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PATENTE No 93 135 T emE

"Processo de preparacgao de superdxido-
‘—=dismutase em células de levedura de

Pichia Pastoris"”

para que

THE SALK INSTITUTE BIOTECHNOLOGY/IN-
DUSTRIAL ASSOCIATES, INC., pretende
obter privilégio de invengdao em Portu-

‘gal

RESUMO

O presente invento refere-se ao processo de preparacao da
enzima superdoxido-dismutase e particularmente da superdxido-dismu-

a enzima.
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MEMORIA DESCRITIVA

Campo da Invencao

O presente invento refere-se, geralmente, a avangos na bio-
logia molecular e na tecnologia de ADN recombinante.

Mais particularmente, o presente invento & dirigido a um
processo de tecnologia de ADN recombinante para a producado de poli-
péptidos com actividade de superdxido-dismutase (aqui depois também

designada por SOD) em células de levedura de Pichia pastoris. Os

transformantes de Pichia pastoris contendo no seu genoma pelo menos

uma cdpia de uma sequéncia de ADN codificando operativamente o po-
lipéptido desejado sob a regulagao de uma regido promotora de um

gene de P. pastoris, sao cultivados sob condigdes que permitem a

expressao do produto do gene SOD. A invencao refere-se também a trans-

formantes de P. pastoris, a fragmentos de ADN e a vectores de ex-

pressao, usados para a sua producdo e a culturas contendo os refe-
ridos transformantes.

Antecedentes da Invencao

Uma variedade de processos normais e patoldgicos em célu-
las aerdbias conduzem & produgdo de radicais livres danificadores
dos tecidos. Cré-se que o radical superdxido (02.-), em muitos ca-
sos gerado pela enzima xantina-oxidase, & o mediador principal des-
tes danos, que podem ocorrer, por exemplo, quando o tecido & reper-
fundido apds um transplante de um 0Orgado ou apds a remogdo dum Coa-
gulo sanguineo. O radical superoxido tem também sido implicado na
resposta inflamatdria de fagécitos. A evidéncia para este envolvi-
mento & derivada da observagdo de que, uma familia de enzimas capa-
zes de destruirem o superdxido (superdoxido-dismutases), pode redu-
zir substancialmente os danos de superfusao e possui propriedades

anti-inflamatorias.

As superOxido-dismutases sdao enzimas que tém, quer Cu(II)
e Zn(II), quer Mn(II) sb6zinho ou Fe(II) sdzinho, no sitio activo

para catalisar a reaccgao.
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A primeira proteina que se verificou, em 1969, possuir ac-
tividade de superdxido-dismutase [ﬁcCord et al., J. Biol. Chem. 244,
6049 (1969)/ foi isolada a partir de eritrdcitos em 1939 e foi de-
signada por eritrocupreina. Desde entdo os genes de varios membros
da familia tém sido clonados /Sherman et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 80, 5465 (1983); Hallewell et al., Nucleic Acid Res. 13,
2017 (1985); Beck et al., Nucleic Acids Res. 15, 9076 (198717 e a
estrutura cristalografica de raios X foi determinada para a enzima
Cu/Zn bovina [ﬁichardson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72, 1349

(l975l7. A sequéncia de aminodcidos da superdxido-dismutase humana
(hSOD) , uma enzima Cu/Zn citoplasmica eucaridtica, estd descrita em
Jabusch et al., Biochemistry lg, 2310 (1980). De acordo com esta

referéncia, a hSOD & um dIimero nao covalente de subunidades idénti-
cas, cada uma contendo 153 aminoacidos. O terminal amino da cadeia
polipeptidica estd acetilado. Na Figura 1, mostram-se a sequéncia
de acidos nucleicos e a sequéncia de aminoacidos prevista, do mo-
nomero hSOD, tal como foram descritas na Publicacao do Pedido de
Patente Europeia n? 233 244. As sequéncias descritas na literatura
podem mostrar varias diferencas de nucledtidos, mas isto ni3o pare-
ce ter qualquer efeito na estrutura global e nas propriedades da
hSOD.

Uma comparacao da sequéncia de aminodcidos, deduzida da
superoxido~dismutase extracelular humana madura (EC-SOD) com as da
SOD Cu/Zn do Homem, do porco, da vaca, do cavalo, do espadarte, da
mosca da fruta, do espinafre da S. cerevisiae, e da P. leiognathi,

& apresentada por Hjalmarsson et al., em Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84, 6340 (1987).

A capacidade das superoxido-dismutases em catalisarem a
destruicao de radicais superdxido torna-as fiteis numa variedade de
aplicagoes terapéuticas. A S0D de bovino & normalmente comerciali-
zada na forma de uma composicao farmac@utica humana anti-inflamatdo-
ria ou na forma de um produto veterindrio, particularmente para o

tratamento de tendoes inflamados de cavalos. As aplicagdes farmacéu-
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ticas potenciais sdo ainda mais numerosas. Nos esforcos para explo-
rar o potencial terapgutico total das superdxido-dismutases pode

ser vantajoso usar a enzima hSOD para terapeuticas humanas de modo
a eliminar as repostas imunoldgicas adversas possiveis com a enzi-

ma bovina antigenicamente distinta.

Ambas as aplicagdes humanas e veterindrias das superdxido-
-dismutases requerem grandes quantidades destes materiais que ape-
nas podem ser produzidas por tecnologia de ADN recombinante.

A expressao hSOD Cu/Zn em E. coli sob regulagZo do promo-

tor tacI foi referida por Hallewell et al., Nucleic Acids Res. 13,
2017 (1985). No polipétido expresso em E. coli, a metionina N-ter-
minal é removida e, ao contrdrio do que acontece na hSOD auténtica,
0 grupo alanina N-terminal nao estad acetilado. Dos 500 clones exa-
minédos, apenas cerca de 25 sintetizavam 5% ou mais de proteina de
célula soliivel como SOD. Numa experiéncia que parece ser O seu me-—
lhor, cerca de 15% da proteina de célula sollivel foi identificada
como SOD. A auséencia de acetilagao N-terminal & desvantajosa. Quan-
do a forma natural de um polipeptido, como & o caso da hSOD, esta
N-acetilada, para uso terapéutico ou de diagnostico preferem-se os
produtos recombinantes auténticos. i.e., N-acetilados. Deste modo
pode-se eliminar ou, pelo menos, minimizar a imunogenicidade guan-
do o produto recombinante & administrado a um hospedeiro humano ou
animal. Os polipéptidos acetilados s3o também, usualmente, mais es-

taveis e resistentes i degradagdo por proteases.

As leveduras parecem ser boas alternativas como hospedei-
ros, para a producao de superOxido-dismutases, por um certo nimero
de razoes. No caso de proteinas heterdlogas eucaridticas, p.e., SOD,
as leveduras podem oferecer claras vantagens em relacdo as bactéri-
as. O ambiente intracelular das leveduras, sendo elas proOprias eu-
caridticas, @ mais provavelmente conducente & dobragem adequada da
molécula. Adicionalmente, as leveduras podem ser geralmente culti-
vadas até densidades de células mais elevadas do que as bactdrias.
Além disso, o iniciador metionina & muitas vezes processado por le-

veduras; isto nao & observado muitas vezes em bactérias.
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A produg&o de hSOD em S. cerevisiae (levedura de Baker)

& descrita no Pedido de Patente Europeia n? 84111416.8, publicado
em 24 de Abril de 1985 com o n90138lll. Em experiéncias 3 escala
laboratorial exprimiu-se a hSOD Cu/Zn numa quantidade da ordem de
cerca de 10 a 30% da proteina de célula total, na forma auténtica
N-acetilada.

Usando a estirpe 2150-2-3 leu de Saccharomyces cerevisiae
Hallewell et al., Bio/Technology 5, 363 (1987) (inventores do pedi-
do de patente anteriormente identificado) descrevem a produgdo de

uma forma auténtica, N-acetilada de hSOD Cu/Zn. Ainda que, de acor-

do com o artigo, a hSOD tenha sido expressa "com niveis muito ele-
vados" sob a regulagao do promotor de gliceraldeidofosfato-desidro-
genase de levedura, os autores nao apresentam quaisquer resultados
quantitativos em relagao aos niveis de expressio. Além disso, os
autores nao apresentam resultados mostrando que & apenas a hSOD, e
a hSOD quente em combinagéo com SOD, de levedura, que constituem

o nivel de expressao. Refere-se que os niveis de hSOD estdo compre-
endidos entre 30% e 70% da proteina de célula total em levedura em
fase estacionaria. Os seus resultados em células em cultura exponen-
cial foram consideravelmente piores de modo que, ocasionalmente,
nao se detectou hSOD durante o crescimento exponencial. Isto indi-
ca que a cultura de células até 3 fase estaciondria & uma necessi-
dade para obter niveis de expressao razoaveis. Este facto, por sua
vez resulta num procedimento de fermentagao muito prolongada sem

qualquer hipdtese pratica de se conseguir um modo continuo.

Se bem que a S. cerevisiae seja provavelmente a levedura

mais exaustivamente investigada, &, usualmente, um candidato imper-
feito para a producdo de proteinas estranhas. Em muitos casos tém-
—-se encontrado problemas nas tentativas para passar da escala la-
boratorial para uma escala comercialmente til. Uma origem deste
problema resulta do facto de os promotores disponiveis para expres-

sao em S. cerevisiae serem relativamente fracos e nao estarem bem

regulados. Como resultado, as construgoes de expressdo tém normal-
mente de ser colocadas em plasmideos multi-cOpia para se obter um

nivel de expressao aceitdvel. Isto & verdade para a produgao de
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hSOD em S. cerevisiae tal como & descrito por Hallewell et al.,

supra. Em fermentadores operendo a uma densidade de celulas eleva-
da, perde-se a selecgao da manutencdo do plasmideo e, a distribui-
¢do, niimero de cdpia e estabilidade do plasmideo tornam-se um pro-
blema. '

Para ultrapassar estes e outros problemas associados com

a S. cerevisiae, desenvolveu-se um sistema de expressdao em levedu-

ra baseado na Pichia paétoris. A P. pastoris & uma levedura metilo-

trofica; tem percursos metabdlicos que respondem a, e que regulam
a utilizagao de metanol. Uma enzima chave no percurso do metanol &
a alcool-oxidase, uma proteina codificada por dois genes, alcool-
oxidase I (AOX1) e a Alcool-oxidase II (AOX2) . Quando se cultivam

células de P. pastoris na presenca de metanol, os genes AOX1l e AOX2

sado transcritos e fabrica-se uma grande quantidade de proteina &l-
cool-oxidase. O nivel elevado de expressdo do gene AOX & principal-
mente devido ao promotor do gene AOXl, que & activado na presenca
de metanol e que se exprime com niveis elevados e & regulado rigo-
rosamente (p.e., ver Pedido de Patente Europeia n® 85113737.2 pu-
blicado em 30 de Outubro de 1984, com o n?® 183071). Uma descrigao
mais completa de um sistema de expressao de P. pastoris que respon-

de ao metanol, e que coloca genes heterdlogos sob a regulagao do
promotor de AOX1 de P. pastoris, pode ser encontrada em Cregg et
al., Bio/Technology 5, 479 (1987).

Ainda que a P. pastoris tenha sido usada com sucesso para

a produgao de varias proteinas heterdlogas, p.e., o antigénio de
superficie da hepatite B (AgsHB) (Cregq et al., supra) ou o factor
de necrose de tumor, as tentativas para produzir outros produtos
de genes heterdlogos em Pichia tém dado resultados mistos. No pre-

sente estado de compreensdao do sistema de expressido de P. pastoris

€ imprevisivel se um dado gene pode ser expresso nesta levedura, se

os niveis de expressdo serao satisfatdrios, ou se a Pichia tolera-

ra a presenca do produto do gene recombinante nas suas células.

Sumario da Invencao

O presente invento & baseado na utilizacdo do sistema de
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expressao da P. pastoris para a produgao por tecnologia de ADN re-

combinante de polipéptidos com actividade de SOD. O processo de a-
cordo com a invencao & muito eficiente, produzindo SOD, em parti-
cular hSOD, com niveis surpreendentemente elevados, e pode ser fa-
cilmente ampliado de culturas em baldo agitado até grandes fermen-
tadores sem modificagoes considerdveis nas condigdes de fermenta-
gao ou perdas em eficicia. Uma vez que as estirpes de dupla-cdpia
proporcionam niveis de expressdo consideravelmente mais elevados
do que as estirpes que tem integrada apenas uma Unica copia da "cas-
sette" de expressao no seu genoma, o sistema de expressdo de acor-
do com a invencao tem grandes potenciais em aumentar os niveis de
expressao ainda mais pela introdugdo de cdpias adicionais da "cas-

sette" de expressao no genoma de levedura.

A Pichia pastoris & uma estirpe de levedura industrial co-

nhecida que & capaz de utilizar o metanol como a finica fonte de
carbono e energia. De acordo com as experiéncias dos requerentes,
podem-se produzir eficazmente polipéptidos com actividade de SOD,
por exemplo, SOD humana (hSOD) por integragao de pelo menos uma coO-
pia de uma "cassette" de expressao contendo uma sequéncia de ADN
codificando o polipéptido SOD desejado, sob a regulagdo de uma re-
gidao promotora de um gene de P. pastoris, no genoma da estirpe de
hospedeiro.

Para a substituicao do gene, insere-se um fragmento de
ADN linear, contendo pelo menos uma cOpia da "cassette" de expres-
sao, num local desejado, por exemplo, no local AOX1 onde substitui
0 gene enddgeno. Se o gene AOXl & quebrado devido & insercdo da uni-
dade de exprésséo, o gene AOX2 ainda funcional fornece alcool-oxi-
~ dase suficiente para o crescimento lento em metanol. Estas estirpes

sao designadas por deficientes na utilizagdo de metanol, Mut .

Nas estirpes desenvolvidas usando a técnica de adigdo de
gene, adiciona-se a "cassette" de expressao, contida no plasmideo
transformante, ao local desejado, p.e., no local AOX1l ou HIS4, sem
ruptura do gene enddgeno. Estas estirpes sdo designadas por mut” e
mostram o crescimento do tipo selvagem em metanol.
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A integracao estavel foi conseguida tanto por substitui-
cao do gene como por adigao do plasmideo. Em qualquer dos casos, o
desenvolvimento de transformantes pelo uso de vectores de integra-
cao, em oposicao aos baseados em plasmideos autdnomos (tal como no

caso da S. cerevisiae), resulta em estirpes recombinantes mais pro-

dutoras.

Na produgado de polipéptidos SOD, ambas as estirpes Mut e
Mut+ tiveram um bom desempenho mas verificou-se que a _estirpe mut™
era superior. A estirpe Mut+, contendo duas coOpias integradas da
"cassette" de expressao da SOD no seu genoma, produziu hSOD numa
concentragao pelo menos trés vezes mais elevada, do que a concen-
tragao, também invulgarmente elevada, produzida pelas estirpes de

copia Gnica.

O presente invento refere-se a uma célula de P. pastoris

contendo no seu genoma pelo menos uma cdpia de uma sequéncia de

ADN codificando operativamente na P. pastoris um polipéptido com

actividade de SOD sob a regulagao de uma regiao promotora de um ge-
ne da P. pastoris.

De acordo com um seu outro aspecto, o presente invento re-
fere-se a fragmentos de ADN compreendendo, no sentido da transcri-

gao, uma regiao promotora de um primeiro gene da P. pastoris, uma

sequéncia codificando operativamente na P. pastoris um polipéptido

com actividade de SOD e um segmento de terminacgao da transcrigao de

um segundo gene da P. pastoris, os referidos primeiro e . segundo

genes da P. pastoris sendo idénticos ou diferentes. O fragmento de

ADN de acordo com a invengio pode compreender, adicionalmente, um
gene marcador seleccionavel, e terminais com homologia suficiente
com um gene alvo para efectuarem al a integracao do referido frag-
mento de ADN, Alternativamente, os fragmentos de ADN podem estar
contidos em, ou podem ser, plasmideos circulares, que podem ser li-
nearizados e que se integrarao num sitio de homologia entre o hos-

pedeiro e o plasmideo.

O presente invento refere-se ainda a um processo para a
produgao de um polipéptido com actividade de SOD, compreendendo a
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cultura de transformantes de P. pastoris contendo no seu genoma pe-

lo menos uma copia de uma sequéncia de ADN, codificando operativa-
mente na P. pastoris um polipéptido com actividade de superdxido-

-dismutase sob a regulacdao de uma regido promotora de um gene da

P. pastoris sob condigoes que permitem a expressao da referida se-

guéncia de ADN na referida estirpe de P. pastoris.

Os polipeéptidos com actividade de SOD sao produzidos de
acordo com a invengao numa foram auténtica, adequadamente dobrada,
tém a dimensdo e a carga superficial correcta. Os polipéptidos ob-
tidos sao totalmente funcionais resultando a actividade especifica

esperada.

O presente invento dirige-se aos aspectos anteriores e a
todos os processos associados e a melios para os realizar. Por exem-

plo, a invencdo inclui a tecnologia requerida para o crescimento

tracgao do produto do gene, o polipéptido SOD. O invento inclui,

adicionalmente, processos e meios para a remogao ou inactivagao do

uma sequéncia de ADN codificando a SOD humana, sob o controlo de
uma regiao promotora do gene da SOD enddgena da P. pastoris, aumen-

ta adicionalmente os niveis de producao, e permite obter hSOD com
uma pureza elevada, sem qualquer SOD enddgena de Pichia. A ruptura
do gene e a substituicdao pode ser realizada por gquaisquer métodos

conhecidos na arte.

A P. pastoris & descrita como um sistema modelo do uso pro-

tegido de um hospedeiro de levedura metilotrdofica, principalmente
devido as suas caracteristicas de expressao Unicas. Outras levedu-
ras metilotroficas Gteis podem ser escolhidas de entre quatro géne-

ros nomeadamente, Candida, Hanensula, Pichia e Torulopsis. Como hos-

pedeiros podem-se usar aqui espécies equivalentes principalmente
com base na sua caracterizagao demonstrada de serem suportaveis, em
relagao ao crescimento e exploracao, em metanol como Gnica fonte
nutriente de carbono. Ver, por exemplo, Gleeson et al., Yeast 4, 1
(1988) .
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Breve Descricao dos Desenhos

Na Figura l, mostra-se a sequéncia de acidos nucleicos e

a sequéncia de aminodcidos prevista da hSOD.

Na Figura 2, apresentam-se os resultados de certas expe-
riéncias de fermentacdo de hSOD.-

Na Figura 3, ilustram-se ensaios da superdxido-dismutase.

Descricao Detalhada da Invencao
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O presente invento proporciona um sistema de expressao
adequado para a produgao de polipéptidos com actividade de SOD.

O termo "polipéptido com actividade de SOD" & usado para
abranger os polipéptidos de qualquer origem, incluindo plantas,
animais, tais como mamiferos, incluindo o Homem, os seus analogos
e fragmentos exibindo actividade de superoxido-dismutase. Por exem-
plo, os polipéptidos em que a um ou a ambos Os mondmeros, cuja se-
guéncia de aminodcidos se ilustra na Figura 1 do presente invento,
ou na Figura 2 do artigo de Hjallmarson et al., supra, faltam um
ou mais aminoacidos, ou os polipéptidos contendo aminoicidos adi-
cionais, ou os polipéptidos nos quais um ou mais aminodcidos, nas
sequéncias de aminodcidos ilustradas, est3o substituidos por ou-
tros aminoacidos, sdo abrangidos pelo admbito da invengdo, desde que
exibam actividade semelhante & da SOD. O termo & usado para incluir
construgoes diméricas contendo duas subunidades idénticas (homodi-
meros), bem como os dimeros consistindo de duas subunidades dife-
rentes (heterodimeros).

O termo "actividade de SOD" e as suas variacOes gramati-
cais, tal como sao usados através da descrigdo e nas reivindicacdes,
referem-se a actividade exibida pelas superdxido-dismutases isola-
das da fonte natural em bioensaios reconhecidos na arte, tais como
os ensalos espectrofotométricos e os ensaios de actividade electro-

forética.
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Uma vez que o substrato da SOD & o aniao superdxido, que
€& um radical livre instdvel, ndo existe qualguer método convenien-
te para detectar directamente a actividade da enzima. A literatura
descreve varios ensaios indirectos gue seguem a evolugao da concen-
tracao, em estado estacionario do superoxido a medida que ele pas-—
sa electroes para um composto indicador. A actividade da superdxi-
do-dismutase e medida pelo seu efeito como competidor para o subs-
trato, o superdoxido. Estes ensaios indirectos tém de incluir um mé-
todo para a geracgao e deteccdo do superdxido. A geragao do superd-
xido pode ser realizada enzimaticamente, p.e., com xantina-oxidase
e xantina, ou fotoquimicamente, p..e, com riboflavina e tetrametileti~-
lenodiamina (TEMED). Alternativamente, o superoxido pode ser detec-
tado com aceitadores de electroes tais como o ferricitocromo ¢, o

azul de tetrazdlio (NBT) , ou por oxidagéo com hidroxilamina.

O ensaio espectrofotométrico padrao para a detecgao de
SOD usa a xantina-oxidase, actuando na xantina e um oxigénio mole-
cular para gerar o superdxido, e a velocidade de redugao do cito-
cromo ¢ para o detectar. Uma vez que o superdxido nao pode ser ge-
rado em quantidades suficientes para saturar a enzima, os métodos
classicos para calcular a quantidade de enzima nao sao Uteis. Em
vez disso, define-se uma unidade de actividade como sendo a quanti-
dade que provoca uma inibicao de 50% da redugao do citocromo c sob
condicoes especificas ZﬁcCord et al., J. Biol. Chem. 244, 6049

(1969)7.

Um método superior para a medicao da actividade de SOD &
um ensaio de ponto final que & baseado na oxidagao da hidroxilami-
na a nitrito, que & por sua vez detectado com um corante indicador
/Elstner et al., Anal. Biochem. 70, 616 (1976)/.

Alternativamente, as actividades de SOD enddogenas e hete-

rologas podem ser separadas e testadas em P. pastoris num gel de

acrilamida apds electroforese ndo desnaturante. Para este ensaio o
gerador e o detector de superoxido mais convenientes sao, respecti-
vamente, a riboflavina/TEMED e o azul de tetrazolio (NBT) éﬁeau—
champ et al., Anal Biochem. 44, 276-287 (l97ll7.
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Ainda que seja por vezes dificil reproduzir exactamente
as condicoes de teste, pelo que deste modo os resultados de publi-
cagoes diferentes podem variar, os polipéptidos exibindo o mesmo
tipo de actividade que as superoxido-dismutases naturais, em qual-
quer um dos ensaios anteriores ou em outros ensaios conhecidos na
arte, sao todos incluidos no &mbito do presente invento.

Os aminoacidos gque ocorrem nas varias sequéncias de amino-
acidos referidas na descric@o sdo designados pelas suas abreviatu-

ras usuais, de trése uma letra, normalmente utilizadas na arte, i.e.:

Aminodcido Abreviatura
L-Alanina Ala A
L-Arginina Arg R
L-Asparagina Asn N
Acido L-aspartico Asp D
L-Cisteina Cys C
L-Glutamina Gln Q
Acido L-glutamico Glu E
Glicina Gly G
L-Histidina His H
L-Isoleucina Ile I
L-Leucina Leu L
L-Lisina Lys K
L-Metionina Met M
L-Fenilalanina Phe F
L-Prolina Pro P
L-Serina Ser S
L~Treonina Thr T
L-Triptofano Trp W
L-Tirosina ' Tyr Y
L-Valina val \

De acordo com a invencao, os polipéptidos com actividade

de SOD sao produzidos por células de levedura de P. pastoris conten-
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do nos seus genomas, pelo menos, uma copia de uma sequéncia de ADN

codificando operativamente,na P. pastoris,um polipéptido com acti-
vidade de SOD sob a regulacio de uma regido promotora de um gene

da P. pastoris. A sequéncia de ADN codificando a SOD & um gene co-

dificando a SOD, seus andlogos e fragmentos, tal como foram aqui
anteriormente definidos. O gene pode ser obtido por técnicas de
sintese quimica conhecidas, agora possiveis uma vez que a sequén-
cia foi publicada e estd -assim disponivel, ou por transcrigao de
um ARN mensageiro (ARNm) correspondente & SOD, num ADN complemen-—
tar (ADNc) e conversao do ADNc de cadeia simples obtido num ADNc

de cadeia dupla. O ARNm pode ser separado de qualquer célula de
mamifero capaz de produzir polipéptidos com actividade SOD, tal co-

mo as células de figado de humano adulto.

A sequéncia de ADN requerida pode também ser removida, por
exemplo, por digestdo, com enzimas de restrigdo, de vectores conhe-
cidos compreendendo o gene. Exemplos destes vectores e de meios pa-
ra a sua preparacgao podem ser encontrados nos documentos publicados
seguintes: Hallewell et al., (1985) supra (plasmideos ptao5SOD),
Pedido de Patente Europeia n? 88104880.5, publicado em 28 de Setem-
bro de 1988, com o nimero 0284105 (plasmideo de expressao da super-
oxido~-dismutase de manganés'humana, PMSE-4, e plasmideos relaciona-
dos), Pedido de Patente Europeia n? 84111416.8, publicado em 24 de
Abril de 1985 com o n? 0138111 (plasmideos pCl/lGAPSOD e pcl/
/1GALAPSOD), etc.

A regiao promotora utilizada para conduzir a expressao do
gene da SOD & derivada de um gene da alcool-oxidase, regulado por

metanol, da P. pastoris. Tal como aqui anteriormente se descreveu,

& conhecido que a P. pastoris contém dois genes funcionais de al-

cool-oxidase: os genes alcool-oxidase I (AOX1l) e alcool-oxidase II
(AOX2). As porcoes de codificacao dos dois genes AOX sao muito ho-
mologas, ao nivel da sequéncia de ADN e da sequéncia de aminoaci-
dos prevista, e partilham sitios de restricac comuns. As proteinas
expressas pelos dois genes tém propriedades enzimaticas similares
mas o promotor do gene AOX1l exprime-se de um modo mais eficiente e

3 0 .
com niveis mais elevados, e, deste modo,; prefere-se o seu uso para
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a expressao da SOD. O gene AOX1l, incluindo o seu promotor, foi iso-
lado e exaustivamente caracterizado por [Ellis et al., Mol. Cell.

Biol. 5, 1111 (1985)/.

Uma "cassette" de expressao, incluindo.o ADN codificando
a SOD conjuntamente com a'regiéo promotora e um segmento de termi-
nagao da transcrigdo, & inserido no genoma do hospedeiro por meio
de um fragmento de ADN linear ou de um plasmideo circular ou linea-
rizado contendo o referido fragmento de ADN. O segmento de termina-
cao da transcrigaoc & um fragmento de ADN de um gene codificando a

proteina de P. pastoris, incluindo, um subsegmento que codifica um

sinal de poliadenilacao e um sitio de poliadenilacao no transcrito
do promotor usado na "cassette" de expressdao, e um outro subsegmen-
to que proporciona um sinal de terminagao da transcrigao para a
transcrigao desse promotor. O segmento de terminagao da transcrigao
pode ser derivado do mesmo gene ou de um gene de P. pastoris dife-

rente do usado como fonte da regiao promotora.

O termo "cassette de expressao" tal como &€ aqui usado e
através da descrigao e nas reivindicacdes refere-se a uma sequéncia

de ADN que inclui sequéncias funcionais para a expressao.

Os fragmentos de ADN de acordo com a invengao podem com-
preender adicionalmente um gene marcador seleccionadvel. Para este
propdsito, pode usar-se qualquer gene marcador selecciondvel, fun-

cional em P. pastoris, i.e., qualquer gene que confira um fendtipo

as células de P. pastoris de modo a permitir que elas sejam identi-

ficadas e crescam selectivamente de entre uma grande maioria de cé-
lulas nao transformadas. Genes marcadores selecciondveis adequados
incluem, por exemplo, sistemas marcadores seleccionaveis compostos

de uma estirpe hospedeira de P. pastoris mutante auxotrdfica e de

um gene biossintético do tipo selvagem que complementa o defeito do

hospedeiro. Para a transformacao das estirpes de P. pastoris his4 ,

por exemplo, pode-se usar o gene HIS4 de S. cerevisiae ou de P. pas-
toris, ou para a transformagao de mutantes arg4 , pode-se usar o

gene ARG4 de S. cerevisiae ou o gene ARG4 de P. pastoris.

Se o hospedeiro de levedura & transformado com fragmento
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de ADN linear contendo o gene SOD sob a regulagao de uma regiao

promotora de um gene da P. pastoris, a "cassette" de expressao &

integrada no gencma do hospedeiro por qualquer das técnicas de subs-
tituicdo de gene conhecidas na arte, tal como o mé&todo de substi-
tuicao de gene num passo [Ger, p.e., Rothstein, Methods Enzymol.
101, 202 (1983); Cregg et al., Bio/Technology 5, 479 (198717 ou o
método de substituicao de gene em'dois passos Z—ver, p.e., Scherer
and Davis, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76, 4951 (l979l7. 0 fragmen-
to de ADN linear € dirigido a um local desejado, i.e., ao gene alvo

a ser quebrado por sequéncias de ADN de flanqueamento com homologia

suficiente com o gene alvo para ail efectuar a integragao do fragmen=-
to de ADN. As quebras de gene num s0 passo sao usualmente bem suce-

didas se o ADN a ser introduzido tem uma homologia tao pequena quan-
to 0,2 kb com o local do fragmento do gene alvo; & contudo preferi-

vel maximizar o grau de homologia para se ter uma melhor eficién-

cia.

Se o fragmento de ADN de acordo com a invengao esta con-
tido num vector de expressdao ou @ um vector de expressdo, p.e., um
T : : . - . -
plasmideo circular, podem integrar-se uma ou mais copias do plasmi-
deo, no mesmo ou em locais diferentes, por adigao. A linearizagao
do plasmideo com uma endonuclease de restrigdo adequada facilita a
integracao.

O termo "vector de expressao" inclui vectores capazes de
exprimirem sequéncias de ADN neles contidas, quando essas sequénci-
as estao em associacgao operacional com outras sequéncias capazes de
efectuar a sua expressao, i.e., sequéncias promotoras. De um modo
geral, os vectores de expressao usualmente utilizados em tecnologia
de ADN recombinante estdo muitas vezes na forma de "plasmideos",
i.e., moléculas de ADN de cadeia dupla, circulares que, na sua for-
ma de vector nao estéo ligadas ao cromossoma. Na presente descri-
¢do, os termos "vector" e "plasmideo" sdo usados intermutavelmente.
Contudo, pretendem-se incluir também na invencao outras formas de
vectores de expressao que funcionem de um modo equivalente.

Nos fragmentos de ADN de acordo com a invengao, os segmen-
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tos da "cassette" de expressdo estdo em "associacdo operacional".
A sequéncia de ADN codificando polipéptidos com actividade de SOD
estao posicionadas e orientadas funcionalmente em relagdo ao pro-
motor e ao terminador de transcrigao, de modo a gue o segmento co-
dificando o polpéptido seja transcrito, sob a regulacdo da regiao
promotora, num transcrito capaz de proporcionar a traducao do po-

lipéptido desejado na P. ‘pastoris. O posicionamento e a orienta-

gao da cadeia de leitura apropriados dos varios segmentos da "“cas-
sette" de expressao s3o conhecidos dos peritos na arte; nos Exem-

plos apresentam-se outros detalhes.

Os fragmentos de ADN proporcionados pelo presente inven-
to, podem incluir sequéncias permitindo a sua replicagdo e selec-
g§o em bactérias, especialmente em E. coli. Deste modo podem pro-
duzir-se, por replicagac em bactérias, grandes quantidades do frag-
mento de ADN.

Os métodos para transformar Pichia pastoris bem como os

métodos aplicdveis para a cultura de células de P. pastoris con-

tendo, no seu genoma,um gene para uma proteina heterdloga sao ge-
ralmente conhecidos na arte.

De acordo com a invencao, as "cassettes" de expressdo sao

transformadas nas células de P. pastoris, quer pela té&cnica dos es-

feroplastos, descrita por Cregg et al., Mol. Cell. Biol. 5, 3376

(1985) quer pelo sistema de transformagao de levedura de cloreto
de litio de células inteiras [Tto et al., Agric. Biol. Chem. 48,

341 (1984)/, com pequenas modificagbes para adaptacao & P. pastoris.

Ainda que o método do cloreto de litio de células inteiras seja

mais conveniente em virtude de nao requerer a geragao e a manuten-
cao de esferoplastos, para os propdsitos do presente invento pre-
fere~se o método dos esferoplastos, principalmente devido ao fac-

to de com ele se obter um maior nimero de transformantes.

Os transformantes positivos sao caracterizados por andlise
de mancha Southern Zﬁaniatis et al., Molecular Cloning: A Laborato-
ry Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
Nova Iorgque, EUA (198217 para determinar o local da integracao do
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ADN e o nimero de integrantes, e por mancha de Northern [ﬁaniatis,
Op. Cit., R.S. Zitomer e B. D. Hall, J. Biol. Chem, 251, 6320
(1976)/ para avaliar a transcricdo do gene da SOD que responde ao

metanol.

As estirpes transformadas que tém o fendtipo e o genétipo
desejado saoc cultivadas em fermentadores. Para a produgdo em gran-
de escala de produtos, baseados em ADN recombinante, na P. pasto-
ris,usa-se normalmente um sistema de fermentacao descontinuo, com
uma densidade de células elevada, em duas etapas. Na primeira eta-
pa, ou etapa de crescimento, cultivam-se os hospedeiros de expres-
sao em meio minimo definido com glicerol como fonte de carbono.
Nesta fonte de carbono, a expressao do gene heterdlogo & completa-
mente reprimida, o que permite a geragao de massa celular na ausén-
cia de expressao da proteina heterdloga. Apds a eliminacao desta
fonte de carbono repressora, adiciona-se metanol, iniciando-se a
expressao da proteina heterdloga desejada. Esta segunda etapa e

designada por etapa de produgao.

O termo "cultura" refere-se a propagagao de células num
meio conducente ao seu crescimento,e atodas as suas sub-culturas.
O termo "sub-cultura" refere-se a uma cultura de células cultivadas
a partir de outra cultura (cultura de fonte), ou a qualquer sub-
-cultura da cultura de fonte, independentemente do nimero de sub-
-culturas que foram realizadas entre a sub-cultura de interesse e

a cultura de fonte.

Nas experiéncias de fermentacao utilizaram-se os componen-

tes principais do meio de cultura seguintes:

A. SAIS DE BASE 10X

Produtos Quimicos Gramas/litro
Acido fosfdrico, 85% 42,0 ml
Sulfato de célcio.ZHZO 1,8
Sulfato de potassio 28,6
Sulfato de magnésio.7H20 23,4

Hidrdoxido de potassio 6,5



70 618

48604
- 18 =
B. SOLUQKO DE SAIS VESTIGIAIS ~ IMl
Produtos Quimicos 7 Gramas/litro
Sulfato cﬁprico.SHZO 0,06
Iodeto de potassio 0,08
Sulfato de manganés.HZO 0,30
Molibdato de sodio 0,20
Acido borico 0,02
Sulfato de zinco.Hzo 2,00
Cloreto férrico.HZO 4,8
Acido sulflrico 5,00 ml/litro

C. SOLUGAO VESTIGIAIS YIM, + BIOTINA

4

Produtos Quimicos Gramas/litro
Sulfato ferroso.7H20 65,0
Sulfato de cobre.5H,0 6,0
Sulfato de zinco.7H20 20,0
Sulfato de manganés.HZO 3,0
Acido sulfirico 5,0 ml
Biotina 0,1

2. Descricao_da_Concretizagao Preferida

De acordo com uma concretizagéo preferida da invengao, o
sistema de expressao da proteina heterdloga, usado para a produgao
de polipéptidos com actividade de SOD, utiliza o promotor derivado

do gene AOX1l, regulado por metanol, da P. pastoris que & muito efi-

cazmente expresso e rigorosamente regulado. Este gene & também a

fonte do segmento de terminagdo da transcricdo.

As células hospedeiras a ser transformadas com a "cassette"

de expressao sao células de P. pastoris com pelo menos uma mutagao

que pode ser complementada com um gene marcador presente num frag-
mento de ADN transformante. Preferivelmente, utilizam-se as estir-
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pes de P. pastoris mutantes auxotrdficas his4 (GS115).

A "cassette" de expressao contendo uma Unica cdpia do ge-
ne S0D sob a regulagao do promotor AOXl e um terminador de trans-
crigdo, & colocada num vector de expressao de Pichia baseado no
PBR322, que inclui também um gene marcador seleccionavel, tal como
0 gene HIS4, se a estirpe hospedeira de P. pastoris & um mutante
auxotrofico hisd .

Preferivelmente, a "cassette" de expressdaoc & integrada no
genoma do hospedeiro por transformagdao do hospedeiro com um plasmi-
deo circular nao cortado compreendendo a "cassette". A integracao
realiza-se pela adigao num local ou locais com homologia com uma
ou mais sequéncias presentes no vector de transformacgdo, p.e.,
5'A0X1, 3'AOX1l, HIS4 e deixara intacto o gene AOX1l. Deste modo ob-
tém~se estirpeerut+ que mostram o crescimento do tipo selvagem em
metanol. Verificou-se que uma estirpe Mut+ contendo duas copias in-
tegradas da "cassette" de expressdo era superior, resultando numa
concentragao de hSOD consideravelmente mais elevada do que a obti-
da com estirpes de copia Gnica. B possivel introduzir copias adi-
cionals da "cassette" de expressao numa estirpe hospedeira usando
um plasmideo contendo duas ou mais "cassettes" de expressio do ge-
ne da S0D, preferivelmente ligadas em tandém, aumentando-se, deste

modo, ainda mais a produtividade.

Alternativamente, a "cassette" de expressao pode ser inte-
grada no genoma do hospedeiro apds digestao do vector de expressao
com uma enzima apropriada obtendo-se um fragmento de ADN linear com
terminais homdlogos do local AOX1, por uma técnica de substituicao
do gene num sO passo. Como resultado da substituicdo do gene obtém-
~-se estirpes Mut . O gene AOX2 ainda funcional fornece alcool-oxi-

dase suficiente para o crescimento lento em metanol.

Em qualquer dos casos, o desenvolvimento de transformantes
pelo uso de vectores de integragao em oposicdo aos baseados em plas-
mideos autonomos resulta em estirpes recombinantes produtivas, mais
estaveis. Os transformantes nos quais se integrou a "cassette" de

expressdao que cindiu o local AOX1 por recombinacao dirigida a esse
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sitio, podem ser seleccionados pelo seu fendtipo his4+ e pela sua
capacidade diminuida em utilizar o metanol (Mut ). Por hibridagao
de mancha Southern verificou-se que toda a "cassette" de expressio
tinha sido integrada no local AOX1l. Os transformantés positivos fo-
ram caracterizados por andlise Southern para o local da integra-
cdo do ADN e por analise Northern para avaliar a transcricao do ge-

ne da SOD que responde do metanol. As estirpes de P. pastoris que

tém integradas uma ou milltiplas cdpias da "cassette" de expressio
no sitio desejado sdo identificadas por hibridacdo de mancha Sou-
thern.

Os transformantes de P. pastoris que sao identificados co-

mo tendo o gendtipo e o fendtipo desejados sdo cultivados em fer-
mentadores. Tipicamente, usa-se um processo de producao em dois
passos. Inicialmente, as células sdo cultivadas numa fonte de car-
bono repressora, preferivelmente glicerol. Nesta fase gera-se mas-
sa celular na auséncia de expressao. Apds a exaustao do glicerol,
adicionam-se ao fermentador, metanol sozinho (alimentacdo de me-
tanol-modo descontinuo) ou glicerol e metanol (alimentacido de subs-
trato misto - modo descontinuo), resultando na expressao do gene
da SOD dirigida pelo promotor AOXl. As estirpes Mut+ sao preferi-
velmente cultivadas usando um procedimento de alimentacdo descon-
tinua de metanol, no qual se limita o metanol residual. As estirpes
Mut , por outro lado, sao cultivadas preferivelmente, usando quer
o procedimento descontinuo com alimentagdo de metanol, quer o pro-
cedimento descontinuo com alimentacdo de substrato misto, nos quais

o metanol residual & mantido em excesso.

Os polipéptidos com actividade de SOD sao produzidos em

P. pastoris, intracelularmente e sao usualmente extraidos das cé-

lulas de Pichia lisadas com pérolas de vidro na presenca de tam-
poes simples conhecidos na arte. Tipicamente, usa-se um tampao 50
mM de fosfato de sb6dio ou de potassio, contendo EDTA 0,1 mM a pH
7,8, e a recuperagao, apds as correcgoes, para ter em conta o volu-
me de sedimento, & de pelo menos 95%, quando medida por manchas
Western ou por um ensaio de actividade. A pequena quantidade do pro-

duto de SOD gue permanece no sedimento pode ser extraida com um de-
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tergente forte tal como dodecilsulfato de sddio (SDS).

O presente invento & adicionalmente ilustrado pelos exem-
plos seguintes nao limitativos.

3. Exemplos

Exemplo 1
Construgao do vector de expressdao da hSOD, pSOD104

A construgao do vector de expressao descrita no presente
invento, foi realizada usando procedimentos convencionais, tal como

se descreve, -por exemplo, em Maniatis et al., Molecular cloning: A

Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, Nova Iorque, EUA (1982) e Davis et al., Basic Methods in

Molecular Biology, Elsevier Science Publishing, Inc. Nova Iorque
(1986) .

O gene da SOD humana (ver Fig. 1) foi recebido na forma de
um fragmento BamHI/PstI no plasmideo pEMBL8, bem como num plasmi-
deo de expressao, pKK223-3, transformado em células de E. coli JM
105, mas pode também ser obtido a partir de qualquer dos vectores

anteriormente publicados, tal como se refere supra.

Transformaram-se células de E. coli MC1061 (que est3o fa-
cilmente disponiveis) com o plasmideo pEMBL8 e seleccionaram-se co-
1lonias ampR. O plasmideo foi preparado a partir das células ampR e
digerido com BamHI e PstI. O plasmideo correcto continha uma inser-
Gao BamHI/PstI de 480 pb constituida pelo gene da hSOD. Usou-se es-
ta colénia para preparar um novo ADN plasmideo, digeriu-se o plas-
mideo com BamHT e PstI, e ligaram-se 50 ng do fragmento de 480 pb
(isoladas num gel de agarose a 0,8%) a 10 ng de plasmideo M13mpl9
/New England Biolabg/, tratado com fosfatase, cortado com BamHT -

-PstI, para sequenciacao e mutagénese. Transformaram-se células JM
103 (que estao facilmente disponiveis) com a mistura de ligacao e
seleccionaram-se as placas brancas. O plasmideo foi preparado a

partir das placas brancas e digerido com BamHI e PstI. Uma banda de
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480 pb era indicativa do plasmideo correcto que foi designado por
pSOD101l. A banda que se supunha incluir a sequéncia de codificacgao
da hSOD foi totalmente sequenciada num sentido e a sequéncia obti-

da estava de acordo com ado gene dahSOD auténtica (Fig. 1).

Adicionou-se entao um sitio EcoRI ao terminal 3' da sequén-
cia de codificacao da hSOD imediatamente a seguir ao codao de ter-
minacao da tradugao TAG. A mutagénese dirigida a sitios foi reali-
zada pelo método de Zoller e Smith, Meth. Enzymol, 100 468 (1983).
0 oligonucledtido de mutagénese tinha a sequéncia:

5'-GGA TCG CCC AAT AGG AAT TCC AGG CAT GCA AGC TT-3'
0 oligonucledtido de andlise tinha a sequéncia:
5'-AAT AGG AAT TCC AGG CA-3'

Realizou-se uma preparacao de mini-molde nos positivos da andlise

e transformaram-se células JM103 com a preparacdao. Analisaram-se

as placas brancas uma segunda vez com o oligonucledotido de analise

e os positivos desta segunda analise foram usados para preparar mol-
des para a sequenciégéo. A sequenciacao foi realizada seguindo o
método de didesoxilo de Sanger, Sanger et al., PNAS 74: 5463 (1977)
usando o iniciador universal de sequéncia GTA AAA CGA CGG CCA GT.
Identificou-se um plasmideo com o terminal 3' correctamente modi-
ficado, e foi designado por pSOD102.

O terminal 5' da insercao de hSOD foi modificado para adi-
cionar um sitio EcoRI imediatamente antes do codao ATG iniciador.
A mutagénese foi realizada pelo mesmo método do qeamutagénese 3'
com a excepgao de o plasmideo de partida ter sido o pSOD102; o oli-

gonucledtido de mutagénese tinha a sequéncia:
5'-TCG AGC TCG GTA CCC AAG AAT TCA TGG CGA CGA AGG CC-3'
O oligonucledtido de andlise tinha a sequéncia:
5'-TAC CCA AGA ATT CAT G-3'
e o0 oligonucledtido de sequenqiagao,foi 0 iniciador universal.
A sequenciacgao confirmou o terminal 5' do plasmideo cor-

rectamente modificado por mutagénese. O plasmideo com sitios EcoRI
nos terminais 5' e 3' da insercao de hsSOD foi designado por pSOD103.
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O plasmideo pSOD103 foi digerido com EcCORI e isolou-se o
fragmento com cerca de 480 pb num gel de agarose a 0,8%. Ligaram-
-se 50 ng do fragmento de hSOD a 10 ng de pA0804, tratado com fos-
fatase, cortado com EcoRI. (A preparag¢ao do plasmideo pA0804 & aqui
depois descrita). -Transformou-se o produto da ligacdo em células
MC1061 e seleccionaram-se as colonias ampR. O plasmideo correcto
foi identificado em amostras recolhidas por pesquisa com um oligo-
nucledtido com a sequéncia:

5'-AAA CGA GGA ATT CAT GGC GA-3'

| |
1 |

AOX1 ECORT SOD

O plasmideo correcto foi designado por pSOD104.

O plasmideo pA0804 utilizado no procedimento anterior foi

construido como se segue:

Modificou-se o plasmideo pBR322 como se segue, para eli-

minar o sitio EcoRI e inserir um sitio BglII no sitio PvuIl:

Digeriu-se o pBR322 com EcoRI, preencheram-se os terminais
salientes com o fragmento Klenow de ADN-polimerase I de E. coli e
O ADN resultante foi de novo tornado circular usando ligase T4.
Usou-se o ADN circular para transformar E. coli MC1061 conferindo-
-lhe resisténcia a ampicilina e testaram-se os transformantes para
avaliar a existéncia de um plasmideo com cerca de 4,37 kpb de com-
primento, sem um sitio EEQRI- Seleccionou-se um destes transforman-
tes e cultivou-se obtendo-se um plasmideo designado por pBR322ARI,

que & o pBR322 com o sitio EcoRI substituido pela sequéncia:

5'-GAATTAATTC-3"
3'-CTTAATTAAG-5"

Digeriu-se o pBR322ART com PvuIl e ligou-se o ligante com

a sequéncia-

5'-CAGATCTG-3'
3'=-GTCTAGAC-5"
aos terminais rombos resultantes utilizando ligase T4. Tornaram-se

os ADN resultantes de novo circulares, também com ligase T4, e de-
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pois digeriram-se com BglII e tornaram-se outra vez circulares usan-
do ligase T4 para eliminar sitios BglII mGltiplos devidos a liga-
gao de mais do que um ligante ao pBR322ARI clivado com PvuII. Usa-
ram-se os ADN tratados, para eliminar os maltiplos sitios BglII,
para transformar E. coli MCl061 para lhe conferir resisténcia &
ampicilina. Os transformantes foram analisados quanto a presencga
de um plasmideo com cerca de 4,38 kpb com um sitio BglII. Seleccio-
nou-se um destes transformantes e cultivou-se obtendo-se um plas-
mideo designado por PBR322ARIBGL, para o trabalho posterior. O plas-
mideo pBR322ARIBGL & igual ao pBR322ARI com a diferenca de o pBR322
ARIBGL ter a sequéncia

5'-CAGCAGATCTGCTG-3"'
3'-GTCGTCTAGACGAC-5"

em vez do sitio PvuIll no pBR322/\RI.

Digeriu-se o pBR322ARIBGL com Sall e BglII e isolou-se o
fragmento grande (aproximadamente 2,97 kpb). Digeriu-se completamen-
te o plasmideo pBSAGIS5SI, que se descreve na Publicagao do Pedido de
Patente Europeia n? 0226 752, com BglII e Xhol isolou-se um fragmen-
to, com aproximadamente 850 pb, de uma regiao do local AOX1l de P.
pastoris a jusante do terminador de transcricao do gene AOX1l (em
relacao ao sentido de transcricao do promotor do AOX1l). Combinaram-
-se o fragmento BglII -~ XhoI do pBSAGI5I e o fragmento Sall - BglII,
com aproximadamente 2,97 kpb, do pBR322ARIBGL e submeteram-se a li-
gagao com ligase T4. Usou-se a mistura de ligacdo para transformar
E. coli MC1l061 para lhe conferir resisténcia & ampicilina e analisa-
ram-se os transformantes quanto a presenca de um plasmideo com o
tamanho esperado (aproximadamente 3,8 kpb) com um sitio BglII. Este
plasmideo foi designado por pAO80l. Ligou-se o terminal pendurado
do sitio Sall do pBR322ARIBGL, ao terminal pendurado do sitio XhoI
no fragmento pBSAGIS5I de 850 pb e, no processo, eliminaram-se ambos
os sitios Sall e XhoI no pAO80L.

Digeriu-se depois o pBSAGI5I com Clal e isolou-se o frag-
mento com aproximadamente 2,0 kpb. O fragmento de 2,0 kpb tem um

segmento de aproximadamente 1,0 kpb que compreende o promotor do
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AOX1l de P. pastoris e o sitio de iniciagdo da transcrigdo, um seg-

mento com aproximadamente 700 pb codificando o antigénio de super-
ficie da Hepatite B ("AgsHB") e um segmento com aproximadamente 300
pb que compreende o sinal de poliadenilagao do gene AOX1 de P. pas-
toris e segmentos codificando sitios e o terminador de transcrigdo.
O segmento codificando o AgsHB do fragmento de 2,0 kpb & rematado,
no terminal adjacente ao segmento de 1,0 kpb com o promotor de AOX1,
por um sitio ECoRI, e no terminal adjacente ao segmento de 300 pb
com o terminador da transcrigao'de AOX1l, com um sitio Stul, e tem

0 seu subsegmento que codifica o AgsHB orientado e posicionado,

em relagao ao segmento de 1,0 kpb contendo o promotor e ao segmen-
to de 300 pb contendo o terminador de transcrigao, operativamente
para expressao do AgsHB por transcrigao do promotor de AOXl. O si-
tio EcoRI que une o segmento promotor ao segmento codificando o
AgsHB ocorre imediatamente a montante (em relagéo ao sentido de
transcricao a partir do promotor de AOX1) do tripleto codificando o si-
nal de infcio da tradugao do promotor de AOX1.

Para mais pormenores sobre os segmentos de promotor e de
terminador, do fragmento de 2,0 kpb, que termina num sitio ClaIl, do
PBSAGI5I, ver Publicacao do Pedido de Patente Europeia n9 226 846
e Ellis et al., Mol. Cell Biol. 5, 1111 (1985).

Cortou-se o plasmideo pA0801 com Clal e combinou-se, para
ligagao, usando ligase T4, com o fragmento de 2,0 kpb, que termina
num sitio ClaI, do pBSAGI5I. Usou-se a mistura de ligagdo para trans-
formar E. coli MCl061 para lhe conferir resisténcia 3 ampicilina,

e analisaram-se os transformantes para determinar a presenca de um
plasmideo com a dimensdo esperada (aproximadamente 5,8 kpb) que, por
digestao com ClaI e BglII, resultou em fragmentos com cerca de 2,32
kpb (com a origem de replicacao e o gene de resisténcia a ampicili-
na do pBR322) e cerca de 1,9 kpb, 1,48 kpb e 100 pb. Por digestao

do plasmideo com BglITI e EcoRI obteve-se um fragmento com aproxima-
damente 2,48 kpb, com o segmento terminador do gene AOX1l de 300 pb

e o segmento de codificacao do AgsHB, um fragmento de cerca de 900
pb contendo o segmento a montante do da proteina AOX1 codificando

o segmento do gene AOX1l no local AOX1l, e um fragmento com cerca de
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2,42 kpb contendo a origem de replicagao e o gene de resisténcia &
ampicilina do pBR322 e um segmento Clal - BglII com aproximadamen-
te 100 pb do local AOX1l (mais a montante do segmento codificando o
AOX1l do que o primeiro segmento de EcCORI - BglIT mencionado, de 900
pb) . Este plasmideo tinha o fragmento Clal de pBSAGI5I na orienta-
gao desejada, uma vez que na orientagdo oposta indesejada existiri-
am fragmentos EcoRI - BglIT com cerca de 3,3 kpb, 2,38 kpb e 900
pb.

Um dos transformantes contendo o plasmideo desejado, desig-
nado por pA0802, foi seleccionado para o trabalho seguinte e foi
cultivado para se obter esse plasmideo. A orientacao desejada do
fragmento ClaIl do pBSAGISI no pAO802 tinha a regido do promotor de
AOX1 orientada correctamente para conduzir a integragéo correcta,

no genoma da P. pastoris no local AOXl, do plasmideo linearizado,

preparado cortando no sitio BglII, no terminal do fragmento de 800
pb, a jusante do do gene AOX1l, no local AOX1l (regiao de terminagéo),

e no sitio BglIT no principio da regido do promotor.

Tratou-se depois o pA0802 para remover o segmento codifi-
cando o AgsHB terminado com um sitio EcoRI e com um sitio StuI. Di-
geriu-se o plasmideo com Stul e ligou-se um ligante com a sequén-
cia:

5'~GGAATTCC-3"

3'-CCTTAAGG-5"

aos terminais rombos usando ligase T4. Tratou-se entao a mistura
com EcORI e sujeitou-se de novo a ligagao usando ligase T4. Usou-se
depois a mistura de ligagdo para transformar E. coli MCl061 para
lhe conferir resisténcia & ampicilina, e analisaram-se os transfor-
mantes para determinar a presenga de um plasmideo com a dimensao
esperada (5,1 kpb) com fragmentos EcoRI - BglII, com cerca de 1,78
kpb, 900 pb e 2,42 kpb, e BglIT - Clal com cerca de 100 pb, 2,32
kpb, 1,48 kpb e 1,2 kpb. Este plasmideo foi designado por pA0O803.

Seleccionou-se um transformante para o trabalho posterior, conten-
do o plasmideo desejado, e cultivou-se de modo a obter-se o pA0O803.

Preparou-se depois o plasmideo pA0804, a partir do pA0803,
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inserindo, no sitio BamHI de pBR322 do pA0803, um fragmento BglII,
com aproximadamente 2,75 kpb, do gene HIS4 de P. pastoris. Ver, p.e.,
Cregg et al., Mol. Cell, Biol. 5, 3376 (1985) e Publicagao dos Pe-
didos de Patente Europeia n? 0180 899 e 0188 677. Digeriu-se o pAO-

803 com BamHI e combinou-se com o fragmento terminado num sitio
BglII contendo o gene HIS4 e sujeitou-se a mistura a ligagao usando
ligase T4. Usou-se a mistura de ligagao para transformar E. coli
MC1061 para lhe conferir resisténcia a ampicilina e avaliaram-se os
transformantes para determinar a presenga de um plasmideo com a di-
mensao esperada (7,85 kpb), que & cortado com SalI. Seleccionou-se
um destes transformantes e designou-se o plasmideo nele contido por
PAO804.

O pA0O804 tem um fragmento Sall - ClaI com cerca de 1,5 kpb
e outro com cerca de 5,0 kpb e um fragmento Clal - ClaIl de 1,3 kpb;
isto indica que o sentido da transcricao do gene HIS4 no plasmideo
'@ o mesmo do que o sentido de transcrigdo do gene de resisténcia &
ampicilina e & o oposto do sentido de transcricdo do promotor de
AOX1.

A orientagao do gene HIS4 no pA0O804 nao & critica para a
fungao do plasmideo ou dos seus derivados, com os segmentos de co-
dificagdo do ADNc inseridos no sitio EcoRI entre os fragmentos do
promotor de AOX1l e de terminacao. Assim, um plasmideo com o gene
HIS4 na orientacdao oposta & do gene HIS4 no pA0804 seria também

eficaz para uso de acordo com o presente invento.

- Exemplo 2

Desenvolvimento de estirpes de P. pastoris G-SOD104C e
G+S0D104C exprimindo hSOD

Usou-se o plasmideo pSOD104, constiuido como se descreveu
no Exemplo 1 para desenvolver ambas as estirpes Mut+ e Mut da P.
pastoris. A estirpe hospedeira foi a GS115 auxotrdfica, requerendo
histidina (N? de Acesso 20864 do American Type Culture Collection,
Rockville, Maryland, E.U.A. (ATCC), depositado nos termos do Trata-
do de Budapeste): A transformagcao foi realizada pelo método dos es-
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feroplastos descrito por Cregg et al., Mol. Cell. Biol. 5, 3376
(1985) .

Para desenvolver estirpes Mut® usou-se o pSOD104 n3o dige-
rido para transformar a GS1l1l5 e seleccionaram-se as cé&lulas Hist
Examinaram-se nove células prototroficas His® por analise de hibri-
dagao Southern. Digeriram-se os ADN cromossoOmicos com EcoRI e son-
daram~se com pA0803, contendo as regioes 5' e 3' do AOX1l, ou com
PYM4 contendo o gene HIS4 de Pichia. Realizou-se também uma diges-

tdo BglII e sondou-se com um oligonucledtido com a sequéncia:
5'-AAC TCA TGA ACA TGG AAT CCA TGC AGG CCT-3!

que & homdloga a um segmento do gene da hSOD. Os resultados da ana-
lise Southern identificaram trés classes de transformantes Mut* que

& seguir se sumarizam:

Nome da estirpe " Nimero de copias Sitio de integracao
G+sSOD104Cl,4,5,7,8 um AOX1
G+s0Dh104cC2,9,10 , um HIS4 -
G+50D104C3 dois HIS4 e AOX1

Cultivaram-se trés destes transformantes, G+SOD104Cl (uma
copia no local AQOX1l), G+SOD104C3 (uma cdpia em ambos os locais AOXL
e HIS4), e G+SOD104Cl0 (uma cOpia no local HIS4), em baldes agita-
dos conjuntamente com o controlo negativo, GS115 nao transformada.
Cultivaram-se as células em glicerol tal como aqui depois se des-
creve para as estirpes Mut—, lavaram-se e semearam-se com uma DO
de cerca de 0,05 em YBN tamponado 1X (0,067% de Base de Azoto de

600

Levedura) contendo 1% de metanol. Removeram-se aliquotas, cada uma
contendo 50 DO, apdos 20, 23 e 26 horas de crescimento em metanol,
para andlise dos niveis de hSOD e de ARNm.

O ARN foi analisado por manchas Northern. Desnaturaram-se
aproximadamente 5 ug do ARN total de cada amostra colhida nos va-
rios instantes, separou-se num gel de formaldeido—agarose,:e trans-
feriu-se para nitrocelulose. Sondou-se a mancha, com um oligonucled-
tido de 30 bases de comprimento (a mesma sequéncia oligonucleotidi-
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ca que anteriormente) e homdlogo do hSOD. O ensaio de hibridicdo
Northern indicou que existia uma quantidade significativa de ARNm
de hSOD em todos os instantes. O tranéformante G+S0D104C3, que con-
tém duas cOpias do vector de expressao, pareceu ter varias vezes
mais ARNm de hSOD do que osg outros dois transformantes. O controlo,
GS115, mostrou nao ter gqualquer ARNm homdlogo da sonda de oligonu-
cledtido. Todos os trés transformantes pareceram possuir activida-
de de hSOD usando a separacao e o ensaio electroforéticos (que se

descrevem no Exemplo 4).

Para desenvolver as estirpes Mut , usou-se um digerido
BglII do plasmideo pSOD104 para transformar células GS1l5, e selec-
cionaram-se as células His'. As células His® prototroficas foram

depois testadas relativamente ao seu fenotipo Mut como se segue:

A pesquisa do fendtipo Mut foi realizada cultivando em pla-
ca os transformantes His+, em placas principais de meio minimo de
glicerol (2%), obtendo-se coldonias origindrias de um Gnico tipo de
células. Apds dois dias de incubagdo a 30°C, replicaram-se as cé-
lulas principais em placas de meio minimo de glicerol e em placas
nao contendo qualquer fonte de carbono, ds quais se adicionou meta-
nol na fase de vapor. Isto foli realizado adicionando uma gota de
metanol, aproximadamente 200 ul, a parte inferior do topo da cober-
tura da caixa de petri que contém a cultura em placa. Incubaram-se
as placas a 30°C durante dois dias adicionando-se todos os dias me-
tanol na fase de vapor. As coldnias mostrando um crescimento visi-
vel foram contadas como Mut+ e as que nao mostraram qualquer cres-
cimento visivel foram contadas como Mut .

Aproximadamente 12% dos transformantes cresciam lentamen-
te, o que & indicador da quebra do local AOX1l. Compararam-se vinte
e dois destes transformantes com a estirpe de controio, G-PA0804,
em relagao as velocidades de crescimento em metanol. A estirpe
G-PAO804 foi desenvolvida quebrando o local AOX1 com um digerido
BglII do plasmideo de base pA0O804. Esta apresenta o fendtipo Mut
esperado mas nao exprime um produto do gene recombinante. Todos os

transformantes hSOD Mut pareceram crescer, aproximadamente, 3 mes-
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ma velocidade do que o G-PAO804. Uma velocidade de crescimento mais
lenta pode ser indicativa de toxicidade para as células do produto
de gene heterdlogo.

Nove das cé&lulas His+Mut_ foram analisadas por manchas de
Southern, tal como aqui anteriormente se descreveu. Verificou-se
que todas as nove estirpes tinham integrado uma copia da “cassette"
de expressao no local AOX1l, quebrando assim o gene. Estas estirpes
foram designadas por G-SOD104Cl a G-SOD104C9.

Cultivaram-se trés destas estirpes, bem como a estirpe de
controlo, em baloes agitados para analisar o nivel e a natureza re-
gulada por metanol do ARNm especifico da hSOD. Estas células foram
cultivadas até a fase estacionaria em YBN (Base de Azoto de Leve-
dura 0,67%) tamponado 1X contendo 5% de glicerol, lavaram-se com
agua e semearam-se a uma DO de aproximadamente 1,0, no meio YBN
1X contendo 1% de metanol. Apds 48, 96 e 120 horas de crescimento
em metanol, retiraram-se aliquotas, cada uma contendo 100 OD, para

a determinagado dos niveis de hSOD e de ARNm.

O ARN foi analisado por manchas Northern como anteriormen—
te se descreveu, As trés estirpes pareceram ter gquantidades seme-
lhantes de ARNm de SOD com cada estirpe possuindo mais/g%imeiro ins-
tante de colheita, i.e., logo inicialmente no crescimento em meta-
nol do que nos dois ltimos instantes de colheita de amostras. A
estirpe de controlo nao tinha ARNm que se hibridasse com a sonda de
oligonucledotido. Todas as trés estirpes transformantes possuiam:
actividade de hSOD tal como foi determinado por separagao e ensaio

de electroforese (que se descreve no Exemplo 4).

Exemplo 3

Crescimento de estirpes de P. pastoris exprimindo hSOD em

fermentadores de 1 litro.

Com base nos resultados da expressao em baldes agitados,
testaram-se duas das estirpes Mut+, G+SOD104C1l0 (uma cdpia) e
G+SOD104C3 (duas cOpias), e uma das estirpes Mut , G-SOD104C5, em
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fermentadores de 1 litro para avaliar a produgao de hSOD. Cultiva-
ram-se as células Mut® de um modo de alimentacao descontinua, com
uma concentragao de metanol limitada, e as c@lulas Mut foram cul-
tivadas de um modo de alimentacao descontinua, com um excesso de
metanol, e de um modo de alimentacgao descontinua, com uma alimen-

tacao mista, como a seguir se descreve:

A. Modos de Fermentacao

1. Alimentacao descontinua de metanol, quantidade limita-
da de MeOH, fendtipos Mut ™’

Ensaio 441 G+S0D104C3 (
Ensaio 442  G+S0OD104Cl0 (copia simples no HIS4)
Ensaio 459  G+SOD104Cl10 (cOpia simples no HIS4)
Ensaio 460 G+80D104C3 (

copia dupla)

copia dupla)

Esterilizou-se o fermentador em autoclave com 700 ml de
um meio de sais minimos (concentracao final de sais de 3,3 X) e com
4% de glicerol. ApOs a esterilizagao, adicionaram-se 3 ml de YTM4
e 3 ml de IM1 e ajustou-se o pH a 5 com solugdao concentrada de
NH4OH. Depois, manteve-se o pH 5 pela adicao de solugao de NH4OH
diluida (l:4), contendo 0,1% de agente anti-espuma Struktol J673
(Struktol Co., Stow, OH, E.U.A.). Os indculos foram preparados a
partir de placas selectivas e cultivados, de um dia para o outro,
a 300C, em solugao com 0,67% de base de azoto de levedura, tampo-
nada com fosfato (pH 5), contendo 2% de glicerol. Inoculou-se o fer-
mentador com as células cultivadas e o regime de crescimento des-
continuo durou pelo menos 18 a 24 horas. Na altura da exaustao de
substrato, iniciou-se uma alimentagao de glicerol a 50% (contendo
12 m1/1 de YTM4 e de IM1l) com 12 ml/h durante 7 horas. No instante
de exaustao do substrato, usualmente apds 6 horas de alimentacdo de
glicerol, iniciou-se uma alimentagao de MeOH (contendo 12 ml/l de
YTM4 e de IM1l), com 1,5 ml/h, e adicionaram-se mais 3 ml de YTM4 e
de IMl ao fermentador. Durante as 10 horas seguintes fizeram-se

ajustes . de 10% de 30 em 30 minutos até se ter um caudal de alimen-
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tagao final de 7,5 ml/h. A colheita do vaso reaccional foi efectu-

ada 48 - 80 horas apOs a indugao com MeOH.

2. Quantidade limitada de NaOH, cultura continua, feno-
. +
tipo Mut

Ensaio 476 G+s0ob104c3 (copia dupla)

0 fermentador foi preparado como aqui anteriormente se des-
creveu para o protocolo de alimentacao descontinua com gquantidade
limitada de MeOH. Apds a exaustdao do glicerol, iniciou-se uma ali-
mentacao de MeOH a 5% (contendo sais de base 4X, 12 ml de YTM4 e
de IM1l por litro de MeOH), com 10 ml/h. Aumentou-se o caudal de
MeOH a 5% até 60 ml/h durante as seis horas seguintes. Quando o vo-
lume de liquido no reactor atingiu 1 litro (em aproximadamente 30
horas), iniciou-se uma corrente de recolha com um caudal igual ao
caudal de alimentagao para manter um volume constante de 1 litro no
fermentador.

Apds 143 horas em MeOH, adicionou-se ao reactor 1 ml de
uma solugao de 1% de cobre e de zinco. Apds 295 horas em MeOH, di-
minuiram-se os caudais de alimentacao e de efluente até um valor
de 30 ml/h. Passou-se da cultura continua para o modo de alimenta-
cao descontinua, passando da alimentacdo de MeOH a 5% para uma ali-
mentagao de MeOH a 100% (mais 12 ml/l de YTM4 e de IM1l) e parando
com a corrente de efluente. O modo de alimentacao descontinua foi
realizado como anteriormente se descreveﬁ, durante um periodo de

72 horas, com um total de 503 horas de MeOH para todo o ensaio.

3. Alimentacao descontinua de Metanol, excesso de MeOH,
fendtipos Mut

Ensaio 445  G-SOD104C5 (copia simples no AOX1)

Preparou-se o fermentador e inoculou-se, como anteriormen-
te se descreveu para o ensaio de alimentac¢ao descontinua com meta-
nol com a estirpe Mut”. No instante da exaustao de substrato inici-
ou-se uma alimentacgao de metanol (contendo 12 ml/l de YTM4 e de IMl),
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com 0,5 ml/h e ao fermentador adicionaram-se mais 3 ml de YTM4 e
de IMl. Aumentou-se o caudal de alimentagao durante o decorrer da
fermentagao para manter uma concentragao residual de MeOH de apro-
ximadamente 4 g/1l. A colheita do vaso reaccional foi efectuada 6

a 10 dias apds a indugao com MeOH.

4. Alimentagao descontinua, alimentacdo mista, fendtipo
Mut~

Ensaio 446  G-S0D104C5 (cOopia simples no AOX1)

Preparou-se o fermentador e inoculou-se, como anteriormen-
te se descreveu para o ensaio de'alimentagéo descontinua de metanol
com a estirpe Mut+. No instante da exaustao do substrato, iniciou-
-se uma alimentagao com glicerol a 50% (contendo 12 ml/l de YTM4 e
de IM1l) com 5,4 ml/h durante 6 horas. Depois, reduziu-se o caudal
de alimentagao de glicerol para 3,6 ml/h, adicionaram-se 3 ml de
YTM4 e 3 ml de IMl, e iniciou-se uma alimentacao de MeOH (contendo
12 ml/1 de YTM4 e de IMl). O caudal inicial de adigdo de MeOH foi
de cerca de 1 ml/h (razao de alimentacao MeOH:glicerol de 0,7:1).
Durante as 10 horas seguintes fizeram-se ajustes com incrementos de
10%, de 30 em 30 minutos, ate se atingir um caudal de alimentagéo
final de 4,9 ml/h (razao de alimentacdo MeOH/glicerol de 2:1). Ajus-
tou-se o caudal de alimentagao de MeOH de modo a que a concentracao
residual de MeOH nao excedesse 4 g/l. A colheita do vaso reaccional
foi efectuada 80 horas apds a indugdo com MeOH.

B. Resultados da Fermentacao

As curvas de evolugao com o tempo da figura 2A mostram a
construgao do valor de densidade celular medida pelo peso himido
(p.hum.) de células empacotadas nos Ensaios 441, 442, 445 e 446.

Os perfis de crescimento celular foram tipicos dos que sao vulgar-
mente observados nos modos de fermentagao 1, 3 e 4, que anteriormen-
te se descreveram.

As estirpes Mut+ dos ensaios 441 e 442 (cOpia dupla e sim-
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ples, respectivamente) atingiram uma densidade de células elevada
(340 - 350 g p.hum./1) em apenas 54 horas, utilizando o protocolo
de alimentagao descontinua de metanol (Modo de Fermentagdo 1). O
protocolo de alimentagdo descontinua de metanol, normalmente usado
para as estirpes Mut (Modo de Fermentagao 3) resulta num tempo de
fermentagao muito mais prolongado, tipicamente de 6 a 10 dias. Isto
& ilustrado pelo Ensaio 445 que requereu 150 horas para atingir um
valor de densidade celular de 280 g p.hum./l. Usando uma estraté-
gia de alimentacao mista no ensaio 446 (Modo de Fermentacado 3), de-
monstrou-se que a estirpe Mut G-SOD104C5 podia ser cultivada rapi-
damente até uma densidade equivalente a das estirpes Mut+; atingiu-

~se uma densidade celular de 380 g p.hum./1 (95 g peso seco 1) em
80 horas.

A evolugao com o tempo da expressdao de hSOD nos ensaios
441, 442, 445 e 446 (Figura 2B) indica que nestes Ensaios os niveis
da hSOD mais elevados (3500 kU/1l ou 0,92 g/l com base numa activi-
dade especifica de 3,8 U/ug) foram produzidos pela estirpe de copia
dupla G+SOD104C3. Esta estirpe demonstrou possuir também uma das
produtividades espeéificas mais elevadas, 240 U/g de p.hum. x h

como se indica na Tabela I.

De entre as estirpes de cOpia tUnica, o nivel de expressao
e a produtividade especifica foram mais elevados nas estirpes Mut+,
seguindo-se as estirpes Mut  cultivadas num substrato misto. As cé-
lulas Mut cultivadas num modo com alimentagao descontinua com meta-

nol limitado foram menos produtivas do que as outras.

Tal como & indicado por resultados similares e pelas pro-
dutividades especificas (Tabela I) os ensaios 441 e 442 foram repro-
duzidos com sucesso nos Ensaios 460 e 459, respectivamente. Estes
dois Gltimos ensaios foram induzidos em metanol durante 80 horas.
Umna vez que o rendimento em hSOD & proporcional a quantidade de
massa celular produzida sob condigoes indutoras, nos ensaios mais
prolongados (Figura 2C) obtiveram-se niveis de expressao mais ele-
vados, de 5100 kU/1 e de 1400 kU/1, respectivamente. Com base na de-

terminagao dos inventores da actividade especifica da hSOD, o melhor
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nivel de expressao foi conseguido no Ensaio 460. Produziram-se 1,3

g de hSOD por litro de volume de fermentador.
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Tal como aquili anteriormente se descreveu, o Ensaio 476 foi
realizado primeiro num modo de cultura continua, seguido de um modo
de cultura descontinua. Na cultura continua, os niveis de hSOD fo-
ram mantidos durante 431 horas e eram insensiveis a adigao de cobre
ou de zinco ac reactor. Como se ilustra na Tabela I, com a estirpe
G+SO0D104C3 de copia dupla, fermentada de acordo com este protocolo
de fermentagao, obteve-se a melhor produtividade especifica (330
U/gxh) .

Os niveis de expressao de hSOD anteriormente referidos sao
baseados nos resultados de ensaios de actividade que aqui a seguir
se descrevem no Exemplo 4. Uma vez que os ensaios de actividade po-
dem apenas determinar as moléculas funcionais, as enzimas desnatu-
radas ou inactivas escaparao a detecgao. Deste modo, os niveis de
expressao indicados sao valores limite inferiores; os niveis verda-

deiros sao iguais ou superiores a estes valores.

Exemplo 4
Caracterizacao da hSOD
A. Ensaios de actividade

(0O principio dos ensaios de actividade de SOD estd ilus-

trado na Figura 3)

1. Ensaio do nitrito

0 ensaio do nitrito /Y. Oyanagui, Anal. Biochem. 142 290

(198417 foi usado para medir a actividade de hSOD. Este ensaio e
baseado na oxidacao da hidroxilamina, pela hSOD, em nitrito que e

depois detectado com um corante indicador.

0 ensaio do nitrito tem provado ser particularmente bem
sucedido na medigao de concentragoes de hSOD em lisados de Pichia.
Na Tabela II mostra-se que varias amostras colhidas durante os en-
saios de fermentagao deram valores de actividade elevada, enquanto
gque com a amostra de controlo (G-PA0804) se obtém um valor muito
mais baixo, frequentemente ta pequeno quanto 5% do obtido com as es-~

tirpes recombinantes. Assim, este ensaio pode diferenciar a activi-
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dade de hSOD recombinante de outras actividades semelhantes a de
SOD no lisado e, como se mostra na Tabela II, com um desvio geral-

mente inferior a 10%.

TABELA II

Variacdo. do Ensaio de SOD

Anmostra de Ensaio Actividadel Desviogr-%

(Ensaio ne-horas) . , , (unidades/ul)
441-21 0,791 10,44
441~-54 1,779 4,00
442-21 0,385 6,94
442-54 0,569 11,40
445-34 0,340 6,89
445-143 0,442 6,85
804 (controle) 0,089 17,10

1

Os nﬁmeros representam a média dos valores de 4 ensaios.

2 Calculado a partir do desvio padrao da amostra em relacao ao valor meédio.

O ensaio do nitrito foi normalizado em relagao ao ensaio
do citocromo c, testando um padrao de SOD de eritrdcitos humana
(Sigma Chemical Company) e a SOD recombinante humana purificada de

P, pastoris em cada um dos ensaios. De acordo com o fabricante, a

SOD de eritrécitos tem uma actividade especifica de 2,7 unidades/
/ug no ensaio do citocromo c¢. Neste ensaio, os inventores determi-
naram uma actividade especifica de 3,8 unidades/ug e verificou-se
gque a hSOD recombinante purificada, preparada de acordo com a inven-
cdo, tinha o mesmo valor de actividade especifica. Todas as concen-
tracoes de proteinas foram verificadas usando andlise quantitativa
de aminoadcidos. O ensaio de nitrito deu também valores idénticos

para as duas preparacoes. Deste modo, pode usar-se o ensaio de ni-
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trito, mais simples e mais discriminante, para testar amostras de
lisado, se os valores obtidos para as amostras desconhecidas forem
sempre comparados com os obtidos com a enzima pura de actividade

especifica conhecida.

2. Separacao e ensaio de electroforese

As actividades de hSOD‘éndégena e heterdloga na P. pasto-
rig podem ser separadas e testadas num gel de acrilamida apds elec-
troforese nao desnaturante. Para este ensaio, o gerador e o detec-
tor de superoxido mais convenientes sao, respectivamente, a ribofla-
vina/TEMED e o azul de tetrazolio (NBT) [ﬁeauchamp et al., Anal.
Biochem. 44, 276 (197117. O NBT & convertido no produto azul atra-

vés do gel com excepgao das areas onde estad presente SOD que destroi

o superdoxido. Separaram-se os extractos de células transformadas,
cultivadas em baldes agitados, por electroforese e verificou-se que
tinham actividade de SOD que co—migrarcom o padrao humano. Os ex-
tractos de células de controlo também produziram uma zona limpa nos
geles, mas esta situava-se numa regiéo do gel bem isolada da posi-
¢ao da forma humana da SOD, com uma maior mobilidade electroforéti-
ca. Surpreendentemente, as células transformadas que exprimiam ni-
veis maximos de SOD humana nao produziram qualguer actividade dig-
na de nota na posicdo do gel correspondente a das células de con-
trolo. Existia contudo uma nova zona limpa que apareceu para uma mo-
bilidade intermediadria entre a posigao da SOD de P. pastoris endo-

gena e a posicdo da SOD humana recombinante. Isto sugere que pode

formar-se um heterodimero entre a SOD de P. pastoris enddgena e a

SOD humana recombinante.

Numa separagao e ensaio de electroforese tipicos, submete-
ram-se aliquotas, equivalentes a 4 ul de extractos, em fosfato 50 mM,
pH 7,8, a electroforese nao desnaturante e geraram~se e detectaram-

-se os radicais superdxido como anteriormente se descreveu.

B. Imunodetecgao

Usou-se anti-soro de cabra para hSOD auténtica. Como segun-
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do anticorpo usou-se anti-soro de coelho anti-IgG de cabra (Organon
Teknika, Westchester, PA), para aumentar a eficiéncia de ligagao da
1251 proteina a.

Usou-se electroforese em gel de poliacrilamida - SDS para
separar a hSOD dos componentes que reagem de um modo cruzado em 1li-

sados de P. pastoris. Reduzirdm-se as amostras, desnaturaram-se e

submeteram-se a electroforese em geles de acrilamida a 15% para re-
solver os mondmeros de hSOD de 16 kilodalton. Os lisados de trans-
formantes de SOD cultivados em balaoc agitado tinham uma banda imﬁ—
norreactiva que co-migrava com o padrao de hSOD e com o material

gue reagia de um modo cruzado, de peso molecular aparente mais ele-
vado. Os lisados de controlo, por outro lado, tinham uma imunorre-
actividade muito pequena na regiao hSOD do gel, mas mostravam o

mesmo material de peso molecular elevado. Quando se compararam li-
sados de baloes agitados a estirpe Mut” de duas coOpias (G+SOD104C3)
exibiu consistentemente uma banda mais intensa do que qualquer das

estirpes de copia Unica.

As manchas Western podem proporcionar uma medida quantita-
tiva de quantidade de proteina imunorreactiva num lisado, por com-
paracao cuidadosa, no mesmo gel, com varias concentragoes de padrao.
Os resultados das manchas Western quantitativas confirmaram e com-
plementaram os resultados obtidos a partir do ensaio espectrofoto-
métrico de nitritos e dos geles de actividade NBT. As quantidades
medidas de actividade de hSOD e de proteina hSOD eram as mesmas a
menos do erro experimental. Esta & uma comparacao importante pois
sugere que todos os polip@ptidos hSOD estdo adequadamente dobrados
e totalmente activos. Adicionalmente, a coloragdo com Azul de Coo-
massie quer dos geles desnaturantes,'quer dos geles nativos, mostrou
bandas claramente visiveis que co-migram com o padrdo de hSOD. Es-
tas bandas de Coomassie tinham a intensidade esperada de acordo com
as outras estimativas da proteina hSOD total na amostra. Uma vez
que os geles desnaturantes separam de acordo com o tamanho e que os
geles nativos separam com base na dimensao e na carga, o facto de
a hSOD recombinante co-migrar com o padrao em ambos Os sistemas

constitui evidencia de que a enzima recombinante produzida na Pichia
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esta adequadamente dobrada, tem o tamanho correcto e apresenta a

carga superficial adequada.

Exemplo 5

Purificagao e estabilidade da hSOD produzida em P. pastoris

Extraiu-se mais do que 90% da hSOD recombinante de célu~

las de P. pastoris lisadas com pérola de vidro na presenga de tam-

poes simples. Tipicamente, usou-se um tampao de fosfato de sddio ou
potassio- 50 mM contendo EDTA 0,1 mM, a pH 7,8, e a recuperagao,
ap0s correcgoes para ter em conta o volume de residuos sdlidos, foi,
pelo menos, 95% quando medida, quer pelo ensaio de actividade, quer
por manchas Western. (Pode usar~-se qualquer tampao no qual a enzima
seja estavel.) A hSOD recombinante foi purificada a partir do lisa-
do de células, essencialmente como se descreveu em McCord et al.,

J. Biol. Chem. 241, 6049 (1969) para lisados de eritrocitos.

A hemoglobina & precipitada a partir da preparacdo de eri-
trocitos por um tratamento de etanol-clorofdrmio. De modo semelhan-
te removeram~se muitas proteinas de levedura de lisados de P. pas-
toris. A suspensao de lisado, agitada, adicionou-se, gota a gota,
etanol, 25% do volume de lisado, e manteve-se a suspensao a uma tem-
peratura inferior a 4°C num banho de agua salgada-gelo. De um modo
similar adicionou-se clorofdérmio (15 por cento do volume de lisado
inicial). Deixaram-se as. proteinas contaminantes desnaturar e pre-
cipitar, por agitacao durante 15 minutos adicionais no banho de ge-

lo, e removeu-se o precipitado por centrifugacao.

A superdxido-dismutase foi purificada adicionalmente por
um passo de extracgao de fase. Ao sobrenadante adicionou-se fosfa-
to de potassio dibdsico e agueceu-se até 25°C. Quando na solucio
2HP04 (pe-
so/volume), a hSOD passou-se da fase inferior com uma concentracgao

de etanol-clorofdrmio se dissolveram trinta por cento de K

de sal elevada para a fase superior. A fase superior foi arrefecida
a 4oC e clarificada por centrifugacgao.

A hSOD recombinante foi concentrada por precipitagao com
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acetona fria (75% do volume de sobrenadante), centrifugou-se e res-
suspendeu-se num volume reduzido. A solugao foi dialisada até ao
equilibrio contra fosfato de potédssio 2,5 mM, pH 7,8. (Em vez do
tampao de fosfato de potdssio pode usar-se qualquer tampao de for-
¢ca idnica baixa, a um pH proximo da neutralidade.) Este tampao de-
vera ser um tampao de equilibrio para o DE-52, ou para qualquer ou-
tro permutador de anioes similar, usado no passo seguinte. A hSOD
foi eluida a partir do DE-52 num gradiente de fosfato de potassio
2,5 a 100 mM, pH 7,8.

Quando armazenada na forma de lisado a 3 - 50C, a activi-
dade de hSOD & estavel durante pelo menos quatro semanas. Na for-

ma de proteina purificada a hSOD recombinante de P. pastoris & es-

tavel pelo menos durante oito semanas a 3 - 5°C.
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REIVINDICACDOES

1 - Processo de preparacao de polipéptidos com activida-

de SOD caracterizado por compreender a cultura de transformantes de

P. pastoris contendo no seu genoma pelo menos uma cOpia de uma se-

quéncia de ADN codificand. operavelmente no P. pastoris um polipé&p-

tido com actividade SOD em associagao operacional com uma regiao

promotora de um gene de P. pastoris sob condigoes de modo a permi-

tir a expressao da referida sequéncia de ADN na referida P. pasto-
ris. ' .

2 - Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-

zado por os referidos transformantes de P. pastoris conterem, no

seu genoma, pelo menos duas cOpias das referidas sequéncias de ADN.

3 - Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-

zado por os referidos transformantes de P. pastoris conterem no seu

genoma pelo menos uma cOpia de uma "cassette" de expressao, compre-
endendo, na direcgao de transcrigcdao, uma regido promotora de um pri-
meiro gene de P. pastoris, uma sequéncia de ADN codificando no P.

pastoris um polipéptido com actividade SOD e um terminador de trans-

crigao de um segundo gene de P. pastoris, os referido primeiro e

segundo genes de P. pastoris sendo idénticos ou diferentes, e os

segmentos da referida "cassette" de expressao estando em associacao
operacional.

4 - Processo de acordo com a reivindicacao 3, caracteri-

zado por os referidos transformantes serem obtidos por transforma-
cao com um fragmento de ADN.

5 - Processo de acordo com a reivindicagao 4, caracteri-
zado por os referidos transformantes serem cultivados num meio con-
tendo metanol como fonte de carbono.

6 ~ Processo de acordo com a reivindicagao 5, caracteri-
zado por os referidos transformantes serem desenvolvidos a partir
da estirpe GS115 de P. pastoris hisd .
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7 - Processo de acordo com a reivindicacao

zado por os referidos transformantes terem o fendtipo

8 - Processo de acordo com a reivindicacao

zado por os referidos transformantes terem o fendtipo

9 =~ Processo de acordo com a reivindicacao

4, caracteri-
Mut .

4, caracteri-

+
Mut .

4, caracteri-

zado por compreender o passo de colheita do referido SOD dos refe-

ridos transformantes.

Lisboa,

13. FEV. 1990

Por THE SALK INSTITUTE BIOTECHNOLOGY/
/INDUSTRTAL ASSOCIATES, INC.

- O AGENTE OFICIAL -
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