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DESCRICAO

"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE PROTEINAS POR
RECOMBINACAO EM LEVEDURAS"

A presente invencéo refere-se a um processo para a preparacao de

proteinas por recombinac¢ao em leveduras.

A preparacao de proteinas por recombinacdo em leveduras é
conhecida. Os genes heterélogos podem ser expressos como proteinas
intracelulares ou ser segregados directamente para o meio. Este ultimo
caso pressupOe que, antes da proteina heteréloga ou do gene, seja
inserida por fusdo uma sequéncia de sinal. Na S. cerevisiae as
sequéncias de sinal das proteinas secretéricas genuinas para a
feromona factor-a (Brake, A.J., et al., Natl. Acad. Sci. USA 81, 4642-
4616 (1984)), a invertase (Taussig R. e Carlson M., Nucleic Acids Res.
11, 1943-1954 (1983)) e a fosfatase acida (Meyhack B. et al., EMBO J.
1, 675-680 (1982)) foram utilizadas para a secrecdo de proteinas
heterélogas (Kingsman S., et al., in: Russel G.E. (Ed.) Yeast
Biotechnology (pp. 113-152). Intercept Ltd., Wimborne, Dorset (1988);
Chiron EP 116 201).

As fusbes com estes pré-pro-fragentos conduzem também,
noutras leveduras, a secrecéao de proteinas heterdlogas, de modo que se
pode partir de um mecanismo de processamento e secrecido semelhante
(Gellissen G. et al., Biotech. Adv. 10, 179-189 (1992); Vedvick T. et al.,
J. Ind. Microbiol. 7, 197-202 (1992)).



Sao também reconhecidas nas leveduras as sequéncias de sinal

genuinas de uma proteina heteréloga.

Na levedura Hansenula polymorpha a sequéncia leader de
glucoamilase (GAM1) da Schwanniomyces occidentalis é reconhecida
como sequéncia de sinal e é possivel segregar glucoamilase processada
correctamente (G.Gellissen et al., Biotechnology 9, 291-295, 1991). Esta
sequéncia de sinal, no entanto, ndo conduz a secrecdo de produtos
genéticos estranhos a levedura, por exemplo, ndo é possivel, por esta

via, a secrecdo da proteina hirudina.

O problema da presente invengdo era, por conseguinte,
desenvolver um processo para a preparacdo de proteinas por
recombinacéao, em especial de proteinas estranhas a levedura, isto &, de
proteinas heterélogas, na levedura Hansenula, o qual assegura, para

uma série de proteinas, a secre¢éo eficiente e o processamento correcto.

Este problema € solucionado através de um processo para a
preparagao de proteinas por recombinacdo em leveduras, o qual ¢
caracterizado pelo facto de a levedura ser transformada com uma

"kassete" de expressdo que contém, codificados, os seguintes elementos

estruturais:
L-A-P-GEN
em que
L: representa uma sequéncia leader de uma neurohormona

peptidica animal,
A: representa um adaptador que produz uma estrutura alfa-helix,

P: representa um sinal de processamento e



GEN: representa um gene de estrutura para a proteina pretendida.

Como sequéncias leader sdo apropriadas todas as sequéncias
leader de neurohormonas peptidicas animais. Sao apropriadas, em
especial, as sequéncias leader que sdo derivadas de neurohormonas

provenientes de animais invertebrados, como insectos e moluscos.

Os exemplos destas neurohormonas peptidicas animais sdao PBAN
da lagarta do milho (Davis et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 142-
146, 1992), o peptideo 5-KD do gafanhoto (Eur. J. Biochem. 187, 249-
254, 1990), a hormona hiperglicémica do caranguejo de praia, (FEBS
Letter, 257, 31-34, 1989), a vasotocina do sapo (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84, 3043-3046, 1987).

E particularmente bem apropriada para o processo de acordo com
a invengdo a sequéncia leader da hormona hiperglicémica do
caranguejo de praia. Consiste nos aminoacidos n.° 1 até 26 da

sequéncia SEQ ID NO:1.

Como adaptador A sdo apropriadas todas as sequéncias que
codificam para um polipeptideo que contém uma estrutura alfa-helix. A
existéncia de uma estrutura alfa-helix pode ser determinada de acordo
com o algoritmo de Garnier et al. (J. Mol. Biol. 120, 97-120, 1978). E
determinada de forma particularmente simples com programas de
computador susceptiveis de obtengdo comercial, que sdo baseados
neste algoritmo, no caso de uma sequéncia de polipeptideo possuir uma

estrutura alfa-helix.

Como regra geral, sdo bastante apropriadas como adaptador

todas aquelas sequéncias para as quais, com o programa de
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computador "Microgenie" (Beckmann), na regido da posicio de

processamento A-P-GEN, para uma sequéncia peptidica de pelo menos
quatro aminoacidos, for calculada para ALPHA um valor positivo maior
do que para as outras trés possibilidades de estrutura (BETA, TURN,
COIL).

Para a utilizacdo de acordo com a invencdo o comprimento da
sequéncia de adaptador A pode variar dentro de um grande intervalo.

Esta compreendido, regra geral, entre cinco e cem aminoacidos.

E de preferéncia utilizada como sequéncia de adaptador A a
sequéncia com o comprimento de 38 aminoacidos SEQ ID NO:1 n.° 27-

64.

Esta sequéncia pode ser usada como sequéncia de adaptador
directamente ou, especialmente de preferéncia, depois do
prolongamento no términus C com um a quatro aminoacidos. Sio
também muito apropriadas para o processo de acordo com a invencéo
partes desta sequéncia, de preferéncia as que sido obtidas por

encurtamento do términus N.

Com base no programa de computador acima descrito, pode-se
também, por exemplo, identificar a regido da sequéncia que contribui
em especial para a formacao da alfa-helix, e optimiza-la ainda, no que
se refere a estrutura alfa-helix, através da permuta de aminoacidos

individuais.

O sinal de processamento P serve para a cisdo do propeptideo na
forma madura. Habitualmente é utilizada como sinal de processamento

uma sequéncia de aminoacidos basicos, de preferéncia de Lys ou Arg. E
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bastante apropriada como sinal de processamento a posicdo de

reconhecimento KEX2 da S. cerevisiae, que consiste no dipeptideo Lys -
Arg e que também ¢ reconhecida pela levedura Hansenula. Este
dipeptideo também pode ser utilizado em forma duplicada como sinal

de processamento. E preferida como P a sequéncia Lys — Arg.

Como genes de estrutura GEN para a proteina em preparacao
podem ser utilizados genes heterélogos e homoélogos. Os genes podem
ser isolados dos correspondentes organismos ou podem ser preparados
sinteticamente. Na sintese quimica dos genes pode também ser
realizada, se desejado, uma adaptacdo da utilizacdo de coédao ao

organismo de producéio.

Sao de preferéncia utilizados como genes de estrutura genes
eucarioticos e genes virais. O processo de acordo com a invencao
decorre especialmente bem para a preparacdo de inibidores de
trombina, por exemplo, de hirudina. Este processo também é bastante
apropriado para a preparacdo de polipeptideos humanos, por exemplo,

de hormonas peptidicas, factores de crescimento, ou linfoquinas.

Os elementos de estrutura acima citados sao dispostos na
sequéncia L — A — P - GEN, de forma conhecida, numa "kassete' de
expressdo. O acoplamento € efectuado habitualmente por ligacao de

fragmentos de restricdo compativeis ou por sintese quimica.

As "kassetes" de expressao podem conter ainda uma série de
sinais de regulacdo correntes, tais como promotores, pontos de ligacao
RBS, ou terminadores, que s&o ligados funcionalmente com os

elementos de estrutura L - A — P - GEN de acordo com a invencéo.
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A "kassete" de expressdo pode ser um constituinte de um vector
replicavel autonomamente ou também de um vector integrativo. A
construcdo de um vector de expressdo mediante a utilizacdo da

"kassete" de expressao € descrita no exemplo 1.

A levedura € transformada com o correspondente vector de
expressdo. Isto pode ser realizado, por exemplo, de acordo com o

protocolo descrito no exemplo 2.

A partir das leveduras transformadas deste modo sdo isolados
clones de expressdo estavel, que sdo apropriados como organismos de
produg¢ao no processo de acordo com a invencdo. Os organismos de
producao sao cultivados em condi¢cdes correntes e, consoante os
elementos de regulagdo escolhidos, produzem a proteina pretendida de
uma forma constitutiva ou susceptivel de indugdo. A proteina ¢é
segregada pelo organismo de produgédo para o meio envolvente, de onde

pode ser facilmente isolada e purificada.

A purificagdo por isolamento do meio € realizada, como regra
geral, depois de o organismo de produgéo ter sido separado, por meio de

processos de purificacdo que sdo comuns na quimica das proteinas.

O processo de acordo com a invencao fornece proteinas maduras
correctamente processadas, sem os defeitos de processamento que de
outro modo seriam observados. Por consequéncia, este processo conduz
a um elevado rendimento de proteinas maduras e facilita
consideravelmente os passos seguintes da purificacdo. Por conseguinte,
este processo € utilizavel de forma particularmente boa na preparacéo

de medicamentos a base de proteinas farmacéuticas.
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Os exemplos que se seguem servem para uma melhor elucidacio

da presente invencao.

Exemplo 1

Construgdo de vectores para a expressdo secretérica de proteinas de

recombinacéo a partir da espécie de levedura Hansenula polymorpha

Neste exemplo € descrita a construcédo de vectores de expressao
que tém utilizagdo na preparacdo, de acordo com a invencao, de
proteinas de recombinacdo na levedura Hansenula polymorpha. A
"kassete" de expressao utilizada no presente caso consiste, entre outros,

nos seguintes componentes:

leader: aminoacidos 1-26 da SEQ ID NO: 1
adaptador: aminoacidos 27-64 da SEQ ID NO: 1
P: aminoacidos 65-66 da SEQ ID NO: 1
GEN: gene de hirudina (SEQ ID NO: 2)

O produto construido era composto por dois fragmentos de ADN.
O primeiro fragmento era constituido_ pelas sequéncias leader-
adaptador-processamento referidas acima, assim como pelos
nucleotidos do términus 5' do gene de hirudina para os aminoacidos 1
(Val) até 7 (Thr) SEQ ID NO:2 (fragmento L-A-P-5'-Hir). O segundo
fragmento era derivado dos restantes aminoacidos do gene de hirudina

8 (Glu)) até 65 (Gln), SEQ ID NO:2) (fragmento 3'-Hir).

Para a preparacdo do fragmento L-A-P-5'-Hir foram sintetizados
dois oligonucleétidos SEQ ID NO: 3 e SEQ ID NO: 4. Os dois
oligonucledtidos sdo complementares em sobreposicdo, nas suas

extremidades 3' na regido de 20 nucleétidos.



Por adicao de trifosfatos de nucleésido e polimerases as molétulas

de ADN nas secgdes de espiral simples, ndao complementares, foram
completadas para uma espiral dupla, num PCR. O ADN foi multiplicado
por adi¢do de dois primers de amplificacdo (SEQ ID NO: 5 e SEQ ID
NO:6) e amplificacdo PCR. O fragmento L-A-P-5'-Hir assim formado foi
posteriormente seccionado na extremidade 5' com Eco R1 e na

extremidade 3' com Hinf I.

O fragmento 3'-Hir foi preparado a partir de genes de hirudina
conhecidos com o auxilio de dois primers de amplificacdo sintéticos

(SEQ ID NO: 7 e SEQ ID NO:8) e amplificacdo PCR.

O fragmento assim obtido foi seccionado posteriormente com Hinf

[ na extremidade 5' e com Sal | na extremidade 3.

O produto construido foi completado por ligacdo da posicdao Hinf I
da extremidade 3' do fragmento L-A-P-5'-Hir com a posicao Hinf I da
extremidade 5' do fragmento 3'-Hir, assim como por ligacao deste ADN,

através de Eco RI/Sal I, no vector pUC 18.

A partir deste produto construido foi de novo isolado o fragmento
L-A-P-HIR como fragmento EcoRI/Bgl II e foi ligado no correspondente
vector de expressdo de H. polymorpha pFMD 13025, previamente
preparado (Gellissen G. et al.,, TIBTECH, 10, 413-417, 1992). Neste caso
a extremidade 5' de L-A-P-HIR esta fundida no promotor de H.
polymorpha e a extremidade 3' do fragmento esta fundida no
terminador de H. polymorpha. A 'kassete' de expressio esta
completada a partir deste momento e é um componente de um vector

"vai-vém" [shuttle-vector] com o qual a levedura H. polymorpha pode ser



transformada, tanto com a finalidade da propagacdo em E. coli como

também com a finalidade da expressao do gene estranho.

A mesma construcdo L-A-P foi fundida com o gene para o inibidor
de trombina rhodniina, de Rhodnius prolixus (WO 93/8282), bem como
com o gene para o inibidor de trombina moubatina, de Ornithodorus
moubata (WO 93/9232). As "kassetes" de expressdo obtidas nestas
condig¢des foram utilizadas analogamente aos produtos da fusdo do gene
de hirudina, para a construc¢ao de vectores de expressio de Hansenula

polymorpha.

Exemplo 2

Transformacgao de Hansenula polymorpha com os vectores de expressao

A estirpe hospedeiro para a transformacdo é um mutante
auxotrofico obtido por mutagénese EMS: uma estirpe com uma
deficiéncia para orotidina-5'-fosfato-desidrogenase (ura’). A taxa de

inversao deste mutante de uracilo pode ser desprezada.

As células competentes desta estirpe foram obtidas do seguinte

modo (segundo Dohmen et al., Yeast 7, 691-692, 1992):

10 ml do meio pleno da levedura (YPD) foram inoculados com a estirpe
hospedeiro € cultivados durante a noite a 37°C, mediante agitacdo. Esta
pré-cultura foi sobre-inoculada em 200 ml de meio YPD e foi cultivada a
37°C, mediante agitacao, até um valor ODe0o nm = 0,6 — 1,0. As células
foram lavadas a temperatura ambiente com volumes de 0,5 ml da
solucdo A (1M sorbitol, 10 mM de bicina pH 8,35, 3% de etilenoglicol) e
em seguida foram de novo postas em suspensdo em volumes de 0,02 ml

da solucao A.



—— ]
T e nemen,

§

g 2 ?‘Lw;{_

e

Depois da adicdo de 11 ul de DMSO as partes aliquotas foram

conservadas a -70°C até a transformacao.

Para a transformacdo 10 ug do ADN de plasmideo e 100 pul de
solucédo de cloreto de célcio 0,1 M fria foram adicionados directamente

as células competentes frigorificadas.

Depois de uma rapida descongelacdo a 37°C cada preparado de
transformacéao foi incubado a 37°C durante uma hora com 1,0 ml da
solucao B (polietilenoglicol PEG a 40%, 200 mM de bicina pH 8,35). As
células foram em seguida lavadas em 1 ml de solucdo C (150 mM de
NaCl, 10 mM de bicina pH 8,35), foram postas de novo em suspenséo
em 200 ul de solugao C e foram aplicadas em placas em meio selectivo
(YNB-glucose, complementacao da deficiéncia de uracilo por plasmideo

de expressao ura*). A incubagao foi realizada durante 3 a 5 dias a 37°C.

Exemplo 3

Isolamento dos clones mitdticos estaveis

Os plasmideos de expressdo, de recombinacdo, que foram
utilizados para a transformagéo de H. polymorpha, sdo susceptiveis de
replicagdo auténoma e podem ser integrados espontaneamente no
genoma da levedura. Nestas condigées formam wuma estrutura
multimera: os monomeros do plasmideo sdo ligados uns aos outros tipo

"cabeca com a cauda".

Para a produgdao do produto genético de recombinacao
contribuem, por conseguinte, varias copias da "kassete" de expresséo. A
produtividade de uma estirpe de recombinacao, dentro de uma vasta

margem, € linear relativamente ao niimero de "kassetes' de expressao
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integradas. A integracdo multimera do ADN estranho no genoma da
levedura e o isolamento de clones mitoticos estaveis foi alcancada do

seguinte modo:

os transformandos, a partir das placas de agar, foram inoculados com
meio selectivo em 3 ml do correspondente meio liquido, e "passados’,
isto €, durante um periodo de tempo de 1 a 2 semanas foram sempre
transferidos e inoculados em meio YBN-glucose novo (50 ul em 3 ml do
meio, cultura a 37°C). Durante esta passagem o ADN do plasmideo
integrou-se no genoma da levedura, de modo que foram entdo obtidos

clones mitéticos estaveis.
A estabilidade mitética foi ensaiada da seguinte forma:

a partir da ultima cultura de "passagem" no meio YBN-glucose
sobreincubou-se por trés vezes, durante 1 a 2 dias, em meio pleno
(YPD) e cultivou-se a 37°C. Em seguida a cultura diluida foi aplicada em
placas em meio pleno e em meio selectivo. Os transformandos mitéticos
estaveis produziram em ambos 0s meios aproximadamente o mesmo
numero de colénias. Podem ser isolados deste modo os
subtransformandos mitéticos estaveis (Z. A. Janowicz et al., Yeast 7,

431-443, 1991).

Exemplo 4

Expressao de genes estranhos

Para os estudos de expressdo os transformandos "passados"
foram inoculados em 3 ml de meio YNB com 1% de glicerina ou 1% de
metanol para induzirem promotores MOX ou FMD, respectivamente. As

células, depois de dois dias de cultura a 37°C, foram separadas por



centrifugacdo € o sobrenadante da cultura foi ensaiado quanto a

proteinas estranhas (Western-Blot, ELISA, teste de actividade).

Com transformandos mitoticos estaveis, segregados
eficientemente, 50 ml de meio sintético foram inoculados com 1,5% de
glicerina em baldes de Erlenmeyer de 500 ml com chicana e foram
incubados até um valor ODg0oo nm = 10. As analises por HPLC dos
correspondentes sobrenadantes das culturas mostraram que as
variantes de hirudina, no caso da utilizacdo da sequéncia SEQ ID NO:
1, n°® 1 até 64 como leader-adaptador, é processada de forma

absolutamente correcta.

Exemplo 5

Fermentacdo de estirpes de levedura de recombinacéo

As estirpes de levedura de recombinacao foram fermentadas em
meio sintético (meio YNB duplamente concentrado 2,8 g/L (Difco) com
10 g/L de sulfato de amoénio) que, ou tinha sido introduzido
completamente no inicio da fermentacao, ou foi sendo adicionado no

decurso da fermentacao.

Como fontes de carbono foram utilizados glicerina e metanol ou
misturas de glicerina e metanol. A fermentacdo foi iniciada com
glicerina como unica fonte de carbono (2 1% de glicerina de

concentracao final no fermentador durante a fase de crescimento).

Depois da esterilizacdo do meio inoculou-se com 1 L da pré-
cultura de modo que se produzisse um valor inicial ODeoo nm de cerca

de 1.



O curso da fermentacdo deu-se em duas fases: a uma fase de
crescimento com uma concentracdo de glicerina mais elevada (1%)
seguiu-se uma fase de produg¢ido com uma concentracio de glicerina
mais baixa (< 0,5%) ou com uma concentracdo de metanol constante
(1%) ou com uma mistura de glicerina e metanol (0,1 a 0,4% de

glicerina e 0,2 a 1,0% de metanol).

A fonte de carbono foi eventualmente realimentada por meio de

diversas possibilidades de controle (continuamente ou acoplada a pO2).

No decurso da fermentagédo foram adicionados sulfato de amoénio
até uma concentracdo final de 5 g/L, tiamina até uma concentracio

final de 0,1 g/L e biotina até uma concentracéo final de 0,3 mg/L.

O valor do pH da fermentagdo foi mantido constante a 4,0
mediante a adigdo de amoénia; a temperatura da fermentacdo foi de

37°C.

As estirpes de leveduras de recombinacdo assim fermentadas
forneceram um produto genético (hirudina) processado correctamente a

100%.




PROTOCOLO DE SEQUENCIA

(1) INFORMACAO GERAL
REQUERENTE:

(1)

(iii)

(iv)

(A)
(B)
(€)
(E)
(F)
(G)
(H)
(1)

(A)
(B)
(€)
(E)
(F)
(G)
(H)

NOME: BASF Aktiengesellschaft
RUA: Carl-Bosch-Strasse 38
LOCALIDADE: Ludwigshafen
PAIS: Républica da Alemanha
CODIGO POSTAL: D-67056
TELEFONE: 0621/6048526
TELEFAX: 0621/6043123
TELEX: 1762175170

NOME: Rhein Biotech GmbH
RUA: Eichsfelder Strasse 11
LOCALIDADE: Duesseldorf
PAIS: Républica da Alemanha
CODIGO POSTAL: D-40595
TELEFONE: 0211/709010
TELEFAX: 0211/7090130

TITULO DO PEDIDO: Processo para a preparacao de

proteinas por recombinac¢ao em leveduras

NUMERO DAS SEQUENCIAS: 8

FORMA A LER PELO COMPUTADOR:

(A)
(B)
©€)
(D)

SUPORTE DE DADOS: "disquete"

COMPUTADOR: PC compativel com IBM

SISTEMA DE TRABALHO: PC-DOS/MS-DOS
SOFTWARE: Patentln Release #1.0; versdo #1.25 (EPA)



(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 1:

(i)

(ix)

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 142 aminoacidos
(B) NATUREZA: aminoacidos

(D) TOPOLOGIA: linear

NATUREZA DA MOLECULA: peptideo
HIPOTETICA: NAO

SENTIDO INVERSO: NAO

NATUREZA DO FRAGMENTO: términus N

PROVENIENCIA ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Carcinus maenas

CARACTERISTICAS:
(A) NOME/CHAVE: peptideo
(B) POSICAO: 1...26

(D) OUTRAS INDICACOES: /etiqueta = leader

CARACTERISTICAS:
(A) NOME/CHAVE: peptideo
(B) POSICAO: 27...66

(D) OUTRAS INDICACOES: /etiqueta = adaptador

CARACTERISTICAS:




(A) NOME/CHAVE: peptideo
(B) POSICAO: 67...142
(D) OUTRAS INDICACOES: /etiqueta = CHH

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 1:

Met Tyr Ser Lys Thr Ile Pro Ala Met Leu Ala Ile Ile Thr Val Ala
1 S 10 15

Tyr Leu Cys Ala Leu Pro His Ala His Ala Arg Ser Thr Gln Gly Tyr
20 25 30

Gly Arg Met Asp Arg Ile Leu Ala Ala Leu Lys Thr Ser Pro Met Glu
35 40 45
Pro Ser Ala Ala Leu Ala Val Glu Asn Gly Thr Thr His Pro Leu Glu
50 55 60
Lys Arg GIn Ile Tyr Asp Thr Ser Cys Lys Gly Val Tyr Asp Arg Ala
65 70 75 80
Leu Phe Asn Asp Leu Glu His Val Cys Asp Asp Cys Tyr Asn Leu Tyr
85 90 95
Arg Thr Ser Tyr Val Ala Ser Ala Cys Arg Ser Asn Cys Tyr Ser Asn
100 105 110
Leu Val Phe Arg Gln Cys Met Asp Asp Leu Leu Met Met Asp Glu Phe
115 120 125
Asp Gln Tyr Ala Arg Lys Val Gln Met Val Gly Arg Lys Lys
130 135 140

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 2:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 65 aminoacidos
(B) NATUREZA: aminoacidos




(C) FORMA DE ESPIRAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(11) NATUREZA DA MOLECULA: proteina

(111) HIPOTETICA: NAO

(111) SENTIDO INVERSO: NAO

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 2:

Val Val Tyr Thr Asp Cys Thr Glu Ser Gly Gln Asn Leu Cys Leu Cys
1 5 10 15
Glu Gly Ser Asn Val Cys Gly Gln Gly Asn Lys Cys Ile Leu Gly Ser
20 25 30
Lys Gly Glu Arg Asn Gln Cys Val Thr Gly Glu Gly Thr Pro Arg Pro
35 40 45
GIn Ser His Asn Asp Gly Asp Phe Glu Glu Ile Pro Glu Glu Tyr Leu Gln
50 55 60 65

(2) INFORMAGCAO PARA A SEQ ID NO: 3:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 140 pares de bases
(B) NATUREZA: acidos nucleicos
(C) FORMA DE ESPIRAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(11) NATUREZA DA MOLECULA: ADN (genémico)

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 3:
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GGGGGGGAAT TCATGTATAG CAAAACTATT CCCGCCATGC
TAGCAATCAT CACCGTAGCC TACCTATGCG CACTCCCGCA

CGCACACGCA CGCTCCACGC AAGGCTACGG ACGCATGGAT

CGCATCCTGG CGGCCTTGAA

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 4:

() CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 122 pares de bases
(B) NATUREZA: acidos nucleicos
(C) FORMA DE ESPIRAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

() ~ NATUREZA DA MOLECULA: ADN (gen6mico)

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 4:

GGGGGGGATT CAGTGCAGTC AGTGTAAACA ACCCTCTTTI

CCAACGGGTG TGTAGTTCCA TTCTCCACCG CTAGGGCTGC
GCTGGGCTCC ATTGGCGAGG TTTTCAAGGC CGCCAGGATG
CG

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 5:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) NATUREZA: acidos nucleicos
(C) FORMA DE ESPIRAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

40
80
120
140

40
80
120
122
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(1)

(xi)

NATUREZA DA MOLECULA: ADN (genémico)

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 5:

GGGGGGGAAT TCATGTATAG C 21

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 6:

(i)

(1)

(1)

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) NATUREZA: acidos nucleicos

(C) FORMA DE ESPIRAL: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

NATUREZA DA MOLECULA: ADN (genémico)

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 6:

GGGGGGGATT CAGTGCAGTC A 21

(2) INFORMAGCAO PARA A SEQ ID NO: 7:

(1)

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 36 pares de bases
(B) NATUREZA: acidos nucleicos

(C) FORMA DE ESPIRAL: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

NATUREZA DA MOLECULA: ADN (genémico)
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(xij DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 7;
GGGGGGGAAT CCGGTCAGAA CCTGTGCCTG TGCGAA 36
(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 8:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 45 pares de bases
(B) NATUREZA: acidos nucleicos
(C) FORMA DE ESPIRAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) NATUREZA DA MOLECULA: ADN (genémico)

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 8:

GGGGGGGTCG ACCCTAGATC TCTATTACTG CAGGTATTCT TCCGG
45

Lisboa, =8 AGO, 2000
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REIVINDICACOES
1. Processo para a preparacdo, por recombinacio, de proteinas em
leveduras, caracterizado por a levedura ser transformada com uma
"kassete" de expressdo que contém codificados os seguintes

elementos estruturais:

L-A-P-GEN
em que
L: representa uma sequéncia leader de uma neurohormona

peptidica animal,

A: representa um adaptador que produz uma estrutura alfa-
helix,
P: representa um sinal de processamento e

GEN: representa um gene de estrutura para a proteina

pretendida.

2. Processo de acordo com a reivindicacéo 1, caracterizado por

L: representar a sequéncia de aminoacidos 1 a 26 da SEQ ID

NO:1,

A:  representar a sequéncia de aminoacidos 27 a 64 da SEQ ID
NO:1, e

P:  representar a sequéncia de aminoacidos 65 a 66 da SEQ ID
NO:1.

3. Processo de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2, caracterizado
por ser utilizada como levedura uma levedura das espécies

Hansenula, Saccharomyces, Kluyveromyces ou Pichia.

Lisboa, =8 AGO, 2000
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