais da ligacao), foram sequenciados
com o 373A Stretch DNA sequencer ABI (Perkin Elmer, Foster
City, CA), e as sequéncias de ADNc eram idénticas. A sequéncia
nucleotidica de ADNc de 867 bases do plasmideo pRET-22
contendo a alongase putativa ¢é mostrada Figura 46 e a
sequéncia traduzida de 288 aminodcidos €& mostrada na
Figura 47. (0 plasmideo pRET-22 foi depositado na American
Type Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas,
VA 20110-2209 a 19 de Agosto de 1999 sob os termos do Tratado
de Budapeste e foi-lhe atribuido o numero de depdsito __ ).

Os plasmideos pRET-21 e pRET-22 foram transformados em
S. cerevisiae 334 tal como anteriormente descrito (ver
Exemplo IIT) e as culturas de levedura resultantes
(334 (pRET-21) e 334(pRET-22) criadas em 100 ml de meio
selectivo sem leucina (Ausubel et al., supra) durante 48 horas
a 20°C na presenca de 50 pM de GLA e AA. Os sedimentos
celulares foram recolhidos e sujeitos a andlise de 4&cidos
gordos e os resultados mostrados na Figura 48. Verificou-se
que DGLA, o produto previsto do alongamento de GLA, era uma
média de 1,79% dos lipidos totais nas duas amostras, versus
0,13% para o controlo negativo (334 contendo o plasmideo
PYX242) indicando gque a enzima codificada tanto por pRET-21
como por PRET-22 possuia actividade de alongase de GLA. A
percentagem de conversdo de GLA em DGLA por 334 (pRET-21) e
334 (pRET-22) foi de 11,1% e 19,4%, respectivamente, com uma
média de 15,25%. Interessantemente, gquase nao foil observado
alongamento de AA ou de qualquer 4&acido gordo enddgeno (Fig.
48). Estes resultados indicam que a alongase codificada por
este ADNc de (. elegans recentemente identificado, CEELOl, é
capaz de alongar especificamente GLA em DGLA, sugerindo que
pode ser um homdélogo de C. elegans da alongase de GLA.
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Exemplo XVIIT

Isolamento de um ADNc de uma Alongase Putativa Humana com Base
na Sequéncia AC004050

Para isolar o ADNc inteiro da alongase putativa com base
na sequéncia AC004050, os iniciadores RP735 (5’-CCT CCT GAA
TTC CAQA CAC TAT TCA GCT TTC-3') e R0O073 (5’'-TAA TAC GAC TCA
CTA TAG GG-3’) foram utilizados para amplificar por PCR o ADNc
Marathon-Ready de figado humano (Clontech Laboratories, Inc.,
Palo Alto, CA). A PCR foi realizada utilizando o estojo de PCR
de ADNc Advantagem (Clontech Laboratories, 1Inc., Palo Alto,
CA) com 5 pl de ADNc Marathon-Ready de figado humano e 50 pmol
de cada iniciador seguindo as instrucgdes do fabricante. As
condigdes dos ciclos térmicos em Perkin Elmer 9600 (Norwalk,
CT) foram como se segue: 94°C durante 2 min, depois 30 ciclos
de 94°C durante 1 min., 58°C durante 2 min. e 72°C durante
3 min. A PCR foi seguida de uma extensao adicional a 72°C
durante 7 min.

O produto de PCR amplificado foi corrido num gel, um
fragmento amplificado de aproximadamente 1 kb foi purificado
em gel, os terminais do fragmento foram preenchidos com ADN-
polimerase T4 (Boehringer Mannheim, Corp., Carlsbad, CA)
seguindo as instrucgdes do fabricante. O novo plasmideo foi
designado como pPRAE-59 e o ADNc da alongase putativa de AGPI
neste plasmideo, designado como HS3, foi sequenciado
utilizando o ABI 373A Stretch Sequencer (Perkin Elmer, Foster
City, CA). A sequéncia de ADNc da alongase putativa de AGPI
HS3 ¢é mostrada na Figura 49, e a sequéncia traduzida ¢é
mostrada na Figura 50.

Composigdes Nutricionais

Os AGPI descritos nas Descricao Detalhada podem ser
utilizados em varios suplementos nutricionais, formulacgdes
infantis, substitutos nutricionais e outras solucgdes
nutricionais.
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I. FORMULAQ@ES INFANTIS
A. Férmula de Soja Isomil® com Ferro:

Utilizacdo: Como bebida para bebés, criancas e adultos
com uma alergia ou sensibilidade a leite de vaca. Um alimento
para pacientes com disturbios para os quais a lactose deve ser
evitada: deficiéncia de lactase, 1intolerdncia a lactose e
galactosemia.

Caracteristicas:

- Isolado de proteinas de soja para evitar sintomas de alergia
ou sensibilidade a leite de vaca;

- Formulacdo sem lactose para evitar diarreia associada a
lactose;

- Baixa osmolalidade (240 mOs/kg de &agua) para reduzir o risco
de diarreia osmética;

- Hidratos de carbono duplos (xarope de milho e sacarose)
concebidos para aumentar a absorcdo de hidratos de carbono e
reduzir o risco de exceder a capacidade de absorcgao do
intestino lesado;

- 1,8 mg de Ferro (como sulfato ferroso) por 100 Calorias para
ajudar a prevenir a deficiéncia em ferro;

— Niveis recomendados de vitaminas e minerais;

- Oleos vegetais para proporcionar os niveis recomendados de
dcidos gordos essenciais;

— Cor branca do leite, consisténcia semelhante a do leite e
aroma agradavel.

Ingredientes: (Pareve) 85% de 4agua, 4,9% de xarope de
milho, 2,6% de acucar (sacarose), 2,1% de O6leo de soja, 1,9%
de isolado de proteinas de soja, 1,4% de &leo de coco, 0,15%
de citrato de célcio, 0,11% de fosfato de calcio tribdsico,
citrato de potassio, fosfato de potdssio monobasico, cloreto
de potdssio, monoglicéridos e diglicéridos, lecitina de soja,
carragenano, acido ascdodrbico, L-metionina, cloreto de
magnésio, fosfato de potédssio dibédsico, cloreto de sdédio,
cloreto de colina, taurina, sulfato ferroso, m-inositol,
acetato de alfa-tocoferilo, sulfato de =zinco, L-carnitina,
niacinamida, pantotenato de calcio, sulfato de cobre,
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palmitato de vitamina A, cloridrato de cloreto de tiamina,
riboflavina, cloridrato de piridoxina, &cido fdélico, sulfato
de manganés, iodeto de potdassio, filoguinona, biotina,

selenito de sdédio, vitamina D3 e cianocobalamina.

B. Féormula de Soja Isomil® DF para Diarreia:

Utilizacao: Como alimentacado de curto prazo para a gestao
dietética da diarreia em criancas e bebés.

Caracteristicas:

- Primeira férmula infantil a conter fibra dietética
adicionada a partir de fibra de soja especificamente para a
gestdao da diarreia;

- Mostrou-se clinicamente que reduz a duracdao da soltura e
das fezes liquidas durante diarreia moderada a grava em
criancas;

- Nutricionalmente completa para preencher as necessidades
nutricionais da crianca;

- Isolado de proteinas de soja com adicdo de L-metionina
preenche ou excede o0s requisitos de uma crianca gquanto a

todos os aminodacidos essencials;

- Formulagcdo sem lactose para evitar diarreia associada a
lactose;

- Baixa osmolalidade (240 mOs/kg de 4&gua) para reduzir o
risco de diarreia osmdtica;

- Hidratos de carbono duplos (xarope de milho e sacarose)
concebidos para aumentar a absorcdo de hidratos de carbono
e reduzir o risco de exceder a capacidade de absorcgdo do
intestino lesado;

- Preenche ou excede 08 niveis de vitaminas e minerais
recomendados pelo Comité de Nutricdo da Academia Americana
de Pediatria e requeridos pelo Infant Formula Act;

- 1,8 mg de ferro (como sulfato ferroso) por 100 Calorias
para ajudar a prevenir a deficiéncia em ferro;

- Oleos vegetais para proporcionar os niveis recomendados de
dcidos gordos essenciais.
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Ingredientes: (Pareve) 86% de 4&gua, 4,8% de xarope de
milho, 2,5% de acucar (sacarose), 2,1% de &6leo de soja, 2,0%
de isoclado de proteinas de soja, 1,4% de 6leo de coco, 0,77%
de fibra de soja, 0,12% de citrato de cdlcio, 0,11% de fosfato
de cédlcio tribdsico, 0,10% de citrato de potédssio, cloreto de
potdssio, fosfato de potdssio monobadsico, monoglicéridos e
diglicéridos, lecitina de soja, carragenano, cloreto de
magnésio, 4acido ascdérbico, L-metionina, fosfato de potéssio
dibasico, <cloreto de sdédio, cloreto de colina, taurina,
sulfato ferroso, m-inositol, acetato de alfa-tocoferilo,
sulfato de =zinco, L-carnitina, niacinamida, pantotenato de
cdlcio, sulfato de cobre, palmitato de vitamina A, cloridrato
de cloreto de tiamina, riboflavina, cloridrato de piridoxina,
acido fdélico, sulfato de manganés, iodeto de potéassio,
filogquinona, Dbiotina, selenito de sdédio, vitamina D3 e
cianocobalamina.

C. Férmula de Soja sem Sacarose Isomil® SF com Ferro:

Utilizacgdao: Como bebida para bebés, criancas e adultos
com uma alergia ou sensibilidade a proteinas do leite de vaca
ou uma intolerdncia a sacarose. Uma alimentacdo para pacientes

com disturbios para os quais a sacarose deve ser evitada.

Caracteristicas:

- Isolado de proteinas de soja para evitar sintomas de
alergia ou sensibilidade a proteinas do leite de vaca;

- Formulagdo sem lactose para evitar diarreia associada a
lactose (a fonte de hidratos de carbono sao Polimeros de
Glicose Polycose®);

- Sem sacarose para O paciente gque ndo consegue tolerar
sacarose;

- Baixa osmolalidade (180 mOs/kg de 4&gua) para reduzir o
risco de diarreia osmdtica;

- 1,8 mg de ferro (como sulfato ferroso) por 100 Calorias
para ajudar a prevenir a deficiéncia em ferro;

— Niveils recomendados de vitaminas e minerais;

- Oleos vegetais para proporcionar os niveis recomendados de
dcidos gordos essenciais;
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— Cor branca do leite, consisténcia semelhante a do leite e
aroma agradavel.

Ingredientes: (Pareve) 75% de 4agua, 11,8% de amido de
milho hidrolisado, 4,1% de &leo de soja, 4,1% de isolado de
proteinas de soja, 2,8% de 6leo de coco, 1,0% de amido de
milho modificado, 0,38% de fosfato de cdlcio tribdsico, 0,17%
de citrato de ©potéassio, 0,13% de <cloreto de ©potéassio,
monoglicéridos e diglicéridos, lecitina de soja, cloreto de
magnésio, &acido ascérbico, L-metionina, carbonato de céalcio,
cloreto de sdédio, cloreto de colina, carragenano, taurina,
sulfato ferroso, m-inositol, acetato de alfa-tocoferilo,
sulfato de =zinco, L-carnitina, niacinamida, pantotenato de
cdlcio, sulfato de cobre, palmitato de vitamina A, cloridrato
de cloreto de tiamina, riboflavina, cloridrato de piridoxina,
dcido fdélico, sulfato de manganés, iodeto de potéassio,
filoguinona, biotina, selenito de sdédio, vitamina D3 e

clanocobalamina.

D. Foéormula de Soja Isomil® 20 com Ferro Pronta a Comer, 20
Cal/fl oz.:

Utilizacdo: Quando é desejada uma alimentacdo de soja.

Ingredientes: (Pareve) 85% de 4agua, 4,9% de xarope de
milho, 2,6% de acucar (sacarose), 2,1% de 6leo de soja, 1,9%
de isolado de proteinas de soja, 1,4% de &leo de coco, 0,15%
de citrato de célcio, 0,11% de fosfato de calcio tribdsico,
citrato de potassio, fosfato de potdssio monobasico, cloreto
de potdssio, monoglicéridos e diglicéridos, lecitina de soja,
carragenano, acido ascdédrbico, L-metionina, cloreto de
magnésio, fosfato de potédssio dibédsico, cloreto de sdédio,
cloreto de colina, taurina, sulfato ferroso, m-inositol,
acetato de alfa-tocoferilo, sulfato de zinco, L-carnitina,
niacinamida, pantotenato de calcio, sulfato de cobre,
palmitato de wvitamina A, cloridrato de cloreto de tiamina,
riboflavina, cloridrato de piridoxina, &cido fdélico, sulfato
de manganés, iodeto de potéassio, filoguinona, biotina,
selenito de sdédio, vitamina D3 e cianocobalamina.
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E. Férmula Infantil Similac®:

Utilizacgédo: Quando €& necessaria uma férmula infantil: se
for tomada a decisdo de descontinuar a amamentacgdo antes da
idade de 1 ano, se for necessario um suplemento a amamentacao
ou como alimentacdo de rotina se nao for adoptada a
amamentacao.

Caracteristicas:

- Proteina de qualidade e quantidade apropriadas para um bom
crescimento; desnaturada pelo calor, o que reduz o risco de
perda de sangue entérica associada ao leite;

- Gordura de uma mistura de ¢leos vegetais (duplamente
homogeneizados), proporcionando &cido 1linoleico essencial
que € facilmente absorvido;

— Hidratos de carbono como lactose em proporcgdo semelhante a
do leite humano;

- Baixa carga de solutos renals para minimizar o stress no
desenvolvimento dos dérgéaos;

- Formas em P¢6, Liquido Concentrado e Pronta a Comer.

Ingredientes: (-D) Agua, leite magro, lactose, 6leo de
soja, 6leo de coco, monoglicéridos e diglicéridos, lecitina de
soja, acido ascédrbico, carragenano, cloreto de colina,
taurina, m-inositol, acetato de alfa-tocoferilo, sulfato de
zinco, niacinamida, sulfato ferroso, pantotenato de calcio,
sulfato de cobre, palmitato de wvitamina A, cloridrato de
cloreto de tiamina, riboflavina, cloridrato de piridoxina,
dcido fdélico, sulfato de manganés, filoguinona, biotina,
selenito de sdédio, vitamina D3 e cianocobalamina.

F. Férmula para Bebés Prematuros Similac® NeoCare com Ferro:

Utilizacdo: Para as necessidades nutricionais especiais
dos bebés prematuros apds alta hospitalar. Similac NeoCare é
uma férmula nutricionalmente completa desenvolvida para
proporcionar aos bebés prematuros calorias, proteina,
vitaminas e minerais extra necessdrios ©para promover O
crescimento acelerado (“catch-up growth”) e suportar o
desenvolvimento.
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Caracteristicas:

- Reduz a necessidade de suplementacadao caldrica e vitaminica.
Mais calorias (22 Cal/fl oz) que as férmulas padrao de
termo (20 Cal/fl oz);

- Mistura de gorduras altamente absorvivel, com triglicéridos
de cadeia média (6leo MCT) para ajudar a preencher as
necessidades digestivas especiais dos bebés prematuros;

- Niveis mais elevados de proteina, vitaminas e minerais por
100 calorias para prolongar o suporte nutricional iniciado
no hospital;

- Mais cdlcio e fdésforo para melhor mineralizacgdo dssea.

Ingredientes: -D Sélidos de xarope de milho, leite magro,
lactose, concentrado de proteinas do soro do leite, &éleo de
soja, Oleo de céartamo de elevado teor oleico, 6éleo de coco
fraccionado (triglicéridos de cadeia média), &éleo de coco,
citrato de potédssio, fosfato de cdlcio tribasico, carbonato de
cdlcio, &cido ascdérbico, cloreto de magnésio, cloreto de
potéssio, cloreto de sédio, taurina, sulfato ferroso,
m—-inositol, cloreto de colina, palmitato de ascorbilo,
L-carnitina, acetato de alfa-tocoferilo, sulfato de =zinco,
niacinamida, tocoferdéis mistos, citrato de sddio, pantotenato
de cédlcio, sulfato de cobre, cloridrato de cloreto de tiamina,
palmitato de vitamina A, betacaroteno, riboflavina, cloridrato
de piridoxina, &cido fdélico, sulfato de manganés, filoguinona,
biotina, selenito de sdédio, vitamina D3 e cianocobalamina.

G. Fortificante do Leite Humano Similac Cuidado Natural Pobre
em Ferro Pronto a Utilizar, 24 Cal/fl oz.:

Utilizacgdo: Concebida para ser misturada com o leite
humano ou para ser dada alternadamente com o leite humano a
bebés com baixo peso a nascenca.

Ingredientes: -D Agua, leite magro, amido de milho
hidrolisado, lactose, &leo de coco fraccionado (triglicéridos
de cadeia média), concentrado de proteinas do soro do leite,
6leo de soja, ©O6leo de coco, fosfato de cédlcio tribésico,
citrato de potassio, cloreto de magnésio, citrato de sddio,
dcido ascédrbico, carbonato de calcio, monoglicéridos e
diglicéridos, lecitina de soja, carragenano, cloreto de
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colina, m-inositol, taurina, niacinamida, L-carnitina, acetato
de alfa-tocoferilo, sulfato de zinco, cloreto de potassio,
pantotenato de célcio, sulfato ferroso, sulfato de cobre,
riboflavina, palmitato de vitamina A, cloridrato de cloreto de
tiamina, cloridrato de piridoxina, Dbiotina, 4&cido fdélico,
sulfato de manganés, filoquinona, vitamina D3, selenito de
sédio e cianocobalamina.

Varios AGPI deste invento podem ser substituidos e/ou
adicionados as fdérmulas de bebés descritas acima e a outras
férmulas de bebés conhecidas dos peritos na arte.

II. FORMULACOES NUTRICIONAIS

A. ENSURE®

-

Utilizacdo: ENSURE é um alimento liquido de baixo residuo
concebido primeiramente como suplemento nutricional oral para
ser utilizado com ou entre as refeigdes ou, em gquantidades
apropriadas, como substituto das refeigdes. ENSURE € isento de
lactose e gluten e ¢é adequado para utilizar em dietas
modificadas, incluindo dietas de baixo colesterol. Embora seja
primeiramente um suplemento oral, pode ser dado através de
tubo.

Condicdes dos Pacientes:

- Para pacientes a dietas modificadas;

- Para pacientes idosos em risco de nutricgao;

- Para pacientes com perda involuntdria de peso;

- Para pacientes a recuperar de doenca ou cirurgia;

— Para pacientes que necessitem de uma dieta de baixo residuo.

Ingredientes: -D Agua, Acucar (Sacarose), Maltodextrina
(Milho), Caseinatos de Céalcio e Sédio, Oleo de Cartamo De
elevado teor oleico, Isolado de Proteinas de Soja, Oleo de
Soja, Oleo de Canola, Citrato de Potédssio, Fosfato de Cdlcio
Tribdsico, Citrato de Sdédio, Cloreto de Magnésio, Fosfato de
Magnésio Dibéasico, Aroma Artificial, Cloreto de Sédio,
Lecitina de Soja, Cloreto de Colina, Acido Ascérbico,
Carragenano, Sulfato de Zinco, Sulfato Ferroso, Acetato de
Alfa-tocoferilo, Goma Gelana, Niacinamida, Pantotenato de
Cédlcio, Sulfato de Manganés, Sulfato de Cobre, Palmitato de
Vitamina A, Cloridrato de Cloreto de Tiamina, Cloridrato de
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Piridoxina, Riboflavina, Acido Félico, Molibdato de Sédio,
Cloreto de Crdmio, Biotina, Iodeto de Potassio, Selenato de
Sédio.

B. BARRAS ENSURE®:

Utilizacdo: As BARRAS ENSURE sao uma nutricdo completa e
equilibrada para utilizacao suplementar entre ou com as
refeig¢cdes. Elas proporcionam uma alternativa deliciosa rica em
nutrientes a outras refeigdes 1ligeiras (“snacks”). BARRAS
ENSURE contém <1 g de lactose/barra e o aroma “Chocolate Fudge
Brownie” ¢é 1isento de gluten (o aroma “Honey Graham Crunch”
contém gluten).

Condicdes dos Pacientes:

- Para ©pacientes que necessitam de calorias, proteina,
vitaminas e minerais extra;

- FEspecialmente Util para pessoas que nao tomam calorias nem
nutrientes suficientes;

- Para pessoas que tém a capacidade de mastigar e engolir;

- Nao deve ser utilizado por ninguém com alergia a amendoim

ou qualquer tipo de alergia a frutos secos.

Ingredientes: *“Honey Graham Crunch” - Xarope de Milho
Rico em Frutose, Isolado de Proteinas de Soja, Acucar
Mascavado, Mel, Maltodextrina (Milho), Arroz Crocante (Arroz
Moido, Agucar [Sacarose], Sal |[Cloreto de Sédio] e Malte),
Farelo de Aveia, Semente de Algodoeiro Parcialmente
Hidrogenada e Oleos de Soja, Polissacarido de Soja, Glicerina,
Concentrado de Proteinas do Soro do Leite, Polidextrose,
Frutose, Caseilnato de Célcio, Cacau em P6, Aromas Artificiais,
Oleo de Canola, Oleo de Cartamo de elevado teor oleico, Leite
em P& Magro, Soro de Leite em P6, Lecitina de Soja e Oleo de
Milho. Fabricado numa instalacdo que processa frutos secos.

Vitaminas e Minerais: Fosfato de Calcio Tribéasico,
Fosfato de Potédssio Dibdsico, Oxido de Magnésio, Sal (Cloreto
de Sédio), Cloreto de Potédssio, Acido Ascérbico, Ortofosfato
Férrico, Acetato de Alfa-tocoferilo, Niacinamida, Oxido de
Zinco, Pantotenato de Calcio, Gluconato de Cobre, Sulfato de
Manganés, Riboflavina, Betacaroteno, Cloridrato de Piridoxina,
Mononitrato de Tiamina, Acido Félico, Biotina, Cloreto de
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Crémio, Iodeto de Potdssio, Selenato de Sdédio, Molibdato de
Sédio, Filoguinona, Vitamina D3 e Cianocobalamina.

Proteina: “Honey Graham Crunch” - A fonte de proteinas é
uma mistura de isolado de proteinas de soja e de proteinas do
leite.

Isolado de proteina de soja 74%
Proteinas do leite 26%

Gordura: “Honey Graham Crunch” - A fonte de gordura & uma
mistura de O6leos de semente de algodoeiro parcialmente
hidrogenada e soja, canola, cartamo de elevado teor oleico, e
lecitina de soja.

Oleo de semente de algodoeiro parcialmente hidrogenado 76%

e soja

Oleo de canola 8%

Oleo de cartamo de elevado teor oleico 8%

Oleo de milho 4%

Lecitina de soja 4%
Hidratos de carbono: “Honey Graham Crunch” - A fonte de

hidratos de carbono é uma combinacdo de xarope de milho rico
em frutose, acucar mascavado, maltodextrina, mel, arroz
crocante, glicerina, polissacdridos de soja e farelo de aveia.

Xarope de milho rico em frutose 24%
Acgucar mascavado 21%
Maltodextrina 12%
Mel 11%
Arroz crocante 9%
Glicerina 9%
Polissacaridos de soja 7%
Farelo de aveia 7%

C. ENSURE® RICO EM PROTEINA:

P

Utilizacdo: ENSURE RICO EM PROTEINA é um alimento liquido
concentrado, rico em proteina concebido para pessoas que
requeiram calorias, proteina, vitaminas e minerais adicionais

nas suas dietas. Pode ser utilizado como um suplemento
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nutricional oral com ou entre as refeicdes ou, nas quantidades
apropriadas, como um substituto da refeicdo. ENSURE RICO EM
PROTEINA ¢é isento de lactose e gluten e ¢ adequado para
utilizacdo por pessocas a recuperar de cirurgia geral ou de
fracturas da anca e por pacientes em risco de ulceras de
pressao.

Condicgdes dos Pacientes:

- Para pacientes que requeiram calorias, proteina, vitaminas e
minerais adicionais, tais como pacientes a recuperar de
cirurgia geral ou de fracturas da anca, pacientes em risco
de Ulceras de ©pressdo e pacientes a dietas de Dbaixo
colesterol.

Caracteristicas:

- Pobre em gorduras saturadas;

- Contém 6 g de gordura total e <5 mg de colesterol por dose;
— Sabor rico e cremoso;

- Excelente fonte de proteina, cédlcio e outras vitaminas e

minerais essenciais;
- Para dietas de baixo colesterol;

- Sem lactose e facilmente digerido.

Ingredientes:

“Vanilla Supreme”: -D Agqua, Acucar (Sacarose),
Maltodextrina (Milho), Caseinatos de Cdlcio e Sédio, Oleo de
Cartamo De elevado teor oleico, Isolado de Proteinas de Soja,
Oleo de Soja, Oleo de Canola, Citrato de Potéssio, Fosfato de
Cédlcio Tribdsico, Citrato de Sdédio, Cloreto de Magnésio,
Fosfato de Magnésio Dibéadsico, Aroma Artificial, Cloreto de
Sédio, Lecitina de Soja, Cloreto de Colina, Acido Ascérbico,
Carragenano, Sulfato de Zinco, Sulfato Ferroso, Acetato de
Alfa-tocoferilo, Goma Gelana, Niacinamida, Pantotenato de
Cédlcio, Sulfato de Manganés, Sulfato de Cobre, Palmitato de
Vitamina A, Cloridrato de Cloreto de Tiamina, Cloridrato de
Piridoxina, Riboflavina, Acido Félico, Molibdato de Sédio,
Cloreto de Crdémio, Biotina, Iodeto de Potdssio, Selenato de
Sédio, Filoguinona, Vitamina D3 e Cianocobalamina.
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Proteina:
A fonte de proteinas é uma mistura de duas proteinas de
elevado valor bioldégico: caseina e soja.

Caseinatos de sdédio e céalcio 85%
Isolado de proteinas de soja 15%
Gordura:

A fonte de gordura é uma mistura de trés déleos: cartamo
de elevado teor oleico, canola e soja.

o°

Oleo de cértamo de elevado teor oleico

e

Oleo de canola

o

Oleo de soja

0 nivel de gordura em ENSURE RICO EM PROTEINA verifica as
linhas orientadoras da American Heart Association (AHA). Os 6
gramas de gordura em ENSURE RICO EM PROTEINA representam 24%
das calorias totais, sendo 2,6% da gordura de &cidos gordos
saturados e 7,9% de 4acidos gordos poli-insaturados. Estes
valores estdo dentro das linhas orientadoras da AHA de <30%
das calorias totais provenientes de gordura, <10% das calorias
de 4&cidos gordos saturados, e <10% das calorias totais de
dcidos gordos poli-insaturados.

Hidratos de carbono:

ENSURE RICO EM PROTEINA contém uma combinacdo de
maltodextrina e sacarose. A dogura moderada e a variedade de
aromas (“vanilla supreme”, “chocolate royal”, frutos
silvestres e banana), mais os Pacotes de Aromas VARI-FLAVORS®
a noz peca, cereja, morango, limdo e laranja, ajudam a
prevenir a fadiga do aroma e contribuem para a adesdo do
paciente.

Baunilha e outros aromas gue nao chocolate:

Sacarose 60%
Maltodextrina 40%
Chocolate:

Sacarose %

o

Maltodextrina
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D. ENSURE® LIGHT

Utilizacdo: ENSURE LIGHT é um alimento liquido pobre em
gordura concebido para utilizar como suplemento nutricional
oral com ou entre as refeicgdes. ENSURE LIGHT ¢é isento de
lactose e gluten e ¢é adequado para wutilizar em dietas
modificadas, incluindo dietas de baixo colesterol.

Condig¢des dos Pacientes:

- Para pacientes de peso normal ou com excesso de peso que
necessitem de nutricdo extra num suplemento que contém 50%
menos gordura e 20% menos calorias gque ENSURE;

- Para adultos sauddveis que nado se alimentem Dbem e
necessitem de nutrigédo extra.

Caracteristicas:

- Pobre em gordura e em gordura saturada;

- Contém 3 g de gordura total por dose e <5 mg de colesterol;
— Sabor rico e cremoso;

- Excelente fonte de calcio e outras vitaminas e minerails
essencilais;

— Para dietas de baixo colesterol;

- Sem lactose e de facil digestao.

Ingredientes:

“French Vanilla”: -D Agua, Maltodextrina (Milho), AcguUcar
(Sacarose), Caseinato de Cé&lcio, Oleo de Cartamo De elevado
teor oleico, Oleo de Canola, Cloreto de Magnésio, Citrato de
Sédio, Citrato de Potassio, Fosfato de Potassio Dibasico,
Fosfato de Magnésio Dibasico, Aroma Natural e Artificial,
Fosfato de Calcio Tribdsico, Gel de Celulose, Cloreto de
Colina, Lecitina de Soja, Carragenano, Sal (Cloreto de Sdédio),
Acido Ascérbico, Goma Celuldsica, Sulfato Ferroso, Acetato de
Alfa-tocoferilo, Sulfato de Zinco, Niacinamida, Sulfato de
Manganés, Pantotenato de Calcio, Sulfato de Cobre, Cloridrato
de Cloreto de Tiamina, Palmitato de Vitamina A, Cloridrato de
Piridoxina, Riboflavina, Cloreto de Crdémio, Acido Félico,
Molibdato de Sdédio, Biotina, Iodeto de Potdssio, Selenato de
Sédio, Filoguinona, Vitamina D3 e Cianocobalamina.
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Proteina:
A fonte proteica é caseinato de céalcio.

Caseinato de calcio 100%

Gordura:
A fonte de gordura € uma mistura de dois dleos: céartamo
de elevado teor oleico e canola.

o°

Oleo de cértamo de elevado teor oleico

o

Oleo de canola

0O nivel de gordura em ENSURE LIGHT verifica as linhas
orientadoras da American Heart Association (AHA). Os 3 gramas
de gordura em ENSURE LIGHT representam 13,5% das calorias
totais, sendo 1,4% da gordura proveniente de 4acidos gordos
saturados e 2,6% de 4&acidos gordos poli-insaturados. Estes
valores estdo dentro das linhas orientadoras da AHA de <30%
das calorias totais provenientes de gordura, <10% das calorias
de 4&cidos gordos saturados, e <10% das calorias totais de
dcidos gordos poli-insaturados.

Hidratos de carbono:

ENSURE LIGHT contém uma combinacdo de maltodextrina e
sacarose. O aroma a chocolate também contém xarope de milho. A
docura moderada e a variedade de aromas (“French Vanilla”,
“Chocolate Supreme’”, “Strawberry Swirl”), mais os pacotes de
aromas VARI-FLAVORS® a noz pecd, cereja, morango, limdo e
laranja, ajudam a prevenir a fadiga do aroma e contribuem para
a adesao do paciente.

Baunilha e outros aromas que nao chocolate:

Sacarose %
Maltodextrina %
Chocolate:

Sacarose 47,0%
Xarope de milho 26,5%
Maltodextrina 26,5%

Vitaminas e Minerais:
Uma dose de 8-fl-oz de ENSURE LIGHT proporciona pelo
menos 25% da DDR para 24 vitaminas e minerais chave.
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Cafeina:
O aroma de chocolate contém 2,1 mg de cafeina/8 f1 oz.

E. ENSURE PLUS®

Utilizagdo: ENSURE PLUS é um alimento liquido rico em
calorias e de residuo reduzido para utilizar quando séo
necessarias calorias e nutrientes extra, mas uma concentracao
de proteina normal. Estd concebido primeiramente como
suplemento nutricional oral a wutilizar com ou entre as
refeigdes ou, nas quantidades apropriadas, como um substituto
de refeicgdes. ENSURE PLUS € isento de lactose e gluten. Embora
seja primeiramente um suplemento nutricional oral, pode ser
dado através de um tubo.

Condicgdes dos Pacientes:

- Para pacientes que necessitem de calorias e nutrientes
extra mas de uma concentracdo normal de ©proteina, num

volume limitado;

- Para pacientes que necessitem de ganhar ou manter um peso
saudavel.

Caracteristicas:
— Sabor rico e cremoso;

— Boa fonte de vitaminas e minerails essenciails.

Ingredientes:

“Vanilla”: -D Agua, Xarope de milho, Maltodextrina
(Milho), Oleo de Milho, Caseinatos de Sdédio e C&lcio, Acucar
(Sacarose), Isolado de Proteinas de Soja, Cloreto de Magnésio,
Citrato de Potédssio, Fosfato de Calcio Tribdsico, Lecitina de
Soja, Aroma Natural e Artificial, Citrato de Sdédio, Cloreto de
Potdssio, Cloreto de Colina, Acido Ascérbico, Carragenano,
Sulfato de Zinco, Sulfato Ferroso, Acetato de Alfa-tocoferilo,
Niacinamida, Pantotenato de Calcio, Sulfato de Manganés,
Sulfato de Cobre, Cloridrato de Cloreto de Tiamina, Cloridrato
de Piridoxina, Riboflavina, Palmitato de Vitamina A, Acido
Félico, Biotina, Cloreto de Crdmio, Molibdato de Sdédio, Iodeto
de Potassio, Selenito de sdédio, Filoquinona, Cianocobalamina e
Vitamina D3.



EP 1 108 039/PT
80

Proteina:
A fonte proteica ¢ uma mistura de duas proteinas de
elevado valor bioldégico: caseina e soja.

Caseinatos de sédio e calcio 34%
Isolado de proteinas de soja 16%
Gordura:

A fonte de gordura € 6leo de milho.
Oleo de milho 100%

Hidratos de carbono:

ENSURE PLUS contém uma combinacdo de maltodextrina e
sacarose. A docura moderada e a variedade de aromas (baunilha,
chocolate, morango, café, manteiga de noz peca e *“eggnog”),
mais os Pacotes de Aromas VARI-FLAVORS® a noz peca, cereija,
morango, limdo e laranja, ajudam a prevenir a fadiga do aroma

e contribuem para a adesao do paciente.

Aromas de baunilha, morango, manteiga de noz pecad e café:

Xarope de Milho 39%
Maltodextrina 38%
Sacarose 23%

Aromas de chocolate e *“eggnog”:

Xarope de Milho 36%
Maltodextrina 34%
Sacarose 30%

Vitaminas e Minerais:
Uma dose de 8-fl-oz de ENSURE PLUS proporciona pelo menos
15% da DDR para 25 Vitaminas e minerais chave.

Cafeina:
O aroma de chocolate contém 3,1 mg de Cafeina/8 fl oz. O

aroma de café contém uma quantidade vestigidria de cafeina.
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F. ENSURE PLUS® HN

Utilizagcdo: ENSURE PLUS HN ¢é um alimento liquido
nutricionalmente completo rico em calorias e rico em azoto,
concebido para pessoas com elevadas necessidades caldricas e
proteicas ou uma tolerdncia de volume limitada. Pode ser
utilizado para suplementacao oral ou para suporte nutricional
total através de tubo. ENSURE PLUS HN é isento de lactose e
gluten.

Condicgdes dos Pacientes:

- Para pacientes com maiores necessidades caldricas e

proteicas, tais como apds cirurgia ou lesao;

- Para ©pacientes com tolerédncia de volume limitada e
saciedade precoce.

Caracteristicas:

- Para nutricdo suplementar ou total;
- Para alimentacado oral ou por tubo;
- 1,5 CavmL;

- Rico em azoto;

- Caloricamente denso.

Ingredientes:

“Vanilla”: -D Agua, Maltodextrina (Milho), Caseinatos de
S6dio e Céalcio, Oleo de Milho, Acucar (Sacarose), Isolado de
Proteinas de Soja, Cloreto de Magnésio, Citrato de Potéssio,
Fosfato de Cadlcio Tribédsico, Lecitina de Soja, Aroma Natural e
Artificial, Citrato de Sdédio, Cloreto de Colina, Acido
Ascdérbico, Taurina, L-carnitina, Sulfato de Zinco, Sulfato
Ferroso, Acetato de Alfa-tocoferilo, Niacinamida, Carragenano,
Pantotenato de Céalcio, Sulfato de Manganés, Sulfato de Cobre,
Cloridrato de Cloreto de Tiamina, Cloridrato de Piridoxina,
Riboflavina, Palmitato de Vitamina A, Acido Félico, Biotina,
Cloreto de Crdémio, Molibdato de Sédio, ITIodeto de Potassio,
Selenito de Sédio, Filoquinona, Cianocobalamina e Vitamina D3.

G. ENSURE® PO:
Utilizacdo: ENSURE PO (reconstituido com 4&dgua) € um

alimento liquido de residuo reduzido concebido primeiramente

como suplemento nutricional oral a utilizar com ou entre as
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refeicdes. ENSURE PO é isento de lactose e gluten e é adequado
para utilizar em dietas modificadas, incluindo dietas de baixo
colesterol.

Condig¢des dos Pacientes:

- Para pacientes em dietas modificadas;

- Para pacientes idosos em risco de nutrigéao;

- Para pacientes a recuperar de doenca/cirurgia;

- Para pacientes qgue necessitem de uma dieta de residuo
reduzido.

Caracteristicas:

— Conveniente, facil de misturar;

- Pobre em gordura saturada;

- Contém 9 g de gordura total e <5 mg de colesterol por dose;
— Rico em vitaminas e minerais;

- Para dietas pobres em colesterol;

- Sem colesterol e de féacil digestéo.

Ingredientes: -D Xarope de Milho, Maltodextrina (Milho),
Actcar (Sacarose), Oleo de Milho, Caseinatos de Sédio e
Cdlcio, 1Isolado de Proteinas de Soja, Aroma Artificial,
Citrato de Potédssio, Cloreto de Magnésio, Citrato de Sdédio,
Fosfato de Calcio Tribdsico, Cloreto de Potdssio, Lecitina de
Soja, Acido Ascérbico, Cloreto de Colina, Sulfato de Zinco,
Sulfato Ferroso, Acetato de Alfa-tocoferilo, Niacinamida,
Pantotenato de Calcio, Sulfato de Manganés, Cloridrato de
Cloreto de Tiamina, Sulfato de Cobre, Cloridrato de
Piridoxina, Riboflavina, Palmitato de Vitamina A, Acido
Félico, Biotina, Molibdato de Sdédio, Cloreto de Crdémio, Iodeto
de Potédssio, Selenato de Sdédio, Filoquinona, Vitamina D3 e
Cianocobalamina.

Proteina:
A fonte proteica ¢ uma mistura de duas proteinas de
elevado valor bioldégico: caseina e soja.

Caseinatos de sédio e calcio 34%

Isolado de proteinas de soja 16%
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Gordura:
A fonte de gordura € o 6leo de milho.

Oleo de milho 100%

Hidratos de carbono:

ENSURE PO contém uma combinacdo de =xarope de milho,
maltodextrina e sacarose. A docura moderada de ENSURE PO, mais
os Pacotes de Aromas VARI-FLAVORS® a noz peca, cereja,
morango, limdo e laranja, ajudam a prevenir a fadiga do aroma
e contribuem para a adesdo do paciente.

Baunilha:

Xarope de Milho 35%
Maltodextrina 35%
Sacarose 30%

H. ENSURE® PUDIM

Utilizacdo: ENSURE® PUDIM ¢é um suplemento denso em
nutrientes que proporciona uma nutricdo equilibrada numa forma
ndo liquida a utilizar com ou entre as refeicdes. E apropriado
para dietas de consisténcia modificada (p.ex., mole, em puré
ou completamente liquida) ou para pessoas com dificuldades de
degluticdo. ENSURE PUDIM ¢ isento de gluten.

Condig¢des dos Pacientes:

- Para pacientes a dietas de consisténcia modificada (p.ex.,
mole, em puré ou completamente liquida);

- Para pacientes com dificuldades de degluticao.

Caracteristicas:

- Rico e cremoso, bom paladar;

- Boa fonte de vitaminas e minerais essenciais;
- Conveniente, nado necessita de refrigeracéo;

- Sem gluten.

Perfil de nutrientes por 5 oz: Calorias 250, Proteina
10,9%, Gordura Total 34,9%, Hidratos de Carbono 54,2%.
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Ingredientes:

“Vanilla”: -D Leite Magro, Agua, Acucar (Sacarose), Oleo
de Soja Parcialmente Hidrogenado, Amido Alimentar Modificado,
Sulfate de Magnésio, Estearoil-lactilato de Sdédio, Fosfato de
S6dio Dibdsico, Aroma Artificial, Acido Ascérbico, Sulfato de
Zinco, Sulfato Ferroso, Acetato de Alfa-tocoferilo, Cloreto de
Colina, Niacinamida, Sulfato de Manganés, Pantotenato de
Cédlcio, FD&C Amarelo n.° 5, Citrato de Potdssio, Sulfato de
Cobre, Palmitato de Vitamina A, Cloridrato de Cloreto de
Tiamina, Cloridrato de Piridoxina, Riboflavina, FD&C Amarelo
n.° 6, Acido Félico, Biotina, Filoquinona, Vitamina D3 e
Cianocobalamina.

Proteina:
A fonte proteica é leite magro.

Leite magro 100%

Gordura:
A fonte de gordura € 6leo de soja hidrogenado:

Oleo de soja hidrogenado 100%

Hidratos de Carbono:

ENSURE PUDIM contém uma combinacdo de sacarose e amido
alimentar modificado. A dogura moderada e a variedade de
aromas (baunilha, chocolate, “butterscotch”, e tapioca) ajudam
a prevenir a fadiga do aroma. O produto contém 9,2 gramas de
lactose por dose.

Baunilha e outros aromas que nao chocolate:

Sacarose 56%
Lactose 27%
Amido alimentar modificado 17%
Chocolate:

Sacarose %
Lactose %

o

Amido alimentar modificado
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I. ENSURE® COM FIBRA:

Utilizacdo: ENSURE COM FIBRA ¢é um alimento liquido
nutricionalmente completo contendo fibra concebido para
pessoas que possam beneficiar do aumento de fibra e nutrientes
dietéticos. ENSURE COM FIBRA é adequado para pessoas gue nao
requeiram uma dieta de residuo reduzido. Pode ser dado
oralmente ou através de tubo e pode ser utilizado como
suplemento nutricional a uma dieta regular ou, nas quantidades
apropriadas, como um substituto de refeicdo. ENSURE COM FIBRA
é isento de lactose e gluten e ¢é adequado para utilizar em
dietas modificadas, incluindo dietas de baixo colesterol.

Condi¢des dos Pacientes:

- Para pacientes que possam beneficiar de aumento de fibra e
nutrientes dietéticos.

Caracteristicas:

- Nova férmula avancada pobre em gordura saturada, rica em
vitaminas e minerais;

- Contém 6 g de gordura total e <5 mg de colesterol por dose;
— Paladar rico e cremoso;

- Boa fonte de fibras;

- Excelente fonte de vitaminas e minerais essenciais;

- Para dietas de baixo colesterol;

- Sem lactose nem gluten.

Ingredientes:

“Vanilla”: -D Agua; Maltodextrina (Milho), Acucar
(Sacarose), Caseinatos de Sédio e Cédlcio, Fibra de Aveia, Oleo
de Cartamo De elevado teor oleico, Oleo de Canola, Isolado de
Proteinas de Soja, Oleo de Milho, Fibra de Soja, Fosfato de
Cédlcio Tribasico, Cloreto de Magnésio, Citrato de Potassio,
Gel de Celulose, Lecitina de Soja, Fosfato de Potéassio
Dibasico, Citrato de Sdédio, Aromas Naturals e Artificiais,
Cloreto de Colina, Fosfato de Magnésio, Acido Ascérbico, Goma
Celulédsica, Cloreto de Potédssio, Carragenano, Sulfato Ferroso,
Acetato de Alfa-tocoferilo, Sulfato de Zinco, Niacinamida,
Sulfato de Manganés, Pantotenato de Céalcio, Sulfato de Cobre,
Palmitato de Vitamina A, Cloridrato de Cloreto de Tiamina,
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Cloridrato de Piridoxina, Riboflavina, Acido Fdélico, Cloreto
de Crémio, Biotina, Molibdato de Sdédio, Iodeto de Potdssio,
Selenato de Sdédio, Filoguinona, Vitamina

D3 e Cianocobalamina.

Proteina:
A fonte proteica é¢ uma mistura de duas proteinas de
elevado valor bioldégico: caseina e soja.

o°

Caseinatos de sddio e cédlcio

o

Isolado de proteinas de soja

Gordura:
A fonte de gordura € uma mistura de trés o&éleos: cartamo
de elevado teor oleico, canola e milho.

o

Oleo de cdrtamo de elevado teor oleico

o

Oleo de canola
Oleo de milho

o©

O nivel de gordura em ENSURE COM FIBRA verifica as linhas
orientadoras da American Heart Association (AHA). Os 6 gramas
de gordura em ENSURE COM FIBRA representam 22% das calorias
totails, sendo 2,01% da gordura de 4acidos gordos saturados e
6,7% de 4&cidos gordos poli-insaturados. Estes valores estao
dentro das linhas orientadoras de AHA de <30% das calorias
totais serem provenientes de gordura, <10% das calorias de
acidos gordos saturados, e £10% das calorias totais de Aacidos
gordos poli-insaturados.

Hidratos de carbono:

ENSURE COM FIBRA contém uma combinacgao de maltodextrina e
sacarose. A docura moderada e a variedade de aromas (baunilha,
chocolate e manteiga de noz pecad), mais os Pacotes de Aromas
VARI-FLAVORS® a noz pecd, cereja, morango, limdo e larania,
ajudam a prevenir a fadiga do aroma e contribuem para a adeséao
do paciente.

Baunilha e outros aromas que nao chocolate:

Maltodextrina %
Sacarose %
Fibra de Aveia 7%

Fibra de Soja 2

o
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Chocolate:
Maltodextrina 55%
Sacarose 36%
Fibra de Aveia 7%
Fibra de Soja 2%

Fibra:

A mistura de fibras wutilizada em ENSURE COM FIBRA
consiste em fibra de aveia e polissacaridos de soja. Esta
mistura resulta em aproximadamente 4 gramas de fibra dietética
total por lata de 8-fl. oz. A proporcao de fibra insoluvel
para fibra soluvel é de 95:5.

Os varios suplementos nutricionais descritos acima e
conhecidos de outros peritos na arte podem ser substituidos
e/ou suplementados com os AGPI produzidos de acordo com o
presente invento.

J. Produto Nutricional Oxepa

Oxepa ¢é um produto é um produto nutricional entérico
pobre em hidratos de carbono e caloricamente denso concebido
para a gestao dietética de pacientes com ou em risco de SIRA.
Tem uma combinacdo uUnica de ingredientes, incluindo uma
mistura patenteada de &leos contendo 4acido eicosapentaendico
(EPA de ¢6leo de peixe), éacido y-linolénico (GLA de déleo de
borragem) e niveis elevados de antioxidantes.

Distribuicdo Caldrica:

A densidade caldrica € elevada a 1,5 Cal/ml (355 Cal/8 f1
0z), para minimizar o volume requerido para preencher as
necessidades energéticas. A distribuicdo de calorias em Oxepa
¢ mostrada na Tabela IV.

Tabela IV. Distribuicdo Caldérica de Oxepa

\©

por 8 f1 oz. por litro % de Cal

Calorias 355 1,500 -—=
Gordura (g) 22,2 93,7 55,2
Hidratos de carbono (g) 25 105,5 28,1
Proteina (qg) 14,8 62,5 16,7

Agua (g) 186 785 -
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Gordura:

- Oxepa contém 22,2 g de gordura por dose de 8-fl oz
(93,7 g/L);

- A fonte de gordura é uma mistura de &leos de 31,8% de &leo
de canola, 25% de triglicéridos de cadeia média (MCT), 20%
de ¢leo de Dborragem, 20% de ¢éleo de peixe e 3,2% de
lecitina de soja. O perfil tipico de &acidos gordos de Oxepa
¢ mostrado na Tabela V;

- Oxepa proporciona uma quantidade equilibrada de 4cidos
gordos poli-insaturados, mono-insaturados e saturados, tal
como mostrado na Tabela VI;

- Os triglicéridos de cadeia média (MCT) - 25% da mistura de
gorduras - ajudam ao esvaziamento gastrico porque sSao

absorvidos pelo tracto intestinal sem emulsdo pelos acidos
biliares.

Os varios componentes acidos gordos do produto
nutricional Oxepa podem ser substituidos e/ou suplementados
com 0s AGPI produzidos de acordo com este invento.

Tabela V. Perfil Tipico de Acidos Gordos
$ Total de Acidos g/8 fl oz* g/l1*

Gordos
Caprdico (6:0) 0,2 0,04 0,18
Caprilico (8:0) 14,69 3,1 13,07
Caprico (10:0) 11,06 2,33 9,87
Palmitico (16:0) 5,59 1,18 4,98
Palmitoleico 1,82 0,38 1,62
Estedrico 1,94 0,39 1,64
Oleico 24,44 5,16 21,75
Linoleico 16,28 3,44 14,49
o—-Linolénico 3,47 0,73 3,09
v-Linolénico 4,82 1,02 4,29
Eicosapentaendico 5,11 1,08 4,55
n-3-Docosapentaendico 0,55 0,12 0,49
Docosa-hexaendico 2,27 0,48 2,02

Outros 7,55 1,52 6,72
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Os 4&cidos gordos sdo aproximadamente iguais a 95% da
gordura total.

Tabela VI. Perfil de Gorduras de Oxepa

Q

% de calorias totais provenientes de gordura 55,2

Acidos gordos poli-insaturados 31,44 g/1
Acidos gordos mono-insaturados 25,53 g/1
Acidos gordos saturados 32,38 g/1
Proporgcao de n-6 para n-3 1,75:1
Colesterol 9,49 mg/8 f1l oz
(40,1 mg/1)

Hidratos de carbono:

- O teor em hidratos de carbono é de 25,0 g por dose de 8 fl
oz (105,5 g/1);

- As fontes de hidratos de carbono sdao 45% de maltodextrina
(um hidrato de carbono complexo) e 55% de sacarose (um
aclcar simples), ambas as quals sado de facil digestdo e
absorcgao;

- O teor rico em gordura e pobre em hidratos de carbono de
Oxepa estd concebido para minimizar a producdo de didxido
de carbono (CO;). Niveis elevados de CO; podem complicar o
desmame de pacientes dependentes de ventilador. 0O baixo
nivel de hidratos de carbono pode também ser util para os
pacientes que tenham desenvolvido hiperglicemia induzida
por stress;

- Oxepa é isento de lactose.

Os hidratos de carbono dietéticos, os aminodcidos das
proteinas e a porgado glicerol das gorduras podem ser
convertidos em glicose no corpo. Através deste processo, Sao
preenchidos os requisitos de hidratos de carbono dos tecidos
dependentes de glicose (tais como o sistema nervoso central e
0os gldébulos vermelhos). No entanto, uma dieta isenta de
hidratos de carbono pode conduzir a cetose, catabolismo
excessivo das proteinas dos tecidos e perda de liquido e
electrdlitos. Estes efeitos podem ser prevenidos através da
ingestao diaria de 50 a 100 g de hidratos de carbono
digeriveis, se a toma caldrica for adequada. O nivel de



EP 1 108 039/PT
90

hidratos de carbono em Oxepa ¢ também suficiente para
minimizar a gliconeogénese, se as necessidades energéticas
estiverem a ser preenchidas.

Proteina:

- Oxepa contém 14,8 g de proteina por dose de 8-fl-oz
(62,5 g/1);

- A proporgdo de calorias totais/azoto (150:1) preenche a
necessidade de pacientes sob stress;

- Oxepa proporciona proteina suficiente para promover
anabolismo e a manutencdo de uma massa corporal magra sem
precipitacao de problemas respiratérios. Tomas elevadas de
proteina sao uma preocupacao em pacientes com insuficiéncia
respiratéria. Embora a proteina tenha pouco efeito na
producdo de CO;, uma dieta rica em proteinas aumentard a
condugao ventilatdria;

- As fontes proteicas de Oxepa sao 86,8% de caseinato de
sédio e 13,2% de caseinato de cdalcio;

- O perfil de aminodcidos do sistema proteico em Oxepa
preenche ou excede o padrdo para proteina de elevada
qualidade estabelecido pela National Academy of Sciences.

* Oxepa é isento de gluten.

Definicdes por defeito para os programas de andalise

Programas de GCG

Pesquisa FastA

Parédmetros por defeito:

intervalo de interesse “Begin”= 1 “END”= Ultima proteina
ou acido nucleico

conjunto de pesquisa toda a SwissProt (proteina) ou GenEMBL
(Adcido nucleico)

tamanho da palavra =(2) para proteina =(6) para acido nucleico

Os registos esperados lista os registos até o valor de
E() alcancgar 2,0.
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Pesquisa TFastA

Parédmetros por defeito:

intervalo de interesse “Begin”=1 “END”=01ltimo acido nucleico
conjunto de pesqguisa Toda a GenEMBL

tamanho da palavra =(2) para proteina

Os registos esperados lista os registos até o valor de
E() alcancar 2,0.

Pileup

Pardmetros por defeito:
penalidade por criagao de “gap weight” = 5

intervalo

penalidade por prolongamento de “gap length weight” = 12
intervalo

aspecto do grafico “one page plot density” = 2,7

Programa Sequencher

Parédmetros por defeito:

Montagem Automatica Algoritmo de dados sujos=montagem de
contiguos mais lenta mas comparag¢gdes mais
rigorosas entre as sequéncias

coilincidéncias minimas=85%

sobreposicdo minima=20

BLAST 2 (blastp, tblastn)

Pardmetros por defeito: V=50 Lambda=, 329 W=3
B=50 K=0,140 X=22
E=10 H=0, 427

blast n

Parédmetros por defeito: V=100 Lambda=1, 37 W=11
B=250 K=0,171 X1=22

E=10 H=1,31 X2=25
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BLAST 2 Argumentos da Linha de Comandos

-v Acertos numero de melhores registos para mostrar

-b Alinhamentos numero de melhores alinhamentos para mostrar
—e Valor de Expectativa (E) [Real] por defeito=10,0

-m Opgdes de vista do alinhamento: 0=aos pares,

l=principal-secundario
mostrando identidades,
2=principal-secundario, sem
identidades,
3=principal-secundario plano,
mostra identidades,

4=principal-secunddario plano,
sem identidades,

S5=principal-secundéario, sem
identidades e extremidades
cegas,

6= principal-secundario plano,
sem identidades e
extremidades cegas,

[Inteiro]
por defeito=0
-F Seq. do filtro de busca (DUST com blastn, SEG com outros) [T/F]
defeito=T
-G Custo de abrir um (zero invoca comportamento por defeito)

intervalo Inteiro] por defeito=0

—-E Custo de prolongar um zero invoca comportamento por defeito)

—~ e~

intervalo Inteiro] por defeito=0

-X valor da queda do X para em bits) (zero invoca comportamento por
alinhamento com intervalos defeito) [Inteiro]por defeito=0

-I Mostra GI em linhas [T/F] por defeito=F

—-gq Penalidade para um (apenas blastn) [Inteiro] por defeito=-3
nucledétido errado

-r Recompensa para uma (apenas blastn) [Inteiro] por defeito=1

coincidéncia de nucledtidos

-f Limiar para prolongamento por defeito se zero [Inteiro] por defeito=0
de acertos

-g Efectua alinhamento com (ndo disponivel com tblastx) [T/F] por

intervalos defeito=T

—-q Busca o cdédigo genético a [Inteiro] por defeito=1

utilizar

-D BD do cdédigo genético (apenas para tblast[nx]) [Inteiro] por
defeito=1

—-J Cré na linha da busca [T/F] por defeito=F

-M Matriz [String] por defeito=BLOSUM62

-W Tamanho da palavra por defeito se zero [Inteiro] por defeito=0

-z Comprimento eficaz da base (utilizar zero para o tamanho real)

de dados [Inteiro] por defeito=0
—a Numero de processadores a [Inteiro] por defeito=sitio configuravel
utilizar (SegServer.conf)
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Os valores permitidos e por defeito para os parametros do

custo

intervalo (-G/E) :

BLOSUMG62
-G

-E
BLOSUMS50
-G

-E
PAM250
-G

-E
BLOSUM90

abertura
9 8
2 2
12 11
3 3
13 12

3
8 7
2 2

4

3
6 5
3

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110>

Pradip MUKERJI,

Tapas DAS,

Yung-Sheng HUANG,

Jennifer M. PARKER-BARNES,

de

Amanda Eun-Yeong LEONARD,

Jennifer THURMOND,

<120>

<130>

<140>
<141>

<160> 78

<170>

<210> 1

<211> 954
<212> ADN
<213>

©407.0US.P1

UsS 09/145,828
1998-09-02

Mortierella alpin

FastSEQ for Windows Versao 3.0

GENES DE ALONGASE E SUAS UTILIZAGCOES

intervalo/prolongamento

de
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agtcaaagaa

ttga

94
<400> 1
atggcegeeg caatcttgga caaggtcaac ttcecggcattg atcagecctt cggaatcaag 60
ctcgacacct actttgctca ggcctatgaa ctcgtcaccg gaaagtccat cgactcctte 120
gtecttecagg agggcgtcac gcecctcteoteg acccagagag aggtcgcecat gtggactatce 180
acttacttcg tcgtcatett tggtggtcge cagatcatga agagccagga cgccttcaag 240
ctcaageccecc tcttcatcet ccacaactte ctectgacga tegegtcecgg atcgetgttg 300
ctcctgtteca tcgagaacct ggtccccatce ctegecagaa acggactttt ctacgccatce 360
tgcgacgacg gtgcctggac ccagcgcctc gagctccotct actacctcaa ctacctggtc 420
aagtactggg agttggccga caccgtcecttt ttggtcctceca agaagaagec tettgagttce 480
ctgcactact tccaccactc gatgaccatg gttctctget ttgtccaget tggaggatac 540
acttcagtgt cctgggtcec tattacccte aacttgactg tccacgtctt catgtactac 600
tactacatgc gcectccgctge cggtgttege atctggtgga agcagtactt gaccactctce 660
cagatcgtcc agttcgttct tgacctcgga ttcatctact tctgcgecta cacctacttce 720
gccttecacct acttcececctg ggectcccaac gtcggcaagt gecgceggtac cgagggtgcet 780
gctetetttg geotgeggact cctctecage tatctettge tcectttatcaa cttcectaccge 840
attacctaca atgccaaggc caaggcagcec aaggagegtg gaagcaactt taccecccaag 300
actgtcaagt ccggcggatc gcccaagaag ccctccaaga gcaagcacat ctaa 954
<210> 2
<211> 955
<212> ADN
<213> Mortierella alpin
<400> 2
atggagtcga ttgcgccatt cctcccatca aagatgccge aagatctgtt tatggacctt 60
gccaccgeta teggtgtecg ggeccgegece tatgtcgate ctectcgagge cgegetggtg 120
gecccaggecg agaagtacat ccccacgatt gtccatcaca cgcgtgggtt cetggtcegeg 180
gtggagtcgce ctttggeccg tgagctgeccg ttgatgaacc cgttccacgt getgttgatce 240
gtgctcgett atttggtcac ggtctttgtg ggcatgcaga tcatgaagaa ctttgagegg 300
ttcgaggtca agacgttttc gectcctgecac aacttttgte tggtetcgat cagecgcctac 360
atgtgeggtg ggatcctgta aggcttatca ggccaactat ggactgtttg agaacgctgc 420
tgatcatacc ttcaagggtc ttcctatgge caagatgate tggetcttct acttctccaa 480
gatcatggag tttgtcgaca ccatgatcat ggtcctcaag aagaacaacce gccagatctc 540
cttcttgcac gtttaccacc acagctccat cttcaccatc tggtggttgg tcacctttgt 600
tgcacccaac ggtgaagccet acttcetctge tgecgttgaac tegtteatcce atgtgatcat 660
gtacggctac tacttcttgt cggccttggg cttcaagcag gtgtegttca tcaagttcecta 720
catcacgcge tcgcagatga cacagttcetg catgatgtcg gtccagtctt cctgggacat 780
gtacgccatg aaggtccttg gccgecccegg ataccectte ttcatcacgg ctetgetttg 840
gttctacatg tggaccatgc tcggtctcett ctacaacttt tacagaaaga acgccaagtt 200
ggccaagcag gccaaggceceg acgctgccaa ggagaaggca aggaagttge agtaa 955
<210> 3
<211> 914
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 3
atggaacatt ttgatgcatc acttagtacc tatttcaagg cattgctagg ccctcecgagat 60
actagagtaa aaggatggtt tcttetggac aattatatac ccacatttat ctgctctgte 120
atatatttac taattgtatg gctgggacca aaatacatga ggaataaaca gccattctcet 180
tgccggggga ttttagtggt gtataacctt ggactcacac tgctgtctet gtatatgtte 240
tgtgagttag taacaggagt atgggaaggc aaatacaact tcttctgtca gggcacacgce 300
accgcaggag aatcagatat gaagattatc cgtgtcctcet ggtggtacta cttctccaaa 360
ctcatagaat ttatggacac tttcttcttc atcctgcgeca agaacaacca ccagatcacg 420
gtcctgcacg tcetaccacca tgectecgatg ctgaacatcet ggtggtttgt gatgaactgg 480
gtcccctgeg gecactctta ttttggtgcoe acacttaata gettcecatcca cgtccteatg 540
tactcttact atggtttgte gtcagtcecct teccatgegtc catacctcetg gtggaagaag 600
tacatcactc aggggcagct gcttcagttt gtgetgacaa tcatccagac cagetgceggg 660
gtcatctgge cgtgcacatt ccetcettggt tggttgtatt tccagattgg atacatgate 720
tccectgattg ctctcettcac aaacttctac attcagacct acaacaagaa aggggcctcece 780
cgaaggaaag accacctgaa ggaccaccag aatgggtcca tggcetgcectgt gaatggacac 840
accaacagct tttcaccccect ggaaaacaat gtgaagecaa ggaagetgeg gaaggattga 900
914
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aattcgacac
cagaaggtcg
acatggtcgt
ctattccact
aaatgacccc
aagtgtttga
aacttttcga
ttcactggta
caggattcaa
actacttect
ctcttcaaat
tgcacttcac
tggacacaac
gaggaaaaga

gaaacgattt
caagttecttt
tgtgttcgga
caacatctgg
agagttctte
tttcacgaaa
acttgttgac
tcaccatatt
cagatacgga
tcgectcgatg
cgttcaatte
caatgccaac
atacttggcet
caagtacaag

95

<210> 4

<211> 867

<212> ADN

<213> Caenorhabditis elegans

<400> 4
atggctcagc atccgctegt tcaacggctt ctcgatgtcea
gtggctattg ctactcatgg gccaaagaat ttecctgacg
gctgatcact ttgatgttac tattcaggct tcaatcctgt
acaaaatggt tcatgcgtaa tcgtcaacca ttccaattga
aatttcatcc tcgecgcatt ttecatcgeca ggagctgtca
ggaaccattg ccaacaaagg aattgtcgca tectactgcea
ggagagaatg gatactgggt gtggctcttc atggcttcca
accatcttct tggttcteccg taaacgtcca cteatgttec
ctcaccatga tctacgcctg gtactctcat ccattgaccece
atttatctta actttgtegt ccacgccttce atgtactcett
aagattcgeg tgccaggatt catcgcccaa getatcacat
atcatctctt gcgcoccgttct tgctcatctt ggttatctca
tgtgatttcg agccatcagt attcaagetc gcagttttceca
cttttegteca acttcttecet ccaatcatat gttcotcecgeg
gcagtgccaa agaagaagaa caactaa

<210> 5

<211> 33

<212> ADN

<213> Mortierella alpin

<400> 5

gaattcaggec atggccgecg caatcttgga caa 33

<210> 6

<211> 49

<212> ADN

<213> Mortierella alpin

<400> ©

gaattcaggc atctcatgga tccgeccatgg ccgecgcaat cttggacaa 49

<210> 7

<211> 317

<212> PRT

<213> Mortierella alpin

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
867
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<400>
Met

Phe
Thr
Leu
val
65

Leu
Gly
Arg
Arg
Leu
145
Leu
Leu
Thr
Val
Phe
225
Ala
Thr
Leu

Ala

Gly
305

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

<400> 8

9
Ala

Gly
Gly
Ser
50

Ile
Lys
Ser
Asn
Leu
130
Ala
His
Gly
val
Arg
210
Val
Phe
Glu
Leu
Ala

290
Gly

8

347
PRT

Ala
Ile
Lys
35

Thr
Phe
Pro
Leu
Gly
115
Glu
Asp
TYyr
Gly
His
195
Ile
Leu
Thr
Gly
Phe
275

Lys

Ser

Ala
Lys
20

Ser
Gln
Gly
Leu
Leu
100
Leu
Leu
Thr
Phe
Tyr

180
val

Trp
Asp
Tyr
Ala
260
Ile

Glu

Pro

Ile
Leu
Ile
Arg
Gly
Phe
85

Leu
Phe
Leu
val
His
165
Thr
Phe
Trp
Leu
Phe
245
Ala
Asn
Arg

Lys

Leu
Asp
Asp
Glu
Arg
70

Ile
Leu
Tyxr
Tyr
Phe
150
His
Ser
Met
Lys
Gly
230
Pro
Leu
Phe

Gly

Lys
310

Asp
Thx
Ser
val
55

Gln
Len
Phe
Ala
Tyr
135
Leu
Ser
val
Tyr
Gln
215
Phe
Trp
Phe
Tyr
Ser

295
Pro

Lys
Tyr
Phe
40

Ala
Ile
His
Ile
Ile
120
Leu
val
Met
Ser
Tyr
200
Tyr
Ile
Ala
Gly
Arg
280

Asn

Ser

Val
Phe
25

val
Met
Met
Asn
Glu
105
Cys
Asn
Leu
Thr
Trp
185
Tyr
Leu
Tyr
Pro
Cys
265
Ile

Phe

Lys

Saccharomyces cerevisiae

96

Asn
10

Ala
Phe
Trp
Lys
Phe
90

Asn
Asp
TyT
Lys
Met
170
val
Tyr
Thr
Phe
Asn
250
Gly
Thr

Thr

Ser

Phe
Gln
Gln
Thr
Sexr
75

Leu
Leu
Asp
Leu
Lys
155
val
Pro
Met
Thr
Cys
235
Val
Leu
Tyr
Pro

Lys
315

Gly
Ala
Glu
Ile
60

Gln
Leu
val
Gly
val
140
Lys
Leu
Ile
Arg
Leu
220
Ala
Gly
Leu
Asn
Lys

300
His

Ile

Tyr
Gly
45

Thr
Asp
Thr
Pro
Ala
125
Lys
Pro
Cys
Thr
Ser
205
Gln
Tyr
Lys
Ser
Ala
285

Thr

Ile

Asp
Glu
30

val
Tyr
Ala
Ile
Ile
110
Trp
Tyr
Leu
Phe
Leu
190
Ala
Ile
Thr
Cys
Ser
270
Lys

val

Gln
15

Leu
Thr
Phe
Phe
Ala
95

Leu
Thr
Trp
Glu
val
17S
Asn
Ala
val
Tyr

Ala
255

Tyr
Ala

Lys

Pro
val
Pro
val’
Lys
80
Ser
Ala
Gln
Glu
Phe
160
Gln
Leu
Gly
Gln
Phe
240
Gly
Leu

Lys

Ser

Met Asn Ser Leu Val Thr Gln Tyr Ala Ala Pro Leu Phe Glu Arg Tyr
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Pro Gln
Ile Ser

Gly Arg
50

Leu Ser

65

Ile Ile

Leu Asn
Leu Thr

Gln His
130
Pro Leu
145
~Phe Ile

Leu His
Leu Met

Gly val
210

Ile Arg

225

Phe Val

Val His

Ser Thr

val Leu
290

Lys Thr

305

Vval Asn

Pro Ser

<210> 9
<211> 34

039/PT

Leu
Leu
35

Phe
Thr
Phe
Gly
Leu
115
Gly
val
Asp
Thr
Gly
195
His
vVal
Leu
Leu
Thr
275
Phe
Ser

Glu

Pro

5

<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 9
Met Asn

1
Gln Ser

Ser Ile

val Phe
50

His Asn

65

Ile val

Thr
Leu
Glu
35

Glu
Lys

Tyx

His
20

Trp
val
Leu
Gly
Leu
100
Leu
Leu
Thx
Thr
Tyxr
180
Thx
val
Trp
Asp
Tyx
260
Ala
Ile
Arg
Tyx

Lys
340

Thr
Asn

20
Asn

Tyr
Thr

Tyr

Asp
Glu
Pro
Pro
Gly
85

Phe
Leu
Tyr
Leu
Phe
165
His
Thr
Val
Trp
Ile
245
Phe
Thr
Ser
Val
val

325
Pro

Thr
5
Ser
Pro
Phe
Phe

Ile

TYY
His
Ser
Pro
70

Arg
Gln
Leu

Phe

Tyr
150
Phe
His
Ser
Met
Lys
230
Gly
Pro
Phe
Phe
Val
310
Asn

Gln

Ser
Ser
Phe
Ser
Leu

70
Ile

Leu
Phe
Glu
55

val
Phe
Leu
Met
Ala
135
Tyr
Leu
Gly
Ile
Tyr
215
Glu
Phe
Ile

Ala

Tyr
295
Lys
val

His

Thx
Ser
Gly
Gly
55

Ala

Ile

Pro
Asp
40

Phe
Leu
Leu
His
val
120
Ile
Met
Val
Ala
Ser
200
Trp
Trp
Ile
Leu
Gly
280
Ile
Arg

Asp

Arg

Val
Ser
Ile
40

Tyr
Asn

Phe

Thr
25

Asp
Gln
TYyr
Leu
Asn
105
Glu
Cys
Asn

Leu

Thr
185

Tzp
Tyr
val
Tyr
Pro
265
Cys
Asn
Ala

Leu

Arg
345

Ile

Cys
25

Glu
Pro

Gly

Gly

97

10
Leu

val
Phe
Ala
Ser
90

Leu
Gln
Asn
Tyr
Lys
170
Ala
val
Tyr
Thr
Phe
250
His
Ala
val
His
Lys

330
Lys

Ala
10

Phe
Leu
Ala
Tyr

Gly

Glu
val
Ile
Ile
75

Lys
val
Leu
Ile
Ile
155
His
Leu
Pro
Phe
Arg
235
Ala
Cys
Ile
Tyr
Gly
315

Asn

Arg

Ala
Leu
Trp
Glu
His

75
Gln

Arg
Thr
Ala
60

Thr
Ser
Leu
val
Gly
140
val
Lys
Leu
Ile
Leu
220
Phe
Val
Gly
Ile
Lys
300

Gly

val

Val
Lys
Pro
Gln
60

Ala

Ala

Pro
Arg
45

Gly
Ala
Lys
Thr
Pro
125
Ala
Lys
Lys
Cys
Ser
205
Ala
Gln
Tyr
Asp
Ser
285
Arg

val

Pro

Ala
Val
Ile
45

Phe

Val

Ile

Phe
30

Val
Glu
Tyr
Pro
Ser
110
Ile
Trp
Phe
Leu
Tyr
1380
Leu
Ala
Ile
Gln
Cys
270
Ser
Lys

Ala

Thr

Asp
His
30

Phe
Glu

Ser

Leu

15
Phe

Thr
Leu
Tyr
Phe
95

Leu
Ile
Thr
Ile
Thr
175
Thr
Asn
Arg
Ile
Lys
255
val
TYyYr
Gly

Ala

Pro
335

Gln
15

Val
Ser
Phe
Ile

Axg

Asn
Asn
Pro
val
80

Lys
Ser
val
Gln
Glu
160
Phe
Gln
Leu
Gly
Gln
240
Ala
Gly
Leu
Thr
Lys

320
Ser

Phe
Pro
Lys
Ile
Ile

80
Ala
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98
85 90 95
Leu Asn Ala Ser Pro Leu Lys Phe Lys Leu Leu Phe Glu Ile His Asn
100 105 110
Leu Phe Leu Thr Ser Ile Ser Leu Val Leu Trp Leu Leu Met Leu Glu
115 120 125
Gln Leu Val Pro Met Val Tyr His Asn Gly Leu Phe Trp Ser Ile Cys
130 135 140
Ser Lys Glu Ala Phe Ala Pro Lys Leu Val Thr Leu Tyr Tyr Leu Asn
145 150 155 160
Tyr Leu Thr Lys Phe Val Glu Leu Ile Asp Thr Val Phe Leu Val Leu
165 170 175
Arg Arg Lys Lys Leu Leu Phe Leu His Thr Tyr His His Gly Ala Thr
180 185 190
Ala Leu Leu Cys Tyr Thr Gln Leu Ile Gly Arg Thr Ser Val Glu Trp
195 200 205
Val Val Ile Leu Leu Asn Leu Gly Val His Val Ile Met Tyr Trp Tyr
210 215 220
Tyr Phe Leu Ser Ser Cys Gly Ile Arg Val Trp Trp Lys Gln Trp Val
225 230 235 240
Thr Arg Phe Gln Ile Ile Gln Phe Leu Ile Asp Leu Val Phe Val Tyr
245 250 255
Phe Ala Thr Tyr Thr Phe Tyr Ala His Lys Tyr Leu Asp Gly Ile Leu
260 265 270
Pro Asn Lys Gly Thr Cys Tyr Gly Thr Gln Ala Ala Ala Ala Tyr Gly
278 280 285
Tyr Leu Ile Leu Thr Ser Tyr Leu Leu Leu Phe Ile Ser Phe Tyr Ile
290 295 300
Gln Sexr Tyr Lys Lys Gly Gly Lys Lys Thr Val Lys Lys Glu Ser Glu
305 310 315 320
Val Ser Gly Ser Val Ala Ser Gly Ser Ser Thr Gly Val Lys Thr Ser
325 330 335
Asn Thr Lys Val Ser Ser Arg Lys Ala
340 345
<210> 10
<211> 35
<212> ADN
<213> Mortierella alpin
<400> 10
catctcatgg atcegecatg gecgecgecaa tettg 35
<210> 11
<211> 587
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae
<400> 11
tctcgaccca gagagaggtc gccatgtgga ctatcactta cttegtcecgtcec atctttggtg
gtcgccagat catgaagagce caggacgcct tcaagctcaa gcocecctette atcctecaca
acttecctect gacgategeg tccggatege tgttgetect gttcategag aacctggtcec
ccatcctcge cagaaacgga cttttctacg ccatctgcga cgacggtgcc tggacccagce
gcectegaget cctetactac ctcaactacce tggtecaagta ctgggagttg geccgacacceg
tetttttggt cctcaagaag aagectcttg agttcctgca ctacttcecac cactcgatga
ccatggttct ctgetttgtc cagcttggag gatacacttc agtgtcoctgg gtccctatta
ccectcaactt gactgtcoccac gtecttcatgt actactacta catgegetce getgcecceggtg
ttcgeatectg gtggaagcag tacttgacca ctetecagat cgtccagttc gttcettgace
tcggattecat ctacttetgce gectacacct acttegecett cacctac
<210> 12
<211> 590
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

60
120
180
240
300
360
420
480
540
587



<400> 12

cattaagcac
gtggcaggtt
ataatttggt
tgccaattat
aaccgctcgt
cctttttctt
ctactgccett
tttcattgaa
gcatcagggt
atatcggttt

EP 1 108 039/PT

tttgecececect
tttgttaagt
tttaacttca
tgttcagcac
tacattatat
ggtgctaaaa
attatgttac
ccttggtgtt
ctggtggaag
catatatttt

gtgctatacg
aagtcgaaac
ctttcattga
gggttatact
tacatgaatt
cataaaaaat
acccaattga
cacgtggtta
gaatgggtta
gctgtctace

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

13
278
PRT

Caenorhabditis elegans

<400> 13

Arg Thr
1
Glu Gly

Leu Ala

Lys Asp
50
Gly Ile
65
Thr Leu

His Val

Leu Trp

Phe
Ala
val
35

Arg
Leu
Leu

Ser

val

Lys Met

Lys Glu
20
Gly Tyr

Lys Ala

Ser Thr

Met

val

Ile

Phe

Phe

Asp Gln

Ala Arg

Ala Thr
40
Asp Leu

Ser Leu

70

val
85
Leu

Ser

Glu
100

Ile Ser

115

Leu
130
Thr

val

Leu
145
Met Val

Gly Tyr

Ala Gln

Arg
Gly
Trp
Tyr

aAla

Lys Arg

Tyr Tyr

Ile
Tyr
Lys
Pro

Ala

Arg Lys

Thr Asp

Ile Pro
120
Leu Ile
135

Leu Val

150

val
165
Leu

val

Leu
180

Ile Thr

2 195

Phe Ala
210

Gly Leu

225

Thr Thr

Lys Asn

Gln Thr

Gln
Ala
Tyr
Gly

Lys

val His

Tyr Ser

Trp
Lys
Thr
val

Phe

Met Asn

Ser Leu
Gln
200
Tyr

Ser

Ser
215

Arg Gly

230

Phe Tyr
245
Gly Lys
260

Lys Ala

Leu

Lys

Trp Ile

Asn

Asn

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

<220>
<223>

275

14

293

PRT
Sequéncia

Posicéo 293 ¢é artificial ou desconhecida

Artificial

99

ccatcactgce
catttaaatt
cgcttttatt
tcgctatctg
acattgtcaa
tgacattttt
tgggcaccac
tgtattggta
ccagatttca
aaaaagcagt

Ile Leu
10
Gly Leu

Ile Phe

Ser Thr

Leu Gly
Gly
20

Thr

Asp

Ser
105
Glu Leu

Phe Met

Cys Tyr

Gly
Glu
Gly
Pro
Phe
75

Phe
Ser
Leu
His

His

ctattacgtt
aaatggcctt
gcttatggtt
taatattggt
gtttattgaa
gcatacttat
atctatttct
ctatttettg
aattatccaa
tcacttgtat

Thr Asn

Gly Phe

Leu Lys
45
Leu Asn

Leu Phe

Sexr His

Gly Tyrxr

Phe
Ser
Tyr
Ile
Thr

Thr

Trp

attatttttg
ttccaattge
gaacaattag
gcttggacte
tttatagaca
caccatggeg
tgggtcccta
gctgeccagag
tttgttttgg

Thr
15
Ala

Tyr
Lys

Tyr Met

Trp Asn

Phe Pro
80
Tyr Ser
95

Ile Phe

110

Thr
125
Ty

Asp

Trp
140

Glu Asp

155

Ile
170
val

Tyr

Lys
185
Met Val

Lys His

Thr Ala

Ile

Pro

Gln

Tyr

Ile

His Ala

Ile Pro

val

His

Ala

Phe

Pro

Phe Ile

His Ala
His
160
Tyr

val

Met
175

Ser Vval

190

Ala
205
Glu

Phe

val
220

Gly Phe

235

Gln Phe
250
Leu Ala

265

Tyx

Lys

Lys Glu

Asp Gln

val
Gly
Phe
His

Ala

Ala Ile

Vval Glu

Met Leu
240
Tyr Leu
255

Lys Thr

270

60
120
180
240
300
360
420
480
540
590
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<400>

Ala
1
Phe

Lys
Met
145
val
Tyr
Thr
Phe
Asn
225
Gly
Thr

Thr

Ser

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

<400>

Ser
Arg
Tyr
Pro

val
65

14
Gln Ala

Gln Glu

Thr Ile
35

Ser Gln

50

Leu Leu

Lys Lys
130
Val Leu

Pro Ile
Met Arg

Thr Leu
195

Cys Ala

210

val Gly

Leu Leu
Tyr Asn

Pro Lys

275
Lys His
290

15
238
PRT

Tyr
Gly
20

Thr
Asp
Thr
Pro
Ala
Lys
Pro
Cys
Thr
Ser
180
Gln
Tyr
Lys
Ser
Ala
260

Thr

Ile

Glu
val
Tyr
Ala
Ile

Ile
85

P

4P
Tyx
Leu
Phe
Leu
165
Ala
Ile
Thr
Cys
Ser
245
Lys

val

Xaa

Leu
Thr
Phe

Phe

Glu
val
150
Asn
Ala
val
Tyr
Ala
230
Tyr
Ala

Lys

Caenorhabditis

15

Leu Leu Thr Asn Gln
Phe Ile Gln Glu His

Val Ile Leu val Phe

35

Phe Gln Leu Thr Thr

50

Phe Ser Ile Tyr Gly

20

S

70

100

val Thr Gly Lys
10
Pro Leu Ser Thr
25
Val val Ile Phe
40

Lys Leu Lys Pro
55

Ser Gly Ser Leu

Ala Arg Asn Gly
90

Leu Glu

105

Glu Leu Ala Asp

Phe Leu His Tyr
135
Gln Leu Gly Gly

Leu Thr Vval His
170

Gly val Arg Ile

185
Gln Phe Val Leu
200

Phe Ala Phe Thr

215

Gly Thr Glu Gly

Leu Leu Leu Phe
250
Lys Ala Ala Lys
265
Ser Gly Gly Ser
280

elegans

Asp Glu val Phe
10
Phe Gly Leu Phe
25
Ser Ile Lys Arg
40

Ala Leu Arg Leu
55

Ser Trp Thr Met

Ser
Gln
Gly
Leu
Leu

75
Leu

Phe
Tyx
155
val
Trp
Asp
Tyr
Ala
235
Ile

Glu

Pro

Pro
Val
Phe
Trp

Phe
75

Ile
Arg
Gly
Phe

60
Leu

His
140
Thr
Phe
Trp
Leu
Phe
220
Ala
Asn

Arg

Lys

His
Gln
Met
Asn

60
Pro

Asp
Glu
Arg
45

Ile

Leu

Ser
Met
Lys
Gly
205
Pro
Leu
Phe

Gly

Lys
285

Ile
Met
Arg
45

Phe

Phe

Ser
val
30

Gln
Leu
Phe

Ala

TV pan
1YyT

110
Leu
Ser
val
Tyr
Gln

190
Phe

Trp
Phe
Tyr
Ser

270
Pro

Arg
Ala
30

Asp
Phe

Met

Phe Val
15
Ala Met

Ile Met
His Asn
Ile Glu

Ile Cys
95

Leu As
vVal Leu
Met Thr

Ser Trp
160

Tyr Tyr

175

Tyr Leu

Ile Tyr

Ala Pro

Gly Cys
240

Arg Ile

255

Asn Phe

Ser Lys

Ala Arg
15

Ile Ala
Arg Glu

Leu Ser

Val Gln
80
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Gln
Asn
Lys
Pro
Phe
145
Ile
Arg
val

Met

Pro
225

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

108 039/PT

Ile
Leu
Ala
Leu
130
Cys
Val

Ser

Leu

Tyr
210
Ala

<220>

<223>

<400>

Glu
1
val
Tyr
Ala
Ile

65

Ile
Trp
Tyr
Leu
Phe
145
Leu
Ala
Thr
Phe
Asn

225
Gly

Leu
Thr
Phe
Phe
50

Ala
Leu
Thr
Trp
Glu
130
Val
Asn
Met
Thr
Cys
210
val

Leu

Arg
Pro
val
115
Ile
Ser
Asn
Met
Gln
195
Tyr

Thr

16

293
PRT
Sequéncia Artificial

16

val
Pro
Val
35

Lys
Ser
Ala
Gln
Glu
115
Phe
Gln
Leu
Ala
Leu
195
Ala
Gly

Leu

Leu
Ser
100
Glu
Phe
Asn
Leu
Asn
180
Leu

Ser

Leu

Thr
Leu
20

val
Leu
Gly
Arg
Arg
100
Leu
Leu
Leu
Thr
Glu
180
Gln
Tyr
Lys

Ser

TYyr
85

Gln
Phe
Leu
Tyr
Phe
165
Ile
Thr

Leu

Gln

Posicao 293

Gly
5
Ser
Ile
Lys
Ser
Asn

85

Leu
Ala
His
Gly
Vval
165
Leu
Ile
Thr
Cys

ser

Gly
Ala
val
His
Pro
150
Val
Lys
Gln

Ala

cys
230

Leu
Glu
Asp
Trp
135
Thr
His
Vval
Phe
Thr

215
Leu

Tyr
Tyr

Thr
120

Tyr
Pro
Ala
Pro
Met
200

Asn

Ser

Gly
Trp
105
Phe
His
Ser
Phe
Ala
185
Cys
Gln

Tyr

é artificial

Lys
Thr
Phe
Pro
Leu
70

Gly
Glu
Asp
Tyr
Gly
150
His
Ala
val
Tyr
Ala

230
Tyr

Ser

Gln-

Gly
Leu
55

Leu
Leu
Leu
Thr
Phe
135
Tyr
val
Gly
Gln
Phe
215

Gly

Leu

Ile
Arg
Gly
40

Phe
Leu
Phe
Leu
val
120
His
Thr
Phe
val
Phe
200
Ala
Thr

Leu

Asp
Glu
25

Arg
Ile
Leu
Tyr
Tyr
105
Phe
His
Ser
Met
Arg
185
val
Phe

Glu

Leu

10

Cys
90

Leu
Phe
His
Ser
Met
170
Lys
Phe
Ala

Thr

ou

Ser
10

val
Gln
Leu

Phe

Ala
90
Tyr

Leu
Ser
val
Tyr
170
Ile
Leu
Thr
Gly

Phe

1

Gly
Phe
Leu
Met
Gln
155
Tyr
Ile
Ile
Arg

Leu
235

Cys
Leu
Val
Ala
140
Ser
Pro
Ser
Tyx
Tyx

220
His

Glu
Thr
Leu
125
Thr
Arg
TyY
Met
Gly
205

Pro

Leu

Ala
Ile
110
Arg
Phe
vVal
Tyr
Ala
190
Cys

Ser

Leu

Leu
95

Leu
Lys
vVal
Gly
Phe
175
val

Thr

Asn

desconhecida

Phe
Ala
Ile
His
Ile
75

Ile
Leu
Val

Met

Ser
155

Tyr
Trp
Asp
Tyx
Ala

235
Ile

val
Met
Met
Asn
60

Glu
Cys
Asn
Leu
Thr
140
Trp
Tyr
Trp
Leu
Phe
220
Ala

Asn

Phe
Trp
Lys
45

Phe
Asn
Asp
Tyr
Lys
125
Met
val
Tyr
Lys
Gly
205

Pro

Leu

Phe

Gln
Thr
30

Ser
Leu
Leu
Asp
Leu
110
Lys
val
Pro
Met
Gln
190
Phe
Trp

Phe

Tyx

Glu
15

Ile
Gln
Leu
val
Gly
95

val
Lys
Leu
Ile
Arg
175
Tyr
Ile
Ala

Gly

Arg

Ser
Ser
Lys
Phe
val
160
Thr
Thr

Leu

Thr

Gly
Thr
Asp
Thr
Pro
80

Ala
Lys
Pro
Cys
Thr
160
Ser
Leu
Tyr
Pro
Cys

240
Ile
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Thr
Thr

Ser

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

<400>
Met

Leu
Phe
Ala
Phe
65

val

Pro

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

<400>
Met

Phe
Thr
Leu
val
65

Leu

Gly

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

<220>
<223>

245

102

250

Tyr Asn Ala Lys Ala Lys Ala Ala Lys

Pro

Lys
275

Lys His

290

17
101
PRT

Caenorhabditis elegans

17

260

265

Thr val Lys Ser Gly Gly Ser

Ile

Xaa

Leu Tyr Ser Ile

His
Asn
Glu
50

Gln

Ser

His

18
115
PRT

Caenorhabditis elegans

18
Ala

Gly
Gly
Ser
50

Ile
Lys

Ser

Asn

19
272
PRT

Phe
val
35

Lys
Gln
val

Ser

Ala
Ile
Lys
35

Thr
Phe
Pro

Leu

Gly
115

Tyr
20

Leu
Thr
Pro

Thr

Leu
100

Ala
Lys
20

Ser
Gln
Gly

Leu

Leu
100

Sequéncia

5
Gln

val
Ile
His
Leu

85
Ala

Ile
Leu
Ile
Arg
Gly
Phe

85
Leu

Thr
Leu
Asn
Thr
Ile

70
val

Leu
Asp
Asp
Glu
Arg
70

Ile

Leu

Arg
Tyr
Gly
Ser
55

Leu

Thr

Asp
Thr
Ser
Val
55

Gln

Leu

Phe

280

Arg
Val
Gln
40

Phe
Thr

val

Lys
Tyr
Phe
40

Ala
Ile
His

Ile

Artificial

Cys Tyr
10

Thr Glu

25

Ser Ile

Pro Phe
Leu His

Phe Lys
90

val Asn
10

Phe Ala

25

Val Phe

Met Trp

Met Lys

Asn Phe
90

Glu Asn
105

255

Glu Arg Gly Ser Asn Phe

270

Pro Lys Lys Pro Ser Lys

Thr
Cys
Asn
His
Phe

75
Lys

Phe
Gln
Gln
Thr
Ser
75

Leu

Leu

Phe
Leu
Ser
Phe
60

Leu

Pro

Gly
Ala
Glu
Ile
60

Gln

Leu

val

285

Phe
Glu
Arg
45

Pro

Phe

Lys

Ile
TyY
Gly
45

Thr
Asp
Thry

Pro

Val Thr Ser

Asn
Trp
Gln
Phe

Cys

Asp
Glu
30

val
Tyr
Ala
Ile

Ile
110

15
Val

Lys
Thr
val

Glu
95

Gln
15

Leu
Thr
Phe
Phe
Ala

95
Leu

Ile
Asp
Phe
Phe

80
Phe

Pro
val
Pro
val
Lys
Ser

Ala

Posigédo nUmero 272 é artificial ou desconhecida



EP 1 108 039/PT
103

<400> 19

Met Asp Thr Ser Met Asn Phe Ser Arg Gly Leu Lys Met Asp Leu Met
1 5 10 15
Gln Pro Tyr Asp Phe Glu Thr Phe Gln Asp Leu Arg Pro Phe Leu Glu
20 25 30
Glu Tyr Trp Val Ser Ser Phe Leu Ile Val Val Val Tyr Leu Leu Leu
35 40 45
Ile Val Val Gly Gln Thr Tyr Met Arg Thr Arg Lys Ser Phe Ser Leu
50 55 60
Gln Arg Pro Leu Ile Leu Trp Ser Phe Phe Leu Ala Ile Phe Ser Ile
65 70 75 80
Leu Gly Thr Leu Arg Met Trp Lys Phe Met Ala Thr Val Met Phe Thr
85 90 95
Val Gly Leu Lys Gln Thr Val Cys Phe Ala Ile Tyr Thr Asp Asp Ala
100 105 110
Val Val Arg Phe Trp Ser Phe Leu Phe Leu Leu Ser Lys Val Val Glu
115 120 125
Leu Gly Asp Thr Ala Phe Ile Ile Leu Arg Lys Arg Pro Leu Ile Phe
130 135 140
Val His Trp Tyr His His Ser Thr Val Leu Leu Phe Thr Ser Phe Gly
145 150 155 160
Tyr Lys Asn Lys Val Pro Ser Gly Gly Trp Phe Met Thr Met Asn Phe
165 170 175
Gly Val His Sexr Val Met Tyr Thr Tyr Tyr Thr Met Lys Ala Ala Lys
180 185 190
Leu Lys His Pro Asn Leu Leu Pro Met Val Ile Thr Ser Leu Gln Ile
195 200 205
Leu Gln Met Val Leu Gly Thr Ile Phe Gly Ile Leu Asn Tyr Ile Trp
210 215 220
Arg Gln Glu Lys Gly Cys His Thr Thr Thr Glu His Phe Phe Trp Ser
225 230 235 240
Phe Met Leu Tyr Gly Thr Tyr Phe Ile Leu Phe Ala His Phe Phe His
245 250 255
Arg Ala Tyr Leu Arg Pro Lys Gly Lys Val Ala Ser Lys Ser Gln Xaa
260 265 270

<210> 20

<211> 318

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Posicgdo Numero 318 é artificial ou desconhecida

<400> 20
Met Ala Ala Ala Ile Leu Asp Lys Val Asn Phe Gly Ile Asp Gln Pro
1 5 10 15
Phe Gly Ile Lys Leu Asp Thr Tyr Phe Ala Gln Ala Tyr Glu Leu Val
20 25 30
Thr Gly Lys Ser Ile Asp Ser Phe Val Phe Gln Glu Gly Val Thr Pro
35 40 45
Leu Ser Thr Gln Arg Glu Val Ala Met Trp Thr Ile Thr Tyr Phe Val
50 S5 60
Val Ile Phe Gly Gly Arg Gln Ile Met Lys Ser Gln Asp Ala Phe Lys
65 70 75 80
Leu Lys Pro Leu Phe Ile Leu His Asn Phe Leu Leu Thr Ile Ala Ser
85 90 95
Gly Ser Leu Leu Leu Leu Phe Ile Glu Asn Leu Val Pro Ile Leu Ala
100 105 110
Arg Asn Gly Leu Phe Tyr Ala Ile Cys Asp Asp Gly Ala Trp Thr Gln
115 120 125
Arg Leu Glu Leu Leu Tyr Tyr Leu Asn Tyr Leu Val Lys Tyr Trp Glu
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Leu
145
Leu
Leu
Thr
vVal
Phe
225
Ala
Thr
Leu

Ala

Gly
305

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

<400>
Asn

Asp
Tyr
Lys
Met
65

val
Tyr
Thr
Phe
Asn
145

Gly

Thr

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

130
Ala

His
Gly
val
Arg
210
val
Phe
Glu
Leu
Ala

290
Gly

21
178
PRT

Asp
Tyr
Gly
His
195
Ile
Leu
Thr
Gly
Phe
275
Lys

Ser

Thr
Phe
Tyr
180
Val
Trp
Asp
Tyr
Ala
260
Ile

Glu

Pro

Val
His
165
Thr
Phe
Trp
Leu
Phe
245
Ala
Asn

Arg

Lys

Homo sapiens

21
Leu

Asp
Leu
Lys
50

Vval
Pro
Met
Thr
Cys
130
val
Leu
Tyr
22

147
PRT

val
Gly
val
35

Lys
Leu
Ile
Arg
Leu
115
Ala

Gly

Leu

Pro
Ala
20

Lys
Pro
Cys
Thr
Ser

100
Gln

Tyr
Lys

Ser

Ile
Trp
Tyr
Leu
Phe
Leu
85

Ala
Ile
Thr
Cys

Ser
165

Homo sapiens

Phe
150
His
Ser
Met
Lys
Gly
230
Pro
Leu
Phe

Gly

Lys
310

Leu
Thr
Trp
Glu
Val
70

Asn
Ala
val
Tyr

Ala
150

Tyxr

135
Leu

Ser
val
Tyx
Gln
215
Phe
Trp
Phe
Tyr
Ser

295
Pro

Ala
Gln
Glu
Phe
55

Gln
Leu
Gly
Gln
Phe
135
Gly

Leu

val
Met
Ser
Tyr
200
TYyY
Ile
Ala
Gly
Arg
280

Asn

Ser

Arg
Arg
Leu
40

Leu
Leu
Thr
val
Phe
120
Ala

Thr

Leu

Leu
Thr
Trp
185
Tyr
Leu
Tyr
Pro
Cys
265
Ile

Phe

Lys

Asn
Leu
25

Ala
His
Gly
val
Arg
105
val
Phe

Glu

Leu

104

Lys
Met
170
val
Tyr
Thr
Phe
Asn
250
Gly
Thr
Thr

Ser

Gly
10

Glu
Asp
Tyr
Gly
His
90

Ile
Leu
Thr

Gly

Phe
170

Lys
155
Val
Pro
Met
Thr
Cys
235
val
Leu
Tyr

Pro

Lys
315

Leu
Leu
Thr
Phe
Tyr
75

vVal
Txp
Asp
Tyr
Ala

155
Ile

140
Lys

Leu
Ile
Arg
Leu
220
Ala
Gly
Leu
Asn
Lys

300
His

Phe
Leu
Val
His
60

Thr
Phe
Trp
Leu
Phe
140

Ala

Asn

Pro
Cys
Thr
Ser
205
Gln
Tyr
Lys
Ser
Ala
285

Thr

Ile

Tyr

Phe
45

His
Ser
Met
Lys
Gly
125
Pro

Leu

Phe

Leu
Phe
Leu
190
Ala
Ile
Thx
Cys
Ser
270
Lys
val

Xaa

Ala
Tyr
30

Leu
Ser
Vval
Tyr
Gln

110
Phe

Trp
Phe

Tyr

Glu
val
175
Asn
Ala
val
Tyr

Ala
255

Tyxr
Ala

Lys

Ile
15

Leu
val
Met
Ser
Tyr
9s

Tyr
Ile
Ala
Gly

Arg
175

Phe
160
Gln
Leu
Gly
Gln
Phe
240
Gly
Leu

Lys

Ser

Cys
Asn
Leu
Thr
Trp
80

Tyr
Leu
Tyr
Pro
Cys

160
Ile
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<400>

Ser
Pro
Leu
Tyr
Gly
65

Phe
Thr
Met

Ser

Glu
145

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

<220>
<223>

<400>

Ser
val
Gln
Leu
Phe
Ala
Tyr
Leu
Ser
val
145
Tyr
Gln
Phe
Trp
Phe

225
Tyr

Leu Leu Val Val Lys Asp Leu Thr

Gly Asp Thr Ile Phe Ile Ile Leu
20 25
His Trp Tyxr His His Ile Thr val

Lys Asp Met Val Ala Gly Gly Gly

50 55

Val His Ala Val Met Tyr Ser Tyr

70
Arg Val Ser Arg Lys Phe Ala Met
85

Gln Met Leu Met Gly Cys Val Val
100 105

Gln His Asp Gln Cys His Ser His

115 120

Leu Met Tyr Leu Ser Tyr Leu Val

130 135

Ala Tyr

23

280

PRT

Sequéncia Artificial

Posicdo 280 ¢ artificial

23
Phe Val Phe Gln Glu Gly Val Thr

Ala Met Trp Thr Ile Thr Tyr Phe
20 25
Ile Met Lys Ser Gln Asp Ala Phe
35 40
His Asn Phe Leu Leu Thr Ile Ala
50 55
Ile Glu Asn Leu Val Pro Ile Leu
70
Ile Cys Asp Asp Gly Ala Trp Thr
85
Leu Asn Tyr Leu Val Lys Tyr Trp
100 105
Val Leu Lys Lys Lys Pro Leu Glu
115 120
Met Thr Met Val Leu Cys Phe Val
130 135
Ser Trp vVal Pro Ile Thr Leu Asn
150
Tyr Tyr Tyr Met Arg Ser Ala Ala
165
Tyr Leu Thr Thr Leu Gln Ile Val
180 185
Ile Tyr Phe Cys Ala Tyr Thr Tyr
195 200
Ala Pro Asn Val Gly Lys Cys Ala
210 215
Gly Cys Gly Leu Leu Ser Ser Tyr
230
Arg Ile Thr Tyr Asn Ala Lys Ala

105

Tyr
10

Arg
Leu
Trp
Tyr
Phe
90

Asn

Phe

Leu

Leu
Lys
Leu
Phe
Ala
75

Ile
Tyr
Gln

Phe

Leu
Gln
Tyx
Met
€0

Leu
Thr
Leu

Asn

cys
140

Pro
Lys
Ser
45

Thr
Arg
Leu
val
Ile

125
His

Leu
Leu
30

Trp
Met
Ala
Ser
Phe
110

Phe

Phe

ou desconhecida

Pro
10

Val
Lys
Ser
Ala
Gln
90

Glu
Phe
Gln
Leu
Gly
170
Gln
Phe
Gly

Leu

Lys

Leu
val
Leu
Gly
Arg
75

Arg
Leu
Leu
Leu
Thx
155
val
Phe
Ala
Thr
Leu

235
Ala

Ser
Ile
Lys
Ser
60

Asn
Leu
Ala
His
Gly
140
val
Arg
Val
Phe
Glu
220

Leu

Ala

Thr
Phe
Pro
45

Leu
Gly
Glu
Asp
Tyr
125
Gly
His
Ile
Leu
Thr
205
Gly
Phe

Lys

Gln
Gly
30

Leu
Leu
Leu
Leu
Thr
110
Phe
Tyr
Val
Trp
Asp
190
Tyr
Ala
Ile

Glu

Cys
15

Ile
Tyr
Asn
Ala
Gln
95

Cys
Txp

Phe

Arg
15

Gly
Phe
Leu
Phe
Leu
95

Val
His
Thr
Phe
Trp
175
Leu
Phe
Ala

Asn

Arg

Leu
Phe
Ser
Tyr
Gly
Ile
Trp
Ser

Phe

Glu
Arg
Ile
Leu
Tyr
80

Tyxr
Phe
His
Ser
Met
160
Lys
Gly
Pro
Leu
Phe

240
Gly
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Ser

Pro

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

<220>
<223>

<400>

Pro
Tyxr
Lys
Leu
Leu
65

Thr
Trp
Ile
His
Cys
145
Leu
Tyr
Val
Phe
Ile
225
Ala

Ala

val

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

<400>
Met

His

245

106

250

255

Asn Phe Thr Pro Lys Thr Val Lys Ser Gly Gly Ser Pro Lys Lys

260

265

Ser Lys Ser Lys His Ile Xaa

24

275

283
PRT
Sequéncia Artificial

280

270

Posicédo 282 é artificial ou desconhecida

24
Arg

val
Ile
Tyr
50

Val
Arg
Tyr
Leu
Ala
130
Gly
Met
Leu
Leu
Pro
210
Ala
Ser

Ala

Lys

25

Tyr
Cys
His
35

Asn
Thr
Ser
Tyxr
Arg
115
Thr
His
Tyr
Trp
Thr
195
Leu
Leu
Axg

val

Pro
275

446
PRT
Mortierella alpin

25

Gly Thr Asp Gln Gly Lys Thr Phe
5

Lys
Leu
20

Glu
Leu
Gly
Ala
Phe
100
Lys
Met

Ser

Ser

Trp
180
Ile
Gly
Phe
Arg
Asn

260
Arg

Ser
Phe
Glu
Gly
Val
Gly
Ser
Asn
Leu
TYyr
Tyr
165
Lys
Ile
Trp
Thr

Lys
245

Gln Arg Met Val Pro
10
Cys Tyr Leu Leu Thr
25
Pro Ala Ala Val Leu
40
Leu Thr Leu Leu Ser
55
Trp Glu Gly Lys Tyr
70
Glu Ser Asp Met Lys
30
Lys Leu Ile Glu Phe
105
Asn His Gln Ile Thr
120
Asn Ile Trp Trp Phe
135
Phe Gly Ala Thr Leu
150
Tyr Gly Leu Ser Ser
170
Lys Tyr Ile Thr Gln
185
Gln Thr Thr Cys Gly
200
Leu Phe Phe Gln Ile
215
Asn Phe Tyr Ile Gln
230
Glu His Leu Lys Gly
250

Gly His Thr Asn Ser Phe

Lys

265
Gln Arg Lys Asp Xaa
280

10

Pro
His
Leu
Leu
Asn
75

Ile
Met
val
val
Asn
155
Ile
Gly
val
Gly
Thr
235
His

Pro

Gln

Gly
Cys
Pro
Tyr
60

Phe
Ile
Asp
Leu
Met
140
Ser
Pro
Gln
Phe
TyY
220
Tyr

Gln

Ser

Gln
Met
Ser
45

Met
Phe
Arg
Thr
His
125
Asn
Phe
Ser
Leu
Trp
205
Met
Asn

Asn

Leu

Leu
Ala
30

Ile
Phe
Cys
val
Phe
110
val
Trp
Ile
Met
val
190
Pro
Ile
Lys
Gly

Glu
270

His
15

Gly
Leu
Tyr
Gln
Leu
9s

Phe
TYY
val
His
Arg
175
Gln
Ccys
Ser
Lys
Ser

255
Asn

15

Pro
Thr
Gln
Glu

Gly
80

Trp
Phe
His
Pro
val
160
Pro
Phe
Ser
Leu
Gly
240

val

Ser

Thr Trp Glu Glu Leu Ala Ala

Asn Thr Lys Asp Asp Leu Leu Leu Ala Ile Arg Gly Arg Val Tyr
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Asp
Leu
Ala
65

Leu
Lys
Asp
Gly
val
145
Ala
Ser
Asp
Leu
Ser
225
Phe
Leu
vVal
Thr
Ile
305
Thr

Ala

Gly

Asn
385
Tyr
Val

Leu

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

<400>

Val
Leu
50

Phe
val
Thr
Pro
Ser
130
Glu
Cys
Val
Phe
Gly
210
Thr
Val
Leu
Lys
val
290
Val
Val
Asn
Ile
TYTr
370
Tyxr
Pro

Pro

Glu

039/PT

Thr
35

Gly
Gly
Ser
Ile
Lys
115
Leu
Arg
Ala
Thr
Phe
195
His
Ser
Asn
Ala
Thr
275
Met

Pro

Ala

Asp

Tyr

His
435

26

318
PRT
Mortierella alpin

26

20
Lys

Ala
Ala
Asn
Lys
100
Asn
Ile
Thr
Gln
His
180
Asn
His
Glu
His
Phe
260
Asn
Phe
Leu
Asp
val
340
Gln
His
Ala
Ile
Leu

420
Leu

Phe
Gly
Ala
Glu

85
Thr

Arg
Ala
Trp
val
165
Asn
Gly
Pro
Pro
Ile
245
Lys
Asp
Trp
Gln
Met
325
val
Lys
Asp
Val
Leu
405

Val

Arg

Leu Ser Arg

Arg
Asp
70

Leu
Arg
Pro
Ser
Leu
150
Gly
Pro
Ala
Tyr
Asp
230
Asn
val
Ala
Gly
TyY
310
val
Glu
Asp
Ser
His
390
Ala

Lys

val

Asp
55

Ala
Pro
val
Glu
TYTr
135
Gln
Leu
Thr
Ser
Thr
215
Val
Gln
Arg
Ile
Gly
295
Leu
Ser
Glu
Trp
His
375
His
Ile

Asp

Leu

40
Val

Ile
Ile
Glu
Ile
120
Tyr
Val
Asn
Val
Tyr
200
Asn
Arg
His
Ile
Arg
280
Lys
Pro
Ser
Val
Ala
360
Leu
Leu
Ile

Thr

Gly
440

25
His

Thr
Met
Phe

Gly
105
Trp

Ala
val
Pro
Trp
185
Leu
Ile
Arg
Met
Gln
265
val
Ala
Leu
TYTX
Gln
348
Ala
Trp
Phe
Lys
Phe

425
Leu

107

Pro
Pro
Lys
Pro
S0

Tyr
Gly
Gln
Phe
Leu
170
Lys
val
Ala
Ile
Phe
250
Asp
Asn
Phe
Gly
Trp
330
Trp
Met
Thr
Pro
Asn
410

Trp

Arg

Gly Gly

Val Phe
60

Lys Tyr

7S

Glu Pro

Phe Thr
Arg Tyr

Leu Phe
140

Ala Ile

155

His Asp

Ile Leu
Trp Met

Gly Ala
220

Lys Pro

235

vVal Pro

Ile Asn
Pro Ile
Phe Val
300
Lys Val
31s
Leu Ala
Pro Leu
Gln Val
Ser Ile
380
Asn Val
395
Thr Cys
Gln Ala

Pro Lys

val
45

Glu
Tyr
Thr
Asp
Ala
125
val
Ile
Ala
Gly
Tyxr
205
Asp
Asn
Phe
Ile
Ser
285
Trp
Leu
Leu
Pro
Glu
365
Thr
Ser
Sexr

Phe

Glu
445

30
Asp

Met
Val
val
Arg
110
Leu
Pxro
Met
Ser
Ala
190
Gln
Pro
Gln
Leu
Leu
270
Thr
Tyx
Leu
Thr
Asp
350
Thr
Gly
Gln
Glu
Ala

430
Glu

Thr
Tyr
Gly
Phe
95

Asn
Ile
Phe
Gly
His
175
Thr
His
Asp
Lys
Tyr
255
Tyr
Trp
Arg
Leu
Phe
335
Glu
Thr
Ser
His
Tyr

415
Ser

Leu
His
Thr
80

His
Ile
Phe
vVal
Phe
160
Phe
His
Met

Val

Trp
240
Gly
Phe
His
Leu
Phe
320
Gln
Asn
Gln
Leu
His
400
Lys

His

Met Glu Ser Ile Ala Pro Phe Leu Pro Ser Lys Met Pro Gln Asp Leu
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Phe
Asp
Thr
Leu
65

val
Asn
Cys
Ala
Phe
145
Lys
Asn
Thr

Phe

Tyr
225
TYT
Ser
Pro

Gly

Ala
305

<210>

Met
Pro
Ile
50

Ala
Leu
Phe
Leu
Tyr
130
Lys
Ile
Arg
Ile
Ser
210
Phe
Ile
Ser
Phe
Leu

290
Lys

27

Asp
Leu
35

val
Arg
Ala
Glu
val
115
Gln
Gly
Met
Gln
Trp
195
Ala
Leu
Thr
Trp
Phe
275
Phe

Ala

<211> 279
<212> PRT
<213> Mortierella

<400>
Vval
1
Gly
Met
Val
Lys
65
Tyr

Leu

Lys

277
Ala

Phe
Asn
Phe
50

Thr
Met

Phe

Met

Gln
Leu
Pro
35

Val
Phe
Cys
Glu

Ile

Leu
20

Glu
His
Glu
Tyr
Arg
100
Ser
Bla
Leu
Glu
Ile
180
Trp
Ala
Ser
Arg
Asp

260
Ile

Tyr

Asp

Ala
Val
20

Phe
Gly
Ser
Gly
Asn

100
Trp

5
Ala

Ala
His
Leu
Leu
85

Phe
Ile
Asn
Pro
Phe
165
Ser
Leu
Leu
Ala
Ser
245
Met
Thr

Asn

Ala

Glu
Ala
His
Met
Leu
Gly
85

Ala

Leu

Thr
Ala
Thr
Pro
70

Val
Glu
Ser
Tyr
Met
150
val
Phe
Val
Asn
Leu
230
Gln
Tyr
Ala

Phe

Ala
310

Ala
Leu
Arg
55

Leu
Thr
val
Ala
Gly
135
Ala
Asp
Leu
Thr
Ser
215
Gly
Met
Ala

Leu

Tyr
295
Lys

alpin

Lys
Val
Val
Gln
Leu
70

Ile

Ala

Phe

Tyrx
Glu
Leu
Ile
55

His
Leu
Asp

Tyr

Ile
Val
40

Gly
Met
Val
Lys
Tyr
120
Leu
Lys
Thr
His
Phe
200
Phe
Phe
Thr
Met
Leu
280
Arg

Glu

Ile
Ser
Leu
40

Met
Asn
Tyr
His

Phe

Gly
25

Ala
Phe
Asn
Phe
Thr
108
Met
Phe
Met
Met
Vval
185
Val
Ile
Lys
Gln
Lys
265
Trp
Lys

Lys

Pro
Pro
25

Ile
Lys
Phe
Glu
Thr

105
Ser

108

10
Val

Gln
Leu
Pro
Val
90

Phe
Cys
Glu

Ile

Ile
170

Tyr
Ala
His
Gln
Phe
250
val
Phe

Asn

Ala

Thr
10

Leu
val
Asn
Cys
Ala
90

Phe

Lys

Arg Ala
Ala Glu

val Ala
60

Phe His

75

Gly Met

Ser Leu
Gly Gly
Asn Ala

140
Trp Leu

155
Met Val

His His
Pro Asn
val Ile

220
Val Ser

235
Cys Met

Leu Gly
Tyx Met
Ala Lys

300

Arg Lys
315

Ile Val
Ala Arg
Leu Ala
Phe Glu
60

Leu Val
75

Tyr Gln
Lys Gly

Ile Met

Ala
Lys
45

val
Val
Gln
Leu
Ile
125
Ala
Phe
Leu
Ser
Gly
205
Met
Phe
Met
Arg
Trp
28BS

Leu

Leu

His
Glu

Tyr
45

Arg
Ser
Ala
Leu

Glu

Pro
30
Tyr

Glu
Leu
Ile
His
110
Leu
Asp
Tyr
Lys
Ser
190
Glu
Tyr
Ile
Ser
Pro
270
Thr

Ala

Gln

His
Leu
30

Leu
Phe
Ile
Asn
Pro

110
Phe

15
Tyr Val

Ile Pro
Ser Pro

Leu Ile
80

Met Lys

g5

Asn Phe

Tyr Glu
His Thr

Phe Ser
160

Lys Asn

175

Ile Phe

Ala Tyr

Gly Tyr

Lys Phe
240

Val Gln

255

Gly Tyr

Met Leu

Lys Gln

Thr Arg
15
Pro Leu

Val Thr

Glu val

Ser Ala
BO

Tyr Gly

95

Met Ala

Val Asp
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115 120 128
Thr Met Ile Met Val Leu Lys Lys Asn Asn Arg Gln Ile Ser Phe Leu
130 135 140
His Val Tyr His His Ser Ser Ile Phe Thr Ile Trp Trp Leu Val Thr
145 150 155 160
Phe Val Ala Pro Asn Gly Glu Ala Tyr Phe Ser Ala Ala Leu Asn Ser
165 170 175
Phe Ile His Val Ile Met Tyr Gly Tyr Tyr Phe Leu Ser Ala Leu Gly
180 185 130
Phe Lys Gln Val Ser Phe Ile Lys Phe Tyr Ile Thr Arg Ser Gln Met
195 200 205
Thr Gln Phe Cys Met Met Ser Val Gln Ser Ser Trp Asp Met Tyr Ala
210 215 220
Met Lys Val Leu Gly Arg Pro Gly Tyr Pro Phe Phe Ile Thr Ala Leu
225 230 235 240
Leu Trp Phe Tyr Met Trp Thr Met Leu Gly Leu Phe Tyr Asn Phe Tyr
245 250 255
Arg Lys Asn Ala Lys Leu Ala Lys Gln Ala Lys Ala Asp Ala Ala Lys
260 265 270
Glu Lys Ala Arg Lys Leu Gln
275

<210> 28

<211> 301

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Posigdo numero 301 é artificial ou desconhecida

<400> 28
Gly Ile Lys Leu Asp Thr Tyr Phe Ala Gln Ala Tyr Glu Leu Val Thr
1 S 10 15
Gly Lys Ser Ile Asp Ser Phe Val Phe Gln Glu Gly Vval Thr Pro Leu
20 25 30
Ser Thr Gln Arg Glu Val Ala Met Trp Thr Ile Thr Tyr Phe Val Val
35 40 45
Ile Phe Gly Gly Arg Gln Ile Met Lys Ser Gln Asp Ala Phe Lys Leu

Lys Pro Leu Phe Ile Leu His Asn Phe Leu Leu Thr Ile Ala Ser Gly
65 70 75 80
Ser Leu Leu Leu Leu Phe Ile Glu Asn Leu Val Pro Ile Leu Ala Arg

90 95
Asn Gly Leu Phe Tyr Ala Ile Cys Asp Asp Gly Ala Trp Thr Gln Arg

100 105 110
Leu Glu Leu Leu Tyr Tyr Leu Asn Tyr Leu Val Lys Tyr Trp Glu Leu
115 120 125
Ala Asp Thr Val Phe Leu Val Leu Lys Lys Lys Pro Leu Glu Phe Leu
130 135 140
His Tyr Phe His His Ser Met Thr Met Val Leu Cys Phe Val Gln Leu
145 150 155 160
Gly Gly Tyr Thr Ser Val Ser Trp Val Pro Ile Thr Leu Asn Leu Thr
165 170 175
Val His Val Phe Met Tyr Tyr Tyr Tyr Met Arg Ser Ala Ala Gly Val
180 185 190
Arg Ile Trp Trp Lys Gln Tyr Leu Thr Thr Leu Gln Ile Val Gln Phe
195 200 205
Val Leu Asp Leu Gly Phe Ile Tyr Phe Cys Ala Tyr Thr Tyr Phe Ala
210 215 220

Phe Thr Tyr Phe Pro Trp Ala Pro Asn Val Gly Lys Cys Ala Gly Thr
225 230 235 240
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Glu
Leu
Ala

Gly

<210> 29

Gly
Phe
Lys

Ser
290

039/PT

Ala Ala

Ile Asn
260

Glu Arg

275

Pro Lys

<211> 289
<212> PRT
<213> Mortierella

<400> 29

Tyr
1

Gly
Thr
Asp
Thr
65

Pro
Ala
Lys
Pro
cys
145
Thr
Ser
Gln
Tyr
Lys
225
Ser
Ala

Thr

Ile

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

<220>
<223>

Glu
val
Tyr
Ala
50

Ile
Ile
Trp
Tyr
Leu
130
Phe
Leu
Ala
Ile
Thr
210
Cys
Ser
Lys

val

30

Leu Val

Thr Pro
20

Phe Val

35

Phe Lys

Ala Ser
Leu Ala

Thr Gln
100

Trp Glu

115

Glu Phe

val Gln
Asn Leu

Ala Gly
180

val Gln

195

Tyr Phe

Ala Gly
Tyr Leu
Ala Lys

260

Lys Ser
275

292
PRT
Sequéncia Artificial

Leu
245
Phe
Gly

Lys

Thr
Leu
val
Leu
Gly
Arg
85

Arg
Leu
Leu
Leu
Thr
165
val
Phe
Ala
Thr
Leu
245

Ala

Gly

Phe Gly
Tyr Arg
Ser Asn

Pro Ser
295

alpin

Gly Lys
Ser Thr
Ile Phe

Lys Pro
55

Ser Leu

70

Asn Gly

Leu Glu
Ala Asp
His Tyr
135
Gly Gly
150
Val His
Arg Ile
Val Leu
Phe Thr
215
Glu Gly
230
Leu Phe
Ala Lys

Gly Ser

Cys
Ile
Phe

280
Lys

Ser
Gln
Gly
40

Leu
Leu
Leu
Leu
Thr
120
Phe
Tyr
val
Trp
Asp
200
Ala
Ile

Glu

Pro
280

Gly
Thr
265
Thr

Ser

Ile
Arg
25

Gly
Phe
Leu
Phe
Leu
105
val
His
Thr

Phe

Trp
185
Leu
Phe
Ala
Asn
Arg

265
Lys

110

Leu Leu Ser Ser

250

Tyr Asn Ala Lys

Pro Lys Thr Val

285

Lys His Ile Xaa

Asp
10

Glu
Arg
Ile
Leu
Tyr
Tyr
Phe
His
Ser
Met
170
Lys
Gly
Pro
Leu
Phe
250

Gly

Lys

Ser
val
Gln
Leu
Phe

75
Ala

Tyr
Leu
Ser

val
155

Tyr
Gln
Phe
Trp
Phe
235
Tyr
Ser

Pro

300

Phe
Ala
Ile
His
60

Ile
Ile
Leu
Val
Met
140
Ser
Tyr
Tyr
Ile
Ala
220
Gly
Arg

Asn

Ser

val
Met
Met
45

Asn
Glu
Cys
Asn
Leu

125
Thr

Trp
Tyr
Leu
Tyr
205
Pro
Cys
Ile

Phe

Lys
285

Tyx
Ala

270
Lys

Phe
Trp
30

Lys
Phe
Asn
Asp
Tyr
110
Lys
Met
val
Tyr
Thr
190
Phe
Asn
Gly
Thr
Thr

270
Ser

Posicéao 292 é artificial ou desconhecida

Leu Leu

255

Lys Ala

Ser Gly

Gln
15

Thr
Ser
Leu
Leu
Asp
9s

Leu
Lys
val
Pro
Met
175
Thr
Cys

vVal

Leu

Tyr
255
Pro

Lys

Glu
Ile
Gln
Leu
val
80

Gly
val
Lys
Leu
Ile
160
Arg
Leu
Ala
Gly
Leu
240
Asn
Lys

His
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<400> 30
Ser Thr Tyr
1
Gly Trp Phe

Ile Tyr Leu
35
Gln Pro Phe
50
Thr Leu Leu
65
Glu Gly Lys

Ser Asp Met

Leu Ile Glu
115
His Gln Ile
130
Ile Trp Trp
145
Gly Ala Thr

Gly Leu Ser

Tyr Ile Thr
195
Thr Ser Cys
210
Tyr Phe Gln
228
Phe Tyr Ile

His Leu Llys

Thr Asn Ser

275

Arg Lys Asp
290

<210> 31
<211> 291
<212> PRT

<213> Mortierella alpin

<400> 31
Gln Ala Tyr
1
Gln Glu Gly

Thr Ile Thr
35
Ser Gln Asp
50
Leu Leu Thr
65
Leu Val Pro

Asp Gly Ala

Phe
Leu
20

Leu
Ser
Ser
Tyr
Lys
100
Phe
Thr
Phe
Leu
Ser
180
Gln
Gly
Ile
Gln
Asp
260
Phe

Xaa

Glu
val
20

TYyTr
Ala
Ile

Ile

Trp
100

Lys
Leu
Ile
Cys
Leu
Asn
85

Ile
Met
Val
Val
Asn
165
val
Gly
Val
Gly
Thr
245
His

Ser

Leu
5
Thr
Phe
Phe
Ala
Leu

85
Thr

Ala
Asp
vVal
Arg
Tyr
70

Phe
Ile
Asp
Leu
Met
150
Ser
Pro
Gln
Ile
Tyr
230
Tyr
Gln

Pro

Val
Pro
val
Lys
Ser
70

Ala

Gln

Leu
Asn
Trp
Gly
55

Met
Phe
Arg
Thr
His
135
Asn
Phe

Ser

Leu

Trp
215
Met
Asn

Asn

Leu

Thr
Leu
val
Leu
55

Gly

Arg

Arg

Leu
Tyr
Leu
40

Ile
Phe
Cys
val
Phe

120
Val

Trp

Ile

Glu
280

Gly
Ser
Ile
40

Lys
Ser

Asn

Leu

Gly
Ile
25

Gly
Leu
Cys
Gln
Leu

105
Phe

Tyr
val
His
Arg
185
Gln
Cys
Ser
Lys
Ser

265
Asn

Lys
Thr
25

Phe
Pro
Leu

Gly

Glu
105

111

Pro
10

Pro
Pro
val
Glu
Gly
S0

Trp
Phe
His
Pro
Val
170
Pro
Phe
Thr
Leu
Gly
250

Met

Asn

Ser
10

Gln
Gly
Leu
Leu
Leu

S0
Leu

Arg
Thr
Lys
val
Leu
75

Thr
Trp
Ile
His
Cys
155
Leu
Tyr
val
Phe
Ile
235
Ala

Ala

val

Ile
Arg
Gly
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Asp Met Val Ala Gly Gly Gly Trp Phe Met Thr Met Asn Tyr Gly Val
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His Ala Val Met Tyr Ser Tyr Tyr Ala Leu Arg Ala Ala Gly Phe Arg
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Gly
Asn
Trp
Met
135
His
Pro
Val
val
Cys
215
Leu
Tyx

Ala

Arg

Met
Asn
Thr
Gly
Leu
ala

Phe

Glu
Ala
His
40

Met
Leu
Gly
Ala
Leu
120
val
His
Asn
Ile
Ser
200
Met
Gly
Met

Lys

Lys
280

Asp
Asp
Trp
40

Gln
Ile
Arg

His

Lys
Val
25

val
Gln
Leu
Ile
Ala
108
Phe
Leu
Ser
Gly
Met
185
Phe
Met
Axg
Trp
Leu

265
Leu

Ile
Phe
25

val
His
Ile

Thr

Ser

125

TYyr
10

Glu
Leu
Ile
His
Leu
90

Asp
Tyr
Lys
Ser
Glu
170
Tyr
Ile
Ser
Pro
Thr
250

Ala

Gln

Ser
10

Ile
Phe
Phe
Trp
Ala

90
val

Ile
Ser
Leu
Met
Asn
75

Tyx
His
Phe
Lys
Ile
155
Ala
Gly
Lys
val
Gly
235

Met

Lys

val
His
Tyr
Met
Asn
75

Pro

Cys

Pro
Pro
Ile
Lys
60

Phe
Glu
Thr
Ser
Asn

140
Phe

Tyr
TYyr
Phe
Gln
220
Tyxr

Leu

Gln

Thr
Gln
TyY
Gln
60

Thr

Glu

val

Thr
Leu
Val
45

Asn
Cys
Ala
Phe
Lys
125
Asn
Thr
Phe
TYY
TYr
205
Ser
Pro

Gly

Ala

Pro
Arg
Cys
45

Asn
Leu

Leu

Pro

Ile
Ala
30

Leu
Phe
Leu
Tyr
Lys
110
Ile
Arg
Ile
Serx
Phe
150
Ile
Ser
Phe

Leu

Lys
270

Asn
Thr
30

Gly
Arg
Leu

Ile

Ser

val
15

Arg
Ala
Glu
val
Gln
95

Gly
Met
Gln
Trp
Ala
175S
Leu
Thr
Trp
Phe
Phe

255
Ala

Tyr
15

Arg
Ile
Pro
Ala
His
95

Tyr

His
Glu
Tyr
Arg
Ser
80

Ala
Leu
Glu
Ile
Trp
160
Ala
Ser
Arg
Asp
Ile
240
Tyr

Asp

Ser
Lys
Tyr
Arg
Met
80

Val

Ile
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Glu
Lys
Pro
145
Serxr
vVal
Lys
Ser
Ala
225
Gln

Leu

Lys

<210
<211
<212
<213

<400
Val

1
Pro
val
Lys
Ser
65
Ala
Gln
Glu
Phe
Gln
145
Leu
Gly
Gln
Phe
Gly

225
Leu

100
Gln Asp Arg
115
Leu Pro Glu
130
Leu Ile Phe

Trp Phe Ser

Met Asn Tyr
180
Ala Ala Arg
195
Leu Gln Leu
210
Asn Gly Phe

Arg Asn Ile

Phe Ala Arg

260

Ser Arg Arg
275

> 55
> 286
> PRT

val
Leu
Leu
Tyr
165
Cys
Phe
Ala
Leu
Asn
245
Phe

Met

> Drosophila

> b5
Thr Gly Lys

Leu Ser Thr
20
val Ile Phe
35
Leu Lys Pro
50
Gly Ser Leu

Arg Asn Gly

Arg Leu Glu
100
Leu Ala Asp
115
Leu His Tyr
130
Leu Gly Gly

Thr Val His

Val Arg Ile
180
Phe Val Leu
195
Ala Phe Thr
210
Thr Glu Gly

Leu Leu Phe

Ser
Gln
Gly
Leu
Leu
Leu
85

Leu
Thr
Phe
Tyr
val
165
Trp
Asp
Tyr
Ala

Ile

Cys
Gly
His
150
Thr
val
Asn
Gln
Lys
230
Leu

Phe

Ala

Gly
Asp
135
Trp
Glu
His
Pro
Met
215
Thr

Ser

Tyr

Phe
120
Thr
Tyr
Tyr
Ser
Pro
200
Ile
His
Ile

Lys

105
Trp

Ile
His
Thr
val
185
Arg
Ile
Gly

Ala

Ala
265

melanogaster

Ile
Arg
Gly
Phe
Leu
70

Phe
Leu
val
His
Thr

150
Phe

Trp
Leu
Phe
Ala

230
Asn

Asp
Glu
Arg
Ile

55
Leu

Tyr
Tyr
Phe
His
135
Ser
Met
Lys
Gly
Pro
215

Leu

Phe

Ser
val
Gln
40

Leu
Phe
Ala
Tyr
Leu
120
Ser
val
Tyx

Gln

Phe
200

Trp
Phe

Tyx

Phe
Ala
25

Ile
His
Ile
Ile
Leu
105
val
Met
Ser
Tyr
Tyr
185
Ile
Ala
Gly

Arg

126

Thr
Phe
His
Ser
170
Met
Phe
Gly
Thr
Met

250
Tyr

val
10

Met
Met
Asn
Glu
Cys
90

Asn
Leu
Thr
Trp
Tyr
170
Leu
Tyr
Pro
Cys

Ile

Trp
Ile
Ile
155
Ser
Tyr
Ile
Cys
Xaa
235

Tyrx

Leu

Phe
Trp
Lys
Phe
Asn
75

Asp
Tyr
Lys
Met
Val
155
Tyr
Thr
Phe
Asn
Gly

235
Thr

Leu Phe
128

Val Leu

140

Thr Val

Ala Arg

Ser Tyr

Ser Met
205

Ala Ile

220

Ser Cys

Ser Ser

Ala Pro

Gln Glu
Thr Ile
Ser Gln
45
Leu Leu
Leu Val
Asp Gly
Leu Val
Lys Lys
125
Val Leu
140
Pro Ile
Met Arg
Thr Leu
Cys Ala
205
val Gly
220

Leu Leu

Tyr Asn

110
val

Arg
Leu
Txrp
190
Ile
Asn
His
Tyx

Gly
270

Gly
Thr
30

Asp
Thr
Pro
Ala
Lys

110
Pro

Cys
Thr
Ser

Gln
190
Tyr

Lys
Ser

Ala

Leu
Lys
Ile
Phe
175
Ala
Ile
Val
Ile
Phe

255
Gly

val
15

Tyr
Ala
Ile

Ile

Trp
95

Tyr
Leu
Phe
Leu
Ala
175
Ile
Thr
Cys

Ser

Lys

Ser
Gln

Tyr
160
Ile
Leu
Thr
Trp
Ser
240

val

His

Thr
Phe
Phe
Ala
Leu

80
Thr

Trp
Glu
val
Asn
160
Ala
val
Tyr
Ala
TYY

240
Ala
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Lys

Ser

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

<400>
Ile

Met
Leu
Gln
Ser
65

Arg
Gln

Leu

Leu

Trp
145
Met
Ala
Leu
Asn
Arg
225
Phe

Ser

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

<400>
Met

Gly
Ile

Gly

245

127

250

Ala Ala Lys Glu Arg Gly Ser Asn Phe

260

265

Gly Gly Ser Pro Lys Lys Pro Ser Lys

56
261
PRT

275

280

Drosophila melanogaster

56
Phe

Leu
val
Leu
50

Ile
His
Asp
Pro
Ile
130
Phe
Asn
Ala
Gln
Gly
210
Asn

Ala

Arg

57

Asp
Glu
Ile
35

Arg
Met
Tyr
Arg
Glu
115
Phe
Ser
Tyr
Arg
Leu
1385
Phe
Ile

Arg

Arg

299
PRT
Alongase

57

Phe
Asn
20

Phe
Gly
Gly
Gly
val
100
Leu
Leu
Tyr
Cys
Phe
180
Ala
Leu
Asn

Phe

Met
260

Glu His Phe

Pro

Pro

Pro
50

Glu
Trp
Gly
Pro
Ala
Leu
85

Cys
Gly
His
Thr
Val
165
Asn
Gln
Lys
Leu
Phe

245
Ala

Asn
Thr
Gly
Leu
Ala
70

Phe
Gly
Asp
Trp
Glu
150
His
Pro
Met

Thr

Ser
230
Tyxr

Humana

Asp Ala

5

Arg Asp Thr Arg

20

Thr Phe

35

Lys Tyxr

Ile Cys

Met Arg

Asp
Trp
Gln
Ile
55

Arg
His
Phe
Thr
Tyr
135
Tyr
Ser
Pro
Ile
His
215
Ile

Lys

Ser
val
Ser

Asn
55

Phe
Val
His
40

Ile
Thr
Ser
Trp
Ile
120
His
Thr
val
Arg
Ile
200
Gly
Ala

Ala

Leu
Lys
val

40
Lys

Ile His
10

Phe Tyr

25

Phe Met

Trp Asn
Ala Pro

val Cys
90

Thr Trp

105

Phe Ile

His Ile
Ser Ser

Met Tyr

170
Phe Ile
185

Gly Cys
Thr Xaa
Met Tyr

Tyr Leu
250

Ser Thr

10
Gly Trp
25

255

Thr Pro Lys Thr Val Lys

270

Ser Lys His Ile

Gln
Tyr
Gln
Thx
Glu
75

val
Leu
val
Thr
Ala
155
Ser
Ser
Ala
Ser
Ser

235
Ala

Tyr

Phe

Arg
Cys
Asn
Leu
60

Leu
Pro
Phe
Leu
val
140
Arg
TyY
Met

Ile
Cys
220
Ser

Pro

Phe

Leu

Ile Tyr Leu Leu

Gln Pro

Phe

Ser
60

285

Thr
Gly
Arg
45

Leu
Ile
Ser
val
Arg

125
Leu

Trp
Tyr
Ile
Asn
205
His
Tyr

Gly

Lys
Leu
Ile

45
Cys

Arg
Ile
30

Pro
Ala
His
Tyr
Leu
110
Lys
Ile
Phe
Ala
Ile
190
val
Ile
Phe

Gly

Ala
Asp
30

Vval

Arg

Lys Trp
15
Tyr Met

Arg Phe
Met Phe

Val Leu
80

Ile Glu

a5

Ser Lys

Gln Pro
Tyr Ser
Ile val
160
Leu Lys
175
Thr Ser
Trp Ala
Ser Gln
Val Leu
240

His Lys
255

Leu Leu
15

Asn Tyr
Trp Leu

Gly Ile
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Leu Val val

65

Cys Glu Leu

Gln Gly Thr

Leu Trp Trp

115

Phe Phe Ile
130
Tyr His His

145

Val Pro Cys

His Val Leu

Arg Pro Tyr

195

Gln Phe val

Cys Thr Phe

225

Ser Leu Ile

Lys Gly Ala

Ser Met Ala

275

Asn Asn Val
290

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

<400>

58
288
PRT

Tyr
Val
Arg
100
Tyr
Leu
Ala
Gly
Met
180
Leu
Leu
Prao
Ala
Ser
260
Ala

Lys

Asn
Thr
85

Thr
Tyr
Arg
Ser
His
165
Tyr
Trp
Thr
Leu
Leu
245
Arg
Val

Pro

Leu
70

Gly
Ala
Phe
Lys
Met
150
Ser
Ser
Trp
Ile
Gly
230
Phe
Arg

Asn

Arg

Gly Leu Thr

val
Gly
Ser
Asn
135
Leu
Tyr
Tyr

Lys

M oH
[ o

Thr
Lys
Gly

Lys
295

Trp
Glu
Lys
120
Asn
Asn
Phe
Tyr

Lys
200

e Gln

rp Leu

Asn
Asp
His

280
Leu

Glu
Ser
105
Leu
His
Ile
Gly
Gly
185
TyY
Thr
Tyx
Phe
His
265
Thr

Arg

Caenorhabditis elegans

58

Met Ala Gln

i

Thr Lys Arg

Asp Ala Glu

35

Gln Ala Ser
50
Met Arg Asn

65

Asn Phe Ile

Pro Glu Phe

Cys Lys Val

115

Leu Phe Met
130
Val Leu Arg

145

Leu Thr Met

Asn Arg Tyr

His
Phe
20

Gly
Ile
Arg
Leu
Phe
100
Phe
Ala
Lys

Ile

Gly
180

Pro
Val
Arg
Leu
Gln
Ala
85

Gly
Asp
Ser
Arg
Tyr

165
Ile

Leu
Ala
Lys
TYYX
Pro
70

Ala
Thr
Phe
Lys
Pro
150
Ala

Tyr

Val
Ile
Phe
Met
55

Phe
Phe
Ile
Thr
Leu

135
Leu

Trp

Leu

Gln
Ala
Phe
40

Val
Gln
Ser
Ala
Lys
120
Phe
Met
Tyr

Asn

Arg
Thr
25

Ala
val
Leu
Ile
Asn
108
Gly
Glu
Phe

Ser

Phe
185

128

Leu
Gly
90

Asp
Ile
Gln
Trp
Ala
170
Leu
Ile
Ser
Phe
Tyxr
250
Leu

Asn

Lys

Leu
10

His
Asp
Val
Thr
Ala
90

Lys
Glu
Leu
Leu
His

170
val

Leu
75

Lys
Met
Glu

Ile

Trp
155
Thr
Ser
Thr
Cys
Gln
235
Ile
Lys

Ser

Asp

Leu
Gly
His
Phe
Ile
75

Gly
Gly
Asn
val
His
155

Pro

val

Ser
Tyx
Lys
Phe
Thr
140
Phe

Leu

Ser

Asp
Pro
Phe
Gly
60

Pro
Ala
Ile
Gly
Asp
140
Trp
Leu

His

Leu
Asn
Ile
Met
125
val
val
Asn
val
Gly
205
val
Gly
Thr
His

Ser
285

val
Lys
Asp
45

Thr
Leu
val
val
TYyr
125
Thr
Tyr
Thr

Ala

Tyr
Phe
Ile
110
Asp
Leu
Met
Ser
Pro
190
Gln
Ile
Tyr
Tyr
Gln

270
Pro

Lys
Asn
30

Val
Lys
Asn
Lys
Ala
110
Trp
Ile
His
Pro

Phe
190

Met
Phe
95

Arg

Thr

Asn
Phe
175
Ser
Leu
Trp
Met
Asn
255

Asn

Leu

Phe
15

Phe
Thr
Trp
Ile
Met
95

Ser
Val
Phe
His
Gly

175
Met

Phe
80

Cys
val
Phe
Val
Trp
160
Ile
Met
Leu
Pro
Ile
240
Lys

Gly

Glu

Asp
Pro
Ile
Phe
Trp

80
Thr

Tyr
Trp
Leu
Ile
160

Phe

Tyxr
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Ser
Ala
Ala
225
Cys
Thr

Arg

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

<400>

atgaacatgt cagtgttgac tttacaagaa
gaagccatcc aatggatgca ggaaaactgg
gctgecttta tattcggtgg tcggcaccta
aagccattag tgctctggtc tctgaccctt
actggtgctt atatggtgta cattttgatg
cagggttttt acaatggacc tgtcagcaaa
gcacccgaac taggagatac aatattcatt
cactggtatc accacatcac tgtgctcctg
gccgggggag gttggttcat gactatgaac
tatgccttge gggecggcagg tttccgagtce
tcccagatca ctcagatget gatgggetgt
cagcatgacc agtgtcactc tcactttcag
agctaccttg tgctcttctg ccatttctte

08 039/PT

Tyr Tyr Phe Leu Arg
195
Gln Ala Ile Thr Ser
210
Val Leu Ala His Leu
230
Asp Phe Glu Pro Ser
245
Tyr Leu Ala Leu Phe
260
Gly Gly Lys Asp Lys
275

59

798

ADN

Alongase Humana

59

acaacgaaag ctgaatag

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

<400>
Met
1
Phe
Ser
His
Leu
65
Thr
Ser
Ala
Phe
His

145
Ala

60
265
PRT

Ser
Leu
215
Gly
val
val

Tyr

Alongase Humana

60
Asn Met Ser Val Leu

Asn Glu Asn Glu Ala

Phe Leu Phe Ser Ala
35
Leu Met Asn Lys Arg
50
Trp Ser Leu Thr Leu
70
Gly Ala Tyr Met Val
85
Val Cys Asp Gln Gly
. 100
Tyr Ala Phe Val Leu
115
Ile Ile Leu Arg Lys
130
Ile Thr val Leu Leu
150
Gly Gly Gly Trp Phe

Thr
Ile
Leu
ala
55

Ala
Tyr
Phe
Ser
Gln
135
Tyr

Met

Met
200
Gln

Tyr
Phe
Asn

Lys
280

Leu
Gln
Tyxr
40

Lys
val
Ile
Tyr
Lys
120
Lys

Ser

Thr

Lys
Ile
Leu
Lys
Phe

265
Ala

tatgaattcg
aagaaatctt
atgaataaac
gcagtcttca
accaaaggcce
ttetgggett
attctgagga
tactcttggt
tatggcgtge
tcccggaagt
gtggttaact
aacatcttct
tttgaggcct

Gln
Trp
25

Ala
Phe
Phe
Leu
Asn
105
Ala
Leu

Txp

Met

129

Ile
val
Met
Leu
250
Phe

Val

Glu
10

Met
Ala
Glu
Ser
Met
90

Gly
Pro
Ile
Tyr

Asn

Arg Vval

Gln Phe
220

His Phe

235

Ala val

Leu Gln

Pro Lys

Tyr Glu
Gln Glu
Phe Ile

Leu Arg
60

Ile Phe

75

Thr Lys

Pro Val
Glu Leu

Phe Leu
140

Ser Tyr

1558

Tyr Gly

aaaagcagtt
tcetgtttte
gagcaaagtec
gtatattcgg
tgaagcagtce
atgcatttgt
agcagaagct
actcctacaa
acgccgtgat
ttgccatgtt
acctggtctt
ggtcctcact
acatcggcaa

Pro Gly Phe
205
Ile Ile Ser

Thr Asn Ala

Phe Met Asp
255
Ser Tyr Val
270
Lys Lys Asn
285

Phe Glu Lys
15
Asn Trp Lys
30
Phe Gly Gly
45
Lys Pro Leu

Gly Ala Leu

Gly Leu Lys
95
Ser Lys Phe
110
Gly Asp Thr
125
His Trp Tyr

Lys Asp Met

Val His Ala

Ile
Cys
Asn
240
Thr

Leu

Asn

caacgagaat
tgctctgtat
tgaactgagg
tgctcttega
agtttgtgac
gctaagcaaa
gatcttectyg
agacatggtt
gtactcttac
catcaccttg
ctgctggatg
catgtacctc
aatgaggaaa

Gln
Lys
Arg
Val
Arg
80

Gln
Trp
Ile
His
val

160
val

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
798
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Val
190
Met
His
Met

Tyxr

KCS

His
val
30

Ser

Pro

Phe

Tyr
Phe
30

Leu

Ile

Thr

175
Ser Arg

Leu Met
Asp Gln
Tyr Leu

240

Ile Gly
255

de jojoba;

Val Lys
15

Phe Ile
Ala His
val val

Leu Thr
80

Val Ile
15

Lys Leu
Ser Leu

vVal Gln

Gln Pro
80

iniciador R0352

130
165 170
Met Tyr Ser Tyr Tyr Ala Leu Arg Ala Ala Gly Phe Arg
180 185
Lys Phe Ala Met Phe Ile Thr Leu Ser Gln Ile Thr Gln
195 200 205
Gly Cys Val Val Asn Tyr Leu Val Phe Cys Trp Met Gln
210 215 220
Cys His Ser His Phe Gln Asn Ile Phe Trp Ser Ser Leu
225 230 235
Ser Tyr Leu Val Leu Phe Cys His Phe Phe Phe Glu Ala
245 250
Lys Met Arg Lys Thr Thr Lys Ala Glu
260 265
<210> 61
<211> 82
<212> PRT
<213> Desconhecido
<220>
<223> Descricdo de sequéncia desconhecida:
Genbank N.° U37088
<400> 61
Ala Thr Leu Pro Asn Phe Lys Ser Ser Ile Asn Leu His
1 ) 10
Leu Gly Tyr His Tyr Leu Ile Ser Asn Ala Leu Phe Leu
20 25
Pro Leu Leu Gly Leu Ala Ser Ala His leu Ser Ser Phe
35 40 45
Asp Ser Leu Leu Phe Asp Leu Leu Arg Arg Asn Leu Leu
50 S5 60
val Cys Ser Phe Leu Phe Val Leu Leu Ala Thr Leu His
65 70 75
Arg Pro
<210> 62
<211> 80
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae
<400> 62
Ser Thr Leu Pro Pro Val Leu Tyr Ala Ile Thr Ala Tyr
1 5 10
Ile Phe Gly Gly Arg Phe Leu Leu Ser Lys Ser Lys Pro
20 25
Asn Gly Leu Phe Gln Leu His Asn Leu Val Leu Thr Ser
35 40 45
Thr Leu Leu Leu Leu Met Val Glu Gln Leu Val Pro Ile
50 55 60
His Gly Leu Tyr Phe Ala Ile Cys Asn Ile Gly Ala Trp
65 70 75
<210> 63
<211> 18
<212> ADN
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> Descricao de Sequéncia Artificial:

Acesso no
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<400> 63
acgcgtacgt aaagcttg 18

<210> 64

<211> 36

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdo de Sequéncia Artificial: iniciador RO514

<400> 64
ggctatggat ccatgaattc actcgttact caatat 36

<210> 65

<211> 33

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: iniciador RO515

<400> 65
cctgeccaage ttttaccttt ttettetgtg ttg 33

<210> 66

<211> 21

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdao de Sequéncia Artificial: iniciador RO541

<400> 66
gattactagc agctgtaata c 21

<210> 67

<211> 21

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricgdo de Sequéncia Artificial: iniciador RO540

<400> 67
gtgaatgtaa cggtgacata a 21

<210> 68

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> ©8
Asp Thr Ile Phe Ile Ile Leu Arg Lys Gln Lys Leu Ile Phe Leu His
1 5 10 15
Trp Tyr His His Ile Thr Vval Leu Leu Tyr Ser Trp
20 25
<210> 69

<211> 29
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

132

ADN
Sequéncia Artificial

Descrigdo de Sequéncia Artificial:

69

ggttctecca tggaacattt tgatgcatc 29

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

<220>
<223>

<400>

70

30

ADN

Sequéncia Artificial

Descrigdo de Sequéncia Artificial:

70

ggtttcaaag ctttgacttc aatcctteceg 30

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

<220>
<223>

<400>

71

36

ADN

Sequéncia Artificial

Descricdo de Sequéncia Artificial:

71

aatcaggaat tcatggctca gcatccgetce gttcaa 36

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

<220>
<223>

<400>

72

36

ADN

Sequéncia Artificial

Descrigdo de Sequéncia Artificial:

72

ccgettgteg acttagttgt tettettett tggcac 36

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

<220>
<223>

<400>

73

30

ADN

Sequéncia Artificial

Descricdo de Sequéncia Artificial:

73

cctectgaat tccaacacta ttcagettte 30

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

74

20

ADN

Sequéncia Artificial

iniciador RO719

iniciador RO720

iniciador RO738

iniciador RO739

iniciador RP735
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<220>

<223> Descricao de Sequéncia Artificial:

<400> 74
taatacgact cactataggg 20

<210> 75

<211> 18

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricao de Sequéncia Artificial:

<400> 75
gagactttga gcggttceg 18

<210> 76

<211> 20

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricao de Sequéncia Artificial:

<400> 76
tctetgetge gttgaacteg 20

<210> 77

<211> 19

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricao de Sequéncia Artificial:

<400> 77
aaagctcttg acctcgaac 19

<210> 78

<211> 20

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricao de Sequéncia Artificial:

<400> 78
aacttgatga acgacacgtg 20

Lisboa, 2008-06-27

iniciador RO73

iniciador RO728

iniciador RO730

iniciador RO729

iniciador RO731
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REIVINDICACOES
1. Sequéncia nucleotidica isolada codificando uma

alongase funcionalmente activa possuindo identidade com pelo
menos cerca de 50% da sequéncia nucleotidica mostrada na
Figura 6, ou o seu complemento.

2. Sequéncia nucleotidica isolada de acordo <com a
reivindicagcdo 1 em que a referida sequéncia é representada
pela sequéncia mostrada na Figura 6.

3. Proteina purificada codificada pela referida
sequéncia nucleotidica de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2.

4., Método de producao de uma enzima alongase
compreendendo 0s passos de:

a) isolamento de uma sequéncia nucleotidica representada pela
Figura 6;

b) construcdo de um vector compreendendo: 1) a referida
sequéncia nucleotidica isolada operativamente ligada a ii)
um promotor;

c) introducdo do referido vector numa célula hospedeira
durante um tempo e sob condigdes suficientes para a
expressao da referida enzima alongase.

5. Vector compreendendo: a) uma sequéncia nucleotidica
tal como representada na Figura 6 operativamente ligada a b)
um promotor.

6. Célula hospedeira compreendendo o referido vector de
acordo com a reivindicacgéao 5.

7. Célula vegetal, planta ou tecido vegetal
compreendendo o) referido vector de acordo com a
reivindicacgdo 5, em dque a expressao da referida sequéncia
nucleotidica do referido vector resulta na producdo de pelo
menos um acido gordo seleccionado de entre o grupo que
consiste num &dcido gordo mono-insaturado e um 4acido gordo
poli-insaturado, pela referida célula vegetal, planta ou
tecido vegetal.
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8. Planta transgénica compreendendo o referido vector
de acordo com a reivindicacdo 5, em gque a expressao da
referida sequéncia nucleotidica do referido vector resulta na
producao de um 4&cido gordo poli-insaturado, em sementes da
referida planta transgénica.

9. Mamifero nao humano transgénico cujo genoma
compreende uma sequéncia de ADN tal como definida na

reivindicacdo 1 operativamente ligada a um promotor.

10. Mamifero nao humano transgénico de acordo com a
reivindicagdo 9 em que a referida sequéncia de ADN &
representada pela Figura 6.

11. Método para producdo de um 4&acido gordo poli-
insaturado compreendendo o0s passos de:

a) isolamento da referida sequéncia nucleotidica representada
pela Figura 6;

b) construcdo de um vector compreendendo a referida sequéncia

nucleotidica isolada;

c) introducdo do referido vector numa célula hospedeira
durante um tempo e sob condigdes suficientes para
expressao de uma enzima alongase codificada pela referida
sequéncia nucleotidica isolada; e

d) exposicdo da referida enzima alongase expressa a um acido
gordo poli-insaturado substrato para converter o referido
substrato num adcido gordo poli-insaturado produto.

12. Método de acordo com a reivindicacéao 11
compreendendo ainda o passo de exposicdao do referido 4acido
gordo poli-insaturado produto a pelo menos uma dessaturase
para converter o referido acido gordo poli-insaturado produto
noutro &cido gordo poli-insaturado.

13. Método de acordo com a reivindicacéao 12
compreendendo ainda o passo de exposicdao do referido outro
acido gordo poli-insaturado a uma ou mais enzimas
seleccionadas de entre o grupo que consiste em pelo menos uma
alongase e pelo menos uma dessaturase adicional para converter
o referido outro 4&acido gordo poli-insaturado num A&acido gordo
poli-insaturado final.
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14. Sequéncia nucleotidica isolada <codificando uma
alongase funcionalmente activa possuindo identidade com pelo
menos cerca de 35% da seqguéncia nucleotidica mostrada na

Figura 22, ou o seu complemento.

15. Sequéncia nucleotidica isolada de acordo com a
reivindicacdo 14 em que a referida sequéncia é representada
pela sequéncia mostrada na Figura 22.

16. Proteina purificada codificada pela referida
sequéncia nucleotidica de acordo com as reivindicagdes 14 ou
15.

17. Método de producao de uma enzima alongase
compreendendo 0s passos de:

a) isolamento de uma sequéncia nucleotidica representada pela
Figura 22;

b) construcdo de um vector compreendendo: 1) a referida
sequéncia nucleotidica isolada operativamente ligada a ii)
um promotor;

c) introducdo do referido vector numa célula hospedeira
durante um tempo e sob condigdes suficientes para a
expressao da referida enzima alongase.

18. Vector compreendendo: a) uma sequéncia nucleotidica
tal como representada na Figura 22 operativamente ligada a Db)
um promotor.

19. Célula hospedeira compreendendo o referido vector de
acordo com a reivindicacgao 18.

20. Célula vegetal, planta ou tecido vegetal
compreendendo o) referido vector de acordo com a
reivindicacgdo 18, em gque a expressao da referida sequéncia
nucleotidica do referido vector resulta na producgdo de um
dcido gordo poli-insaturado pela referida célula vegetal,
planta ou tecido vegetal.

21. Planta transgénica compreendendo o referido vector
de acordo com a reivindicacdo 18, em que a expressao da
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referida sequéncia nucleotidica do referido vector resulta na
producdao de um é&cido gordo poli-insaturado em sementes da
referida planta transgénica.

22. Mamifero nao humano transgénico cujo genoma
compreende uma sequéncia de ADN tal como definida na
reivindicagdo 14, de M. alpina, codificando uma alongase
operativamente ligada a um promotor.

23. Mamifero nao humano transgénico de acordo com a
reivindicacdo 22 em gque a referida sequéncia de ADN &
representada pela Figura 22.

24, Método para producdao de um acido gordo poli-
insaturado compreendendo os passos de:

a) isolamento da referida sequéncia nucleotidica representada
pela Figura 22;

b) construcdo de um vector compreendendo a referida sequéncia
nucleotidica isolada;

c) introdugdo do referido vector numa célula hospedeira
durante um tempo e sob condigdes suficientes para
expressao de uma enzima alongase codificada pela referida
sequéncia nucleotidica isolada; e

d) exposicdo da referida enzima alongase expressa a um acido
gordo poli-insaturado substrato para converter o referido
substrato num adcido gordo poli-insaturado produto.

25. Método de acordo com a reivindicacgéo 24
compreendendo ainda o passo de exposicdao do referido 4acido
gordo poli-insaturado produto a pelo menos uma dessaturase
para converter o referido 4dcido gordo poli-insaturado produto
noutro &cido gordo poli-insaturado.

26. Método de acordo com a reivindicacéao 25
compreendendo ainda o passo de exposicdao do referido outro
dcido gordo poli-insaturado a uma ou mais enzimas
seleccionadas de entre o grupo que consiste em pelo menos uma
alongase e pelo menos uma dessaturase adicional para converter
o referido outro 4&acido gordo poli-insaturado num A&cido gordo
poli-insaturado final.
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27. Sequéncia nucleotidica isolada possuindo identidade
ou complementaridade com a sequéncia mostrada na Figura 43, em
que a referida sequéncia nucleotidica isolada codifica um
polipéptido possuindo actividade de alongase.

28. Proteina purificada codificada pela referida
sequéncia nucleotidica de acordo com a reivindicagao 27.

29. Método de producao de uma enzima alongase
compreendendo 0s passos de:

a) isolamento de uma sequéncia nucleotidica representada pela
Figura 43;

b) construcdo de um vector compreendendo: 1) a referida
sequéncia nucleotidica isolada operativamente ligada a ii)
um promotor;

c) introducdo do referido wvector numa célula hospedeira
durante um tempo e sob condigdes suficientes para
expressao da referida enzima alongase.

30. Vector compreendendo: a) uma sequéncia nucleotidica
tal como representada na Figura 43 operativamente ligada a b)

um promotor.

31. Célula hospedeira compreendendo o referido vector de
acordo com a reivindicacao 30.

32. Célula vegetal, planta ou tecido vegetal
compreendendo o) referido vector de acordo com a
reivindicacdo 30, em gque a expressadao da referida sequéncia
nucleotidica do referido vector resulta na produgdo de pelo
menos um acido gordo seleccionado de entre o grupo que
consiste num &cido gordo mono-insaturado e um 4&acido gordo
poli-insaturado, pela célula vegetal, planta ou tecido
vegetal.

33. Planta transgénica compreendendo o referido vector
de acordo com a reivindicacdo 30, em que a expressao da
referida sequéncia nucleotidica do referido vector resulta na
producdo de um 4&acido gordo poli-insaturado, em sementes da
referida planta transgénica.
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34. Mamifero nao humano transgénico cujo genoma
compreende uma sequéncia de ADN tal como definida na
reivindicacdao 27 codificando wuma alongase operativamente
ligada a um promotor.

35. Mamifero ndo humano transgénico de acordo com a

reivindicacdo 34 em gque a referida sequéncia de ADN &
representada pela Figura 43.

36. Método para producgdo de um acido gordo poli-
insaturado compreendendo o0s passos de:

a) isolamento da referida sequéncia nucleotidica representada
pela Figura 43;

b) construcdo de um vector compreendendo a referida sequéncia
nucleotidica isolada;

c) introducdo do referido wvector numa célula hospedeira
durante um tempo e sob condigdes suficientes para
expressao de uma enzima alongase codificada pela referida
sequéncia nucleotidica isolada; e

d) exposicdo da referida enzima alongase expressa a um acido
gordo poli-insaturado substrato para converter o referido
substrato num adcido gordo poli-insaturado produto.

37. Método de acordo com a reivindicacao 36
compreendendo ainda o passo de exposicdao do referido 4acido
gordo poli-insaturado produto a pelo menos uma dessaturase
para converter o 4acido gordo poli-insaturado produto noutro
dcido gordo poli-insaturado.

38. Método de acordo com a reivindicacéao 37
compreendendo ainda o passo de exposicdao do referido outro
acido gordo poli-insaturado a uma ou mais enzimas
seleccionadas de entre o grupo que consiste em pelo menos uma
alongase e pelo menos uma dessaturase adicional para converter
o referido outro 4acido gordo poli-insaturado num &acido gordo
poli-insaturado final.

39. Seguéncia nucleotidica isolada possuindo identidade
ou complementaridade com a sequéncia nucleotidica mostrada na

Figura 46.
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40. Sequéncia nucleotidica isolada de acordo com a
reivindicagdo 39 em que a referida sequéncia é representada
pela sequéncia mostrada na Figura 46.

41. Método de producao de uma enzima alongase
compreendendo 0s passos de:

a) isolamento de uma sequéncia nucleotidica representada pela
Figura 46;

b) construcdo de um vector compreendendo: 1) a referida
sequéncia nucleotidica isolada operativamente ligada a ii)
um promotor;

c) introducdo do referido vector numa célula hospedeira
durante um tempo e sob condicgdes suficientes para
expressdo da referida enzima alongase.

42 . Vector compreendendo: a) uma sequéncia nucleotidica
tal como representada na Figura 46 operativamente ligada a b)
um promotor.

43. Célula hospedeira compreendendo o referido vector de
acordo com a reivindicacgao 42.

44, Célula vegetal, planta ou tecido vegetal
compreendendo o) referido vector de acordo com a
reivindicagdo 42, em que a expressao da referida sequéncia
nucleotidica do referido vector resulta na producdo de um
dcido gordo poli-insaturado pela célula vegetal, planta ou
tecido vegetal.

45, Planta transgénica compreendendo o referido vector
de acordo com a reivindicacdo 42, em gque a expressao da
referida sequéncia nucleotidica do referido vector resulta na
producao de um &cido gordo poli-insaturado em sementes da
referida planta transgénica.

46. Mamifero nao humano transgénico cujo genoma
compreende uma sequéncia de ADN tal como definida na
reivindicacdo 40, de C(C. elegans, codificando uma alongase
operativamente ligada a um promotor.
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47. Método para producdo de um &cido gordo poli-
insaturado compreendendo o0s passos de:

a) isolamento da referida sequéncia nucleotidica representada
pela Figura 46;

b) construcdo de um vector compreendendo a referida sequéncia

nucleotidica isolada;

c) introducdo do referido vector numa célula hospedeira
durante um tempo e sob condigdes suficientes para
expressdo de uma enzima alongase codificada pela referida
sequéncia nucleotidica isolada; e

d) exposicdo da referida enzima alongase expressa a um acido
gordo poli-insaturado substrato para converter o referido
substrato num adcido gordo poli-insaturado produto.

48. Método de acordo com a reivindicacéao 47
compreendendo ainda o passo de exposicdao do referido 4acido
gordo poli-insaturado produto a pelo menos uma dessaturase
para converter o referido acido gordo poli-insaturado produto
noutro acido gordo poli-insaturado.

49, Método de acordo com a reivindicacéao 43
compreendendo ainda o passo de exposicdao do referido outro
acido gordo poli-insaturado a uma ou mais enzimas
seleccionadas de entre o grupo que consiste em pelo menos uma
alongase e pelo menos uma dessaturase adicional para converter
o referido outro 4acido gordo poli-insaturado num A&acido gordo
poli-insaturado final.

Lisboa, 2008-06-27
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RESUMO

“Genes de alongases e suas utilizagdes”
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O presente invento refere-se a identificacdo de quatro
genes envolvidos no alongamento de &acidos poli-insaturados
(i.e., ™"alongases”) e suas utilizacdes. Dois destes genes
estdo também envolvidos no alongamento de &cidos gordos mono-
insaturados. Em particular, a alongase ¢é utilizada na
conversao de acido gama-linolénico (GLA) em acido di-homogama-
linolénico (DGLA) e na conversdao de DGLA ou 20:4n-3 em &acido
eicosapentaendico (EPA). O DGLA pode ser utilizado na producao
de 4cidos gordos poli-insaturados, talis como o Aacido
aragquiddénico (AA), &cido docosa-hexaendico (DHA), EPA, Aacido
adrénico, acido wb6—docosapentaendico ou acido
w3-docosapentaendéico que pode ser adicionado a composigdes
farmacéuticas, composicdes nutricionais, racgdes alimentares,
bem como outros produtos tais como cosméticos.
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Figura 2
Peso do Intervalo: (] Média de Coincidanclas: 2.912
Peso do Comprimento: 4 Média de Diferencgas: -2.003
Qualidade: 50 Comprimento: 84
Razao: 0.625 Intervalos: 4
Percentagem de Semelhanga: 43 .038 Percentagem de ldentidade: 29.114

Limiares de apresentagéo de coincidéncias para ofs) alinhamento(s):
| = IDENTIDADE
: = 2
. = 1

jojobakes x ELO2 4 de Junhode 1998 08:23

[a]

.
.

obakcs 24 ATLPNFKSSINLHHVKL.GYHYLISNALFLVFIPLLGLASAHLSSFSAHD 72

1 IR L R . -

ELOZ 66 STLPPVLYAITAVYVIIFGGRFLLSKS. .KPF.KLNGLFQLHNLVLTSLS 112

jojobakcs 73 LSLLFDLLRRNLLPVVVCSFLFVLLATLHFLTRP 106

NIEE [-1:¢] lr ¢ 2 .

ELOZ 113 LTLLL.IMVEQLVPIIVQHGLYFAICNIGAWTQPF 145



EF 1 108 039/PT

3/51

SPT PPT  EPT ZPE  THT
J2D 9O¥WD JOW 991 DO
d (o] d M v

PET €€T 2ZET TET OET 621 82T 21 92T S2ZT ©2ZT €21 22T 12T OZI 61T 61T
OLL DYWL O I9D JWD 9YD 21D JIY JI¥ DDD DID IID SWD HYS II9 9I¥ DI
A X T O H O A I I d A T 0 I A W T

TIT OTT 60T 80T LOT 90T SOT ¥0T €OT 20T TOT OOT 66 86 (6 96 S6
JID 224 OOV DID OID DID IUY OVD IID OYD ILL DID 1S9 OWVY OID SYY OII
T s I T A T N B T % &4 T ® N T M 4

6EE0 ——>
BB L8 98 S8 _¥B €B T8 I8 08B 6L BL LL 9L SL WL €L L
DLD O4LL 29D 19D LSO DIL DIV DIV JI9 JVL OVI ID9 DOV DIV 209 DYI DID
T I L. | D D J I I A X X ¥ & I ¥ X T

OFT 6ET BET LET 9€T GEY
39 DIV DWW DOI DIV D09
9 I N O I W

LIT 9TT STT FIT €11 21T
DLD JID DILD 2OV¥ JID D&
T T T A T S

6 €6 Z6 I6 06 68
D00 DWY DOX HYY I0L IID
d b | ) h: | S T

TIL 0L &9 89 L9 39
oI D2D DD OLD HOY JOL

A d d T & s

euidje " op sielouase)eid S8Opoo WD (G1L-99VY) SEISIABIe 'S ep ZOT3

¢ einbi4



EP 1 108 039/PT

4/51

A
inD Ii
ColE1 ori
%, MAELO
Zeocina’ ;
HHL~JPStl
“Xba
Canamicina "
B




EP 1 108 039/PT

5/51

109N THweg RIood
YHOYIDLLOLYYIDDDDIDIDILVIIDIDLYDDILVILILYOIITOLLVYD 9-gvyd
VYDVOOLLOLVYODIOODDDODIWOx * * ¥ » + + » O9OUDLIVYD S-[vyd

G eunbi4



EP 1 108 0G39/PT

51
101
151
201
251
3oL
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

ATGGCCGCCG
CGGAATCAAG
GARAGTCCAT
ACCCAGAGAG
TGGTGGTCGC
TCTTCATCCT
CTCCTGTTICA
CTACGCCATC
ACTACCTCAA
TTGGTCCTCA
GATGACCATG
CCTGGGTCCC
TACTACATGC
GACCACTCTC
TCTGCGCCTA
GTCGGCAAGT
CCTCTCCAGC
ATGCCAAGGC
ACTGTCARGT
CTAA

CAATCTTGGA
CTCGACACCT
CGACTCCTTC
AGGTCGCCAT
CAGATCATGA
CCACRACTTC
TCGAGAACCT
TGCGACGACG
CTACCTGGTC
AGAAGAAGCC
GTTCTCTGCT
TATTACCCTC
GCTCCGCTGC
CAGATCGTCC
CACCTACTTC
GCGCCGGTAC
TATCTCTTGC
CAAGGCAGCC
CCGGCGGATC

6/51

Figura 6

CAAGGTCRAC
ACTTTGCTCA
GTCTTCCAGSE
GTGGACTATC
AGAGCCAGGA
CTCCTGACGA
GGTCCCCATC
GTGCCTGGAC
AAGTACTGGG
TCTTGAGTTC
TTGTCCAGCT
AACTTGACTG
CGGTGTTCGC
AGTTCGTTCT
GCCTTCACCT
CGAGGGTGCT
TCTTTATCAA
AAGGAGCGTG
GCCCAAGAAG

TTCGGCATTG
GGCCTATGAL
AGGGCGTCAC
ACTTACTTCG
CGCCTTCAARG
TCGCETCCGE
CTCGCCAGAA
CCAGCGCCTC
AGTTGGCCGA
CTGCACTACT
TGGAGGATAC
TCCACGTCTT
ATCTIGGTGGA
TGACCTCGGA
ACTTCCCCTG
GCTCTCTTTG
CTTCTACCGC
GAAGCAACTT
CCCTCCAAGA

ATCAGCCCTT
CTCGTCACCG
GCCTCTCTCG
TCGTCATCTT
CTCAAGCCCC
ATCGCTGTTG
ACGGACTTTIT
GAGCTCCTCT
CACCGTCTTT
TCCACCACTC
ACTTCAGTGT
CATGTACTAC
AGCRGTACTT
TTCATCTACT
GGBCTCCCAAC
GCTGCGGACT
ATTACCTACA
TACCCCCAAG
GCAAGCACAT
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301

MAAAILDRVN
TQREVAMWTI
LLFIENLVPI
LVLKKKPLEF
YYMRSAAGVR
VGKCAGTEGA

TVESGGSPKK
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Figura 7

FGIDQPFGIK LDTYFRAQAYE
TYFVVIFGGR QIMKSQDAFK
LARNGLFYAIL CDDGAWTQRL
LHYFHHSMTM VLCFVQLGGY
IWWKQYLTTL QIVQFVLDLG
ALFGCGLLSS YLLLFINFYR

PSKSKHI*

LVTGKSIDSF VFQEGVTPLS
LKPLFILHNF LLTTASGSLL
ELLYYLNYLV KYWELADTVF
TSVSWVPITL NLTVHVFMYY
FIYFCAYTYF AFTYFPWAPN

ITYNAKAKAA KERGSNFTPX
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Figura 9
REGISTOS Inic1: 163  Inin: 199 Opt: 495
57,4% de identidade numa sobreposigao de 548 pb
150 160 170 180 150 200
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MAELO

578624

MRELO

578624

MAELD

S18624
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8718624
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578624

MAELD
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MAELD

578624

TCTCGRCCCAGAGAGAGGTCGCCATGTGEACTATCACT TACTTCGTCGTCATCTTTGRTS

POLEELD T e ool
CATTAAGCACTTTGCCCCCTGTGCTAT ACGCCATCACTGCCTATTACGTTATTATTTTTG
5990 6000 6010 6020 6030 6040

210 220 230 240 250 260
GTCGCCAGRTCATGAAGAGCCAG--GACGCC~TTCARGCT CRAACZCCCTCTTCATCCTCE
[ N | S O I I IO P N B B i i ]
GIGGCAGGTTTTTGT TARGTARGT CGRRACCAT TTAARTTAAATGGCCITT TCCAATTGT

6050 6060 6070 6080 6090 6100

270 280 290 300 310 320
ACRACTTCCTCCTGACGATCGLGTCC-~GGATCGCTGT TGCTCOGT TCATCGRGARCCT
I I T e O I O O O I O I U O O O o I
ATAATTTGGTTTTAAC-TTCACTTTCATTGA-CGCT T TTATTGCTTATGGT TGAACAATT

6110 6120 €130 6140 6150 6160

330 340 350 360 370 380
GGTCCCCATCCTCGCCAGARACGGACTTTTCTACGCCATCTGCGACGACGETGCCTGGAC
it e 1y rer et ey et
AGTGCCARTTRTTGTTCAGCACGEGTTATACTTCGCTATCTGTARTATTGETGCTTGGAC
6170 6180 6190 6200 6210 6220

390 400 410 420 430 440
CCAGOGCCTCGAGCTCCT CTACTACCTCRACTACCTGGTCAAGTACTGGGAGTTGGCCRA
bET 1Y PEEaer rar e r rinnd I I
TCAACCGCTCGTTACATTATATTACATGAAT TACATTGTCAAGTT TAT TGAATTTATASA
6230 6240 6250 6260 6270 6280

) 450 460 470 480 450 500
CACCGTCTTTTTGGTCCTCARGAAGRACCCTCTTGAGTTCCTGCACTACTTCCACCACTC
phrr ot re teeeb e | o ke rr
CACCTTTTTCTTGGTGCTARAACATARAARATTGACATTT TTGCA-TACT T ~=-ATCA—C

62390 6300 6310 6320 6330 6340

510 520 530 540 550
GATGACCATGGTTCTCTGCTTICT -—~CCAGCTTGGAGGATA-CACT TCAGTGTCCTGE
I I N I D O R A N N
CRTGGCGCTACTGCCTTATTATGTTACACCCAATTGATGGGCACCACATCTATTTCTTGGE
6350 6360 €370 6380 6350 6400

560 570 580 590 600 610
GTCCCTATTACCCTCAACTTGACTGTCCACGTCTTCATGTACTACTACTACAIGCGCTCC
AR N O N A O R R N S A N O e
GTCCCTATITCATTGRACCTT GETGITCACGT GG T TATGTATTGGTACTATTT~~—CTTG

6410 6420 6430 6440 6450

£20 630 640 650 660 670
GCTGCC---GGTGTTCGCATCTGE TEGEAAGCAGTACT TGRCCACT CTICCAGATCGTCCAG
HATE I I A PR R R R RN B EAR SR
GCTGCCAGAEGCATCAGGGTCTGGTGEGARGGARTGGGTTACCAGATTTCARATTATCCAR

6460 6470 6480 6490 6500 6510

680 630 700 710 7120 730
TTCGTTCTTGACCTCGEAT TCATCTACTTCTGCGCCTACACCTACTTCGCCTTCACCTAC
e e e e R
TTIGTTTTGGATATCGGTT TCATATAT T T TGCTGTCTACCARARAGCAGTTCACT TGTAT

6520 6530 6540 6550 6560 €570
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Figura 13
REGISTOS Inic1: 156 Inin: 215 Opt 296
Registo de Smith-Waterman: 296; 28,8% de identidade numa sobreposigio de 264 aa
10 20 30 40 50 60
usl954 RTFEMMDQ I LGTNF TV EGAKEVARGLEGF SAKLAVGY IATIFGLKYYMRKDRKAFDLSTPL
BRI
MAELO AQAYELVTGKSIDSFVFQEGVT PLSTQREVAMWT ITYFVVIFGGRQIMKSQDAFKL.K-PL
io 40 50 60 70 80
70 80 90 100 110 119 120
Ua1854 NIWNGILSTFSLLGFLFTF-PTLLSVIRKDGF SHTYSHVSELYTDSTSGYW == =—=~~ F
boraed Jer txfs | s]es: se]s K o :
MAELO FILHNFLLTIASGSLLLLF IENLVPILARNGL~=~~~~ ~=-FYAICDDGAWTQRLELLYY
90 100 110 120 130
130 140 150 180 170
U61954 LWVISKIPELLDTVFIVLRKRPLIFMAWYHHALTGYYALVCYHE~-DAVHMVWV-VWMNY
Ios | D Tt e e L] fele]tes] i3]: o L
MAELO LNYLVKYWELADTVFLVLEXKKPLEFLHYFHHSMT - --MVLCFVQLGGYTSVSWVEPITLNL
140 150 160 170 180 190
180 190 200 210 220 230
U61954 IIKAMGYYLLKSLKVPIPPSVAQAITI‘SQI-NQFA ————— VAIFAQVWSYKHYVEGVE
IBHEIEEIN IR 2oe | e : 3
MAELQ TVHVFMYYYYMRSAAGVRI--WWKQYLTTLQIVQFVLDLGFIYFCAYTYFAFTYFPWAPN
200 210 220 230 240 25¢
240 250 280 270 280
U61954 ~-GLAYSFRGTAI-GFFMLTTYFYLWIQFYKEHY LKNGGKKYNLAKDQAKTQTKKAN
| el 0 s lesle ls]ells | s bos e | |
MAELO VGKCAGTEGRALFGCGLLSSYLLLFINFYRITY-- ~-NAKAKAAKERGSNFTPKTVKSGG
280 270 280 290 300
MAELO SPKKPSKSKHIX

310
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Figura 14
REGISTOS Inic1: 178  Inin: 178 Opt: 318
- Registo de Smith-Waterman: 318; 33,0% de identidade numa sobreposigio de 188 aa
50 60 70 80 h] 100
268749 SLLTNQDEVFPHIRARRF IQEHFGLFVQMATAYVILVFSIXKRFMRDREPFQLTTALRLWN
EREEERY EREEEY PR P B
MAELO ELVTGKSIDSFVFQEGVTPLSTQREVAMWT ITYFVVIFGGRQIMKSODAFRLKPLFILEN
30 40 50 60 70 8¢
110 120 130 140 150 160
Z68749 FFLSVFSIYGSWTHMFPF~-MVOQIRLYGLYGCGCEALSNLPSQAEYWLFLTILSKAVEFV
N EE U I IS R § R F U U Y PR I S P
MAELO FLLTIAS--GSLLLLFIENLYPILARNGLEFYAICDD-GAWTORLELLYYLNYLVRKYWELA
S0 100 110 120 130 140
i7a 180 190 200 210 220
268748 DTFFLVLRKKPLIFLHWYHEMATFVFFCSNYPTPSSQSRVGVIVNLFVHAFMYPYYFTRS
LEDVHE R Blesd ] dede = cf L Lo« bl HslIf e
MAELO DTVFLVLKKKPLEFLHYFHHSMTMVLCFVQLGGY TSVSWVPITINLTVHVFMYYYYMRSA
150 1s0 170 180 190 200
230 240 250 260 270
z58743 MNIKVPAKISMAVTVLQLTQF-~-MCFIYGCTLMYYSLATNQARYPSNTPATLQCLSYTL
T I e N | I E R TR ETY
MAELO AGVRIWWK--QYLTTLOIVQFVLDLGFIYFCAYTYFAFTYFPWAPNVGKCAGTEGAALFG
210 220 230 240 250 280
280
268749 HLL
MAELO CGLLSSYLLLFINFYRITYNAKAKAAKERGSNFTPKTVKSGGSPKKPSKSKHIX

270 280 250 300 310
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Figura 15
REGISTOS Inic1: 30 inin: 30 Opt: 40
Registo de Smith-Waterman: 49; 22,1% de identidade numa sobreposigao de 86 aa
10 20 30 40
AF003134 MLYSITRRCYTFFVTSLHFYQLYVTECLENVIFNVLVNGQSINSRWKD
faf: s RN RS . R
MAELQ MAAATILDKVNFGIDQPFGIKLDTYFAQA-~-YELVTGKSIDSFVFQEGVT~~PLSTQREV
10 20 30 40 50
50 60 70 80 30 100
AF003134 AEKTITSFPFHF~=~===—= PQTFFQQPHILTLHPLFFVFVSVTLVTVFKKPKCEFPHSLA
IR K [] zze2ze] 2fs s
MAELO AMWTITYFVVIFGGRQIMKSQDAFKLKPLFILHNFLLTIASGSLLLLFIENLVPILARNG

60 70 80 S0 100 110



EP 1 108 039/PT

17/51
Figura 16
Ratinho
REGISTOS Inict: 1681  Inin: 191 Opt 325
Registo de Smith-Waterman: 325; 28,8% ds identidade numa sobreposigéo de 285 aa
10 20 30 39 40
U97107 MD‘I'S:-NFSRGLEMD-—u{QE‘YDE'ETE‘QDLRPFLEEYWVSSF-----—-LIW
fals AN IS B B 5 A [ HER -
MRELO bm\AIIDKWIFGIDQPE‘GII&DTYFAQAYELVTGKSIDSEW’QEGVTPLSTQREVAMWTI
10 20 30 40 50 &0
30 - 60 70 80 %0 100
Us7107 VYLLHVVGQTMTRKSESLQRELILWSFHMFSILGILRMWKMTVMETVGIKQW
HESE I E R 2 2 A S N O A I I I -
MAELD TYEVVIEGGRQMSQDMHJCPLFILENHLTIAS-—GSL-WV—PIIMGL
10 80 S0 100 110
110 120 130 140 150
137107 CEATYTDCAVVREWSELFLLSKVV~—ELGDTAFI ILRKRPLIEVHWYHHS T-—VLLFTS
L I I I she de el HHIHIDHEB I bt
MAEID FYALCHDGANTORLELL Y Y INY LVKYWELADTVFLVLKKKPLE FLHYFHHSMITMVLCEVQ
120 130 140 150 160 170
160 170 180 190 200 210
097107 FGYKNKVPSGERF-MTMN FGVHSVMY TY Y EMKARKLKH ENLLPMV I TSLOI LOMVLG=—=
RS O O I O IR N HEESRARN B M B
MAEID LGGYTSV-—~—SWVPITLHNLTVHVEMY Y Y YMRSAAGVR -- TWHKQYLTTLQIVQFVLDLGF
180 180 200 210 220 230
220 230 240 250 260
097107 —m e PTFGILNY TWRQEKG-CHT TTERFFWS FMLYGTYF I LFAHFFHRAYLRPKGKVA
Pl:e 21 =1L F | L A R R I R N B R
MRELO Y FCAYTY FARTY FPWAPNVEKCAGTEGAAL FGCGLLSSYLLLFINEFYRITY-NAKAKAR
240 250 260 270 280 280
270
497107 SKSQX
MAEID KERGSNFTPKTVKSGGS PKKPSKSKHIX
300 310
Humano
REGISTOS Inic1: 147 Inin; 147  Opt: 211

Registo de Smith-Waterman: 211; 28,7% de identidade numa sobreposi¢io de 150 aa

MAELO

AC004050

MAEID

AC004050

MRAELO

BC004050

110 120 130 140 150 160
NLYPILARNGLFYATCDDGANT QRLEL LY YINYLVKYWELADTVFLVLKKKPLEFLHYFH
{2l}: HEHEH IR
SLLVVKDLTYLLPLCLPGDTIFIILRKQKLI FLEWYH
10 20 30

170 1s0 190 200 210 220
Hmwomwsmnmmmmmmx——mnmw
| S t11 AR N R AR N IER N E I TS B A B
Hzmrmsmmmmmmswmmvmmrwom
40 50 60 70 80 80

230 240 250 260 270 280
OFVLDLGFIYFCAYTYFAFTYFFWAPNVGKCAGTEGARLFGCGLLSSYLLLFINFYRITY
fsez ls shz:) | Y EE R I A NN N
QMIMG~—==~—CVVNYLVEC—~-WMOH-DQCHSHFQNT FWS SLMYLSYLVLFCHEFFEAY
100 110 120 130 140
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Figura 17
REGISTOS Inic1: 87 Inin: 218 Opt: 232
Registo de Smith-Waterman: 272; 29,7% de identidade numa sobreposicéc de 232 aa
40 50 60 70 80 90
MAELQ SFVFQEGVTPLSTOREVAMWT ITYFVVIFGGROIMKSOQDAFKLKPLFILHNFLLTIASGS
el e 1 b ae ) (e |
I0546S PRYKSQRMVPPGQLHEPYVCLFCYLLTHCMAGTKIHEEPAAVLLPSILQLYNLGLTLLS -~
20 30 40 30 60 70
100 110 120 130 140 150
MAELO LLLLFIENLVP ILARNGLFYAICDDGAWTQRLELLYYL—-NYLVKYWELADTVFLVLEKKK
A lee s s 0o sl e | ds | Ls 1 fee]e)s
I05465 —LYMFYELVTGVWEGKYNFFCQGTRSAGESDMKIIRVLWWYYFSKLIEFHDTFFFILRKN
80 50 100 110 120
160 170 180 190 200 210
MAELO ~=PLEFILUYFHH- SMIMVLCFVQLGGYTSVSWVPITLNLTVHVEFMY Y Y ¥ ~-MRSAAGVR~~
T T N T N T I BT
105465 NHQITVLHVYHHATMLN IWWFVMNWYV PCGHSYFGATLNSFIHVLMYSYYGLSSTPSMRPY
130 140 150 160 170 180
220 230 240 250 260 270
MAELQ IWWKO YL M TLOIVOFVLDLGFIYFCAYTYFAFTYF PWAPNVGKCAGTEGAALFGCGLLSES
N T T P N
I05465 LWWKKYITQGQLVOFVLTI~-IQTTCG= =~~~ VEWP = === CSFPLGWLFFQIGYMIS
190 200 210 220 230
280 290 300 310
MAELO YLLLFINFYRITYNAKAKAAKERGSNFTPKTVKSGGSPKXPSKSKHIX
PO LI ds e eee
105465 LIALFTNFYIQTYNKKGASRRKEHLKGEONGSVAAVNGHTNSFPSLENSVKPRKQRKDXQ

240 250 260 270 280 290
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51

101

151

201

251

301

351

401

GAGRDVTPVE
TRVEGYFTDR
QUVFAIIMGF
LUWMYQHMLG
VPFLYGLLAF
WYRLIVPLQY
ENGIIQKDWA

YPDILAIIRN

WEELAAHNTK
EMYHAFGAAD
NIDPKNRPEI
ACAQVGLNPL
HHPYTNIAGA
KVRIQDINIL
LPLGKVLLLF
AMQVETTQDY

TCSEYRVPYL
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Figura 18

DDLLLATRGR VYDVTKFLSR

ATIMKKYYVGT

WGRYALIFGS

HDASHFSVTH

DPDVSTSEFD

YFVRKTNDAIR

TVADMVSSYW

AHDSHLWTSI

VEDTFWQAFA

LVSNELPIFP
LIASYYAQLF
NPTVWKILGA
VRRIKPNQKW
VNPISTWHTV
LALTFQANHV
TGSLNYQAVH

SHLEHLRVLG

HPGGVDTLLL

EPTVFHKTIK

VPFVVERTIWL

THDFFNGASY

FVNHINQMHME

MFWGGKAFFV

VEEVQWPLEPD

HLFPNVSQHH

LRPKEE*
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Figura 21

2roT29r .
N _ 2roBat
iy 2r0731r o
N MAD7080 R o N
il : 2r0540r J
. 2r0728¢ \
o 2ro7301 -

Buracoa no cantigun Chave do Diagrama by
Fragmento simples ————

o e A Altas nos
Fragmentas maltiplos na mesma direcgao

SURUP R,

fragmentas
3 Ambas as cadslas mostram motives,
; Wl Ambas as cadeias mais rectangulos vazios
Eeestasctannanne

SesmssmsasansEareasidvanes moestram
Codao de inicio enquadramento 1 { o ntoristicas

h"_,. Cad&o de terminagic enquadramenta 2
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51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
301
951

ATGGAGTCGA
TATGGACCTT
CTCTCGAGGC
GTCCATCACA
TGAGCTGCCG
ATTTGGTCAC
TTCGAGGTCA
CAGCGCCTAC
ATGGACTGTIT
GCCAAGATGA
CACCATGATC
ACGTTTACCA
GTTGCACCCA
CCATGTGATC
AGGIGTCGTT
TGCATGATGT
TGGCCGCCCC
TGTGGACCAT
TTGGCCAAGC
GCAGTAA
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Figura 22

TTGCGCCATT
GCCACCGCTA
CGCGCTGGTG
CGCGTGGGTT
TTGATGAACC
GGICTTTIGTG
AGACGTTTTC
ATGTGCGGTG
TGAGAACGCT
TCTGGCTCTT
ATGGTCCTCA
CCACAGCTCC
ACGGTGAAGC
ATGTACGGCT
CATCAAGTTC
CGGTCCAGTC
GGATACCCCT
GCTCGGICTC
AGGCCAAGGC

CCTCCCATCA
TCGGTGTCCG
GCCCAGGCCG
CCTGGTCGCG
CGTTCCACGT
GGCATGCAGA
GCTCCTGCAC
GGATCCTGTA
GCTGATCATA
CTACTTCTCC
AGAAGAACAA
ATCTTCACCA
CTACTTCTCT
ACTACTTCTT
TACATCACGC
TTCCTGGGAC
TCTTCATCAC
TTCTACAACT
CGACGCTGCC

ARGATGCCGC
GGCCGCGLCCC
AGAAGTACAT
GTGGAGTCGC
GCTGTTGATC
TCATGAAGARA
AACTTTITGTC
CGAGGCTTAT
CCTTCAAGGG
AAGATCATGG
CCGCCAGATC
TCTGGTGGTT
GCTGCGTTGA
GICGGCCITG
GCTCGCAGAT
ATGTACGCCA
GGCTCTGCTT
TTTACAGAAA
AAGGAGAAGG

AAGATCTGTT
TATGTCGAYC
CCCCACGATT
CTTTGGCCCG
GTGCTCGCTT
CTTTGAGCGG
TGGTCTCGAT
CAGGCCAACT
TCTTCCTIATG
AGTTTGICGA
TCCTTCTTGC
GGTCACCTTT
ACTCGTTCAT
GGCTTCAAGC
GACACAGTTC
TGAAGGTICCT
TGGTTCTACA
GAACGCCAAG
CAAGGAAGTT
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301

24/51

Figura 23

MESIAPFLPS KMFQODLFMDL ATAIGVRAAP YVDPLEAALV AQAERYIPTI
VHETRGFLVA VESPLARELP LMNPFHVLLI VLAYLVTVFV GMQIMENFER
FEVRTFSLLH NFCLVSISAY MCGGILYEAY QANYGLFENA ADHTFKGLPM
ARMIWLFYI'S KIMEFVDTMI MVLKEKNNRQI SFLHVYHHSS IFTIWWLVTEF
VAPNGEAYFS AALNSFIHVI MYGYYFLSAL GFRQVSFIKF YITRSQMTQF
CMMSVQSSWD MYAMRVLGRP GYPFFITALL WFYMWTMLGL FYNFYRENAK

LARQARADAA KEKARFLQ*
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Figura 27
REGISTOS  Inict: 114 Inin: 278 Opt: 278
Registo de Smith-Waterman: 308; 30,9% de identidade numa sobreposicio de 259 aa
40 50 60 70 B0 90 89
GLELO VAQAERYIPTIVEETRGFLVAVES PLARELPLMNPFHVLLIVLAYLVIVFVGMQIMKNFE
e sl s sasfelaz| | []]]2 s
MAELO GImmAQA!ELWGKSIDSFVFQEGVTPLSTQREVMMTITYFWIFGGRQIHKSQD
20 3a 40 50 60 70
100 110 120 130 140 150
GLELO mmnnr:mszsamcssmm-—uq?m?mmmxmm
lss] « 11} b 122 22 I | 3 1 ¢
MABLO AFRLRE L LN LL T TASGSLLLLE TENLVP ILARNGLFYATCODGANTQRLELLYYIN
80 90 100 110 120 130
160 170 130 190 200 210
GLELO YFSKIMEFVDTMIMVLKRNNRQISF LEVYRAS S IF T IWWLYTFVAPNGEAYFSAALNSET
Fe b Fesllszsidlb ¢ 2 J§) sl 2 ¢ 2] 2 2 22 32 t]]
MAELOD YLVKIWELADTVFLVLEK~--RPLEF LEYFEES-MTHVLCFVO LGS Y TS VSWYREITLNLTY
140 150 160 170 180 190
220 230 240 250 260
GLELO EVIMYGYYFLSALGFRQVSFIRFY ITRSQMTQF —ew—m— e e e CMMS QS ~——~SWDOMYAM
Tl (s B Le 2 0 sl fasl] bee s | s
MAFLO HVFMY T YYMRSAAGUVRI -=WWROY LT TLOIVOFVLDLGF IYFCAYTYFAFTYF PWAPNVG
200 210 220 230 240 250
270 280 290 3a0 310
GLELO KVLGRPGYPFFITALLWF YMWIMLGLFYNFYRRNARLAKQARAD
L1 1 sl sfd 1o TF I e= o1 [
MAELO RCAGTEGAALFGCGLLSSYLL ~—==LEINFYRem== I TYNARARAARERGSNFTPRTVRS
260 270 280 2%0 300
MAELO GGSPFERKPSKSKHIX

310
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REGISTOS  Inic1:

30/51

Figura 29

83 Inin: 188 Opt: 271

Registo de Smith-Waterman: 297; 28,5% de identidade numa sobreposi¢io de 242 aa
30 40 50 60 70 80
MAELO YELVIGKSIDSFVFQEGV' TPLSTQREVAMWTITYFWIFGGRQIMKSQDAFKLKPLF ILH
s o ferrzs o {aesr oz osizes
HS1 STYFKALLGPRDTRVKGWFLLDNYIPTFICSVIYLLIVWLGPKYMRNKQPFSCRGILWY
10 20 30 40 50 60
S0 100 110 120 130 140
MAELO NFLLTIASGSLLLLFIENLVPILARNGLFYAICDDGAWTQRLELLY YL - —-NYLVEYWELA
bl Lel |ees & s | soeass | Qe s
HS1 NLGLTLLS~--LYMFCELVTGVWEGKYNFFCQGTRTAGESIMK I IRVLWWY YFSKLIEFM
70 8a a0 100 110 120
150 160 170 180 150 200
MAELD DTVFLVLKK--KPLEFLHYFHH-SMTMVLCFVQLGGY TSV SWVR ITLNLTVEVFMY Y Y Y-
U Leelel o0 AL elU 0« dl: =0 11 silsH I
HS1 DTFFFILRKNNHQITVLHVYHHASMLN ITWWFVMNWYVPCGHSYFGATLNSFIEVLMYSYYG
130 140 150 160 170 180
210 220 230 240 250 260
MAELO MRSAAGVR -~ INWKQYLTTLOIVQFVLDLGF IYFCAYTYFAFTYFPWAPNVGKCAGTEGA
I N T P TIT T
HS1 LSSVPSMR PYLWWKKY ITQGQLLOFVLTI -~ IQTSCGVI -~ ~— == WeP=ew==CTFPLGW
190 200 210 220 230
270 280 2%0 300 310
MAELO ALFGCGLLSSYLLLFINFYRITYNAKAKAAKERGSNF TPKTVKSGGSPEKKPSKSHHT
UL b 0000 T ge s o
H51 LYFQIGYMISLIALFTINFY IQTYNKKGASRRKDHLRDHONG SMAAVNGHTNSFSPLENNY
240 250 260 270 280 290
HS1 KPRELRKDX

300
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Figura 30
REGISTOS Inic1: 88 Inin: 208 Opt: 272
Registo de Smith-Waterman: 279; 28,2% de identidade numa sobreposicio de 266 aa
30 40 50 60 70 80
MAELO QAYELVTGKS IDSFVFQE@ITPLSTQRE@MQT‘ITTT"HHFGGEI{QH?KS CDAFKLKPLF T
] i) s
HS2 VNLYQEVMKHADPRIQGY PLMGSPLLMTSILLTYVYFVLSLGER- IMANRRPFQLRGFMT
10 20 30 40 50 60
20 100 110 120 130 140
MAELO LH'N'FLLTIASGSILILT' TEN- -?VPILAI?-NGIFFLICDDGAWI‘QRIEIIEYINYLVT[CYW
| I F N T I B
HS2 vm%&msz;nvmmmmm SNSPEALRMVRVANLFLEFS-~-KFT
70 80 90 100 110 120
150 160 170 180 150
° LTl
TRHEHE : : : : I EE
HS2 ELMDTVIF ILREKKDGOVIFLHVFHRS VL PWSWWWGVK T APGEMGSFHAM -~ - INSSVHVL
130 140 150 160 170
200 210 220 230 240
A By (e
| | SNNEEE X tro2:
HS2 J&LYI'YGLSAFGPVAQPYLWMI QLIQFVLVSLHT SQYYFMSSCNYQOYPVIIHLIW
180 150 200 210 220 230
250 260 270 280 290 300
MAELO APNVGKCAGTEGAALF?CGLLSSYLLII&I Ihﬁ’YRITTBmmAAKERGSTFI’II’KTVKSGGS
: -7 SO — MYG--~-TTFFMLF SNFWYHSY TKGKRLPRALOONGAPGTAKVKAN
240 250 260 270
310
MBAELO PEKKPSKSKHI
HS2 X

280
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Figura 31

REGISTOS  Inici: 88 Inin: 207 Opt 223
Registo de Smith-Waterman: 236; 30,4% de identidade numa sobreposigéo de 191 aa

100 110 120 130 140 150
MAELO LLLLF IMVPILARNGIFYAICDDGAIMQI]!LELLYYIINYUH{YWEIADTUFLVIM—
: o] o HERE
M2 MEEIMSGWLMCDPEFSNSPEALRMJMMMSWIQAM‘LIFJJR&LDG
20 3o 40 S0 60 70
160 170 180 19%0 200 209
MAELO ~LEFLEYFEHSMTMVLCE - ~=~VQLGGYTSVSWVE ITLNLIVEVFMY YV YMRSAA GV -~~~
: 1 I L e I IR
m2 IKTAPGGMGSFHAM-~-INSSVHVVMYLYYGLSATGPVAQ
80 20 100 110 120 130
210 220 230 240 250 280
MAELO RIWWKQYL'I'I‘L?IV?E;’TT-——DLGF Iﬁ-— -—?AYMAPTYFPTAPNVGKCAGTEGAAL
sy : ;
MMZ YL WWERHM TA L OL T OF VLY S LH L SOV Y FMPSCNY QY PV I THLIW— = = —— —— = — === = M
140 150 140 170
270 280 250 300 310
MAELO F?CGILSSﬂLlIEI’]LTF!YMTTNmmHGSNFTPMGGSPKKPm
me2 ﬁ'fG-"- --TIFFILFSNFWYHSYTKGKRLPRAVOONGAPATTIVKAN
180 180 200

210
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Figura 32

REGISTOS Inici: 51 Inin: 115 Opt: 168
Registo de Smith-Waterman: 168; 30,4% de identidade numa sobreposigdo de 115 aa
30 40 50 60 70 80
MAETO YELVTGKSIDSFVFQEGVTPLSTQREVEMWTIT?FVVIFGGR IMKSQODAFEKIKPLFILH
| P+ | :3
ATI225632 NMAFLDNMFGPRDSRVRGWFLLDSYLPTFILTINVIILS IWLGM(YBLIIQ\]RP?LLST’-RG ILTII;Y
20 30 40 50 80 70
20 100 110 120 130 140
MAELO IIETLT‘IASGSI?M TMVPILARN?LFYAICDD—--‘GAWTQRLELLYMW
EEN E Y R Y N } = 1= ] 1
ATI225632 NLAITLI.SAYMLVELI ~-~ ——LSSWEGGYNLQCONLDSAGEGDVRVAKVLVWYYFSKLVE
80 90 100 110 126
150 lad0 170 180 190 200
SRR eSS
AT225632 FLDTTFFVLRKKANQITFLEVYHHASMFNT

130 140 150
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Figura 33

Quadro: (3) Inic1: 332 tnin: 332 Opt: 384

40,3% de identidade numa sobreposigéo de 144 aa

GLELO

AIB15960

GLELO

AIgr5860

GLELO

AIB15960

GLELO

80 90 100 110 120 130
LIVLAYLVIVEFVGMQIMKNFERFEVKTFSLLENFLVS ISAYMCGGILYEAYQANYGL~F
Lede so ] & 55 2ssse)s]
LYNLGITLLSAYMIAELILSTWEGGYNLQC
10 20 30

140 150 160 170 180 190
ENAADHTFRCLEMARMIWLFYF SKIMEF VDI IMVLKKNNRQI SFLHVYEHSSIFTIHWL,
SIEE 2oeflaal efLIT s0lefhaa]falze PLa) LIT] ) helefal}]
QDLTSAGEADIRVARVLWWYYFSKSVEFLDTIFFVLRKKTSQI TFLEVYHEASMENTRWC
40 50 60 70 80 90

200 210 220 230 240 250
VIFVAPNGEAYFSAALNSE IHVIMYGYYFLSAL-GFKQVSFIKFY ITRSQMTQFCMMSVQ
oo dsasfs ol P Teef0=0] Hlee saes 2 | e]ee]ee]]
VLNWIPCGQSFFGPTLNSFIHILMYSYYGLSVFPSMEK YEWWKKYLTOAQLVQP

100 110 120 130 140

250 270 250 290 300 10
SSWDMYAMRVLGRPGYPFF I TALLWEF YMWTMLGLFYNF YRENAKLAKOAXADARRERARR
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Figura 34
.REGISTOS Inic1: 316  Inin: 384 Opt 477
.Registo de Smith-Waterrnan: 477; 34,2% de identidade numa sobreposicéo de 240 aa
50 60 70 a0 S0 160
GLELO AQAEKYIPTIVHHTRCGFLVAVESPLARELFLMNPFHVLLIVLAYLYVTVEFVGMQIMKNFER
NI N N B
HS1 MEHFDASLSTYFKALLGPRUTRVKGWFLLUNYIPTFICSVIYLLIVWLGPKYMRNKQP
10 20 io 40 50
110 120 130 140 150 155
GLELO FEVKTFSLLENFCLVSISAYMCGGILYEAYQANYGLF ~-ENAADHTFKGLPMAKMIWLEYF
b seafs | 2| R EEETY FEN IFEE oo ozre] e}
HS1 FSCRGILVVYNLGLTLLSLYMFCELVTGVWEGKYNFFCOGTRTAGESDMK I IRVIWWY YF
60 70 80 840 1090 110
160 170 180 130 200 210 219
GLELO SKIMEFVDTMIMVLEKKNNROISFLHVYHHSSIFTIWWLVTFVAPNGEAYFSAATINSFIHV
e llelfeeeede el le UL eleeed @bl s Fezllele b ITITI
ES1 SKLIEFMDTFFFILRKNNHQITVLEVYHHASMLNIWWFVMNWVPCGHSYFGATLNSFIHV
120 130 140 150 180 17¢
220 230 240 250 280 270
GLELO IMYGYYFLSAL~-GFKQVSFIKFYITRSQMTQFCMMSVOS SWOMYAMKVLGRPGYPFFITA
A1l flee see o ) [deele (12 et Y
HS1 LMYSYYGLSSVPSMRPY LWWKKY ITQGOLLOFVLTIIQTS = === CGVIWPCTFPLGWLY
180 190 200 210 220 230
280 290 300 310
GLELQ LLWFYMWTMLGLFYNFYRK~-NAKLAKQAKADAAKEKARKLQ
e 0] eeaedl 12 0 [e2 ]
HS1 FQIGYMISLIALFTNFYIQTYNKKGASRRKDHLKDHONGSMAAVNGHTNSFSPLENNVKY

240 250 260 270 280 290
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Figura 35

REGISTOS Inic1: 80 Inin: 114  Opt: 178
Registo de Smith-Waterman: 178; 28,8% de identidade numa sobreposigao de 146 aa
140 150 160 176 180 130
GLELO FENAADHTFKGLPMARMIWLFYF SKIMEFVDTMIMVLKKNNRQI SFLHVYRHSSTIFTTWW
Mezeofe] 2z 1] ] e |
AC004050 DTIFIILRK--QKLIFLHWYHHITVLLYSW
10 20
200 210 220 230 240 250
GLELO LVTFVAPNGEAYFSAALNSF IHVIMYGYYFLSATGFKQVSFIXKFYITRSQMTQFCMMSYO
IEE RS RS EES N R R N AN B AR oo el 1
AC004050 YSYKDMVAGGGWF ~-MTMNYGVHAVMY SYYALRAAGFRVSRKFAMF ITLSQ I TCMLMGCUY
30 40 50 60 70 80
260 270 280 280 300 T 310
GLELO SSWREMYAMKVLGRPGYEFFITALLW- - FYMWTMLGLFYNFYRKN~-AKLAKQOAKADAAKE
: : | LI R I sl | s
ACQ04050 NYLVFCWMQ~--HDQCHSHF -QNIFWSSIMYLSYLVLFCHFFFEAYIGKMRKTTKAREY
90 100 110 120 130 140
GLELO KARKLQ
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Figura 36

REGISTOS Inic1: 288 Inin: 288 Opt: 399
Registo de Smith-Waterman: 399; 34,6% de identidade numa sobreposi¢do de 211 aa
a0 =14/ 100 110 120 130
GLELO LLIVLAYLVTVEVGMQIMKNF ERFEVKTF SLLHNFCLVS I SAYMCGGILYEAYOANYGLF
R IEEIRE sle oz ez
M2 IVYNFSLVILSLY IVYEFLMSGWLSTYTWR
10 20 ao
140 150 160 170 180 130
GLELO ENAA.D--HTFKGLPMAICMIWLFYFSKIMEFVDTMIMVLKKNNRQISFLHVYHHSSIFTIW
s oz ore] bers BbReslesfeetlelechefer Jestiideltl = |
MM2 CDPIDFSNSPEALRMVRVAWLFMLSKVIEIMD’MFILRXIQJGQVTFLHVF}HSVLPWSW
40 50 60 70 BO 20
200 210 220 230 240 250
GLELO WLVTFVAPHGEAYFSAALNSFIHVIHYGYYI-‘LSAI.GFKQVSFI——KFYITRSQMTQFCMM
| IR T I SEN IR
M2 wWGIKIAPGGMGSFHAMINSSVHVVMYLYYGLSAL&PVAQPYLWWKK}MTAIQLIQFVLV
100 110 120 130 140 150
260 270 280 250 300 308
GLELO SVQSSWDMYAMKVLGRPGYPFFITALLWF YMWTMLGLFYNF -~ - - YRKNAKLAKQAKADA
P T N N N I R EE L
M2 SLHIS- QYYFMPSCNYQ-YPVIIH ~LIWMYGTIFFILF SNFWYHSYTRGKRLPRAVQONG
184 170 180 190 200
310
GLELO AKEKARKLOQ
|
MM2 APATTKVKAN

210
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Figura 37
REGISTOS Inic1: 160  Inin: 227 Opt: 269
Regisio de Smith-Waterman: 269; 35,3% de identidade numa sobreposicdo de 119 aa
50 60 70 a0 90 100
GLELO FTIVHHTRGFLVAVESPLARELPLMNPFHVLLIVLAYLVTVEFVGMQ IMKNFERFEVKTES
R I EEE R A | Pz
AI225632 NEVNAFLDNMFGPRDSRVRGWFLLDSYLPTFILTITYLLS IWLGNKYMKNRPALSLRGIL
10 20 30 40 50 60
110 120 130 14p 150 160
GLELO LLHNFCLVSISAXMCGGILYEAYQANYGLFENAADHTFKG—LPMAK-MIWLFYFSKIMEF
1K AL L R B RS 1 B BEY R AR Y
AT225632 TLYNLAI'I‘LLSAYMLVELILSSWEGGYNLQCQNLDSAGEGDVRVAKVLVW—YYFSKLVEF
70 80 90 100 110 120
170 180 150 200 210 220
GLELO VDTMIMVLRKKNNROI SFLEVYHHSSIFTIWWLYV TFVAPNGEAYFSAALNSFIHVIMYGYY
sfleee]fele [He01IELI =)0
AT225632 LOTIFFVLRKKANQITFLHVYHHASMFNT

130 140 150
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Figura 38

\REGISTOS  Inigt: 84 Inin: 129 Opt: 233
. Registo de Smith-Waterman: 239; 23,7% de identidade numa scbreposigdo de 279 aa
20 3a 40 50 60 70
GLELC FMDLATATGVRAAPYVDPLEAALVAQAERKY T PTIVHHTRGFLVAVESPLARE = ===~ PL
I TR | FRE Y i |:
U87107 MDTSMNFSRGLKMDLMQPYDFETFQDLRPF
1o 20 30
B0 90 100 110 120 129
GLELO MNPFHV--LLIVLAYLVIVFVGMQIMKNF ERFEVKTFSLLENFCLVSISAYMCGGILYEA
N RN I R T A I RN i) |2} o} s
Us7107 LEEYWVSSFLIVVVYLLLIVVGOTYMRTRKSFSLORPLILWSFFLAIFS—-~-ILGTLRMWK
40 50 60 70 80
130 140 150 160 170 180
GLELO YOAN=---~YGLFENAADHTFKGLPMAKMIWN~-LFYFSKIMEFVDTMIMVLKKNNRQISFL
:]: EEEEE: : N L R P I T P
Us7107 FMATVMFTVGLKQTVCFAIYTDDAVVRF-WSFLFLLSKVVELGDTAFIILRK--RPLIFV
20 100 110 120 130 140
180 200 210 220 230 240
GLELO HVYHHSSI -~ FTINWLVTEFVA PNGEAYFSAALNSFIHVIMYGYYFLSALGFRQVSFIKFY
IR e e N I I I T T R
U97107 HWYHHSTVLLFTSFGYKNKV - PSGGWFMT - -MNFGVHSVMY TY Y TMKAAKT, KHPNLLPMV
150 160 170 180 190 200
250 260 270 280 290
GLELO ITRSOMTQFCMMSVOSSWDMY AMKVLG-~-RPGYPFFITALLWFYMWIMLGLFYN-~-FYRX
N R N R | I
U97107 ITSLOILOMVLGT IFGILNY IWRQEKGCHTTTEHFFWSFMLYGTYFILFAHFFHRAYLRP
210 220 230 240 250 260
300 : 310
GLELO NAKLAKQAKADAAKEKARKLQ
S FEER
97107 KGRVASKSQ

270
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REGISTOS

GLELO
usg74s
{F56H11.4)
GLELO
Uea74s
(FS56H11.4)
GLELO
Ue8743
(F56H11.4})
GLELO
U68749
(F56H11.4)
GLELO

U68749
(F56H11.4)

Inic1: 100
Registo de Smith-Waterman: 271;

40/51

Figura 39

205 Opt: 271
30,7% de identidade numa sobreposicdo de 218 aa

[nin:

&0 70 80 90 100 110
TRGFLVAVESPLARELPLMNPFHVLLIVLAYLVTVFVGMQIMKNFERFEVKTFSLLENFC
Glal ] efel s s o5 ]
ATHGPKNF PDAEGRKFFADHF DVTIQAS TLYMVVVFGTRWFMRNRQPFQLTIPLNIWNFT
30 40 50 60 70 80

120 130 140 150 150
LVSISAYMCGGILYEAYQ-~ANYCL-~-~-FENAADHYFKGLPMARMIWLFYFSKIMEEVDT
21 ] el Fld:r oexs FLUL s sl Heelel T
LAAFSIAGAVIMTPEFFGTIANKGIVASYCKVFDF T~ KG~-ENGYWVWLFMASKLFELVDT

90 100 110 120 130 140

170 180 150 200 210 22¢
MIMVLKKNNR QI SFLHVYHHS SIF P I WWL Y T FVAPNGEAYF SAALNSF THVIMYGYYFLS
IR R T T
IFLVLRK~--RPLMFLHWYHHTLTMIYAWY SHPLTP~-GFNRYSCIYLNFUVVHAFMYSYYFLR
150 160 170 180 190

230 240 250 260 270 280
ALGFKQVSFIKFYITRSOMIQFCMMSVOSSWDMYAMKVLGRE -GY PFFITALLWFYMWTM

TR | EEY B BT N : O I I
SMKIRVEGFIAQAITSLOTVOF I I SCAVLAHTL.GYLMHFTNANCDFEPSYVFRLAVFMDTTY
200 210 220 230 240 250

290 300 310
LGLFYNFYRENAKLAKQAKADAAKEKARKIQ
111 1]
LALFVNFFLOSYVLRGGKDKYKAVEKXKNN
260 270 280
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REGISTOS

MAELO
ue8749
{F56H11.4)
MAELO
U68749
(FS6H11.4)
MAELO
U68749
{(F56H11.4)
MAELO
Us8749
{F56H11.4)
MAELOD
U68749
(FS56H11.4)
MAELO

us3749
{F56H11.4)

Inic1:
Registo de Smith-Waterman: 358;

41/51

Figura 40

264 Opt: 358
28,7% de identidade numa sobreposicéo de 296 aa

189 Inin:

10 20 30 40 50 59
MAAAILDKVNFGIDQPFGIKID'I‘YFAQAYELVTGKSIDS FVFQEGVTPLSTOREVAMW-T
t: N : T I § RN E R
MAQHPLVQRLLDVKFDT ~—--KRFVAIATHGPKNF PDAEGRKFFADHFDVTIQAS

10 20 30 40 30

..
-

60 70 80 90 100 110
ITYFVVIFGGRQIMKSQDAFKLK - PLFILENFLLTIASGSLLLLFIENLVPILARNGLFY
IR =t H1 1 | [+ =5 a2 :] sl
ILYMVVVFGTKWFMRNRQPFQLTIPLNIW-NFILAAFSIAGAVKMTPEPFGTIANKGIVA

60 70 80 90 100 110

-
I :

120 130 140 150 160 170
AICDDGAW‘I‘QRLELLYY'LNYLV—KYWELADTVFLVLKKKPLEFLHYFHHSM’I‘MVLCWQL

sf: o+ SLEsflsd b=t e 0] 51

SYCKVE‘DFTKGENGYWVWLMSKLFELVDTIFLVLRKRPLMFLHWYHHILTMIYAWYSH
120 130 140 1s¢ 180 170

180 190 200 210 220 230 -
GEYTSVSWVPITLNLTVHVFMY~YYYMRSAAGVRI - ~WWKQYLTTLQIVQFVLDLGFIYF
o sl sl sle s | oslsf I dees s

PLTPGFNRYGIYLNFVVHAFMYSY YFLRSMK-IRVPGFIAQATITSLOIVQFIISCAVLAH

180 190 200 210 220
240 250 260 270 280
CAYT-YFAFTYFPWAPNVGKCAGTEGAALFGCGLLSSYLLLF INFYRITY— ===~ NAKAK
doele e s fel | e oeed] Hhelle il )]
LeYLMHFTNANCDFEPSVFKLA-—=—== ~==-MDTTYLALFVNFFLOSYVLRGGKDKYK
230 240 250 260 270 280
290 300 310

AARERGSNFTFPKTVKSGGSPKKPSKSKHI

AVEPKKKNN
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Figura 41
REGISTOS Inic1: 77 Inin: 155 Opt: 264
Registo de Smith-Waterman: 264; 27,2% de identidade numa sobraposicéo de 206 aa
40 50 60 70 a0 S0
GLELQ AALVAQAEKYIPTIVHHTRGFLVAVESPLARELPLMNPFHVLLIVLAYLVTVFVGMQIME
| I I f B EERE
DMl PTRMINMDISVTPNY SYIFDFENDF THQORTRKWMLENWTWVE Y YCGI YMLY IFCGQHFMO
10 20 30 40 50 60
100 110 120 130 140 150
GLELO NFERFEVKTFSLLHNFCLVSISAYMCGGILYEAYQR - -NYGLFENAADHTF-* -KGLPMAK
NI T
DM1 NRPRFQLRGPLIIWN’I‘LLAMFSIMGAAR’I‘APELII-WLRHYGLFHSVCVPSYIEQDRVCGF
70 80 90 100 110 120
160 170 180 1580 200 210
GLELO MIWLFYFSKI}IEFVDTMIMVLKKNNRQISFHN‘YHHSSIFTIWLVTWAPNGEAYPSM
HIREARE 115 R EEEEEE TS
DpMl WTWLFVLSKLPELGDTIFIVLRK--QPLIFLHWYHHITVLIYSWF-SYTEYTSSARWFIV
130 140 150 160 170 18¢
220 230 240 250 260 270
GLELO LNSFIHVIMYGYYFLSALGF;(QVSFIKFYITRSMQFCMMSVQSSWDMYMMLGRPGY
IR N R L R I O LR R I e |
DM1 MNYCVHSVMYSYYALKAARFNPPRFISMIITSLOLAQMIIGCATNVWANGFLKTHGTXSC
190 200 210 220 230 240
280 290 300 310
GLELO PFFITALLWFYMWIMLGLFYNFYRKNAKLAKGAKADAAKERARKIQ
DMl HISORNINLSIAMYSSYFVLFARFFYKAYLAPGGHKSRRMA

250 260 270 280
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Figura 42
REGISTOS Inic1: 181  Inin: 279 Opt: 328
Registo de Smith-Waterrman: 328; 30,0% de identidade numa sobreposi¢do de 237 aa
40 5¢ 60 70 80 80
MAELO VIGKSIDSFVFQEGVTPLSTOQREVAMWT ITYFVVIFGGROIMKSQDAFKLKPLF ILENFL
e[l leefees [el: ofs | |
DMl IFDFENDFIHQRTRKWMLENWINVFYYCGIYMLVIFGGOHFMONRPRFQLRGFPLIIWNTL
30 40 50 60 70 80
100 110 120 130 140 149
MAELO LTIASGSLLLLFIENLVPILARNGLEFYAICDDGAWTQ-RLELLY-YLNYLVKYWELADTV
I:: | the el s Ileesl o+ 4 oa2e] 1) [kl
DM1 LAMFSIMGAARTAPELIHVLRHYGLFHSVCVPSYIEQDRVCGFWTWLFVLSKLPELGDTT
b 14) 100 110 120 130 140
150 150 170 180 150 200
MAELO FLVLKRKPLEFLHYFHHSMTMVLCFVQLGGYTS -VSWVPITLNLTVHVFMY Y YYMRSAAG
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ATGGAACATT
CCCTCGAGAT
CCACATTTAT
AAATACATGA
GTATAACCTT
TAACAGGAGT
ACCGCAGGAG
CTTCTCCAAA
AGAACAACCH
CTGAACATCT
TTTTGGTGCC
ATGGTTTGTC
TACATCACTC
CAGCTGCGGG
TCCAGATTGG
ATTCAGACCT
GGACCACCAG
TTTCACCCCT
AGTCAAAGAA,

TTGATGCATC
ACTAGAGTAA
CTGCTCTGTC
GGAATAAACA
GGACTCACAC
ATGGGAAGGC
AATCAGATAT
CTCATAGAAT
CCAGATCACG
GGTGGTTTGT
ACACTTAATA
GTCAGTCCCT
AGGGGCAGCT
GTCATCTGGC
ATACATGATT
ACAACAAGAA
AATGGGTCCA
GGAARACAAT
TTGA
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Figura 43

ACTTAGTALCC
AAGGATGGETT
ATATATTTAC
GCCATTCYTCT
TGCTGTCTCT
ARATACAACT
GAAGATTATC
TTATGGACAC
GTCCTGCACG
GATGAACTGG
GCTTCATCCA

-TCCATGCGTC

GCTTCAGTTIT
CGTGCACATT
TCCCTGATTG
AGGGGCCTCC
TGGCTGCTGT
GTGAAGCCAA

TATTTCAAGG
TCTTCTGGAC
TAATTGTATG
TGCCGGEGGGA
GTATATGTTC
TCTTCTGTCA
CGTGTCCTICT
TTTCTTCTTC
TCTACCACCA
GTCCCCTGCG
CGTCCTCATG
CATACCTCTG
GTGCTGACAA
CCCTCTTGGT
CTCTCTTCAC
CGAAGGAAAG
GAATGGACAC
GGAAGCTGCG

CATTGCTAGG
AATTATATAC
GCTGGGACCA
TTTTAGTGGT
TGTGAGTTAG
GGGCACACGC
GGTGGTACTA
ATCCTGCGCA
TGCCTCGATG
GCCACTCTTA
TACTCTTACT
GTGGAAGAAG
TCATCCAGAC
TGGTTGTATT
ARACTTCTAC
ACCACCTGAA
ACCAACAGCT
GAAGGATTGA
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Figura 44

MEHFDASLST YFKALLGPRD TRVKGWFLLD NYIPTFICSV IYLLIVWLGP
KYMRNKQPFS CRGILVVYNL GLTLLSLYMF CELVTGVWEG KYNFFCQGTR
TAGESDMKII RVLWWYYFSK LIEFMDTFFF ILRKNNHQIT VLHVYHHASM
LNIWWFVMNW VPCGHSYFGA TLNSFIHVLM YSYYGLSSVP SMRPYLWWKK
YITQGQLLRF VLTIIQTSCG VIWPCTFPLG WLYFQIGYMI SLIALFTNFY

IQTYNKKGAS RRKDHLXDHQ NGSMAAVNGH TNSFSPLENN VKPRKLRKD*
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ATGGCTCAGC
GAMAACGATTT
CAGRAGGTCG
TCAATCCTGT
TCGTCAACCA
TCGCCGCATT
GGAACCATTG
TTTCACGARS,
AACTTTTCGA
CTCATGTTCC
GTACTCTCAT
ACTTTGTCGT
AAGATTCGCG
CGTTCAATTIC
TGCACTTCAC
GCAGTTTTCA
CCAATCATAT
AGARGAAGAA

ATCCGCTCGT
GTGGCTATTG
CAAGTTCTTT
ACATGGTCGT
TTCCAATTGA
TTCCATCGCA
CCAACAAAGG
GGAGAGAATG
ACTTGTTGAC
TTCACTGGTA
CCATTGACCC
CCACGCCTTC
TGCCAGGATT
ATCATCTCTT
CAATGCCAAC
TGGACACAAC
GTICTCCGCG
CAACTAA
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Figura 46

TCAACGGCTT
CTACTCATGG
GCTGATCACT
TGTGITCGGA
CTATTCCACT
GGAGCTGTCA
AATTGTCGCA
GATACTGGGT
ACCATCTTCT
TCACCATATT
CAGGATTCAA
ATGTACTCTT
CATCGCCCAA
GCGCCGTTCT
TGTGATTTCG
ATACTTGGCT
GAGGAAAAGA

CTCGATGTCA
GCCAAAGAAT
TTGATGTTAC
ACRAAATGGT
CAACATCTGG
AAATGACCCC
TCCTACTGCA
GTGGCTCTTIC
TGGTTCTCCG
CTCACCATGA
CAGATACGGA
ACTACTTCCT
GCTATCACAT
TGCTCATCIT
AGCCATCAGT
CTTTTCGTCA
CAAGTACAAG

AATTCGACAC
TTCCCTGACG
TATTCAGGCT
TCATGCGTAA
AATTTCATCC
AGAGTTCTTT
AAGTGTTTGA
ATGGCTTCCA
TAAACGTCCA
TCTACGCCTG
ATTTATCTTA
TCGCTCGATG
CTCTTCAAAT
GGTTATCTCA
ATTCAAGCTC
ACTTCTTCCT
GCAGTGCCAA
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Figura 47

MAQHPLVORL LDVKFDTKRF VAIATHGPKN FPDAEGRXFF ADHFDVTIQA
SILYMVVVFG TKWFMRNRQP FQLTIPLNIW NFILAAFSIA GAVKMTPEFF
GTIANKGIVA SYCKVFDFTK GENGYWVWLF MASKLFELVD TIFLVLRKRP
IMFLHWYHHI LTMIYAWYSH PLTPGFNRYG IYLNFVVHAF MYSYYFLRSM
KIRVPGFIAQ AITSLOIVQF IISCAVLAHL GYLMHFTNAN CDFEPSVFKL

AVFMDTTYLA LFVNFFLQSY VLRGGKDKYK AVPKKINN
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Hospedoiro (plasmideo) _|334(pYX242)  |334(pRET-21) _ 1334(pRET-22)

Substrato adicionado {50 UM GLA + S0 uM GLA + S50uM GLA +
S50 UM AA SO UM AA 50 uM AA

,Acidg gordo % de acido gorda tatal | % de cido gordo total | % de acido gordo tatai
C16:0 9.22 12.46 9.9
C16:1 0.09 0.18 0.13
C18:0 1.46 241 1.49|
C18:1n-9 4.03 4.92 3.91
C18:3n-6 10.02 11.89 8.69
C20:30-6 (128%)* 013 (11.1%)* 148 ((194%)* 2.09
C20:4n-6 46.98 28.87 35.25
C22:4n-6 0 0 0
' Lipidos Tota's {mg) 212 174 187

*{% de convers&o) = produto/{substrato+produto)
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ATGAACATGT
CAACGAGAAT
TCCTGTTTTC
ATGAATAAAC
TCTGACCCTT
ATATGGTGTA
CAGGGTTTIT
GCTAAGCAAA
AGCAGAAGCT
TACTCTTGGT
GACTATGAAC
GGGCGGCAGG
TCCCAGATCA
CTGCTGGATG
GGTCCTCACT
TTTGAGGCCT

CAGTGTTGAC
GAAGCCATCC
TGCTCTGTAT
GAGCAAAGTT
GCAGTCTTCA
CATTTTGATG
ACAATGGACC
GCACCCGAAC
GATCTTCCTG
ACTCCTACAA
TATGGCGTGC
TTTCCGAGTC
CTCAGATGCT
CAGCATGACC
CATGTACCTC
ACATCGGCAA
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Figura 49

TTTACAAGAA
AATGGATGCA
GCTGCCTTTA
TGAACTGAGG
GTATATTCGG
ACCAAAGGCC
TGTCAGCAAR
TAGGAGATAC
CACTGGTATC
AGACATGGTT
ACGCCGTGAT
TCCCGGAAGT
GATGGGCTGT
AGTGTCACTC
AGCTACCTTG
AATGAGGAAA

TATGAATTCG
GGAAAACTGG
TATTCGGTGG
AAGCCATTAG
TGCTCTTCGA
TGAAGCAGTC
TTCTGGGCTT
AATATTCATT
ACCACATCAC
GCCGGGEGAG
GTACTCTTAC
TTGCCATGTT
GTGGTTAACT
TCACTTTCAG
TGCTCTTCTG
ACAACGAAAG

‘AAAAGCAGTT

AAGAAATCTT
TCGGCACCTA
TGCTCTGGTC
ACTGGTGCTT
AGTTTGTGAC
ATGCATTTIGT
ATTCTGAGGA
TGTGCTCCTG
GTTGGTTCAT
TATGCCTTGC
CATCACCTTG
ACCTGGTCTT
AACAPCTTCT
CCATTTCTITC
CTGAATAG
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Figura 50

MNMSVLTLQE YEFEKQFNEN EAIQWMOENW RKSFLFSALY AAFIFGGRHL
MNKRAKFELR KPLVLWSLTL AVFSIFGALR TGAYMVYILM TKGLKQSVCD
QGFYNGPVSK FWAYAFVLSK APELGDTIFI ILRRQKLIFL HWYHHITVLL
YSWYSYRDMV AGGGWFMTMN YGVHAVMYSY YALRAAGFRV SRKFAMFITL
SQITOQMLMGC VVNYLVFCWM QHDQCHSHFQ NIFWSSLMYL SYLVLFCHFF

FEAYIGKMRK TTKAE*
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