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Relatorio Descritivo da Patente de Inveng¢ao para "ACIDO
NUCLEICO CODIFICANDO UMA FITASE, CASSETE DE EXPRES-
SAO, VETOR, VEICULO DE CLONAGEM, CONSTRUGAO DE DNA
E CELULA DE MICRO-ORGANISMO TRANSFORMADA COMPRE-
ENDENDO O MESMO".

Pedido Dividido do Pl0208851-7, depositado em
24.05.2002
REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS RELACIONADOS
[001] Este pedido de patente é uma continuagao-em-parte do
Pedido de Patente U. S. Série No. (USSN) 09/866.379, depositado em
24 de maio de 2001.

CAMPO DA INVENCAQO

[002] Esta invengao refere-se aos polinuclectideos recente-

mente produzidos, polipeptideos codificados por tais polinucleoti-
deos, usos de tais polinucleotideos e polipeptideos, como também
a producdo e isolamento de tais polinucleotideos e polipeptideos.
Em particular, a invengéo fornece polipeptideos tendo atividade de
fitase, por exemplo, SEQ ID N°: 1. A invengdo fornece enzimas de
fitase isoladas e recombinantes. As fitases podem ser produzidas
por modificagdo do appA do tipo selvagem de E. coli ou elas po-
dem ser produzidas de celulas hospedeiras recombinantes. As fita-
ses da invengao podem ser usadas para ajudar na digestao de fita-
to. As fitases da invengdo podem ser usadas em géneros alimenti-
cios para melhorar o valor alimenticio de ingredientes ricos em fita-
to. As fitases da invengio podem ser termotolerantes efou termoes-
taveis. Também fornecido sdo métodos para obter um polinucleoti-
deo variante codificando uma fitase e para obter uma fitase com
termoestabilidade ou termotolerdncia em temperaturas altas ou
baixas.

FUNDAMENTO
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[003] Minerais sao elementos essenciais para o desenvolvimento
de todos os organismos. Minerais dietéticos podem ser derivados de
muitos materiais-fontes, incluindo plantas. Por exemplo, sementes de
plantas sdo uma fonte rica de minerais uma vez que elas contém ions
que sdo complexados com os grupos de fosfato das moléculas de aci-
do fitico. Estes minerais associados ao fitato podem, em alguns casos,
satisfazer as necessidades dietéticas de algumas espécies de orga-
nismos criados no campo, como ruminantes com multiestbmago. Con-
sequentemente, em alguns casos, os ruminantes requerem suplemen-
tagcdo menos dietética com fosfato inorgénico e minerais porque os mi-
croorganismos no rume produzem enzimas que catalisam a conversao
de fitato (mio-inositol-hexafosfato) em inositol e fosfato inorganico. No
processo, minerais que foram complexados com fitato sdo liberados. A
maioria das espécies de organismos cultivados em campo, porém, nao
pode eficazmente utilizar minerais associados ao fitato. Desse modo,
por exemplo, na produ¢ao de animais de criagdo de animais monogas-
tricos (por exemplo, porcos, passaros e peixe), a alimentagdo é co-
mumente suplementada com minerais e/ou com substancias antibiéti-
cas que alteram o ambiente da flora digestiva do organismo em con-
sumo para intensificar as taxas de crescimento.

[004] Como tal, ha muitos fardos problematicos - relacionados a
nutricio, etapas de processamento ex vivo, saude e medicina, conser-
vagao ambiental e administragado de recursos - que estdo associados
com uma hidrédlise insuficiente de fitato em muitas aplicagbes. O se-
guinte sdo exemplos nao limitativos destes problemas:

[00%] A suplementagao de dietas com minerais inorganicos é
uma despesa dispendiosa.

[006] A presenga de fitato nao-hidrolisado é indesejavel e pro-
blematica em muitas aplicagbes ex vivo (por exemplo causando a pre-

senga de lama indesejada).
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[007] A suplementagcdo de dietas com antibiéticos propde uma
ameaga médica ao homem e animais semelhantes aumentando a
abundéncia de patégenos tolerantes a antibioticos.

[008] A descarga de minerais fecais nao-absorvidos no ambiente
rompem e danificam os ecossistemas de solos circunvizinhos, aguas
de criagao de peixes e aguas superficiais em geral.

[009] Os valiosos oferecimentos nutricionais de muitos géneros
alimenticios potenciais permanecem significativamente inexplorados e
desperdigcados.

[0010] Muitas plantas potencialmente nutritivas, incluindo particu-
larmente suas sementes, contém quantidades apreciaveis de nutrien-
tes, por exemplo fosfato, que estao associados com fitato de uma ma-
neira de modo que estes nutrientes nao estao livremente disponiveis
no consumo. A indisponibilidade destes nutrientes & pelo menos parci-
almente superada por alguns organismos, incluindo vacas e outros
ruminantes tendo uma capacidade digestiva suficiente - largamente
derivada da presenga de formas de vida simbidntica em seus tratos
digestivos - para hidrolisar fitato e liberar os nutrientes associados. Po-
rém, a maioria das espécies de animais do campo, incluindo porcos,
peixe, galinhas, perus, como também outros organismos né&o-
ruminantes incluindo o homem, nao ineficazes de liberar estes nutrien-
tes eficazmente apés ingestao.

[0011] Por conseguinte, géneros alimenticios contendo fitato re-
querem suplementagdo com nutrientes exégenos e/ou com uma fonte
de atividade de fitase para melhorar seus oferecimentos nutricionais
deficientes sob consumo por um niumero muito grande de espécies de
organismos.

[0012] Em ainda outro aspecto, a presenga de fitato nao-
hidrolisado conduz as consequéncias problematicas em processos ex

vivo incluindo - mas nao limitado - o processamento de géneros ali-
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menticios. Em uma mera exemplificagdo, como descrito em
EP0321004-B1 (Vaara et al.), ha uma etapa no processamento de
graos de milho e de sorgo por meio do qual os graos duros s&o mace-
rados em agua para amacia-los. As substancias soluveis em agua que
se lixiviam durante este processo se tornam parte de um liquido de
maceracgdo de milho que é concentrado por evaporagdo. Acido fitico
nao-hidrolisado no liquido de maceragao do milho, em grande parte na
forma de sais de calcio e magnésio, é associado com fésforo e deposi-
ta uma lama indesejavel com proteinas e ions de metal. Esta lama é
problematica na evaporagao, transporte e armazenamento do liquido
de maceragao do milho.

[0013] A suplementagdo de dietas com substancias antibidticas
tem muitos resultados benéficos na produgdo de animais de criagao.
Por exemplo, além de seu papel como meios profilaticos para repelir
doenga, a administragdo de antibi6éticos exdégenos foi mostrada au-
mentar as taxas de crescimento acima de 3-5 %. O mecanismo desta
acao também pode envolver - em parte - uma alteragdo no ambiente
da flora digestiva de animais do campo, resultando em um equilibrio
microfloral que esta mais ideal para absor¢ao de nutriente.

[0014] Porém, um efeito negativo significativo associado com a
overdose de antibidticos € o perigo de criar um repositorio de cepas
microbianas patogénicas resistentes a antibidticos patogénicas. Este
perigo é iminente, e a elevagao de patégenos resistentes a drogas em
seres humanos ja esteve ligada ao uso de antibidticos em animais de
criagdo. Por exemplo, Avoparcin, o antibidtico usado nas alimentagdes
de animais, foi proibido em muitos lugares em 1997, e os animais es-
tdo sendo agora dado outro antibiético, virginiamicina, que € bem pa-
recido a nova droga Synercid, usada para substituir vancomicina em
seres humanos. Porém, estudos ja mostraram que alguns enterococos

em animais de fazenda sao resistentes a Synercid. Por conseguinte,
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consequéncias indesejadas de tolerancia, como aquelas ja vistas com
Avoparcin e vancomicina, sao provaveis reocorrer nao importa que no-
vos antibiéticos sdo usados como profilaticos gerais para animais do
campo. Conseqlentemente, investigadores estdo pedindo controles
mais rigidos no uso da droga na industria.

[0015] Os aumentos nas taxas de crescimento alcangados em
animais criados com géneros alimenticios suplementados com as mo-
léculas de fitase imediatamente divulgadas equiparam - se ndo exce-
der - a aqueles alcangados usando antibiéticos como, por exemplo,
Avoparcin. Conseqiientemente, as moléculas de fitase imediatamente
descritas - ou sozinhas ou em combinagdo com outros reagentes (in-
cluindo mas nao limitado a enzimas, incluindo proteases) - ndo sé sao
uteis nesta aplicagéo (por exemplo, por aumentar a taxa de crescimen-
to de animais do campo) mas também em outras aplicagdes onde hi-
drélise de fitato é desejavel.

[0016] Uma consequéncia ambiental € que o consumo de géneros
alimenticios contendo fitato por qualquer espécie de organismo que é
deficiente em fitase - independente se os géneros alimenticios sdo su-
plementados com minerais - conduz a poluigdo fecal resultante da ex-
cre¢ao dos minerais nao-absorvidos. Esta poluigdo nao s6 tem um im-
pacto negativo no habitat imediato mas consequentemente também
nas aguas circunvizinhas. As alteragdes ambientais ocorrem primaria-
mente na base da cadeia alimentar, e portanto tem o potencial para
penetrar para cima e em todo um ecossistema para efetuar dano per-
manente e catastréfico - particularmente apés anos de poluigéo ininter-
rupta. Este problema tem o potencial de se manifestar em qualquer
area onde o processamento de fitato concentrado ocorre - incluindo
etapas de processamento in vivo (por exemplo por animais em areas
de produgdo de animais de criagdo, pisos de zooldgicos, refugios da

vida selvagem, etc.) e in vitro (por exemplo em moenda a umido de
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milho comercial, processos de maceragao de cereais e outros).

[0017] A decisdo de usar moléculas de fitase adicionadas de forma
exdgena - ou para substituir completamente ou aumentar o uso de mi-
nerais e/ou antibiéticos administrados de modo exdgeno - por fim ne-
cessita passar por um teste de viabilidade financeira e eficacia de cus-
to pelo usuario cujo sustento depende da aplicagao pertinente, como
produgao de animais de criagao.

[0018] Por conseguinte, ha uma necessidade por meios para al-
cangar hidrélise de fitado eficiente e de custo eficaz em varias aplica-
¢oes. Particularmente, ha uma necessidade por meios para otimizar a
hidrélise de fitato em aplicagdes comerciais. Em um aspecto particular,
ha uma necessidade de otimizar métodos de tratamento comerciais
que melhoram os oferecimentos nutricionais de géneros alimenticios
contendo fitato para consumo por seres humanos e animais do campo.
[0019] Fitato ocorre como uma fonte de fosforo armazenado em
virtualmente todas alimentagdes vegetais (Graf (Ed.), 1986). Acido fiti-
co forma uma parte normal da semente em cereais e legumes. Ele
funciona para ligar minerais dietéticos que séo essenciais a nova plan-
ta enquanto ela emerge da semente. Quando os grupos de fosfato de
acido fitico forem removidos pela fitase da enzima da semente, a ca-
pacidade de ligar ions de metal é perdida e os minerais ficam disponi-
veis a planta. Em graos de alimentagdo de animais de criagéo, os mi-
nerais de trago ligados através do &cido fitico encontram-se largamen-
te indisponiveis para absorgdo por animais monogastricos, que care-
cem de atividade de fitase.

[0020] Embora alguma hidrélise de fitato ocorra no célon, a maior
parte do fitato passa pelo trato gastrintestinal dos animais monogastri-
cos e é excretada no adubo contribuindo para problemas de poluigao
de fosfato fecal em areas de intensa produgéo de animais de criagao.

Fésforo inorganico liberado no célon tem um valor nutricional aprecia-
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velmente diminuido em animais de criagdo porque o fésforo inorganico
é principalmente absorvido - se ndo de modo virtual exclusivamente -
no intestino delgado. Desse modo, uma quantidade apreciavel dos mi-
nerais dietéticos nutricionalmente importantes em fitato encontra-se
indisponivel para animais monogastricos.

[0021] Em suma, nutrientes associados ao fitato sdo compreendi-
dos néo s6 de fosfato que é covalentemente ligado ao fitato, mas tam-
bém outros minerais que sao quelados pelo fitato também. Além disso,
ao ingerir, o fitato ndo-hidrolisado pode também encontrar e tornar-se
associado aos minerais adicionais. A quelagao dos minerais pode inibir
a atividade das enzimas as quais estes minerais servem como co-
fatores.

[0022] A conversao de fitato em inositol e fésforo inorganico pode
ser catalisada por enzimas microbianas referidas amplamente como
fitases. As fitases, como fitase N° EC 3.1.3.8, sdo capazes de catalisar
a hidrolise de mio-inositol-hexafosfato em D-mio-inositol 1,2,4,5,6-
pentafosfato e ortofosfato. Certas fitases fungicas, segundo informa-
¢bes, hidrolisam o pentafosfato de inositol em fosfatos tetra-, tri- e
mais baixos. Por exemplo, fitases A. Ficuum, segundo informagdes,
produzem misturas de di e monofosfato de mio-inositol (Ullah, 1988).
Microorganismos produtores de fitase sdo compreendidos de bactérias
como Bacilo subtilis (Powar e Jagannathan, 1982) e Pseudomonas
(Cosgrove, 1970); leveduras como Sacchoromyces cerevisiae (Nayini
e Markakis, 1984); e fungos como Aspergillus terreus (Yamada et al.,
1968).

[0023] Acido fosfatases sdo enzimas que cataliticamente hidroli-
sam uma ampla variedade de ésteres de fosfato e usualmente apre-
sentam o6tima de pH abaixo de 6,0 (lgarashi e Hollander, 1968). Por
exemplo, enzimas de N° EC 3.1.3.2 catalisam a hidrélise de monoéste-

res ortofosféricos em produtos de ortofosfato. Uma acido fosfatase foi
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purificada, segundo informagdes, de A. ficuum. A forma desglicosilada
do acido fosfatase tem um peso molecular aparente de 32,6 kDa (Ullah
et al., 1987).

[0024] Fitase e acido fosfatases menos especificas sdo produzidas
pelo fungo Aspergillus ficuum como enzimas extracelulares (Shieh et
al., 1969)., segundo informagdes, Ullah purificou uma fitase de A. fi-
cuum do tipo selvagem que tinha um peso molecular aparente de 61,7
kDA (em SDS-PAGE; conforme corrigido para glicosilagéo); 6tima de
pH em pH 2,5 e pH 5,5; um Km de cerca de 40 «om; e uma atividade
especifica de cerca de 50 U/mg (Ullah, 1988). Pedido de Patente do
PCT WO 91/05053 também descreve, segundo informagdes, isola-
mento e clonagem molecular de uma fitase de Aspergillus ficuum com
6tima de pH em pH 2,5 e pH 5,5, um Km de cerca de 250 «om e ativi-
dade especifica de cerca de 100 U/mg de proteina. Resumidamente, a
atividade especifica previamente citada para estas enzimas microbia-
nas informadas foi aproximadamente na faixa de 50-100 U/mg de pro-
teina.

[0025] A possibilidade de usar microbios capazes de produzir fi-
tase como um aditivo alimenticio para animais monogastricos foi pre-
viamente informado (Patente U. S. No. 3.297.548 Shieh e Ware; Nel-
son et al., 1971). A eficacia de custo deste método tem sido uma limi-
tagao principal para esta e outras aplicagbes comerciais. Portanto, as
moléculas de fitase melhoradas sdo altamente desejaveis.

[0026] Fitases microbianas também podem ser, segundo informa-
¢Oes, uteis para produzir alimentagido de animais de certos processos
industriais, por exemplo, produtos residuais de trigo e milho. Em um
aspecto, o processo de moenda a umido de milho produz gluténs ven-
didos como alimentagdes de animais. A adi¢do de fitase pode melho-
rar o valor nutricional do produto de alimentagdo, segundo informa-

¢bes. Por exemplo, o uso de enzimas de fitases fungicas e condigdes
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de processo (t~50C e pH ~ 5,5) foram previamente i nformados em
(por exemplo EP 0 321 004). Brevemente, no processamento de fari-
nha de soja usando métodos tradicionais de maceragéo, isto €, méto-
dos sem a adigdo de enzima de fitase exégena, a presenga de fitato
nao-hidrolisado, segundo informagdes, rende farinha e sobras inade-
quadas para as alimentag¢des usadas na criagdo de peixe, aves e ou-
tros nao-ruminantes como também bezerros alimentados no leite. Fi-
tase é, segundo informagdes, util para melhorar o valor nutricional e
comercial deste material de soja de alta proteina (ver Finase Enzymes
por Alko, Rajamaki, Finlandia). Uma combinagédo de fitase fungica e
uma forma de acido fosfatase de 6tima de pH 2,5 A. niger foi usado
por Alko, Ltd como um suplemento de alimentagdo de animais em
seus produtos degradativos de acido fitico Finas F e Finase S. Porém,
a eficacia de custo deste método permaneceu uma limitagdo principal
ao uso mais difundido. Desse modo uma fonte eficaz no custo de fi-
tase grandemente intensificaria o valor das farinhas de feijao-soja co-
mo uma alimentag&o de animais (Shieh et al., 1969).

[0027] Para solucionar os problemas descritos, foi proposto o tra-
tamento de géneros alimenticios com enzimas de fitase exégena, mas
este método nao foi otimizado por completo, particularmente com res-
peito a viabilidade e eficiéncia de custo. Esta otimizagédo requer a con-
sideracdo que uma faixa extensiva de aplicagbes exista, particular-
mente para produgdo em grande escala. Por exemplo, ha uma faixa
extensiva de géneros alimenticios, métodos de preparagao destes e
especies de organismos recipientes.

[0028] Em uma exemplificagdo particular, é apreciado que a fabri-
cagao de péletes de alimentagao de peixe requer exposi¢ao de ingre-
dientes a altas temperaturas e/ou pressdo para produzir péletes que
n&o dissolvam e/ou degradem prematuramente (por exemplo antes do

consumo) na sujeicdo a agua. Desse modo, seria desejavel para este
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processo industrial obter enzimas aditivas que sdo estaveis sob condi-
¢Oes altas de temperatura e/ou pressao. Conseqlentemente € apreci-
ado que as fitases distintas podem ser diferentemente preferiveis ou
ideais para aplicagbes distintas.

[0029] E reconhecido, além disso, que um modo importante para
otimizar um processo enzimatico € através da modificagéo e melhoria
da enzima catalitica pivotal. Por exemplo, uma planta transgénica po-
de ser formada que é compreendida de um sistema de expressdo para
expressar uma molécula de fitase. E apreciado que tentando melhorar
os fatores que ndo estdo relacionados diretamente com a atividade da
propria molecula expressa, como o nivel de expressdo, apenas um
nivel finito - & potencialmente insuficiente - de otimizagao pode ser de
forma maxima alcangado. Consequentemente, tambem ha uma ne-
cessidade de obter moleculas com caracteristicas melhoradas.
SUMARIO DA INVENCAQ

[0030] A invencao fornece um acido nucleico isolado ou recombi-

nante compreendendo uma sequéncia de acidos nucleicos tendo pelo
menos 98 % de identidade de sequéncia 4 SEQ ID N° 1 em uma regi-
ao de pelo menos cerca de 100 residuos, em que 0s acidos nucleicos
codificam pelo menos um polipeptidec tendo uma atividade de fitase e
as identidades das sequéncias sao determinadas por analise com um
algoritmo de comparag¢ao de sequéncia ou por uma inspegao visual.
Em modalidades alternativas, a sequéncia de acidos nucleicos tem
pelo menos 98 % de identidade de sequéncia a SEQ ID N°: 1 em uma
regiao de pelo menos cerca de 50 residuos, 100 residuos, 150 resi-
duos, 200 residuos, 250 residuos, 300 residuos, 350 residuos, 400
residuos, 450 residuos, 500 residuos, 550 residuos, 600 residuos, 700
residuos, 800 residuos, 900 residuos, 1000 residuos, 1200 residuos
ou 1300 residuos.

[0031] Em modalidades alternativas a sequéncia de acidos nuclei-
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cos tem pelo menos 98 %, 98,5 %, 99 % ou 99,5 % de identidade de
sequéncia a SEQ ID N°: 1 em uma regido de pelo menos cerca de 50
residuos, 100 residuos, 150 residuos, 200 residuos, 250 residuos, 300
residuos, 350 residuos, 400 residuos, 450 residuos, 500 residuos, 550
residuos, 600 residuos, 700 residuos, 800 residuos, 900 residuos,
1000 residuos, 1200 residuos ou 1300 residuos. A sequéncia de aci-
dos nucleicos pode ter uma sequéncia como exposto na SEQ ID N°: 1.
A sequéncia de acidos nucleicos pode codificar um polipeptideo tendo
uma sequéncia como exposto na SEQ ID N°: 2.

[0032] Em um aspecto, o algoritmo de comparagao de sequéncia é
um algoritmo de BLAST versédo 2.2.2. O ajuste de filtragdo pode ser
ajustado para blastall -p blastp - d "nr pataa”, e todas as outras opgdes
séo ajustadas em default.

[0033] Em um aspecto, a atividade de fitase compreende catalise
de fitato (mio-inositol-hexafosfato) em inositol e fosfato inorganico, ou
equivalente. A atividade de fitase pode compreender a hidrélise de fita-
to (mio-inositol-hexafosfato).

[0034] Em um aspecto, a atividade de fitase pode ser termoestavel
ou termotolerante. O polipeptideo pode reter uma atividade de fitase
sob condigbes compreendendo uma faixa de temperatura de entre
cerca de 40T a cerca de 70T. O polipeptideo pode reter uma ativi-
dade de fitase ap6s exposicdo a uma temperatura na faixa de mais
que 37T a cerca de 90T. O polipeptideo pode reter uma atividade de
fitase ap6s exposi¢ao a uma temperatura na faixa de mais que 37TC a
cerca de 50C.

[0039] A invengao fornece um acido nucleico isolado ou recombi-
nante compreendendo uma sequéncia que hibrida sob condigbes rigo-
rosas com uma sequéncia de acidos nucleicos como exposto na SEQ
ID N° 1, em que o acido nucleico codifica um polipeptideo tendo uma

atividade de fitase. O acido nucleico é pelo menos cerca de 50 resi-
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duos, 100 residuos, 150 residuos, 200 residuos, 250 residuos, 300
residuos, 350 residuos, 400 residuos, 450 residuos, 500 residuos, 550
residuos, 600 residuos, 700 residuos, 800 residuos, 900 residuos,
1000 residuos, 1200 residuos ou 1300 residuos no comprimento. Em
um aspecto, as condi¢gdes rigorosas incluem uma etapa de lavagem
compreendendo uma lavagem em 0,2X SSC em uma temperatura de
cerca de 65T durante cerca de 15 minutos.

[0036] A invengao fornece uma sonda de acido nucleico para iden-
tificar um acido nucleico codificando um polipeptideo com uma ativida-
de de fitase, em que a sonda compreende pelo menos 10 bases su-
cessivas de uma sequéncia selecionada de um grupo que consiste em
uma sequéncia como exposto na SEQ ID N° 1, em que a sonda identi-
fica 0 acido nucleico por ligagdo ou hibridagdo. A sonda pode compre-
ender um oligonucleotideo compreendendo pelo menos cerca de 10 a
50, cerca de 20 a 60, cerca de 30 a 70, cerca de 40 a 80 ou cerca de
60 a 100 bases sucessivas de uma sequéncia como exposto na SEQ
ID N°: 1.

[0037] A invengéao fornece uma sonda de acido nucleico para iden-
tificar um acido nucleico codificando um polipeptideo com uma ativida-
de de fitase, em que a sonda compreende uma sequéncia de acidos
nucleicos tendo pelo menos 98 % de identidade de sequéncia a SEQ
ID N°: 1 em uma regido de pelo menos cerca de 100 residuos, em que
as identidades das sequéncias sdo determinadas por analise com um
algoritmo de comparagao de sequéncia ou através de inspegéao visual.
A sonda pode compreender um oligonucleotideo compreendendo pelo
menos cerca de 10 a 50, cerca de 20 a 60, cerca de 30 a 70, cerca de
40 a 80 ou cerca de 60 a 100 bases sucessivas de uma sequéncia de
acidos nucleicos como exposto na SEQ ID N°: 1. A sonda pode com-
preender uma sequéncia de acidos nucleicos tendo pelo menos 99 %

de identidade de sequéncia a uma sequéncia de acidos nucleicos co-
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mo exposto na SEQ ID N°: 1. A sonda pode compreender um subcon-
junto de uma sequéncia como exposto na SEQ ID N°: 1.

[0038] A invengéao fornece um par de sequéncias de iniciadores de
amplificagdo para amplificar um acido nucleico codificando um polipep-
tideo com uma atividade de fitase, em que o par de iniciadores é ca-
paz de amplificar uma sequéncia de acidos nucleicos como exposto na
SEQ ID N° 1. Em um aspecto, cada membro das sequéncias de inici-
adores de amplificagdo compreende um oligonucleotideo compreen-
dendo pelo menos cerca de 10 a 50 bases sucessivas da sequéncia.
[0039] A invengdo fornece um método de amplificar um acido nu-
cleico codificando um polipeptideo com uma atividade de fitase com-
preendendo amplificagdo de um acido nucleico modelo com um par de
sequéncias de iniciadores de amplificacdo capaz de amplificar uma
sequéncia de acidos nucleicos conforme exposto na SEQ NO: 1.
[0040] A invengéo fornece um cassete de expressdo compreen-
dendo um acido nucleico da invengao, por exemplo, uma sequéncia de
acidos nucleicos pelo menos 98 % de identidade de sequéncia a SEQ
ID N°: 1 em uma regido de pelo menos cerca de 100 residuos, em que
as identidades das sequéncias sao determinadas por analise com um
algoritmo de comparagao de sequéncia ou através de inspeg¢éao visual,
ou, um acido nucleico que hibrida sob condigbes rigorosas com uma
sequéncia de acidos nucleicos como exposto na SEQ ID N°: 1, ou uma
subsequéncia desta.

[0041] A invengao fornece um vetor compreendendo um acido nu-
cleico da invengao, por exemplo, uma sequéncia de acidos nucleicos
pelo menos 98 % de identidade de sequéncia a SEQ ID N°: 1 em uma
regiao de pelo menos cerca de 100 residuos, em que as identidades
das sequéncias s&o determinadas por analise com um algoritmo de
comparagao de sequéncia ou através de inspegao visual, ou, um acido

nucleico que hibrida sob condigbes rigorosas com uma sequéncia de
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acidos nucleicos como exposto na SEQ ID N°: 1, ou uma subsequén-
cia desta.

[0042] A invengao fornece um veiculo de clonagem compreenden-
do um vetor da invengdo ou um acido nucleico da invengao, em que o
veiculo de clonagem compreende um vetor vir6tico, um plasmideo, um
fago, um fagemideo, um cosmideo, um fosmideo, um bacteriéfago ou
um cromossomo artificial. O vetor virético pode compreender um vetor
de adenovirus, vetores retroviréticos ou um vetor virético adeno-
associado. O vetor virético pode compreender um cromossomo artifici-
al bacteriano (BAC), um plasmideo, um vetor derivado de bacteriéfago
P1 (PAC), um cromossomo artificial de levedura (YAC), um cromos-
somo artificial mamifero (MAC).

[0043] A invengdo fornece uma célula transformada compreen-
dendo um vetor da invengéo ou um acido nucleico da invengao. O ve-
tor pode compreender uma sequéncia de acidos nucleicos pelo menos
98 % de identidade de sequéncia a SEQ ID N°: 1 em uma regido de
pelo menos cerca de 100 residuos, em que as identidades das se-
quéncias sdo determinadas por analise com um algoritmo de compa-
racao de sequéncia ou através de inspeg¢ao visual, ou, um acido nu-
cleico que hibrida sob condigbes rigorosas com uma sequéncia de aci-
dos nucleicos como exposto na SEQ ID N° 1, ou uma subsequéncia
desta.

[0044] A invengido fornece uma célula transformada compreen-
dendo um vetor da invengao ou um acido nucleico da invengao. O aci-
do nucleico pode compreender uma sequéncia de acidos nucleicos
pelo menos 98 % de identidade de sequéncia a SEQ ID N°: 1 em uma
regiao de pelo menos cerca de 100 residuos, em que as identidades
das sequéncias sdo determinadas por analise com um algoritmo de
comparagao de sequéncia ou através de inspegao visual, ou o acido

nucleico hibrida sob condigbes rigorosas com uma sequéncia de aci-
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dos nucleicos como exposto na SEQ ID N° 1, ou uma subsequéncia
desta. Em aspectos alternativos, a célula € uma célula bacteriana, uma
célula mamifera, uma célula fungica, uma célula de levedura, uma cé-
lula de inseto ou uma célula vegetal.

[0045] A invengdao fornece um animal ndo-humano transgénico
compreendendo um vetor da invengdo ou um acido nucleico da inven-
¢do. Em um aspecto, o acido nucleico compreende pelo menos 98 %
de identidade de sequéncia a SEQ ID N° 1 em uma regido de pelo
menos cerca de 100 residuos, em que as identidades das sequéncias
sdo determinadas por analise com um algoritmo de comparagao de
sequéncia ou através de inspe¢ao visual, ou, compreende um acido
nucleico que hibrida sob condigbes rigorosas com uma sequéncia de
acidos nucleicos como exposto na SEQ ID N°: 1, ou uma subsequén-
cia desta. Em aspectos alternativos, animal ndo-humano transgénico é
um camundongo, uma cabra ou um porco.

[0046] A invengao fornece uma planta transgénica compreenden-
do um vetor da invengdo ou um &acido nucleico da invengédo. Em um
aspecto, a sequéncia de acidos nucleicos tem pelo menos 98 % de
identidade de sequéncia a SEQ ID N°: 1 em uma regido de pelo menos
cerca de 100 residuos, em que as identidades das sequéncias sao de-
terminadas por analise com um algoritmo de comparagao de sequén-
cia ou através de inspeg¢ao visual, ou 0 acido nucleico hibrida sob con-
digdes rigorosas com uma sequéncia de acidos nucleicos como expos-
to na SEQ ID N°: 1, ou uma subsequéncia desta. Em aspectos alterna-
tivos, a planta € uma planta de milho, uma planta de batata, uma plan-
ta de tomate, uma planta de trigo, uma planta de azeitona, uma planta
de colza, uma planta de feijao-soja ou uma planta de tabaco.

[0047] A invengao fornece uma semente transgénica compreen-
dendo um vetor da invengdo ou um acido nucleico da invengao. Em

um aspecto, a sequéncia de acidos nucleicos tem pelo menos 98 % de
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identidade de sequéncia a SEQ ID N°: 1 em uma regido de pelo menos
cerca de 100 residuos, em que as identidades das sequéncias sido de-
terminadas por analise com um algoritmo de comparagao de sequén-
cia ou através de inspegao visual, ou 0 acido nucleico hibrida sob con-
di¢gbes rigorosas com uma sequéncia de acidos nucleicos como expos-
to na SEQ ID N°: 1, ou uma subsequéncia desta. Em aspectos alterna-
tivos, a semente € uma semente de milho, um grao de trigo, uma azei-
tona, uma colza, uma semente de feijdo-soja, um gréo de palma, uma
semente de girassol, uma semente de gergelim, um amendoim ou uma
semente de planta de tabaco.

[0048] A invencgéo fornece um oligonucleotideo anti-sentido com-
preendendo uma sequéncia de acidos nucleicos complementar ou ca-
paz de hibridar sob condi¢des rigorosas com uma sequéncia de acidos
nucleicos pelo menos 98 % de identidade de sequéncia a SEQ ID N°:
1 em uma regiao de pelo menos cerca de 100 residuos, em que as
identidades das sequéncias s&o determinadas por analise com um al-
goritmo de comparagéo de sequéncia ou através de inspegao visual,
ou, um acido nucleico que hibrida sob condigbes rigorosas com uma
sequéncia de acidos nucleicos como exposto na SEQ ID N°: 1, ou uma
subsequéncia desta, ou, uma sequéncia de acidos nucleicos como ex-
posto na SEQ ID N° 1. O oligonucleotideo anti-sentido pode ser entre
cerca de 10 a 50, cerca de 20 a 60, cerca de 30 a 70, cerca de 40 a 80
ou cerca de 60 a 100 bases no comprimento.

[0049] A invengao fornece um método de inibir a tradugdo de uma
mensagem de fitase em uma célula compreendendo administrar a cé-
lula ou expressar na célula um oligonucleotideo anti-sentido compre-
endendo uma sequéncia de acidos nucleicos complementar ou capaz
de hibridar sob condi¢des rigorosas com uma sequéncia de acidos nu-
cleicos pelo menos 98 % de identidade de sequéncia a SEQ ID N°: 1

em uma regiao de pelo menos cerca de 100 residuos, em que as iden-
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tidades das sequéncias sao determinadas por analise com um algorit-
mo de comparagao de sequéncia ou através de inspeg¢ao visual, ou,
um acido nucleico que hibrida sob condigdes rigorosas com uma se-
quéncia de acidos nucleicos como exposto na SEQ ID N° 1, ou uma
subsequéncia desta.

[0050] A invengéao fornece um polipeptideo isolado ou recombinan-
te compreendendo uma sequéncia de aminoacidos tendo pelo menos
98 % de identidade de sequéncia a SEQ ID N°: 2 em uma regido de
pelo menos cerca de 100 residuos, ou, um polipeptideo codificado por
um acido nucleico compreendendo uma sequéncia: (i) tendo pelo me-
nos 98 % de identidade de sequéncia a SEQ ID N°: 1 em uma regiédo
de pelo menos cerca de 100 residuos, em que as identidades das se-
quéncias sdo determinadas por analise com um algoritmo de compa-
ragéo de sequéncia ou através de inspegéo visual, ou, (ii) que hibrida
sob condigdes rigorosas com um acido nucleico como exposto na SEQ
ID N°: 1. Em um aspecto, o polipeptideo tem uma atividade de fitase. A
atividade de fitase pode compreender a hidrélise de fitato (mio-inositol-
hexafosfato).

[0051] Em um aspecto, o polipeptideo isolado ou recombinante
tem um fendtipo termotolerante, isto &, sua atividade de fitase é termo-
tolerante. Em um aspecto, o polipeptideo isolado ou recombinante tem
um fendtipo termoestavel, isto é, sua atividade de fitase é termoesta-
vel.

[0052] Em aspectos alternativos, o polipeptideo isolado ou recom-
binante (sequéncia de aminoacidos) da invengédo tem pelo menos 98
% de identidade de sequéncia a SEQ ID N°: 2 em uma regiao de pelo
menos cerca de 100 residuos, em que as identidades das sequéncias
sao determinadas por analise com um algoritmo de comparagao de
sequéncia ou por uma inspegao visual. Em modalidades alternativas, a

sequéncia de aminoacidos tem pelo menos 98 % de identidade de se-
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quéncia a SEQ ID N° 2 em uma regido de pelo menos cerca de 50
residuos, 100 residuos, 150 residuos, 200 residuos, 250 residuos, 300
residuos, 350 residuos, 400 residuos ou 435 residuos.

[0053] Em aspectos alternativos, o polipeptideo isolado ou recom-
binante (sequéncia de aminoacidos) da invengédo tem pelo menos 98
%, 98,5 %, 99 % ou 99,5 % de identidade de sequéncia a SEQ ID N°:
2 em uma regido de pelo menos cerca de 50 residuos, 100 residuos,
150 residuos, 200 residuos, 250 residuos, 300 residuos, 350 residuos,
400 residuos ou 435. O polipeptideo isolado ou recombinante (se-
quéncia de aminoacidos) da invengédo pode ter uma sequéncia como
exposto na SEQ ID N°: 2. O polipeptideo pode ser codificado por um
acido nucleico tendo uma sequéncia como exposto na SEQ ID N°: 1.
Em um aspecto, o algoritmo de comparagao de sequéncia € um algo-
ritmo de BLAST versdo 2.2.2. O ajuste de filtragdo pode ser ajustado
para blastall -p blastp -d "nr pataa" -F F, e todas as outras op¢des sdo
ajustadas em default.

[0054] O polipeptideo isolado ou recombinante (sequéncia de ami-
noacidos) da invengéo pode ter uma atividade de fitase. Em um aspec-
to, a atividade de fitase compreende catalise de fitato (mio-inositol-
hexafosfato) com inositol e fosfato inorganico, ou equivalente. A ativi-
dade de fitase pode compreender a hidrélise de fitato (mio-inositol-
hexafosfato).

[0055] A invengéao fornece um polipeptideo isolado ou recombinan-
te, em que o polipeptideo tem uma atividade de fitase e carece de uma
sequéncia de sinal e compreende uma sequéncia de aminoacidos da
invengéo, por exemplo, uma sequéncia tendo pelo menos 98 % de
identidade de sequéncia a SEQ ID N°: 2 em uma regido de pelo menos
cerca de 100 residuos, ou, um polipeptideo codificado por um acido
nucleico compreendendo uma sequéncia: (i) tendo pelo menos 98 %

de identidade de sequéncia a SEQ ID N° 1 em uma regido de pelo
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menos cerca de 100 residuos, em que as identidades das sequéncias
sdo determinadas por analise com um algoritmo de comparagao de
sequéncia ou através de inspegéo visual, ou, (ii) que hibrida sob con-
digdes rigorosas com um acido nucleico como exposto na SEQ ID N°:
1. Em aspectos alternativos, a atividade de fitase compreende uma
termoestabilidade quando aquecida para uma temperatura na faixa de
cerca de 37T a cerca de 50C, cerca de 50C a cerc a de 70C ou
aproximadamente 70T a cerca de 90T. A atividade d e fitase ter-
moestavel pode compreender uma atividade especifica a cerca de
37T na faixa de cerca de 100 a cerca de 1000 unida des por miligrama
de proteina. A atividade de fitase termoestavel pode compreender uma
atividade especifica de cerca de 500 a cerca de 750 unidades por mili-
grama de proteina. A atividade de fitase termoestavel pode compreen-
der uma atividade especifica a 37C na faixa de cer ca de 500 a cerca
de 1200 unidades por miligrama de proteina. A atividade de fitase ter-
moestavel pode compreender uma atividade especifica a 37T na fai-
xa de cerca de 750 a cerca de 1000 unidades por miligrama de protei-
na. A atividade de fitase pode ser termotolerante apds ser aquecida
para uma temperatura elevada na faixa de cerca de 37C a cerca de
907, ou, apds ser aquecida para uma temperatura na faixa de cerca
de 37T a cerca de 70TC. A termotolerancia pode com preender reten-
cado de pelo menos metade da atividade especifica da fitase a 37T
apos ser aquecida para temperatura elevada. A termotolerancia pode
compreender retengdo de atividade especifica a 37C na faixa de cer-
ca de 500 a cerca de 1200 unidades por miligrama de proteina apds
ser aquecida para temperatura elevada. A fitase pode compreender
pelo menos um sitio de glicosilagdo. A glicosilagdo pode ser uma ou
mais glicosilagdes N-ligadas ou uma ou mais glicosilagdes N-ligadas
ou uma combinagao destas. A fitase pode ser glicosilada in vitro ou in

vivo, por exemplo, apds ser expressada em uma célula, por exemplo,
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células eucarioticas, por exemplo, uma célula de levedura, por exem-
plo, P. pastoris ou um S. pombe, ou uma célula de inseto, ou uma cé-
lula mamifera, por exemplo, uma célula humana. Em um aspecto, o
polipeptideo retém uma atividade de fitase sob condigdes acidicas, por
exemplo, condi¢gdes compreendendo cerca de pH 5, ou, sob condigbes
compreendendo cerca de pH 4,5.

[0056] A invengdo fornece uma preparagdo de proteina compre-
endendo um polipeptideo da invengao, em que a preparagéo de prote-
ina compreende um liquido, um sélido ou um gel.

[0057] A invengdo fornece um heterodimero compreendendo um
polipeptideo da invengdo e um segundo dominio. Em um aspecto, o
segundo dominio € um polipeptideo e o heterodimero &€ uma proteina
de fusdo. O segundo dominio pode ser um epitopo ou um marcador ou
uma combinagao destes.

[0058] A invengao fornece um polipeptideo imobilizado tendo uma
atividade de fitase, em que o polipeptideo compreende uma sequéncia
de um polipeptideos (aminoacidos) da invengdo ou um heterodimero
ou proteina de fusdo da invengdo. Em um aspecto, a fitase & imobili-
zada em uma ceélula, um metal, uma resina, um polimero, uma cerami-
ca, um vidro, um microeletrodo, uma particula grafitica, uma conta, um
gel, uma placa, um arranjo ou um tubo capilar.

[0059] A invengéao fornece um arranjo compreendendo um polipep-
tideo imobilizado da invengao ou um heterodimero ou proteina de fu-
sao da invengao, ou um acido nucleico da invengao.

[0060] A invencgao fornece um anticorpo isolado ou recombinante
que especificamente liga a um polipeptideo da invengao ou a um poli-
peptideo codificado por um acido nucleico da invengdo. O anticorpo
pode ser um anticorpo monoclonal ou um policlonal. A invengao forne-
ce um hibridoma compreendendo um anticorpo que especificamente

liga a um polipeptideo da invengao ou a um polipeptideo codificado por
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um acido nucleico da invengao.

[0061] A invengao fornece um suplemento alimentar para um ani-
mal compreendendo um polipeptideo da invengao ou um polipeptideo
codificado por um acido nucleico da invengédo. O polipeptideo no su-
plemento alimentar pode ser glicosilado.

[0062] A invengao fornece uma matriz de liberagdo de enzima co-
mestivel compreendendo um polipeptideo da invengao ou um polipep-
tideo codificado por um acido nucleico da invengao, em que o polipep-
tideo compreende uma atividade de fitase. A matriz de liberagao de
enzima comestivel pode compreender um pélete, um comprimido ou
uma pilula. O polipeptideo da invengdo na matriz de liberagdo de en-
zima comestivel pode ser glicosilado. O polipeptideo da invengao na
matriz de liberagdo de enzima comestivel pode ser termotolerante e/ou
termoestavel.

[0063] A invengao fornece um pélete comestivel compreendendo
um veiculo comestivel granulado e um polipeptideo da invengao ou um
polipeptideo codificado por um acido nucleico da invengédo, em que o
polipeptideo compreende uma atividade de fitase.

[0064] A invengao fornece uma composi¢gao de alimentagdo com-
preendendo um género alimenticio compreendendo uma proteina de
fitase recombinante tendo pelo menos trinta aminoacidos contiguos de
uma sequéncia de aminoacidos como exposto na SEQ ID N° 2 ou
uma variagao conservadora desta, e um veiculo comestivel. A proteina
de fitase no género alimenticio pode ser glicosilada. A proteina de fi-
tase no género alimenticio pode ser termotolerante e/ou termoestavel.
O género alimenticio pode ser fabricado na forma de pélete, pilula ou
comprimido. O género alimenticio pode ser produzido usando aditivos
revestidos com polimero. O género alimenticio pode ser fabricado na
forma granulada. O género alimenticio pode ser produzido mediante

secagem por pulverizagao.
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[0065] A invengéo fornece uma farinha de feijao-soja compreen-
dendo um polipeptideo da invengdo ou um polipeptideo codificado por
um acido nucleico da invengao, em que o polipeptideo compreende
uma atividade de fitase.

[0066] A invencgao fornece um método de isolar ou identificar um
polipeptideo com atividade de fitase compreendendo as etapas de: (a)
fornecer um anticorpo da invengéao; (b) fornecer uma amostra compre-
endendo polipeptideos; e (c) contatar a amostra da etapa (b) com o
anticorpo da etapa (a) sob condigdes em que o anticorpo especifica-
mente pode ligar ao polipeptideo, assim isolando ou identificando uma
fitase.

[0067] A invengéao fornece um método de produzir um anticorpo de
antifitase compreendendo administrar a um animal ndo-humano um
acido nucleico da invengao, ou um polipeptideo da invengao, em uma
quantidade suficiente para gerar uma resposta imune humoral, assim
produzindo um anticorpo de antifitase.

[0068] A invengao fornece um método de produzir um polipeptideo
recombinante compreendendo as etapas de: (a) fornecer um acido nu-
cleico operavelmente ligado a um promotor; em que o acido nucleico
compreende uma sequéncia da invengao; e (b) expressar o acido nu-
cleico da etapa (a) sob condigdes que permitem expresséo do polipep-
tideo, assim produzindo um polipeptideo recombinante. O método po-
de também compreender transformar uma célula hospedeira com o
acido nucleico da etapa (a) seguido expressando o acido nucleico da
etapa (a), assim produzindo um polipeptideo recombinante em uma
célula transformada.

[0069] A invengao fornece um método para identificar um polipep-
tideo tendo uma atividade de fitase compreendendo as etapas a se-
guir: (a) fornecer um polipeptideo da invengdo ou um polipeptideo co-

dificado por um acido nucleico tendo uma sequéncia da invengao; (b)
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fornecer um substrato de fitase; e (c) contatar o polipeptideo ou um
fragmento ou variante deste da etapa (a) com o substrato da etapa (b)
e detectar um aumento na quantidade de substrato ou uma diminuigao
na quantidade de produto de reagéo, em que uma diminuigao na quan-
tidade do substrato ou um aumento na quantidade do produto de rea-
¢ao detecta um polipeptideo tendo uma atividade de fitase.

[0070] A invengao fornece um método para identificar um substra-
to de fitase compreendendo as etapas a seguir: (a) fornecer um poli-
peptideo da invengao ou um polipeptideo codificado por um acido nu-
cleico tendo uma sequéncia da invengao; (b) fornecer um substrato de
teste; e (c) contatar o polipeptideo da etapa (a) com o substrato de tes-
te da etapa (b) e detectar um aumento na quantidade de substrato ou
uma diminuigdo na quantidade de produto de reagdo, em que uma di-
minuigdo na quantidade do substrato ou um aumento na quantidade
do produto de reagao identifica o substrato de teste como um substrato
de fitase.

[0071] A invengéo fornece um método de determinar se um com-
posto especificamente liga a um polipeptideo compreendendo as eta-
pas a seguir: (a) expressar um acido nucleico ou um vetor compreen-
dendo o acido nucleico sob condigbes rigorosas para tradugéo do aci-
do nucleico para um polipeptideo, em que o0 acido nucleico tem uma
sequéncia da invengao, ou, fornecer um polipeptideo da invengéo; (b)
contatar o polipeptideo com o composto de teste; e (c) determinar se o
composto de teste especificamente liga ao polipeptideo, assim deter-
minando que o composto especificamente liga ao polipeptideo.

[0072] A invengao fornece um método para identificar um modula-
dor de uma atividade de fitase compreendendo as etapas a seguir: (a)
fornecer um polipeptideo de fitase da invengdo ou um polipeptideo de
fitase codificado por um acido nucleico da invengéo; (b) fornecer um

composto de teste; (c) contatar o polipeptideo da etapa (a) com o
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composto de teste da etapa (b) e medir uma atividade da fitase, em
que uma alteragdo na atividade de fitase medida na presen¢a do com-
posto de teste comparada a atividade na auséncia do composto de
teste fornece uma determinagdo que o composto de teste modula a
atividade de fitase. Em um aspecto, a atividade de fitase é medida for-
necendo um substrato de fitase e detectando um aumento na quanti-
dade do substrato ou uma diminui¢gdo na quantidade de um produto de
reagao. Em um aspecto, uma diminuicdo na quantidade do substrato
ou um aumento na quantidade do produto de reagao com o composto
de teste € comparada a quantidade de substrato ou produto de reagao
sem o composto de teste para identificar o composto de teste como
um ativador de atividade de fitase. Em um aspecto, um aumento na
quantidade do substrato ou uma diminuigao na quantidade do produto
de reagdo com o composto de teste € comparado a quantidade de
substrato ou produto de reagdo sem o composto de teste para identifi-
car o composto de teste como um inibidor de atividade de fitase.

[0073] A invengao fornece um sistema de computador compreen-
dendo um processador e um dispositivo de armazenamento de dados
em que o dito dispositivo de armazenamento de dados tem nele arma-
zenada uma sequéncia de polipeptideos ou uma sequéncia de acidos
nucleicos, em que a sequéncia de polipeptideos compreende uma se-
quéncia de polipeptideos da invengdo, ou subsequéncia desta, e o
acido nucleico compreende uma sequéncia de acidos nucleicos da in-
vengao ou subsequéncia desta. O sistema de computador pode tam-
bém compreender um algoritmo de comparagao de sequéncia e um
dispositivo de armazenamento de dados tendo pelo menos uma se-
quéncia de referéncia nele armazenada. O algoritmo de comparagéo
de sequéncia pode compreender um programa de computador que
indica polimorfismos. O sistema de computador pode também com-

preender um identificador que identifica uma ou mais caracteristicas
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na dita sequéncia.

[0074] A invengao fornece um meio legivel por computador tendo
nele armazenada uma sequéncia de polipeptideos ou uma sequéncia
de acidos nucleicos, em que a sequéncia de polipeptideos compreen-
de uma sequéncia de polipeptideos da invengao, ou subsequéncia
desta, e o acido nucleico compreende uma sequéncia de acidos nu-
cleicos da invengao ou subsequéncia desta.

[0075] A invengéo fornece um método para identificar uma carac-
teristica em uma sequéncia compreendendo as etapas de: (a) ler a
sequéncia usando um programa de computador que identifica uma ou
mais caracteristicas em uma sequéncia, em que a sequéncia compre-
ende uma sequéncia de polipeptideos ou uma sequéncia de acidos
nucleicos, em que a sequéncia de polipeptideos compreende a se-
quéncia da invengao ou subsequéncia desta, e o acido nucleico com-
preende uma sequéncia da invengdo ou subsequéncia desta, e (b)
identificar uma ou mais caracteristicas na sequéncia com o programa
de computador.

[0076] A invengao fornece um método para comparar uma primei-
ra sequéncia a uma segunda sequéncia compreendendo as etapas de:
(a) ler a primeira sequéncia e a segunda sequéncia através de um
programa de computador que compara as sequéncias, em que a pri-
meira sequéncia compreende uma sequéncia de polipeptideos ou uma
sequéncia de acidos nucleicos, em que a sequéncia de polipeptideos
compreende a sequéncia da invengdo, ou subsequéncia desta, e o
acido nucleico compreende uma sequéncia da invengdo ou subse-
quéncia desta, e (b) determinar a diferenga entre a primeira sequéncia
e a segunda sequéncia com o programa de computador. Em um as-
pecto, a etapa de determinar as diferengas entre a primeira sequéncia
e a segunda sequéncia pode também compreender a etapa de identifi-

car polimorfismos. O método pode também compreender um identifi-
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cador que identifica uma ou mais caracteristicas em uma sequéncia. O
método pode também compreender ler a primeira sequéncia usando
um programa de computador e identificar uma ou mais caracteristicas
na sequéncia.

[0077] A invengdo fornece um método para isolar ou restabelecer
um acido nucleico codificando um polipeptideo com uma atividade de
fitase de uma amostra ambiental compreendendo as etapas de: (a)
fornecer um par de sequéncias de iniciadores de amplificagdo para
amplificar um acido nucleico codificando um polipeptideo com uma ati-
vidade de fitase, em que o par de iniciadores é capaz de amplificar
SEQ ID N°: 1, ou uma subsequéncia desta; (b) isolar um acido nuclei-
co da amostra ambiental ou tratar a amostra ambiental de modo que
acido nucleico na amostra seja acessivel para hibridagdo com o par de
iniciadores de amplificagéo; e, (c) combinar o acido nucleico da etapa
(b) com o par de iniciadores de amplificagéo da etapa (a) e amplificar o
acido nucleico da amostra ambiental, assim isolando ou restabelecen-
do um acido nucleico codificando um polipeptideo com uma atividade
de fitase de uma amostra ambiental. Em um aspecto, cada membro
das sequéncias de iniciadores de amplificagdo pode compreender um
oligonucleotideo compreendendo pelo menos cerca de 10 a 50 bases
sucessivas de uma sequéncia como exposto na SEQ ID N° 1. A in-
vengao fornece um método para isolar ou restabelecer um acido nu-
cleico codificando um polipeptideo com uma atividade de fitase de
uma amostra ambiental compreendendo as etapas de: (a) fornecer
uma sonda de polinucleotideo compreendendo uma sequéncia da in-
vengao, ou uma subsequéncia desta; (b) isolar um acido nucleico da
amostra ambiental ou tratar a amostra ambiental de modo que acido
nucleico na amostra seja acessivel para hibridagdo com uma sonda de
polinucleotideo da etapa (a); (c) combinar o acido nucleico isolado ou

a amostra ambiental tratada da etapa (b) com a sonda de polinucleoti-
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deo da etapa (a); e (d) isolar um acido nucleico que especificamente
hibrida com a sonda de polinucleotideo da etapa (a), assim isolando
ou restabelecendo um acido nucleico codificando um polipeptideo com
uma atividade de fitase de uma amostra do solo. A amostra ambiental
pode compreender uma amostra de agua, uma amostra liquida, uma
amostra de solo, uma amostra de ar ou uma amostra bioldgica. A
amostra biolégica pode ser derivada de uma célula bacteriana, uma
célula protozoaria, uma célula de inseto, uma célula de levedura, uma
célula vegetal, uma célula fungica ou uma célula mamifera.

[0078] A invengdo fornece um método de gerar uma variante de
um acido nucleico codificando uma fitase compreendendo as etapas
de: (a) fornecer um &cido nucleico modelo compreendendo uma se-
quéncia de acidos nucleicos da invengao; e (b) modificar, excluir ou
adicionar um ou mais nucleotideos na sequéncia modelo, ou uma
combinagéo destes, para gerar uma variante do acido nucleico mode-
lo. O método pode também compreender expressar o acido nucleico
variante para gerar um polipeptideo de fitase variante. As modifica-
¢cOes, adi¢gdes ou delegdes podem ser introduzidas por PCR propensa
a erro, embaralhamento, mutagénese dirigida a oligonucleotideo, PCR
de montagem, mutagénese de PCR sexual, mutagénese in vivo, mu-
tagénese de cassete, mutagénese de conjunto recursiva, mutagénese
de conjunto exponencial, mutagénese loco-especifica, remontagem
genética, mutagénese saturada no sitio genético (GSSM), remonta-
gem de ligagéao sintética (SLR) e/ou uma combinag¢do destas. As modi-
ficagdes, adigdes ou delegdes sdo introduzidas por recombinagao, re-
combinagdo de sequéncia recursiva, mutagénese de DNA modificado
por fosfotioato, mutagénese de modelo contendo uracila, mutagénese
duplex com intervalos, mutagénese de reparo de equivoco de ponto,
mutagénese de cepa hospedeira deficiente de reparo, mutagénese

quimica, mutagénese radiogénica, mutagénese de delegdo, mutagé-
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nese de restrigdo-sele¢do, mutagénese de restrigdo-purificagdo, sinte-
se de gene artificial, mutagénese de conjunto, criagdo multimera de
acido nucleico quimérico e/ou uma combinagido destas. Em aspectos
alternativos, as modificagdes, adigdes ou delegdes sio introduzidas
por PCR propensa a erro, embaralhamento, através de mutagénese
dirigida a oligonucleotideo, através de PCR de montagem, através de
mutagénese de PCR sexual, mutagénese in vivo, mutagénese de cas-
sete, através de mutagénese de conjunto recursiva, através de muta-
génese de conjunto exponencial, mutagénese loco-especifica, através
de remontagem genética, através de remontagem de ligagao sintética
(SLR) e/ou através de mutagénese saturada no sitio genético (GSSM).
[0079] Em um aspecto, método é iterativamente repetido até que
uma fitase tendo uma atividade alterada ou diferente ou uma estabili-
dade alterada ou diferente daquela de uma fitase codificada pelo acido
nucleico modelo seja produzida. O polipeptideo de fitase variante pode
ser termotolerante, em que a fitase retém alguma atividade apds ser
exposta a uma temperatura elevada. O polipeptideo de fitase variante
pode ter glicosilagdo aumentada quando comparado a fitase codificada
por um acido nucleico modelo. O polipeptideo de fitase variante pode
ter uma atividade de fitase sob uma temperatura alta, em que a fitase
codificada pelo acido nucleico modelo ndo é ativa sob a temperatura
alta. Em um aspecto, método ¢é iterativamente repetido até que uma
sequéncia codificadora de fitase tendo um uso de cédon alterado da-
quela do acido nucleico modelo seja produzida. Em um aspecto, o meé-
todo é iterativamente repetido até que um gene de fitase tendo nivel
mais alto ou mais baixo de expressdo de mensagem ou estabilidade
daquele do acido nucleico modelo seja produzido.

[0080] A invengdo fornece um método para modificar os cédons
em um acido nucleico codificando uma fitase para aumentar sua ex-

pressdo em uma célula hospedeira, 0 método compreendendo (a) for-
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necer um acido nucleico codificando uma fitase compreendendo uma
sequéncia de acidos nucleicos da invengao; e, (b) identificar um cédon
nao-preferido ou um menos preferido no acido nucleico da etapa (a) e
substitui-lo por um cédon preferido ou de forma neutra usado que codi-
fica 0 mesmo aminoacido que o cdédon substituido, em que um cédon
preferido € um coédon sobre-representado nas sequéncias de codifica-
¢a0 nos genes na célula hospedeira e um cdédon nao-preferido ou me-
nos preferido € um cédon sub-representado nas sequéncias de codifi-
cagao nos genes na célula hospedeira, assim modificando o acido nu-
cleico para aumentar sua expressido em uma célula hospedeira.

[0081] A invengdo fornece um método para modificar os coédons
em um acido nucleico codificando uma fitase, 0 método compreenden-
do (a) fornecer um acido nucleico codificando uma fitase compreen-
dendo uma sequéncia de acidos nucleicos da invengao; e, (b) identifi-
car um cédon no acido nucleico da etapa (a) e substitui-lo por um cé6-
don diferente que codifica 0 mesmo aminoacido que o cédon substitui-
do, assim modificando c6don em um &cido nucleico codificando uma
fitase.

[0082] A invengdo fornece um método para modificar os cédons
em um acido nucleico codificando uma fitase para aumentar sua ex-
pressdo em uma célula hospedeira, 0 método compreendendo (a) for-
necer um acido nucleico codificando uma fitase compreendendo uma
sequéncia de acidos nucleicos da invengao; e, (b) identificar um cdédon
nao-preferido ou um menos preferido no acido nucleico da etapa (a) e
substitui-lo por um cédon preferido ou de forma neutra usado que codi-
fica 0 mesmo aminoacido que o cdédon substituido, em que um cédon
preferido € um cédon sobre-representado nas sequéncias de codifica-
¢a0 nos genes na célula hospedeira e um cdédon ndo-preferido ou me-
nos preferido € um cédon sub-representado nas sequéncias de codifi-

cagao nos genes na célula hospedeira, assim modificando o acido nu-
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cleico para aumentar sua expressao em uma célula hospedeira.

[0083] A invengdo fornece um método para modificar um cdédon
em um acido nucleico codificando uma fitase para diminuir sua ex-
pressdo em uma célula hospedeira, 0 método compreendendo (a) for-
necer um acido nucleico codificando uma fitase compreendendo uma
sequéncia da invengao; e (b) identificar pelo menos um cédon preferi-
do no acido nucleico da etapa (a) e substitui-lo por um cédon nao-
preferido ou menos preferido que codifica © mesmo aminoacido que o
cédon substituido, em que um cédon preferido € um coédon sobre-
representado nas sequéncias de codificagdo nos genes em uma célula
hospedeira e um cdédon nao-preferido ou menos preferido € um cédon
sub-representado nas sequéncias de codificagdo nos genes na célula
hospedeira, assim modificando o acido nucleico para diminuir sua ex-
pressdo em uma célula hospedeira. Em aspectos alternativos, a célula
hospedeira é uma célula bacteriana, uma célula fangica, uma célula de
inseto, uma célula de levedura, uma célula vegetal ou uma célula ma-
mifera, por exemplo, uma célula humana.

[0084] A invengdo fornece um método para produzir uma bibliote-
ca de acidos nucleicos codificando uma pluralidade de sitios ativos de
fitase modificada ou sitios de ligagdo ao substrato, em que os sitios
ativos modificados ou sitios de ligagdo ao substrato sdo derivados de
um primeiro acido nucleico compreendendo uma sequéncia codifican-
do um primeiro sitio ativo ou um primeiro sitio de ligagdo ao substrato,
o método compreendendo: (a) fornecer um primeiro acido nucleico co-
dificando um primeiro sitio ativo ou primeiro sitio de ligagao ao substra-
to, em que a primeira sequéncia de acidos nucleicos compreende uma
sequéncia que hibrida sob condigdes rigorosas com uma sequéncia
como exposto na SEQ ID N° 1, e o acido nucleico codifica um sitio
ativo de fitase ou um sitio de ligagdo ao substrato de fitase; (b) forne-

cer um conjunto de oligonucleotideos mutagénicos que codificam vari-
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antes de aminoacido de ocorréncia natural em uma pluralidade de cé-
dons alvejados no primeiro acido nucleico; e, (c) usar o conjunto de
oligonucleotideos mutagénicos para gerar um conjunto de acidos nu-
cleicos de variantes de codificagdo de sitio ativo ou de sitio de ligagéo
ao substrato que codificam uma faixa de variagcbes de aminoacido em
cada cédon do aminoacido que foi submetido a mutagénese, assim
produzindo uma biblioteca de acidos nucleicos codificando uma plura-
lidade de sitios ativos de fitase modificada ou sitios de ligagdo ao
substrato. Em um aspecto, o método compreende submeter a muta-
génese o primeiro acido nucleico da etapa (a) por um método compre-
endendo um sistema de evolugdo direcionada otimizada, ou, um mé-
todo compreendendo mutagénese de saturagdo de sitio genético
(GSSM), ou, um método compreendendo uma remontagem de ligagao
sintética (SLR). O método pode também compreender transformar o
primeiro acido nucleico da etapa (a) ou variantes por um método com-
preendendo PCR propensa a erro, embaralhamento, mutagénese diri-
gida a oligonucleotideo, PCR de montagem, mutagénese de PCR se-
xual, mutagénese in vivo, mutagénese de cassete, mutagénese de
conjunto recursiva, mutagénese de conjunto exponencial, mutagénese
loco-especifica, remontagem genética, mutagénese saturada no sitio
genético (GSSM), remontagem de ligagéo sintética (SLR) e uma com-
binagdo destes. O método pode também compreender transformar o
primeiro acido nucleico da etapa (a) ou variantes por um método com-
preendendo recombinagao, recombinag¢ao de sequéncia recursiva, mu-
tagénese de DNA modificado por fosfotioato, mutagénese de modelo
contendo uracila, mutagénese duplex com intervalos, mutagénese de
reparo de equivoco de ponto, mutagénese de cepa hospedeira defici-
ente de reparo, mutagénese quimica, mutagénese radiogénica, muta-
génese de delegado, mutagénese de restricido-selegdo, mutagénese de

restricdo-purificagao, sintese de gene artificial, mutagénese de conjun-
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to, criagcdo multimera de acido nucleico quimérico e uma combinagao
destes.

[0085] A invengao fornece um método de produzir uma molécula
pequena compreendendo as etapas de: (a) fornecer uma pluralidade
de enzimas biossintéticas capazes de sintetizar ou modificar uma mo-
Iécula pequena, em que uma das enzimas compreende uma enzima
de fitase codificada por um acido nucleico compreendendo uma se-
quéncia da invengao; (b) fornecer um substrato para pelo menos uma
das enzimas da etapa (a); e (c) reagir o substrato da etapa (b) com as
enzimas sob condi¢gdes que facilitam uma pluralidade de reagdes bio-
cataliticas gerar uma molécula pequena por uma série de reagdes bio-
cataliticas.

[0086] A invengao fornece um método para modificar uma molécu-
la pequena compreendendo as etapas: (a) fornecer uma enzima de
fitase codificada por um acido nucleico compreendendo uma sequén-
cia da invengao; (b) fornecer uma molécula pequena; e (c) reagir a en-
zima da etapa (a) com a molécula pequena da etapa (b) sob condig¢des
que facilitam uma reag¢do enzimatica catalisada pela enzima de fitase,
assim modificando uma molécula pequena por uma reagédo enzimatica
de fitase. O método pode compreender uma pluralidade de substratos
de moléculas pequenas para a enzima da etapa (a), assim gerando
uma biblioteca de moléculas pequenas modificadas produzidas por
pelo menos uma reagdo enzimatica catalisada pela enzima de fitase.
O método pode compreender uma pluralidade de enzimas adicionais
sob condi¢gdes que facilitam uma pluralidade de reag¢des biocataliticas
pelas enzimas formar uma biblioteca de moléculas pequenas modifi-
cadas produzidas pela pluralidade de reagdes enzimaticas. O método
pode também compreender a etapa de testar a biblioteca para deter-
minar se uma molécula pequena modificada particular que apresenta

uma atividade desejada esta presente dentro da biblioteca.
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[0087] Em um aspecto, o método compreende a etapa de testar a
biblioteca pelas etapas também compreendendo sistematicamente
eliminar todas menos uma das reagdes biocataliticas usadas para pro-
duzir uma porg¢ao da pluralidade das moléculas pequenas modificadas
dentro da biblioteca testando a por¢ado da molécula pequena modifica-
da pela presenga ou auséncia da molécula pequena modificada parti-
cular com uma atividade desejada, e identificar pelo menos uma rea-
¢ao biocatalitica especifica que produz a molécula pequena modifica-
da particular de atividade desejada.

[0088] A invengéo fornece um método para determinar um frag-
mento funcional de uma enzima de fitase compreendendo as etapas
de: (a) fornecer uma enzima de fitase, em que a enzima compreende
uma sequéncia de aminoacidos da invengdo, ou, é codificada por um
acido nucleico tendo uma sequéncia da invengao; e (b) excluir uma
pluralidade de residuos de aminoacido da sequéncia da etapa (a) e
testar a subsequéncia restante pela uma atividade de fitase, assim de-
terminando um fragmento funcional de uma enzima de fitase. A ativi-
dade de fitase pode ser medida fornecendo um substrato de fitase e
detectando um aumento na quantidade do substrato ou uma diminui-
¢ao na quantidade de um produto de reagdo. Em um aspecto, uma di-
minuigdo na quantidade de um substrato de enzima ou um aumento na
quantidade do produto de reagdo com o composto de teste € compa-
rada a quantidade de substrato ou produto de reagdo sem o composto
de teste para identificar o composto de teste como um ativador de ati-
vidade de fitase.

[0089] A invengao fornece um método para engenharia de célula
total de fenétipos novos ou modificados usando analise de fluxo meta-
bélico em tempo real, 0 método compreendendo as seguintes etapas:
(a) produzir uma célula modificada modificando a composigédo genética

de uma célula, em que a composigéo genética é modificada por adigéo
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a célula de um acido nucleico compreendendo uma sequéncia da in-
vengado; (b) cultivar a célula modificada para gerar uma pluralidade de
células modificadas; (c) medir pelo menos um parametro metabdlico
da célula monitorando a cultura de célula da etapa (b) em tempo real;
e, (d) analisar os dados da etapa (c) para determinar se o parametro
medido difere de uma medigdo comparavel em uma célula inalterada
sob condig¢des similares, assim identificando um fenétipo criado na cé-
lula usando analise de fluxo metabdlico em tempo real. A composigéo
genética da célula pode ser modificada por um método compreenden-
do deleg¢do de uma sequéncia ou modificagcdo de uma sequéncia na
célula, ou, golpeando a expressdo de um gene. O método pode tam-
bém compreender selecionar uma célula compreendendo um fenétipo
recentemente criado. O método pode também compreender cultivar a
célula selecionada, assim gerando uma cepa de célula nova compre-
endendo um fendétipo recentemente criado.

[0090] A invengdo fornece um método para hidrolisar um inositol-
hexafosfato para inositol e fosfato inorganico compreendendo as eta-
pas a seguir: (a) fornecer um polipeptideo tendo uma atividade de fi-
tase, em que o polipeptideo compreende uma sequéncia de aminoaci-
dos da invengao, ou, um polipeptideo codificado por um acido nucleico
tendo uma sequéncia da invengao; (b) fornecer uma composi¢gdo com-
preendendo um inositol-hexafosfato; e (c) contatar o polipeptideo da
etapa (a) com a composi¢ao da etapa (b) sob condigées em que o po-
lipeptideo hidrolisa no inositol-hexafosfato para produzir o inositol e
fosfato inorganico. As condigbes podem compreender uma temperatu-
ra de entre cerca de 37T e cerca de 70TC. A compos i¢gao pode com-
preender um acido fitico.

[0091] A invengdo fornece um método para desgrudadura de éleo
compreendendo as etapas a seguir: (a) fornecer um polipeptideo tendo

uma atividade de fitase, em que o polipeptideo compreende uma se-
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quéncia de aminoacidos da inveng¢do, ou, um polipeptideo codificado
por um acido nucleico tendo uma sequéncia da invengao; (b) fornecer
uma composi¢do compreendendo um d6leo vegetal; e (c) contatar o po-
lipeptideo da etapa (a) e o éleo vegetal da etapa (b) sob condi¢des em
que o polipeptideo pode clivar uma ligagédo de inositol-fosfato inorgéani-
co, assim desgrudando o 6leo.

[0092] A invengio fornece um método para produzir uma alimen-
tacdo de animais compreendendo as etapas a seguir: (a) transforman-
do uma planta, parte de planta ou célula vegetal com um polinucleoti-
deo codificando um polipeptideo de enzima de fitase, em que a fitase
compreende pelo menos trinta aminoacidos contiguos de uma se-
quéncia da invengao, ou um polipeptideo codificado por um acido nu-
cleico tendo uma sequéncia da invengédo, ou um polipeptideo tendo
uma sequéncia como exposto na SEQ ID N°: 2; (b) cultivar a planta,
parte de planta ou célula vegetal sob condigcbes em que a enzima de
fitase é expressada; e (c) converter a planta, partes da planta ou célula
vegetal em uma composi¢do adequada para alimentagdo para um
animal, ou adicionar a planta, parte de planta ou célula vegetal cultiva-
da a uma alimentagido de animais, assim produzindo uma alimentagao
de animais. O polinucleotideo pode compreender um vetor de expres-
sao, em que o vetor compreende uma sequéncia de controle de ex-
pressdo capaz de expressar o0 acido nucleico em uma célula vegetal.
O animal pode ser um animal monogastrico, por exemplo, um ruminan-
te.

[0093] A invengao fornece um método para liberar um suplemento
de enzima de fitase a um animal, o dito método compreendendo: (a)
preparar uma matriz de liberagdo comestivel compreendendo um vei-
culo comestivel e uma enzima de fitase, em que a matriz facilmente
dispersa e libera a enzima de fitase quando colocada em meios aquo-

sos, e (b) administrar a matriz de liberagdo de enzima comestivel ao
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animal. A matriz de liberagdo comestivel pode compreender um veicu-
lo comestivel granulado. A matriz de liberagdo comestivel pode ser na
forma de péletes, pilulas, comprimidos, e outros. O veiculo comestivel
pode compreender um veiculo selecionado do grupo que consiste em
germe de grao, feno, alfafa, capim-rabo-de-rato, casca de soja, farinha
de semente de girassol e farinha de trigo. O veiculo comestivel pode
compreender germe de grdo sem o6leo. A fitase pode compreender pe-
lo menos trinta aminoacidos contiguos de uma sequéncia da invengao,
ou um polipeptideo codificado por um acido nucleico tendo uma se-
quéncia da invengao, ou um polipeptideo tendo uma sequéncia como
exposto na SEQ ID N°: 2. A enzima de fitase pode ser glicosilada para
fornecer termotolerdncia ou termoestabilidade em varias condigdes,
por exemplo, a condigbes de peletizagdo. A matriz de liberagao pode
ser formada peletizando uma mistura compreendendo um germe de
grédo e a enzima de fitase para render uma particula. Os péletes po-
dem ser feitos sob condigdes compreendendo aplicagdo de vapor. Os
péletes podem ser feitos sob condigdes compreendendo aplicagéo de
uma temperatura mais de 80C durante cerca de 5 min utos. O pélete
pode compreender uma enzima de fitase que compreende uma ativi-
dade especifica pelo menos 350 a cerca de 900 unidades por miligra-
ma de enzima.

[0094] A invengao fornece um método de aumentar a resisténcia
de um polipeptideo de fitase a inativagdo enzimatica em um sistema
digestivo de um animal, o método compreendendo glicosilar um poli-
peptideo de fitase, em que a fitase compreende pelo menos trinta ami-
noacidos contiguos de uma sequéncia da invengao, ou um polipepti-
deo codificado por um acido nucleico tendo uma sequéncia da inven-
¢éo, ou um polipeptideo tendo uma sequéncia como exposto na SEQ
ID N°: 2, assim aumentando a resisténcia do polipeptideo de fitase a

inativagao enzimatica em um sistema digestivo de um animal. A glico-
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silagdo pode ser glicosilagdo N-ligada e/ou glicosilagao O-ligada. O
polipeptideo de fitase pode ser glicosilada como um resultado de ex-
pressao in vitro, ou expressao in vivo de um polinucleotideo codifican-
do a fitase em uma célula. A célula pode ser uma célula eucariética,
como uma célula fangica, uma célula vegetal, uma célula de inseto ou
uma célula mamifera.

[0095] A invengdo fornece um método de gerar ou aumentar a
termotolerancia ou termoestabilidade de um polipeptideo de fitase, o
método compreendendo glicosilar um polipeptideo de fitase, em que a
fitase compreende pelo menos trinta aminoacidos contiguos de uma
sequéncia da invengéo, ou um polipeptideo codificado por um acido
nucleico tendo uma sequéncia da invengao, ou um polipeptideo tendo
uma sequéncia como exposto na SEQ ID N°: 2, assim aumentando a
termotolerancia ou termoestabilidade do polipeptideo de fitase. A ativi-
dade especifica de fitase pode ser termoestavel ou em uma tempera-
tura termotolerante na faixa de mais que cerca de 37C a cerca de
90<C.

[0096] A invengdo fornece um método para processamento de
graos de milho e de sorgo compreendendo as etapas a seguir: (a) for-
necer um polipeptideo tendo uma atividade de fitase, em que o poli-
peptideo compreende uma sequéncia de aminoacidos da invengao,
ou, um polipeptideo codificado por um acido nucleico tendo uma se-
quéncia da invengéao; (b) fornecer uma composigdo compreendendo
um liquido de maceragido de milho ou um liquido de maceragao de
sorgo; e (c) contatar o polipeptideo da etapa (a) e a composi¢do da
etapa (b) sob condigdes em que o polipeptideo pode clivar uma liga-
¢ao de inositol-fosfato inorganico.

[0097] A invengdo fornece um método para sobreexpressar uma
fitase recombinante em uma célula compreendendo expressar um ve-

tor compreendendo um acido nucleico da invengao, por exemplo, um
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acido nucleico compreendendo uma sequéncia de acidos nucleicos
pelo menos 98 % de identidade de sequéncia a SEQ ID N°: 1 em uma
regiao de pelo menos cerca de 100 residuos, em que as identidades
das sequéncias sdo determinadas por analise com um algoritmo de
comparagao de sequéncia ou através de inspeg¢ao visual, ou, um acido
nucleico que hibrida sob condigbes rigorosas com uma sequéncia de
acidos nucleicos como exposto na SEQ ID N°: 1, ou uma subsequén-
cia desta. A sobreexpressao podem ser realizada por quaisquer meios,
por exemplo, uso de um promotor de atividade alta, um vetor distrénico
ou por amplificagdo do gene do vetor.

[0098] A invengédo fornece métodos para gerar uma fitase variante
tendo uma atividade desejada obtendo um acido nucleico compreen-
dendo uma sequéncia de polinucleotideos selecionado de uma se-
quéncia codificando uma enzima de fitase, uma sequéncia substanci-
almente idéntica a esta, uma sequéncia complementar a esta, e um
fragmento compreendendo pelo menos 30 nucleotideos sucessivos
desta, e modificar um ou mais nucleotideos na dita sequéncia para ou-
tro nucleotideo, excluir um ou mais nucleotideos na dita sequéncia, ou
adicionar um ou mais nucleotideos a dita sequéncia. Por um tal méto-
do, um polinucleotideo variante é obtido que codifica uma enzima de
fitase modificada tendo uma atividade desejada, como termoestabili-
dade intensificada ou termotolerancia intensificada.

[0099] Em ainda outro aspecto, a invengao fornece métodos para
liberar um suplemento de fitase a um animal preparando uma matriz
de liberagdo de enzima comestivel na forma de péletes compreenden-
do um veiculo comestivel granulado e uma enzima de fitase recombi-
nante termotolerante, em que as particulas facilmente dispersam na
enzima de fitase nela contidas em meios aquosos, e administrando a
matriz de liberagdo de enzima comestivel ao animal.

[00100] Em ainda outro aspecto, a invengéo fornece métodos para
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aumentar a resisténcia de um polipeptideo de fitase a inativagdo enzi-
matica em um sistema digestivo de um animal compreendendo glicosi-
lar um polipeptideo de fitase tendo uma sequéncia de aminoacidos
como exposto na SEQ ID N°: 2, ou uma variagado conservadora desta,
assim aumentando a resisténcia do polipeptideo de fitase a inativagéo
enzimatica no sistema digestivo de um animal.

[00101] Em outro aspecto, a invengao fornece métodos para utilizar
fitase como um suplemento nutricional nas dietas de animais prepa-
rando um suplemento nutricional contendo uma enzima de fitase re-
combinante compreendendo pelo menos trinta aminoacidos contiguos
da SEQ ID N° 2, e administrando o suplemento nutricional a um ani-
mal para aumentar a utilizagao de fitato contido na comida ingerida
pelo animal.

[00102] Em ainda outro aspecto, a invengédo fornece métodos de
aumentar a termotolerancia de um polipeptideo de fitase, 0 método
compreendendo glicosilar um polipeptideo de fitase, ou uma variagéo
conservadora deste, para assim aumentar a termotolerancia do poli-
peptideo de fitase.

[00103] Em ainda outro aspecto, a invengao fornece um polipepti-
deo de fitase termoestavel, o dito polipeptideo de fitase termotolerante
sendo glicosilado para fornecer atividade especifica aumentada do po-
lipeptideo de fitase apds exposicdo a uma temperatura na faixa de
mais que 37T a cerca de 90C comparado a um polipe ptideo de fitase
substancialmente nao-glicosilado correspondente.

[00104] Em ainda outro aspecto, a composi¢ao de alimentagao da
invengao compreende uma proteina de fitase recombinante tendo pelo
menos trinta aminoacidos contiguos da sequéncia de aminoacidos ex-
posto na SEQ ID N° 2, ou uma variagdo conservadora desta, e um
género alimenticio contendo fitato.

[00105] Os detalhes de um ou mais aspectos da invengado estao
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expostos nos desenhos em anexo e na descricdo abaixo. Qutras ca-
racteristicas, objetivos e vantagens da inven¢ao serao cbvios da des-
crigdo e desenhos, e das reivindicagoes.

[001068] Todas as publicagbes, patentes, pedidos de patente, se-
guéncias do GenBank e depositos da ATCC, aqui citados séo por este
expressamente incorporados por referéncia para todos os propositos.
BREVE DESCRICAQ DOS DESENHOS

[00107] Os desenhos a seguir sdo ilustrativos dos aspectos da in-

vengac e nao sao intencionados a limitar o escopo da invengaoc con-
forme abrangido pelas reivindicagdes.

[00108] Figura 1A mostra a sequéncia de nucleotideos para uma
fitase modificada (SEQ ID N°: 1).

[00109] Figura 1B mostra a sequéncia de amincacidos para uma
fitase modificada (SEQ ID N°: 2).

[00110]  Figuras 2A e 2B mostram o perfil de pH e temperatura e
dados de estabilidade para a enzima de fitase da presente invengio
(SEQ ID N®: 2). OD a 700nm é indicada no eixo Y dos graficos na Fi-
gura 2. Temperatura ou pH e indicado no eixo X dos graficos.

[00111]  Figura 3 mostra um grafico com os resultados de um ensaio
de toleréncia térmica entre SEQ |D N° 4 (fitase do tipo selvagem) e
SEQ ID N2 2 (fitase modificada). O grafico mostra atividade de fitase
residual em um fluido intestinal gastrico simulado (SGF) com pepsina.
O percentual das atividades residuais (com base nas taxas iniciais) da
fitase recombinante da invengéo digerido in vitro (SEQ ID N° 2) ex-
pressada em varios hospedeiros de expressao foi representado nos
graficos versus tempo. A fitase foi expressada em E. coli (ndo-
glicosilada), como também em S. pombe. e P. pastoris (glicosilados).
[00112] Figura 4 mostra um grafico ilustrando o percentual da ativi-
dade residual da fitase K12SGF e da fitase da SEQ ID de NO: 2 (ndo-

glicosilada) sob condigbes de digestibilidade simuladas usando pepsi-
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na como um fluido intestinal gastrico simulado.

[00113] Figura 5 é uma tabela mostrando dados de experimentos
designados para determinar a meia vida relativa de fitase de E. coli, P.
pastoris, e S. cerevisiae apos exposi¢cdo a pepsina como um fluido in-
testinal gastrico simulado.

[00114] Figura 6 apresenta a sequéncia de aminoacidos de uma
enzima de fitase com os sitios de glicosilagdo prognosticados em ne-
grito.

[00115] Figura 7 apresenta em formato de tabela os resultados ob-
tidos da analise em um Gel de Tris-Glicina a 12 % de proteina de fi-
tase de P. pastoris e S. cerevisiae digerida com O-glicosidase e Endo
H.

[00116] Figura 8A apresenta uma descrigdao esquematica das eta-
pas para mapeamento de peptideo maximo.

[00117] Figura 8B apresenta uma descrigdo esquematica das eta-
pas para mapeamento de peptideo de glicosilagao.

[00118] Figura 9A apresenta a sequéncia de aminoacidos da fitase
da SEQ ID N°: 2 expressada em P. pastoris com os residuos glicosila-
dos como determinado experimentalmente indicado em negrito na se-
quéncia parcial da SEQ ID N°: 4.

[00119] Figura 9B apresenta a sequéncia de aminoacidos da fitase
da SEQ ID N°: 2 expressada em S. cerevisiae com os residuos glicosi-
lados como determinado experimentalmente indicado em negrito na
sequéncia parcial da SEQ ID N°: 4.

[00120] Figura 10 apresenta um sumario dos resultados de glicosi-
lagdo que mapeia para a fitase de Figuras 9A e 9B com uma sequén-
cia parcial da SEQ ID N°: 4.

[00121] Figura 11 mostra um grafico com resultados de um ensaio
de tolerancia térmica para expressao de fitase modificada (SEQ ID N°:

2) em varias células hospedeiras.
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[00122] Figura 12 € um grafico ilustrando atividade residual da fi-
tase da SEQ ID N% 2 apds exposigao a ensaio in vitro de digestibilida-
de usando um fluido intestinal gastrico simulado (SGF) com pepsina. O
percentual das atividades residuais {(com base nas taxas iniciais) &
maostrado para expressaoc em E. coli (ndo-glicosilada), como também
P. pastoris e S. pombe (glicosilada).

[00123] Figura 13 mostra a sequéncia de nucleotideos codificando
a fitase de appA de E. coli do tipo selvagem (SEQ ID N°: 3).

[00124]  Figura 14 mostra as sequéncias de aminoacidos para o po-
lipeptideo de fitase de appA de E. coli do tipo selvagem {SEQ ID N°
43,

[00125] Figura 15 € um diagrama de bloco de um sistema de com-
putador, como descrito em detalhes, abaixo.

[00126] Figura 16 € um fluxograma que ilustra um aspecto de um
processo 200 para comparar uma nova sequéncia de nuclectideos ou
de proteinas com um banco de dados das sequéncias para determinar
0s niveis de homologia entre a nova sequéncia e as sequéncias no
banco de dados, como descrito em detalhes, abaixo.

[00127] Figura 17 € um fluxograma que ilustra uma modalidade de
um processc em um computador para determinar se duas sequéncias
sao homologas, como descrito em detalhes, abaixo.

[00128] Figura 18 € um fluxograma que ilustra um aspectc de um
processo identificador para detectar a presenga de uma caracteristica
em uma sequéncia, como descrito em detalhes, abaixo.

DESCRICAQ DETALHADA DA INVENCAO

[00129] A invencio refere-se aos polipeptideos de fitase (por

exemplo, SEQ ID N° 2) e polinucleotideos (por exemplo, SEQ |ID N°
1} codificando-0s como também meétodos de uso dos polinucleotideos
e polipeptideos. A terminologia "fitase" abrange enzimas tendo alguma

atividade de fitase, por exemplo, enzimas capazes de catalisar a de-
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gradagao de fitato, por exemplo, a catalise de fitato (mio-inositol-
hexafosfato) com inositol e fosfato inorganico. As fitases da invengéo
incluem enzimas termotolerantes e termorresistentes.

[00130] As fitases e polinucleotideos codificando as fitases da in-
vengao sao Uteis em varios processos, métodos e composi¢des. Por
exemplo, como debatido acima, uma fitase pode ser usada na alimen-
tagcdo de animais, e suplementos alimentares como também em trata-
mentos para degradar ou remover fitato de excesso do ambiente ou
uma amostra. Outros usos serdo 6bvios aqueles versados na técnica
com base nos ensinos fornecidos aqui, incluindo aqueles debatidos
acima.

[00131] Em um aspecto, as moléculas de fitase da invengéo - ou
sozinhas ou em combinagdo com outros reagentes (incluindo mas nao
limitado a enzimas, incluindo proteases) - sdo usadas no processa-
mento de géneros alimenticios, por exemplo, para prevengédo do lama
de milho ndo desejado, e em outras aplicagdes onde hidrélise de fitato
é desejavel. Em um aspecto, as moléculas de fitase da invengdo sao
usadas para eliminar ou diminuir a presenga de fitato ndo-hidrolisado,
especialmente onde fitato ndo-hidrolisado conduz as consequéncias
problematicas em processos ex vivo incluindo - mas nao limitado ao -
processamento de géneros alimenticios. Em um aspecto, as moléculas
de fitase da invengédo sdo usadas nos procedimentos como descrito
em EP0321004-B1 (Vaara et al.), etapas incluindo no processamento
de grdos de milho e de sorgo por meio do qual os graos duros sao
macerados em agua para os amaciar. As substancias soluveis em
agua que lixiviam durante este processo se tornam parte de um liquido
de maceragdo de milho que é concentrado por evaporagdo. Acido fiti-
co nao-hidrolisado no liquido de maceragéao do milho, em grande parte
na forma de calcio e sais de magnésio, é associado com fosforo e de-

posita uma lama indesejavel com proteinas e ions de metal. Desse
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modo, a lama é problematica na evaporagao, transporte e armazena-
mento do liquido de maceragdo do milho. As moléculas de fitase da
invengao sao usadas para hidrolisar esta lama.

[00132] As moléculas de fitase da invengdo fornecem desempenho
comercial substancialmente superior que moléculas de fitase previa-
mente identificadas, por exemplo moléculas de fitase de origem fungi-
ca.

[00133] A atividade de fitase das enzimas da invengdo pode ser
aproximadamente 4400 U/mg. Esta corresponde a cerca de uma me-
Ihoria de 40 vezes ou mais na atividade das enzimas microbianas pre-
viamente informadas foi aproximadamente na faixa de 50-100 U/mg de
proteina.

[00134] A invengao também fornece métodos para alterar as carac-
teristicas de uma fitase da invengédo por mutagénese e outro método,
incluindo evolugao direcionada, por exemplo, métodos de propriedade
da Diversa Corporation (por exemplo, DirectEvolution®). Estes méto-
dos sdo também elaborados na Patente U. S. No. 5.830.696. Em re-
sumo, DirectEvolution® compreende: a) a sujeigdo de um ou mais mo-
delos moleculares, por exemplo, os acidos nucleicos de fitase da in-
vengao, mutagénese para gerar novas moléculas, e b) a selegdo entre
estes espécies da progénie de novas moléculas com caracteristicas
mais desejaveis.

[00135] O poder de evolugao direcionada depende da escolha inici-
al dos modelos de partida (por exemplo, SEQ ID N°: 1), como também
do(s) processo(s) de mutagénese escolhido(s) e do(s) processos(s) de
triagem usado(s). Desse modo, a invengao fornece novas fontes alta-
mente ativas, fisiologicamente eficazes e econdmicas de atividade de
fitase, incluindo novas fitases que: a) tém atividades superiores sob
uma ou mais aplicagbes especificas, como fabricagdo em temperatura

alta de géneros alimenticios, e sdo desse modo util para otimizar estas
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aplicacdes especificas; b) sdo uteis como modelos para evolugao dire-
cionada para alcangar ate mesmo novas moleculas melhoradas; e ¢)
sao uteis como ferramentas para a identificagéo de moleculas relacio-
nadas adicionais através de meios como métodos com base em hibri-
dagéo.

DEFINICOES

[00138] O termo "anticorpo” inclui um peptideo ou polipeptideo deri-

vado de, modelado apoés ou substancialmente codificado por um gene
de imunoglobulina ou genes de imunoglobulina, ou fragmentos destes,
capazes de especificamente ligar um antigeno ou epitopo, ver, por
exemplo Fundamental Immunology, Terceira Edicao, W. E. Paul, ed,,
Raven Press, N. |. {1993); Wilson (1994) J. Immunol. Methods
175:267-273; Yarmush (1992) J. Biochem. Biophys. Methods 25:85-97.
O termo anticorpo inclui porgdes de ligagao de antigeno, isto &, "sitios
de ligagao ao antigeno,” (e. g., fragmentos, subsequéncia, regides de
determinacdo de complementaridade (CDRs)) que retém capacidade
de ligar antigeno, incluindo (i) um fragmento de Fab, um fragmento
monovalente que consiste nos dominios de VL, VH, CL e CH1, (ii) um
fragmento de F(ab')2, um fragmento bivalente compreendendo dois
fragmentos de Fab ligados por uma liga¢do em ponte de dissulfeto na
regiao da dobradica; (iii) um fragmento de Fd que consiste nos domi-
nios de VH e de CH1; (iv) um fragmento de Fv que consiste nos domi-
nios de VL e de VH de um brago simples de um anticorpo, (v} um fra-
gmento de dAb (Ward et al., (1989) Nature 341:544-546) que consiste
em um dominio de VH; e (vi) uma regido de determinagéo de comple-
mentaridade isolada (CDR). Os anticorpos de cadeia simples também
sao incluidos por referéncia no termo "anticorpo.”

[00137] Os termos "arranjo” ou "microarranjo” ou "biochip" ou "chip”
como aqui usados s&o uma pluralidade de elementos alvo, cada ele-

mento alvo compreendendo uma quantidade definida de um ou mais
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polipeptideos (incluindo anticorpos) ou acidos nucleicos imobilizados
sobre uma area definida de uma superficie de substrato, como debati-
do em também detalhe, abaixo.

[00138] Como aqui usado, os termos "computador,” "programa de
computador” e "processador" sido usados em seus contextos gerais
mais amplos e incorporam todos tais dispositivos, como descrito em
detalhes, abaixo.

[00139] Uma "sequéncia de codificagdo de" ou uma "sequéncia co-
difica" um polipeptideo ou proteina particular, € uma sequéncia de aci-
dos nucleicos que é transcrita e traduzida em um polipeptideo ou pro-
teina quando colocada sob o controle de sequéncias reguladoras
apropriadas.

[00140] O termo "cassete de expressao” como aqui usado refere-se
a uma sequéncia de nucleotideos que é capaz de afetar a expresséo
de um gene estrutural (isto &, uma sequéncia de codificagdo de protei-
na, como uma fitase da invengdo) em um hospedeiro compativel com
tais sequéncias. Os cassetes de expressao incluem pelo menos um
promotor operavelmente ligado com a sequéncia de codificacdo de
polipeptideo; e, opcionalmente, com outras sequéncias, por exemplo,
sinais de terminagao de transcrigdo. Fatores adicionais necessarios ou
Uteis para realizar a expressao também podem ser usados, por exem-
plo, intensificadores. "Operavelmente ligado" como aqui usado adiante
refere-se a ligagdo de um promotor de uma sequéncia de DNA de mo-
do que o promotor medeia a transcrigao da sequéncia de DNA. Desse
modo, os cassetes de expressdo também incluem plasmideos, vetores
de expressao, virus recombinantes, qualquer forma de vetor de DNA
recombinante "nu" e outros. Um "vetor" compreende um acido nucleico
que pode infetar, transfeccionar, transiente ou permanentemente
transduzir uma célula. Sera reconhecido que um vetor pode ser um

acido nucleico nu, ou um acido nucleico complexado com proteina ou
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lipidio. O vetor opcionalmente compreende acidos nucleicos viréticos
ou bacterianos e/ou proteinas, e/ou membranas (por exemplo, uma
membrana de célula, um envelope de lipidio virético, etc.). Vetores in-
cluem, mas ndo sao limitados a réplicons (por exemplo, réplicons de
RNA, bacteriéfagos) aos quais fragmentos de DNA podem ser ligados
e se tornarem replicados. Vetores desse modo incluem, mas nao sao
limitados a RNA, DNA ou RNA circular ou linear de auto-replicagao
auténomo (por exemplo, plasmideos, virus, e outros, ver, por exemplo,
Patente U. S. No. 5.217.879), e incluem o plasmideo de expressao e
de nao-expressdo. Onde um microorganismo recombinante ou cultura
de célula é descrito como hospedeiro de um "vetor de expressao” este
inclui tanto DNA circular e linear extracromossémico quanto DNA que
foi incorporado no(s) cromossomo(s) do hospedeiro. Onde um vetor
estiver sendo mantido por uma célula hospedeira, o vetor ou pode ser
estavelmente replicado pelas células durante mitose como uma estru-
tura auténoma, ou é incorporado dentro do genoma do hospedeiro.

[00141] As frases "acido nucleico” ou "sequéncia de acidos nuclei-
cos" como aqui usadas refere-se a um oligonucleotideo, nucleotideo,
polinucleotideo, ou a um fragmento de qualquer um destes, para DNA
ou RNA (por exemplo, mMRNA, rRNA, tRNA) de origem gendmica ou
sintética que pode ser unifilamentado ou bifilamentado e pode repre-
sentar um filamento sentido ou anti-sentido, para o acido nucleico de
peptideo (PNA), ou para qualquer material semelhante a DNA ou se-
melhante a RNA, natural ou sintético na origem, incluindo, por exem-
plo, iRNA, ribonucleoproteinas (por exemplo, iRNPs). O termo abrange
acidos nucleicos, isto €, oligonucleotideos, contendo analogos conhe-
cidos de nucleotideos naturais. O termo também abrange estruturas
semelhantes a acido nucleico com cadeias principais sintéticas, ver
por exemplo, Mata (1997) Toxicol. Appl. Pharmacol. 144:189-197;
Strauss-Soukup (1997) Biochemistry 36:8692-8698; Samstag (1996)
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Antisentido Nucleic Acid Drog Dev 6:153-156.

[00142] "Aminoacido" ou "sequéncia de aminoacidos" como aqui
usado refere-se a uma sequéncia de oligopeptideos, peptideos, poli-
peptideos ou de proteinas, ou a um fragmento, porgédo ou subunidade
de qualquer um destes, e as moléculas de ocorréncia natural ou sinté-
tica.

[00143] Como aqui usado, o termo "isolado” significa que o material
é removido de seu ambiente original (por exemplo, o ambiente natural
se for de ocorréncia natural). Por exemplo, um polinucleotideo de ocor-
réncia natural ou polipeptideo presente em um animal vivo nao é iso-
lado, mas 0 mesmo polinucleotideo ou polipeptideo, separado de al-
guns ou todos os materiais coexistentes no sistema natural, é isolado.
Tais polinucleotideos podem fazer parte de um vetor e/ou tais polinu-
cleotideos ou polipeptideos podem fazer parte de uma composigéo, e
ainda ser isolados naquele tal vetor ou composi¢ao que nao faz parte
de seu ambiente natural. Como aqui usado, um material ou composi-
¢ao isolada também podem ser uma composi¢ao "purificada", isto é,
nao requer pureza absoluta; de preferéncia, é intencionado como uma
definigdo relativa. Os acidos nucleicos individuais obtidos de uma bi-
blioteca podem ser convencionalmente purificados para homogenei-
dade eletroforética. Em aspectos alternativos, a invengao fornece aci-
dos nucleicos que foram purificados de DNA gendmico ou de outras
sequéncias em uma biblioteca ou outro ambiente por pelo menos um,
dois, trés, quatro, cinco ou mais ordens de magnitude.

[00144] Como aqui usado, o termo "recombinantes” significa que o
acido nucleico € adjacente a um acido nucleico da "cadeia principal” ao
qual ndo é adjacente em seu ambiente natural. Em um aspecto, os
acidos nucleicos representam 5 % ou mais do numero de inser¢des de
acido nucleico em uma populagao de "moléculas da cadeia principal”

de acido nucleico. "Moléculas da cadeia principal" de acordo com a
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invengéo incluem acidos nucleicos como vetores de expressao, acidos
nucleicos de auto-replicagao, virus, acidos nucleicos de integragao, e
outros vetores ou acidos nucleicos mantidos ou manipulados de uma
inser¢ao de acido nucleico de interesse. Em um aspecto, os acidos
nucleicos enriquecidos representam 15 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60
%, 70 %, 80 %, 90 % ou mais do nimero de insergdes de acido nu-
cleico na populagédo de moléculas recombinantes da cadeia principal.
Polipeptideos ou proteinas "recombinantes” referem-se aos polipepti-
deos ou proteinas produzidas por técnicas de DNA recombinante; por
exemplo, produzidas de células transformadas por um constructo de
DNA exégeno codificando o polipeptideo ou proteina desejada. Poli-
peptideos ou proteinas "sintéticas" sdo aquelas preparadas por sintese
quimica, como descrito em também detalhe, abaixo.

[00145] Uma sequéncia promotora é "operavelmente ligada a" uma
sequéncia de codificagdo quando polimerase de RNA que inicia a
transcricdo no promotor transcrever a sequéncia de codificagido no
mMRNA, como debatido também, abaixo.

[00146] "Oligonucleotideo" refere-se ou a um polideoxinucleotideo
unifilamentado ou polideoxinucleotideo bifilamentado complementar
que pode ser quimicamente sintetizado. Tais oligonucleotideos sintéti-
cos nao tém nenhum 5' fosfato e desse modo néo se ligam a outro oli-
gonucleotideo sem adicionar um fosfato com um ATP na presenga de
uma cinase. Um oligonucleotideo sintético ligara a um fragmento que
nao foi desfosforilado.

[00147] A frase "substancialmente idénticas" no contexto de dois
acidos nucleicos ou polipeptideos, refere-se a duas ou mais sequén-
cias tendo pelo menos 50 %, 60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95
%, 98 % ou 99 % de identidade (sequéncia) de residuo de nucleotideo
ou de aminoacido, quando comparadas e alinhadas para correspon-

déncia maxima, como medido usando qualquer algoritmo de compara-
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¢ao de sequéncia conhecido, como debatido em detalhes abaixo, ou
através de inspec¢ao visual. Em aspectos alternativos, a invengao for-
nece sequéncias de acidos nucleicos e polipeptideos tendo identidade
substancial a uma sequéncia exemplar da invengéo, por exemplo,
SEQ ID N°: 1, SEQ ID N°: 2, em uma regido de pelo menos cerca de
100 residuos, 150 residuos, 200 residuos, 300 residuos, 400 residuos,
Oou uma regiao que varia de entre cerca de 50 residuos para o compri-
mento total do acido nucleico ou polipeptideos. As sequéncias de aci-
dos nucleicos da invengdo podem ser substancialmente idénticas no
comprimento inteiro de uma regido de codificagéo de polipeptideos.

[00148] Adicionalmente uma sequéncia de aminoacidos "substanci-
almente idéntica" é uma sequéncia que difere de uma sequéncia de
referéncia por uma ou mais substituigdes, dele¢do ou insergdes de
aminoacidos mais conservadores ou nao-conservadores, particular-
mente quando uma tal substituicdo ocorre em um sitio que nao é o si-
tio ativo da molécula, e contanto que o polipeptideo essencialmente
retenha suas propriedades funcionais. Por exemplo, uma substituicdo
de aminoacido conservadora substitui um aminoacido por outro da
mesma classe (por exemplo, substituigdo de um aminoacido hidrofébi-
co, como isoleucina, valina, leucina ou metionina, por outro, ou substi-
tuicdo de um aminoacido polar por outro, como substituicado de argini-
na por lisina, acido glutdmico por acido aspartico ou glutamina por as-
paragina). Um ou mais aminoacidos podem ser excluidos, por exem-
plo, de um polipeptideo de fitase, resultando na modificagdo da estru-
tura do polipeptideo, sem significativamente alterar sua atividade bio-
I6gica. Por exemplo, aminoacidos amino- ou carboxil-terminais que
nao sdo requeridos para atividade biologica de fitase podem ser remo-
vidos. As sequéncias de polipeptideos modificadas da invengdo po-
dem ser ensaiadas para atividade biologica de fitase por qualquer nu-

mero de métodos, incluindo contando a sequéncia de polipeptideos
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modificada com um substrato de fitase e determinando se o polipepti-
deo modificado diminui a quantidade de substrato especifico no ensaio
ou aumenta os bioprodutos da reag¢ao enzimatica de uma fitase funci-
onal com o substrato, como debatido também, abaixo.

[00149] "Hibridagao" refere-se ao processo pelo que um filamento
de acido nucleico se une a um filamento complementar através de
emparelhamento de bases. As reag¢des de hibridagédo podem ser sen-
siveis e seletivas de forma que uma sequéncia particular de interesse
pode ser identificada até mesmo em amostras nas quais ela esta pre-
sente em baixas concentragdes. Condigées adequadamente rigorosas
podem ser definidas, por exemplo, pelas concentra¢gdes de sal ou for-
mamida nas solugdes de pré-hibridagao e hibridagao, ou pela tempera-
tura de hibridagao, e sdo bem-conhecidas na técnica. Por exemplo, a
severidade pode ser aumentada reduzindo a concentragdo de sal, au-
mentando a concentragdo de formamida ou elevando a temperatura de
hibridagao, alterando o tempo de hibridagdo, como descrito em deta-
Ihes, abaixo. Em aspectos alternativos, os acidos nucleicos da inven-
¢ao sao definidos por sua capacidade de hibridar sob varias condigdes
de severidade (por exemplo, alta, média e baixa), como exposto aqui.
[00150] O termo "variante" refere-se aos polinucleotideos ou poli-
peptideos da invengdo modificados em um ou mais pares basicos, co-
dons, introns, éxons ou residuos de aminoacido (respectivamente)
embora ainda retenha a atividade biolégica de uma fitase da invengao.
Variantes podem ser produzidas por qualquer nimero de meios inclu-
indo métodos como, por exemplo, PCR propensa a erro, embaralha-
mento, mutagénese dirigida a oligonucleotideo, PCR de montagem,
mutagénese de PCR sexual, mutagénese in vivo, mutagénese de cas-
sete, mutagénese de conjunto recursiva, mutagénese de conjunto ex-
ponencial, mutagénese loco-especifica, remontagem genética, GSSM

e qualquer combinagdo destes. Técnicas para produzir fitases varian-
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tes tendo atividade em um pH ou temperatura, por exemplo, que é di-
ferente de uma fitase do tipo selvagem, sdo aqui incluidas.

[00151] O termo "mutagénese de saturagéo” ou "GSSM" inclui um
método que usa iniciadores de oligonucleotideos degenerados para
introduzir mutagdes de ponto dentro de um polinucleotideo, como des-
crito em detalhes, abaixo.

[00152] O termo "sistema de evolugdo direcionada otimizada" ou
"evolugdo direcionada otimizada" inclui um método para remontar fra-
gmentos de sequéncias de acidos nucleicos relacionadas, por exem-
plo, genes relacionados, e explicado em detalhes, abaixo.

[00153] O termo "remontagem de ligagéo sintética" ou "SLR" inclui
um método de ligar fragmentos de oligonucleotideo em uma forma
nao-estotastica, e explicou em detalhes, abaixo.

[00154] As frases "acido nucleico” ou "sequéncia de acidos nuclei-
cos" como aqui usadas referem-se a um oligonucleotideo, nucleotideo,
polinucleotideo ou a um fragmento de qualquer um destes, para DNA
ou RNA de origem gendmica ou sintética que pode ser unifilamentado
ou bifilamentado e pode representar um filamento sentido ou anti-
sentido, acido nucleico de peptideo (PNA) ou qualquer material seme-
Ihante a DNA ou semelhante a RNA, natural ou sintético na origem.
Em um aspecto, uma "sequéncia de acidos nucleicos" da invengao in-
clui, por exemplo, uma sequéncia codificando um polipeptideo como
exposto na SEQ ID N°: 2, e variantes desta. Em outro aspecto, uma
"sequéncia de acidos nucleicos" da invengao inclui, por exemplo, uma
sequéncia como exposto na SEQ ID N°: 1, sequéncias complementa-
res a esta, fragmentos das sequéncias anteriores e variantes destas.
[00155] Uma "sequéncia de codificagdo” ou uma "sequéncia de nu-
cleotideos codificando"” um polipeptideo ou proteina particular, € uma
sequéncia de acidos nucleicos que é transcrita e traduzida em um po-

lipeptideo ou proteina quando colocada sob o controle das sequéncias
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reguladoras apropriadas.

[00156] O termo "gene" significa o segmento de DNA envolvido na
produgao de uma cadeia de polipeptideos; inclui regides precedentes
e seguindo a regido de codificagédo (lider e de rastro) como também,
onde aplicavel, sequéncias intervenientes (introns) entre os segmentos
de codificagdo individuais (éxons).

[00157] "Aminoacido" ou "sequéncia de aminoacidos" como aqui
usado refere-se a uma sequéncia de oligopeptideos, peptideos, poli-
peptideos ou de proteinas, ou um fragmento, porgéo ou subunidade de
qualquer um destes, e as moléculas de ocorréncia natural ou sintética.
Em um aspecto, uma "sequéncia de aminoacidos" ou "sequéncia de
polipeptideos” da invengao inclui, por exemplo, uma sequéncia como
exposto na SEQ ID N°: 2, fragmentos da sequéncia anterior e varian-
tes desta. Em outro aspecto, uma "sequéncia de aminoacidos" da in-
vengao inclui, por exemplo, uma sequéncia codificada por um polinu-
cleotideo tendo uma sequéncia como exposto na SEQ ID N° 1, se-
quéncias complementares a esta, fragmentos das sequéncias anterio-
res e variantes destas.

[00158] O termo "polipeptideo” como aqui usado, refere-se aos
aminoacidos ligados um ao outro através de ligagdes de peptideo ou
ligagdes de peptideo modificado, isto é, isosteres de peptideo, e po-
dem conter aminoacidos modificados diferentes dos 20 aminoacidos
gene-codificados. Os polipeptideos podem ser modificados por quais-
quer processos naturais, como processamento pdés-translacional, ou
por técnicas de modificagdo quimica que sdo bem-conhecidas na téc-
nica. Modificagbes podem ocorrer em qualquer lugar no polipeptideo,
incluindo na cadeia principal do peptideo, nas cadeias laterais de ami-
noacido e no término amino ou carboxila. Sera apreciado que o mes-
mo tipo de modificagdo pode estar presente nos mesmos ou variados

graus nos varios sitios em um polipeptideo dado. Também um polipep-
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tideo dado pode ter muitos tipos de modificagdes. Modificagdes inclu-
em acetilagdo, acilagdo, PAD-ribosilagao, amidagéao, ligagao covalente
de flavina, ligagdo covalente de uma hemi-metade, ligagdo covalente
de um nucleotideo ou derivado de nucleotideo, ligagao covalente de
um lipidio ou derivado de lipidio, ligagao covalente de um fosfatidilino-
sitol, ciclizagdo de reticulagdo, formagao de ligagdo de dissulfeto,
desmetilagéo, formagao de reticulagdes covalentes, formagao de ciste-
ina, formagéo de piroglutamato, formilagao, faixa-carboxilagdo, glicosi-
lagdo, formagédo de ancora de GPI, hidroxilagdo, iodagido, metilagao,
miristoliagdo, oxidagao, tratamento com PEG, processamento proteoli-
tico, fosforilagéo, prenilagéo, racemizagdo, selenoilagéo, sulfatizagdo e
adicdo mediada por tradugido de RNA de aminoacidos para proteina
como arginilagéo. (Ver Proteins - Structure and Molecular Properties 22
Ed., T. E. Creighton, W. H. Freeman and Company, Nova lorque
(1993); Posttranslational Colvante Modification of Proteins, B. C. John-
son, Ed., Academic Press, Nova lorque, pp. 1-12 (1983)).

[00159] Como aqui usado, o termo "isolado" significa que o material
é removido de seu ambiente original (por exemplo, o0 ambiente natural
se for de ocorréncia natural). Por exemplo, um polinucleotideo de ocor-
réncia natural ou polipeptideo presente em um animal vivo nao é iso-
lado, mas 0 mesmo polinucleotideo ou polipeptideo, separado de al-
guns ou todos os materiais coexistentes no sistema natural, € isolado.
Tais polinucleotideos podem fazer parte de um vetor e/ou tais polinu-
cleotideos ou polipeptideos podem fazer parte de uma composig¢ao, e
ainda ser isolados naquele tal vetor ou composi¢ao que nao faz parte
de seu ambiente natural.

[00160] Como aqui usado, o termo "purificado” ndo requer pureza
absoluta; de preferéncia, é intencionado como uma definigao relativa.
Os &cidos nucleicos individuais obtidos de uma biblioteca foram con-

vencionalmente purificados a homogeneidade eletroforética. As se-
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quéncias destes clones ndo puderam ser obtidas diretamente ou da
biblioteca ou do DNA humano total. Os acidos nucleicos purificados da
invengao foram purificados do resto do DNA gendmico no organismo
por pelo menos 10*-10° vezes. Porém, o termo "purificado" também
inclui acidos nucleicos que foram purificados do resto do DNA gendémi-
co ou de outras sequéncias em uma biblioteca ou outro ambiente por
pelo menos uma ordem de magnitude, tipicamente duas ou trés or-
dens, e mais tipicamente quatro ou cinco ordens de magnitude.
[00161] Como aqui usado, o termo "recombinante” significa que o
acido nucleico é adjacente ao acido nucleico da "cadeia principal" ao
qual ndo se encontra adjacente em seu ambiente natural. Adicional-
mente, ser "enriquecidos” os acidos nucleicos representardao 5 % ou
mais do numero de insergdes de acido nucleico em uma populagao de
moléculas da cadeia principal de acido nucleico. Moléculas da cadeia
principal de acordo com a invengéao incluem acidos nucleicos como
vetores de expressao, acidos nucleicos de auto-reprodug¢ao, virus, aci-
dos nucleicos integrantes, e outros vetores ou acidos nucleicos usados
para manter ou manipular uma insergio de acido nucleico de interes-
se. Tipicamente, os acidos nucleicos enriquecidos representam 15 %
ou mais do numero de inser¢des de acido nucleico na populagéo de
moléculas recombinantes da cadeia principal. Mais tipicamente, os
acidos nucleicos enriquecidos representam 50 % ou mais do nimero
de inser¢des de acido nucleico na populagdo de moléculas recombi-
nantes da cadeia principal. Em um aspecto, os acidos nucleicos enri-
quecidos representam 90 % ou mais do niumero de inser¢gdes de acido
nucleico na populagao de moléculas recombinantes da cadeia princi-
pal.

[00162] Polipeptideos ou proteinas "recombinantes” referem-se aos
polipeptideos ou proteinas produzidas por técnicas de DNA recombi-

nantes; isto é, produzidas de células transformadas por um constructo
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de DNA exégeno codificando o polipeptideo ou proteina desejada. Po-
lipeptideos ou proteina "sintéticos" sao aqueles preparados por sintese
quimica. Métodos de sintese quimica de peptideo de fase sélida po-
dem ser também usados para sintetizar o polipeptideo ou fragmentos
da invengdo. Tal método foi conhecido na técnica desde os anos 60
(Merrifield, R. B., J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154, 1963) (também
ver Stewart, J. M. e Young, J. D., Solid Phase Peptide Synthesis, 22
ed., Pierce Chemical Co., Rockford, lll., pp. 11-12)) e foi recentemente
empregado em kits de modelo e sintese de peptideo de laboratério
comercialmente disponiveis (Cambridge Research Biochemicals). Tais
kits de laboratério comercialmente disponiveis em geral utilizaram os
ensinamentos de H. M. Geysen et al, Proc. Natl. Acad. Sci.,, USA,
81:3998 (1984) e forneceram sintetizagdo de peptideos nas pontas de
uma multidao de "bastdes" ou "pinos" todos destes estdo conectados a
uma unica placa. Quando um tal sistema é utilizado, uma placa de
bastbes ou pinos é invertida e inserida em uma segunda placa de ca-
vidades ou reservatérios correspondentes, que contém solugbes para
ligar ou ancorar um aminoacido apropriado as pontas do pino ou bas-
tdo. Repetindo uma tal etapa de processo, isto €, invertendo e inserin-
do as pontas do bastao e do pino nas solugdes apropriadas, aminoaci-
dos sao construidos em peptideos desejados. Além disso, varios sis-
temas de sintese de peptideo de FMOC disponiveis estdo disponiveis.
Por exemplo, uma montagem de um polipeptideo ou fragmento pode
ser realizada em um suporte sélido usando um sintetizador de pepti-
deo automatizado da Applied Biosystems, Inc., Modelo 431A. Tal
equipamento fornece acesso facil aos peptideos da invengéo, ou atra-
vés da sintese direta ou pela sintese de uma série de fragmentos que
podem ser acoplados usando outras técnicas conhecidas.

[00163] Uma sequéncia promotora esta "operavelmente ligada a"

uma sequéncia de codificagdo quando polimerase de RNA que inicia a
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transcrigcdo no promotor transcrever a sequéncia de codificagao dentro
do mRNA.

[00164] "Plasmideos" sdo designados por uma letra minuscula p
precedida e/ou seguida de letras mailsculas e/ou nimeros. Os plas-
mideos de partida ou sdao aqui comercialmente disponiveis, publica-
mente disponiveis em uma base nao-restrita, ou podem ser construi-
dos dos plasmideos disponiveis de acordo com os procedimentos pu-
blicados. Além disso, os plasmideos equivalentes para aqueles descri-
tos aqui sdo conhecidos na técnica e serdo 6bvios ao versado na téc-
nica.

[00165] "Digestdo" de DNA refere-se a clivagem catalitica do DNA
com uma enzima de restrigdo que apenas age em certas sequéncias
no DNA. As varias enzimas de restricdo usadas aqui estdao comercial-
mente disponiveis e suas condi¢gdes de reagéo, co-fatores e outros re-
querimentos foram usados como é conhecido ao versado na técnica.
Tipicamente para propésitos analiticos, 1 «xg de plasmideo ou fragmen-
to de DNA é usado com cerca de 2 unidades de enzima em cerca de
20 od de solugdo tampao. Tipicamente para o propdsito de isolar os
fragmentos de DNA para construgdo do plasmideo, sédo digeridos 5 a
50 «og de DNA com 20 a 250 unidades de enzima em um volume mai-
or. Tampdes apropriados e quantidades de substrato para as enzimas
de restrigdo particulares sdo especificados pelo fabricante. O tempo de
incubagéo de cerca de 1 hora a 37C é normalmente u sado, mas pode
variar de acordo com as instru¢gdes do vendedor. Apés digestao, a ele-
troforese em gel pode ser executada para isolar o fragmento desejado.
[00166] "Oligonucleotideo" refere-se ou a um polideoxinucleotideo
uniflamentado ou polideoxinucleotideo bifilamentado complementar
que pode ser quimicamente sintetizado. Tais oligonucleotideos sintéti-
cos nao tém nenhum 5' fosfato e desse modo nao ligardo a outro oli-
gonucleotideo sem adicionar um fosfato com um ATP na presencga de
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uma cinase. Um oligonucleotideo sintético ligara a um fragmento que
nao foi desfosforilado.

[00167] A frase "substancialmente idéntica" no contexto de duas
sequéncias de acidos nucleicos ou polipeptideos, refere-se a duas ou
mais sequéncias tendo pelo menos 60 %, 70 %, 80 %, e em alguns
aspectos 90-95 % de identidade de nucleotideo ou residuo de aminoa-
cido, quando comparadas e alinhadas para correspondéncia maxima,
como medido usando um dos algoritmos de comparagéao de sequéncia
conhecidos ou através de inspe¢ao visual. Tipicamente, a identidade
substancial existe em uma regido de pelo menos cerca de 100 resi-
duos, e mais comumente as sequéncias sdo substancialmente idénti-
cas pelo menos cerca de 150-200 residuos. Em alguns aspectos, as
sequéncias sao substancialmente idénticas no comprimento inteiro das
regides de codificago.

[00168] O termo "cerca de" é aqui usado para significar "aproxima-
damente,” ou "em torno de,” ou "por volta de," ou "na regiao de."
Quando o termo "cerca de" é usado junto com uma faixa numérica, ele
modifica aquela faixa estendendo os limites para acima e para baixo
dos valores numéricos expostos. Em geral, o termo "cerca de" é aqui
usado para modificar um valor numérico para cima e para baixo do va-
lor declarado por uma variancia de 20 por cento.

[00169] Adicionalmente, uma sequéncia de aminoacidos "substan-
cialmente idéntica" € uma sequéncia que difere de uma sequéncia de
referéncia por uma ou mais substituigcdes, dele¢des ou insergdes de
aminoacido conservadoras ou nao-conservadoras, particularmente
quando uma tal substituicdo ocorre em um sitio que nao é o sitio ativo
da molécula, e contanto que o polipeptideo essencialmente retenha
suas propriedades funcionais. Por exemplo, uma substituicdo de ami-
noacido conservadora substitui um aminoacido por outro da mesma

classe (por exemplo, substituigdo de um aminoacido hidrofébico, como
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isoleucina, valina, leucina, ou metionina, por outro, ou substituicido de
um aminoacido polar por outro, como substituigdo de arginina por lisi-
na, acido glutdmico por acido aspartico ou glutamina por asparagina).
Um ou mais aminoacidos podem ser excluidos, por exemplo, de um
polipeptideo de fitase, resultando na modificagdo da estrutura do poli-
peptideo, sem significativamente alterar sua atividade biolégica. Por
exemplo, aminoacidos amino- ou carboxil-terminais podem ser remo-
vidos que ndo sao requeridos para atividade biolégica de fitase. Se-
quéncias de polipeptideos modificadas da invengdo podem ser ensai-
adas para atividade biolégica de fitase por qualquer nimero de méto-
dos, incluindo contatar a sequéncia de polipeptideos modificada com
um substrato de fitase e determinar se o polipeptideo modificado dimi-
nui a quantidade de substrato especifico no ensaio ou aumenta os bi-
oprodutos da reagdo enzimatica de um polipeptideo de fitase funcional
com o substrato.

[00170] "“"Fragmentos" como aqui usado sdo uma por¢ao de uma
proteina de ocorréncia natural ou recombinante onde podem existir
pelo menos duas conformagdes diferentes. Fragmentos podem ter a
mesma ou substancialmente a mesma sequéncia de aminoacidos co-
mo a proteina de ocorréncia natural. "Substancialmente a mesma" sig-
nifica que uma sequéncia de aminoacidos € em grande parte, mas nao
completamente, a mesma, mas retém pelo menos uma atividade fun-
cional da sequéncia a qual esta relacionada. Em geral, duas sequén-
cias de aminoacidos sao "substancialmente as mesmas" ou "substan-
cialmente homdlogas” se elas sao pelo menos cerca de 70, mas mais
tipicamente cerca de 85 % ou mais idénticas. Também sao incluidos
fragmentos tendo estruturas tridimensionais diferentes como a protei-
na de ocorréncia natural. Um exemplo deste, € uma molécula de "pré6-
forma", como uma pré-proteina de baixa atividade que pode ser modi-

ficada através de clivagem para produzir uma enzima matura com ati-
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vidade significativamente mais alta.

[00171] "Hibridagao" refere-se ao processo pelo qual um filamento
de acido nucleico une a um filamento complementar através de empa-
relhamento de bases. Reagdes de hibridagdo podem ser sensiveis e
seletivas de forma que uma sequéncia particular de interesse pode ser
identificada até mesmo nas amostras em que ela esta presente em
baixas concentragbes. Condigbes adequadamente rigorosas podem
ser definidas, por exemplo, pelas concentragdes de sal ou formamida
nas solugbes de pré-hibridagdo e de hibridagao, ou pela temperatura
de hibridagéo, e sdo bem-conhecidas na técnica. Em particular, a se-
veridade pode ser aumentada reduzindo a concentragéo de sal, au-
mentando a concentragdo de formamida ou elevando a temperatura de
hibridagao.

[00172] Por exemplo, hibridagdo sob condigbes de severidade alta
pode ocorrer em cerca de 50 % de formamida a cerca de 37C a 42T.

Hibridagdo pode ocorrer sob condigdes de severidade reduzidas em
cerca de 35 % a 25 % de formamida a cerca de 30C a 35C. Em par-
ticular, a hibridagdo pode ocorrer sob condigdes de severidade alta a
42T em 50 % de formamida, 5X SSPE, 0,3 % de SDS e 200 ng/ml de
DNA de esperma de salméo cisalhado e desnaturado. A hibridagéo
pode ocorrer sob condi¢gdes de severidade reduzidas como descrito
acima, mas em 35 % de formamida em uma temperatura reduzida de
35T. A faixa de temperatura que corresponde a um nivel particular de
severidade pode ser também estreitada calculando a razdo de purina
para pirimidina do acido nucleico de interesse e ajustando a tempera-
tura consequentemente. Variagbes nas faixas e condigbes acima sao
bem-conhecidas na técnica.

[00173] O termo "variante" refere-se aos polinucleotideos ou poli-
peptideos da invengao modificados em um ou mais pares de base, co-

dons, introns, éxons ou residuos de aminoacido (respectivamente)
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embora ainda retenha a atividade biolégica de uma fitase da invengdo.
Variantes podem ser produzidas por qualquer nimero de meios inclu-
indo metodos como, por exemplo, PCR propensa a erro, embaralha-
mento, mutagénese dirigida a oligonucleotideo, PCR de montagem,
mutagénese de PCR sexual, mutagénese in vivo, mutagénese de cas-
sete, mutagénese de conjunto recursiva, mutagénese de conjunto ex-
ponencial, mutagénese sitio especifica, remontagem de ligagao,
GSSM e qualquer combinagao destes.

[00174] Os termos "termoestavel” e "termoestabilidade” como aqui
usados com referéncia a uma enzima significam a capacidade da en-
zima de operar em temperaturas aumentadas, por exemplo ter ativida-
de especifica comparavel a 70C e a 85T em um pH ¢ omum. Uma
enzima "termoestavel" mantera muita ou toda sua atividade em uma
temperatura aumentada ou pode ser mais ativa em uma temperatura
aumentada que a sua temperatura normal {(por exemplo, temperatura
ambiente) ou sua temperatura ideal antes da mutagénese para obter
termoestabilidade intensificada.

[00175] Os termos "termotolerante” e "termotolerancia” como aqui
usados com referéncia a uma enzima significam a capacidade da en-
Zima de normalmente operar apds exposicao em temperatura alta,
embora a temperatura alta possa desativar a enzima temporariamente.
GERACAOQ E MANIPULACAO DOS ACIDOS NUCLEICOS

[00176] A inveng&o fornece acidos nucleicos, incluindo cassetes de

expressao como vetores de expressao, codificando os polipeptideos e
fitases da invencao. A invencao também inclui métodos para descobrir
novas sequéncias de fitase usando os acidos nucleicos da invengao.
Também fornecidos s&o meétodos para modificar 0s acidos nucleicos
da invengéao, por exemplo, por remontagem de ligagao sintética, siste-
ma de evolugao direcionada otimizada e/ou mutagénese de saturagao.

[00177] Os acidos nucleicos da invengao podem ser feitos, isolados
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e/ou manipulados, por exemplo, por clonagem e expressao de biblio-
tecas de cDNA, amplificagdo de DNA mensageiro ou gendmico por
PCR e similares. Praticando os métodos da invengao, genes homolo-
gos podem ser modificados manipulando um acido nucleico modelo,
como descrito aqui. A invengao pode ser praticada junto com qualquer
método ou protocolo ou meios conhecidos na técnica, que sao bem
descritos na literatura cientifica e de patentes.

TECNICAS GERAIS

[00178] Os acidos nucleicos usados para praticar esta invengao, ou

RNA, iRNA, acido nucleico de anti-sentido, cDNA, DNA gendmico, ve-
tores, virus ou hibridos destes, podem ser isolados de uma variedade
de fontes, geneticamente criadas, amplificadas e/ou expressa-
das/recombinantemente geradas. Os polipeptideos recombinantes ge-
rados destes acidos nucleicos podem ser individualmente isolados ou
clonados e testados por uma atividade desejada. Qualquer sistema de
expressao recombinante pode ser usado, incluindo sistemas de ex-
presséo bacteriana, mamifera, de levedura, de inseto ou de planta.
[00179] Alternativamente, estes acidos nucleicos podem ser sinteti-
zados in vitro através de técnicas de sintese quimica bem-conhecidas,
como descrito em, por exemplo, Adams (1983) J. Am. Chem. Soc.
105:661; Belousov (1997) Nucleic Acids Res. 25:3440-3444; Frenkel
(1995) Free Radic. Biol. Med. 19:373-380; Blommers (1994) Biochem-
istry 33:7886-7896; Narang (1979) Meth. Enzymol. 68:90; Brown
(1979) Meth. Enzymol. 68:109; Beaucage (1981) Tetra. Lett. 22:1859;
Patente U. S. N° 4.458.066.

[00180] Técnicas para a manipulagdo de acidos nucleicos, como,
por exemplo, subclonagem, sondas de marcagéo (por exemplo, mar-
cagao de iniciador aleatério usando polimerase de Klenow, tradugao
de entalhe, amplificagdo), sequenciagdo, hibridagdo e similares, sédo

bem descritas na literatura cientifica e de patentes, ver, por exemplo,
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Sambrook, ed., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL
(2ND ED.), Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, (1989);
CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Ausubel, ed.
John Wiley & Sons, Inc., Nova lorque (1997); LABORATORY
TECHNIQUES IN BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY:
HYBRIDIZATION WITH NUCLEIC ACID PROBES, Parte I. Theory and
Nucleic Acid Preparation, Tijssen, ed. Elsevier, N. I. (1993).

[00181] Outros meios Uteis de obter e manipular acidos nucleicos
usados para praticar os métodos da invengédo sido clonagem das
amostras gendmicas, e, se desejado, triar e reclonar inser¢des isola-
das ou amplificadas de, por exemplo, clones genémicos ou clones de
cDNA. Fontes de acido nucleico usadas nos métodos da invengao in-
cluem bibliotecas genémicas ou de cDNA contido, por exemplo, nos
cromossomos artificiais mamiferos (MACS), ver, por exemplo, Paten-
tes U. S. N% 5.721.118; 6.025.155; cromossomos artificiais humanos,
ver, por exemplo, Rosenfeld (1997) Nat. Genet. 15:333-335; cromos-
somos artificiais de levedura (YAC); cromossomos artificiais bacteria-
nos (BAC); cromossomos artificiais de P1, ver, por exemplo, Woon
(1998) Genomics 50:306-316; vetores P1-derivados (PACs), ver, por
exemplo, Kern (1997) Biotechniques 23:120-124; cosmideos, virus re-
combinantes, fagos ou plasmideos.

[00182] Em um aspecto, um acido nucleico codificando um polipep-
tideo da invengédo é montado em fase apropriada com uma sequéncia
lider capaz de direcionar secreg¢ao do polipeptideo transferido ou fra-
gmento deste.

[00183] A invengao fornece proteinas de fusdo e acidos nucleicos
que os codificam. Um polipeptideo da invengdo pode ser fundido em
um peptideo ou polipeptideo heterdlogo, como peptideos de identifica-
¢ao N-terminais que dao caracteristicas desejadas, como estabilidade

aumentada ou purificagdo simplificada. Os peptideos e polipeptideos
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da invencao podem tambem ser sintetizados e expressados como pro-
teinas de fusdo com um ou mais dominios adicionais a eles ligadas
para, por exemplo, produzir um peptideo mais imunogénico, para mais
facilmente isolar um peptideo recombinantemente sintetizado, para
identificar e isolar anticorpos e células B de expressao de anticorpos, e
similares. A detecgdo e purificagdo que facilitam os dominios incluem,
por exemplo, peptideos quelantes de metal como tratos de poliistidina
e modulos de histidina-triptofano que permitem purificagdo em metais
imobilizados, dominios de proteina A que permitem purificagdo em
imunoglobulina imobilizada e o dominio utilizado no sistema de purifi-
cacao de extensao/afinidade de FLAGS (Immunex Corp, Seattle WA).
A inclusdo de umas sequéncias ligantes clivaveis como Fator Xa ou
enterocinase (Invitrogen, San Diego CA) entre um dominio de purifica-
¢80 e o peptideo ou polipeptideo compreendendo o motivo facilita a
purificagao. Por exemplo, um vetor de expressdo pode incluir uma se-
quéncia de acidos nucleicos de codificacdo de epitopo ligada a seis
residuos de histidina seguidos por uma tiorredoxina e um sitio de cli-
vagem de enterocinase (ver por exemplo, Williams (1995) Biochemis-
try 34:1787-1797, Dobeli (1998) Protein Expr. Purif. 12:404-414). Os
residuos de histidina facilitam a deteccio e purificagdo enquanto o si-
tio de clivagem de enterocinase fornece um meio para purificar o epi-
topo do resto da proteina de fusao. Tecnologia relacionada aos veto-
res que codificam proteinas de fusdo e aplicacao de proteinas de fu-
sdo € bem descrita na literatura cientifica e de patente, ver por exem-
plo, Kroll (1993) DNA Cell. Biol., 12:441-53.

SEQUENCIAS DE CONTROLE TRANSCRICIONAL E TRADUCAO

[00184] A invengdo fornece sequéncias de acidos nucleicos (por

exemplo, DNA) da invengao operativamente ligadas a(s) sequéncia(s)
de controle de expressao (por exemplo, transcricional ou translacio-

nal). por exemplo, promotores ou intensificadores, para direcionar ou
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modular sintese /expressdo de RNA. A sequéncia de controle de ex-
pressdo pode ser um vetor de expressdo. Promotores bacterianos
exemplares incluem lacl, lacZ, T3, T7, gpt, PR lambda, PL e trp. Pro-
motores eucariéticos exemplares incluem CMV precoce imediato, timi-
dina cinase de HSV, SV40 precoce e tardio, LTRs de retrovirus e me-
talotioneina de camundongo |.

[00185] Promotores adequados para expressar, ou sobreexpressar,
um polipeptideo em bactérias incluem os promotores de lac ou trp de
E. coli, o promotor de lacl, o promotor de lacZ, o promotor de T3, o
promotor de T7, o promotor de gpt, o promotor de lambda PR, o pro-
motor de lambda PL, promotores de éperons que codificam enzimas
glicoliticas como 3-fosfoglicerato cinase (PGK) e o promotor de acido
fosfatase. Promotores eucariéticos incluem o promotor de CMV preco-
ce imediato, o promotor de timidina cinase de HSV, promotores de
choque térmico, o promotor de SV40 precoce e tardio, LTRs de retrovi-
rus e o promotor de metalotioneina | de camundongo. Outros promoto-
res conhecidos para controlar expressdo de genes em células proca-
ridticas ou eucarioticas ou seus virus podem ser também usados.
VETORES DE EXPRESSAQ E VEICULOS DE CLONAGEM

[00186] A invengao fornece vetores de expresséo e veiculos de clo-

nagem compreendendo acidos nucleicos da invengao, por exemplo,
sequéncias que codificam as fitases da invengdo para expressao e so-
breexpressao dos polipeptideos da invengéo (e acidos nucleicos, por
exemplo, anti-sentido). Vetores de expressao e veiculos de clonagem
da invengdo podem compreender particulas viréticas, baculovirus, fa-
go, plasmideos, fagomideos, cosmideos, fosmideos, cromossomos
artificiais bacterianos, DNA virético (por exemplo, vacinia, adenovirus,
virus do epitelioma contagioso, pseudo-raiva e derivados de SV40),
cromossomos artificiais com base em P1, plasmideos de levedura,

cromossomos artificiais de levedura, e qualquer outro vetor especifico
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para hospedeiros especificos de interesse (como bacilo, Aspergilo e
levedura). Os vetores da invengdo podem incluir sequéncias de DNA
cromossdmicas, ndo-cromossémicas e sintéticas. Grandes numeros
de vetores adequados sdo conhecidos por aqueles de habilidade na
técnica, e estdo comercialmente disponiveis. Vetores exemplares in-
cluem: bacterianos: vetores de pQE (Qiagen), plasmideos de pBlues-
cript, vetores de pNH, (vetores lambda-ZAP (Stratagene); ptrc99a,
pKK223-3, pDR540, pRIT2T (Pharmacia); eucariéticos: pXT1, pSG5
(Stratagene), pSVK3, pBPV, pMSG, pSVLSV40 (Pharmacia). Porém,
qualquer outro plasmideo ou outro vetor pode ser usado tanto quanto
eles forem replicaveis e viaveis no hospedeiro. Vetores de baixo nu-
mero de copias ou de alto numero de cépias podem ser empregados
com a presente invengao.

[00187] O vetor de expressdo pode compreender um promotor, um
sitio de ligagdo de ribossomo para iniciagao da tradugao e um termi-
nador de transcrigdo. O vetor também pode incluir sequéncias apropri-
adas para amplificar a expressao. Os vetores de expressdo de mami-
feros podem compreender uma origem de replicagdo, quaisquer sitios
de ligagao ao ribossomo necessarios, um sitio de poliadenilagéo, doa-
dor de jungao e sitios de aceptores, sequéncias de terminagao trans-
cricional, e sequéncias nao-transcritas de flanqueamento 5'. Em alguns
aspectos, as sequéncias de DNA derivadas da jungédo de SV40 e sitios
de poliadenilagdo podem ser usados para fornecer os elementos gené-
ticos nao-transcritos requeridos.

[00188] Em um aspecto, os vetores de expressdo contém um ou
mais genes marcadores selecionaveis para permitir a selegéo de célu-
las hospedeiras contendo o vetor. Tais marcadores selecionaveis in-
cluem genes que codificam diidrofolato reductase ou genes que confe-
rem resisténcia a neomicina para a cultura de células eucarioticas, ge-

nes que conferem resisténcia a tetraciclina ou a ampicilina em E. coli e
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os genes de TRP1 de S. Cerevisiae. As regides de promotor podem
ser selecionadas de qualquer gene desejado usando vetores de clo-
ranfenicol transferase (CAT) ou outros vetores com marcadores sele-
cionaveis.

[00189] Os vetores para expressar o polipeptideo ou fragmento
deste em células eucariéticas podem também conter intensificadores
para aumentar os niveis de expressao. Intensificadores sdo elementos
de agao cis de DNA, usualmente de cerca de 10 a cerca de 300 bp no
comprimento que agem em um promotor para aumentar sua transcri-
¢ado. Exemplos incluem o intensificador de SV40 no ultimo lado da ori-
gem de replicagdo bp 100 a 270, o intensificador de promotor precoce
de citomegalovirus, o intensificador de polioma no ultimo lado da ori-
gem de replicagdo e os intensificadores de adenovirus.

[00190] Uma sequéncia de DNA pode ser inserida em um vetor por
uma variedade de procedimentos. Em geral, a sequéncia de DNA é
ligada a posi¢ao desejada no vetor seguindo digestao da insergéo e o
vetor com endonucleases de restrigdo apropriadas. Alternativamente,
as extremidades cegas tanto na inser¢ao quanto no vetor podem ser
ligadas. Uma variedade de técnicas de clonagem é conhecida na téc-
nica, por exemplo, como descrito em Ausubel e Sambrook. Tais pro-
cedimentos e outros s&o julgados estar dentro do escopo daqueles
versados na técnica.

[00191] O vetor pode ser na forma de um plasmideo, uma particula
virética ou um fago. Outros vetores incluem sequéncias de DNA cro-
mossdmicas, ndo-cromossdmicas e sintéticas, derivados de SVA40;
plasmideos bacterianos, DNA de fago, baculovirus, plasmideos de le-
vedura, vetores derivados de combinagdes de plasmideo e DNA de
fago, DNA virético como vacinia, adenovirus, virus do epitelioma con-
tagioso e pseudo-raiva. Uma variedade de vetores de clonagem e ex-

pressdo para o uso com hospedeiros procarioticos e eucarioticos &
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descrita, por exemplo, por Sambrook.

[00192] Vetores bacterianos particulares que podem ser usados in-
cluem os plasmideos comercialmente disponiveis compreendendo
elementos genéticos do vetor de clonagem bem-conhecido pBR322
(ATCC 37017), pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sué-
cia)), GEM1 (Promega Biotec, Madison, WI, USA) pQE70, pQEG60,
pQE-9 (Qiagen), pD10, psiX174 pBluescript 1l KS, pNH8A, pNH16a,
pNH18A, pNH46A (Stratagene), ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3,
pDR540, pRIT5 (Pharmacia), pKK232-8 e pCM7. Vetores eucariéticos
particulares incluem pSV2CAT, pOG44, pXTl, pSG (Stratagene)
pSVK3, pBPV, pMSG e pSVL (Pharmacia). Porém, qualquer outro ve-
tor pode ser usado contanto que seja replicavel e viavel na célula hos-
pedeira.

CELULAS HOSPEDEIRAS E CELULAS TRANSFORMADAS

[00193] A invengdo também fornece uma célula transformada com-

preendendo uma sequéncia de acidos nucleicos da invengado, por
exemplo, uma sequéncia codificando uma fitase da invengao, um vetor
da invengado. A célula hospedeira pode ser quaisquer das células hos-
pedeiras familiares a aqueles versados na técnica, incluindo células
procariéticas, células eucaridticas, como células bacterianas, células
fungicas, células de levedura, células mamiferas, células de inseto ou
células vegetais. Células bacterianas exemplares incluem E. coli,
Streptomyces, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium e varias espé-
cies dentro dos géneros Pseudomonas, Streptomyces e Staphylococ-
cus. Células de inseto exemplares incluem Drosophila S2 e Spodopte-
ra Sf9. Células animais exemplares incluem CHO, COS ou melanoma
de Bowes ou qualquer linhagem de células de camundongo ou huma-
nas. A selecido de um hospedeiro apropriado esta dentro das habilida-
des daqueles versados na técnica.

[00194] O vetor pode ser introduzido nas células hospedeiras usan-
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do qualquer de uma variedade de técnicas, incluindo transformagao,
transfecgéo, transdugao, infecgao virotica, disparos de genes ou tradu-
¢ao de gene Ti-mediada. Métodos particulares incluem transfecgéo de
fosfato de calcio, transfecgdo mediada por DEAE-dextrana, lipofecgao
ou eletroporagédo (Davis, L., Dibner, M., Battey, |., Basic Methods in
Molecular Biology, (1986)).

[00195] Onde apropriado, as células hospedeiras criadas podem
ser cultivadas em meios nutrientes convencionais modificados como
apropriado para ativar os promotores, selecionando os transformantes
ou amplificando os genes da invengado. A transformagéo a seguir de
uma cepa hospedeira adequada e desenvolvimento da cepa hospedei-
ra para uma densidade de célula apropriada, o promotor selecionado
pode ser induzido através de meios apropriados (por exemplo, altera-
¢ao de temperatura ou indugdo quimica) e as células podem ser culti-
vadas durante um periodo adicional para lhes permitir produzir o poli-
peptideo desejado ou fragmento deste.

[00196] As células podem ser colhidas por centrifugagdo, rompi-
mentos por meios fisicos ou quimicos e o extrato bruto resultante é
retido para purificagdo adicional. Células microbianas empregadas pa-
ra expressao das proteinas podem ser rompidas por qualquer método
conveniente, incluindo ciclos de congelamento-descongelameto, soni-
cagao, rompimento mecéanico ou uso de agentes de lise de células.
Tais métodos sdo bem-conhecidos aqueles versados na técnica. O
polipeptideo expresso ou fragmento deste ou pode ser restabelecido e
purificado de culturas de células recombinantes através de métodos
incluindo precipitagao de sulfato de amdnio ou de etanol, extragao de
acido, cromatografia de permuta de anion ou cation, cromatografia de
fosfocelulose, cromatografia de interagdo hidrofobica, cromatografia de
afinidade, cromatografia de hidioxilapatite e cromatografia de lectina.

As etapas de redobragem de proteina podem ser usadas, quando ne-
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cessario, completando a configuragdo do polipeptideo. Se desejado,
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) pode ser emprega-
da para etapas de purificagao finais.

[00197] Também podem ser empregados varios sistemas de cultura
de células mamiferas para expressar, ou sobreexpressar a proteina
recombinante. Exemplos de sistemas de expressdo mamiferos inclu-
em as linhagens de COS-7 de fibroblastos de rim de macaco e outras
linhagens de células capazes de expressar proteinas de um vetor
compativel, como as linhagens de células C127, 3T3, CHO, HelLa e
BHK.

[00198] Os constructos em células hospedeiras podem ser usados
de uma maneira convencional para produzir o produto de gene codifi-
cado pela sequéncia recombinante. Dependendo do hospedeiro em-
pregado em um procedimento de produgdo recombinante, os polipep-
tideos produzidos por células hospedeiras contendo o vetor podem ser
glicosilados ou nado-glicosilados. Os polipeptideos da invengdo podem
ou n&o também incluir um residuo de aminoéacido de metionina inicial.
[00199] Os sistemas de tradugdo livre de células também podem
ser empregados para produzir um polipeptideo da invengéo. Sistemas
de tradugao livre de células podem usar mRNAs transcritos de um
constructo de DNA compreendendo um promotor operavelmente liga-
do a um &cido nucleico codificando o polipeptideo ou fragmento deste.
Em alguns aspectos, o constructo de DNA pode ser linearizado antes
conduzindo uma reagéo de transcri¢do in vitro. O mRNA transcrito é
depois incubado com um extrato de tradugao livre de células apropria-
do, como um extrato de reticulécito de coelho, para produzir o polipep-
tideo desejado ou fragmento deste.

[00200] Os vetores de expressdo podem conter um ou mais genes
marcadores selecionaveis para fornecer uma caracteristica fenotipica

para sele¢édo de células hospedeiras transformadas como diidrofolato
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reductase ou resisténcia a neomicina por cultura de células eucarioti-
cas, ou como resisténcia a tetraciclina ou ampicilina em E. coli.
AMPLIFICACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

[00201] Na pratica da invencao, acidos nucleicos codificando os po-

lipeptideos da invengao, ou acidos nucleicos modificados, podem ser
reproduzidos, por exemplo, por amplificacéo. A invencao fornece pares
de sequéncia de iniciadores de amplificacdo para amplificar os acidos
nucleicos codificando polipeptideos com uma atividade de fitase onde
0s pares de iniciador sdo capazes de amplificar sequéncias de acidos
nucleicos incluindo a SEQ ID N° 1 exemplar, ou uma subsequéncia
desta. Aqueles versados na tecnica pode designar os pares de se-
quéncia de iniciadores de amplificagdo para qualgquer parte ou com-
primento total destas sequéncias; por exemplo:

[00202] A SEQID N°: 1 exemplar é
ATGAAAGCGATCTTAATCCCATTTTTATCTCTTCTGATTCCGTTAAC
CCCGCAATCTGCATTCGCTCAGAGTGAGCCGGAGCTGAAGCTGG
AAAGTGTGGTGATTGTCAGTCGTCATGGTGTGCGTGCTCCAACCA
AGGCCACGCAACTGATGCAGGATGTCACCCCAGACGCATGGCCA
ACCTGGCCGGTAAAACTGGGTGAGCTGACACCGCGCGGTGGTGA
GCTAATCGCCTATCTCGGACATTACTGGCGTCAGCGTCTGGTAGC
CGACGGATTGCTGCCTAAATGTGGCTGCCCGCAGTCTGGTCAGG
TCGCGATTATTGCTGATGTCGACGAGCGTACCCGTAAAACAGGCG
AAGCCTTCGCCGCCGGGCTGGCACCTGACTGTGCAATAACCGTA
CATACCCAGGCAGATACGTCCAGTCCCGATCCGTTATTTAATCCT
CTAAAAACTGGCGTTTGCCAACTGGATAACGCGAACGTGACTGAC
GCGATCCTCGAGAGGGCAGGAGGGTCAATTGCTGACTTTACCGG
GCATTATCAAACGGCGTTTCGCGAACTGGAACGGGTGCTTAATTT
TCCGCAATCAAACTTGTGCCTTAAACGTGAGAAACAGGACGAAAG
CTGTTCATTAACGCAGGCATTACCATCGGAACTCAAGGTGAGCGC
CGACTGTGTCTCATTAACCGGTGCGGTAAGCCTCGCATCAATGCT
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GACGGAGATATTTCTCCTGCAACAAGCACAGGGAATGCCGGAGC
CGGGGTGGGGAAGGATCACCGATTCACACCAGTGGAACACCTTG
CTAAGTTTGCATAACGCGCAATTTGATTTGCTACAACGCACGCCA
GAGGTTGCCCGCAGCCGCGCCACCCCGTTATTAGATTTGATCAAG
ACAGCGTTGACGCCCCATCCACCGCAAAAACAGGCGTATGGTGT
GACATTACCCACTTCAGTGCTGTTTATCGCCGGACACGATACTAAT
CTGGCAAATCTCGGCGGCGCACTGGAGCTCAACTGGACGCTTCC
CGGTCAGCCGGATAACACGCCGCCAGGTGGTGAACTGGTGTTTG
AACGCTGGCGTCGGCTAAGCGATAACAGCCAGTGGATTCAGGTTT
CGCTGGTCTTCCAGACTTTACAGCAGATGCGTGATAAAACGCCGC
TGTCATTAAATACGCCGCCCGGAGAGGTGAAACTGACCCTGGCA
GGATGTGAAGAGCGAAATGCGCAGGGCATGTGTTCGTTGGCAGG
TTTTACGCAAATCGTGAATGAAGCACGCATACCGGCGTGCAGTTT
GAGATCTCATCTA

[00203] Desse modo um par de sequéncias de iniciadores de ampli-
ficagdo exemplar é residuos 1 a 21 da SEQ ID N° 1 (isto é,
ATGAAAGCGATCTTAATCCCA) e o filamento complementar dos (ulti-
mos 21 residuos da SEQ ID N°: 1 (isto é, o filamento complementar de
TGCAGTTTGAGATCTCATCTA).

[00204] As reagdes de amplificagdo também podem ser usadas pa-
ra quantificar a quantidade de acido nucleico em uma amostra (como a
quantidade de mensagem em uma amostra de célula), marcar o acido
nucleico (por exemplo, aplica-lo a um arranjo ou uma macha), detectar
o acido nucleico, ou quantificar a quantidade de um acido nucleico es-
pecifico em uma amostra. Em um aspecto da invengédo, a mensagem
isolada de uma célula ou uma biblioteca de cDNA é amplificada. O
versado na técnica pode selecionar e designar os iniciadores de ampli-
ficagédo de oligonucleotideo adequados. Métodos de amplificagdo tam-
bém sao bem-conhecidos na técnica, e incluem, por exemplo, reagao
em cadeia de polimerase, PCR (ver, por exemplo, PCR PROTOCOLS,
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A GUIDE TO METHODS AND APPLICATIONS, ed. Innis, Academic
Press, N. I. (1990) e PCR STRATEGIES (1995), ed. Innis, Academic
Press, Inc., N. |., reacao em cadeia de lipase (LCR) (ver, por exemplo,
Wu (1989) Genomics 4:560; Landegren {1988) Science 241:1077; Bar-
ringer (1990) Gene 89:117); amplificacdo de transcricdo (ver, por
exemplo, Kwoh (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173); e, replica-
¢do de sequéncia autocontinua (ver, por exemplo, Guatelli {1990)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874); amplificagdo de Q-beta replicase
{(ver, por exemplo, Smith (1997) J. Clin. Microbiol. 35:1477-1491), en-
saio de amplificagcdo de Q-beta replicase automatizado (ver, por
exemplo, Burg (1996) Mol. Cell. Probes 10:257-271) e outras técnicas
mediadas por RNA polimerase (por exemplo, NASBA, Cangene, Mis-
sissauga, Ontario); tambem ver Berger (1987) Methods Enzymol.
152:307-316; Sambrook; Ausubel; Patentes U. S. N° 4.683.195 e
4.683.202; Sooknanan (1995) Biotechnology 13:563-564.
DETERMINACAQ DO GRAU DA IDENTIDADE DA SEQUENCIA
[00205] A invengdo fornece um acido nucleico isolado ou recombi-

nante compreendendo uma sequéncia de acidos nucleicos tendo pelo
menos 98 % de identidade de sequéncia 2 SEQ ID N° 1 em uma regi-
ao de pelo menos cerca de 100 residuos, em que os acidos nucleicos
codificam pelo menos um polipeptideo tendo uma atividade de fitase e
as identidades das sequéncias sao determinadas por analise com um
algoritmo de comparagao de sequéncia ou por uma inspecgao visual.
Em modalidades alternativas a sequéncia de acidos nucleicos tem pe-
lo menos 98 %, 98,5 %, 99 % ou 99,5 % de identidade de sequéncia a
SEQ ID N°: 1 em uma regido de pelo menos cerca de 50 residuos, 100
residuos, 150 residuos, 200 residuos, 250 residuos, 300 residuos, 350
residuos, 400 residuos, 450 residuos, 500 residuos, 550 residuos, 600
residuos, 700 residuos, 800 residuos, 900 residuos, 1000 residuos,

1200 residuos ou 1300 residuos. A sequéncia de acidos nucleicos po-
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de ter uma sequéncia como exposto na SEQ ID N°: 1. Em um aspecto,
a extensado de identidade de sequéncia (homologia) pode ser determi-
nada usando qualquer programa de computador e parametros associ-
ados, incluindo aqueles aqui descritos, como BLAST 2.2.2. ou FASTA
versao 3.0t78, com os parametros padrao.

[00206] Sequéncias homédlogas também incluem sequéncias de
RNA em que as uridinas substituem as timinas nas sequéncias de aci-
dos nucleicos. As sequéncias homologas podem ser obtidas usando
quaisquer dos procedimentos aqui descritos ou podem ser o resultado
da corregdo de um erro de sequiienciagido. Sera apreciado que as se-
quéncias de acidos nucleicos como aqui expostas podem ser repre-
sentadas no formato de caractere simples tradicional (ver, por exem-
plo, Stryer, Lubert. Biochemistry, 32 Ed., W. H. Freeman & Co., Nova
lorque) ou em qualquer outro formato que registra a identidade dos
nucleotideos em uma sequéncia.

[00207] Varios programas de comparag¢ao de sequéncia aqui identi-
ficados sdo usados neste aspecto da invengdo. ldentidades das se-
quéncias de proteina e/ou acidos nucleicos (homologias) podem ser
avaliadas usando qualquer da variedade de algoritmos de comparagao
de sequéncia e programas conhecidos na técnica. Tais algoritmos e
programas incluem, mas nao séo limitados a, TBLASTN, BLASTP,
FASTA, TFASTA e CLUSTALW (Pearson e Lipman, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85(8):2444 2448, 1988; Altschul et al., J. Mol. Biol.
215(3):403-410, 1990; Thompson et al.,, Nucleic Acids Res.
22(2):4673-4680,1994; Higgins et al., Methods Enzymol. 266:383-
402,1996; Altschul et al., J. Mol. Biol. 215(3):403-410, 1990; Altschul et
al., Nature Genetics 3:266-272,1993.

[00208] Homologia ou identidade pode ser medida usando software
de analise de sequéncia (por exemplo, Pacote de Software de Analise

de Sequéncia do Genetics Computer Group, Universidade do Centro
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de Biotecnologia de Wisconsin, avenida Universidade, n°® 1710, Madi-
son, W1 53705). Tal software combina sequéncias similares atribuindo
graus de homologia as varias delegdes, substituicbes e outras modifi-
cagdes. Os termos "homologia" e "identidade" no contexto de duas ou
mais sequéncias de acidos nucleicos ou polipeptideos, referem-se a
duas ou mais sequéncias ou subsequéncia que sdo as mesmas ou
tém uma porcentagem especificada de residuos de aminoacidos ou
nucleotideos que sdo os mesmos quando comparados e alinhados pa-
ra correspondéncia maxima em uma janela de comparagao ou regiao
designada quando medida usando qualquer numero de algoritmos de
comparagao de sequéncia ou por alinhamento manual e inspe¢ao vi-
sual. Para comparagao das sequéncias, uma sequéncia pode agir co-
mo uma sequéncia de referéncia (uma sequéncia exemplar SEQ ID
N°: 1, SEQ ID N°: 2) a qual as sequéncias de teste sdo comparadas.
Quando usar um algoritmo de comparagéo de sequéncia, as sequén-
cias de teste e de referéncia sdo entradas em um computador, coor-
denadas de subsequéncia sao designadas, se necessario, e parame-
tros de programa de algoritmo de sequéncia séo designados. Os pa-
rametros de programa padrao podem ser usados ou parametros alter-
nativos podem ser designados. O algoritmo de comparagdo de se-
quéncia depois calcula o percentual de identidade das sequéncias pa-
ra as sequéncias de teste relativo a sequéncia de referéncia, com base
nos parametros do programa.

[00209] Uma "janela de comparagdo”, como aqui usado, inclui refe-
réncia a um segmento de qualquer um dos varios residuos contiguos.
Por exemplo, em aspectos alternativos da invengao, os residuos con-
tiguos que variam em qualquer lugar de 20 ao comprimento total das
sequéncias exemplares SEQ ID N°: 1, SEQ ID N°: 2 sdo comparados a
uma sequéncia de referéncia do mesmo numero de posigdes conti-

guas apods as duas sequéncias estarem otimamente alinhadas. Se a
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sequéncia de referéncia tem a identidade de sequéncia requerida a
SEQ ID N° 1, SEQ ID N°: 2, por exemplo, 98 % de identidade de se-
quéncia a SEQ ID N° 1, SEQ ID N°: 2, aquela sequéncia esta dentro
do escopo da invengdo. Em modalidades alternativas, subsequéncias
que variam de cerca de 20 a 600, cerca de 50 a 200 e cerca de 100 a
150 sdo comparadas a uma sequéncia de referéncia do mesmo nime-
ro de posigdes contiguas apés as duas sequéncias estarem otimamen-
te alinhadas. Métodos de alinhamento de sequéncias para compara-
¢d0 sdo bem-conhecidos na técnica. Otimo alinhamento das sequén-
cias para comparagao pode ser conduzido, por exemplo, pelo algorit-
mo de homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482,
1981, pelo algoritmo de alinhamento de homologia de Needleman &
Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443, 1970, pela pesquisa por método de simi-
laridade de Person & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444,
1988, por implementagdes computadorizadas destes algoritmos (GAP,
BESTFIT, FASTA e TFASTA no Pacote de Software de Genética de
Wisconsin, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, W1),
ou por alinhamento manual e inspeg¢ao visual. Outros algoritmos para
determinar homologia ou identidade incluem, por exemplo, além de um
programa de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool no Centro
Nacional para Informagé&o Biol6gica), ALIGN, AMAS (Analysis of Multi-
ply Aligned Sequences), AMPS (Protein Multiple Sequence Alignment),
ASSET (Aligned Segment Statistical Evaluation Tool) BANDS,
BESTSCOR, BIOSCAN (Biological Sequence Comparative Analysis
Node), BLIMPS (BLocks IMProved Searcher), FASTA, Intervals &
Points, BMB, CLUSTAL V, CLUSTAL W, CONSENSUS,
LCONSENSUS, WCONSENSUS, algoritmo de Smith-Waterman,
DARWIN, algoritmo de Las Vegas, FNAT (Forced Nucleotide Align-
ment Tool), Framealign, Framesearch, DYNAMIC, FILTER, FSAP
(Fristensky Sequence Analysis Package), GAP (Global Alignment Pro-
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gram), GENAL, GIBBS, GenQuest, ISSC (Sensitive Sequence Compa-
ration), LALIGN (Local Sequence Alignment), LCP (Local Content Pro-
gram), MACAW (Multiple Alignment Construction & Analysis Work-
bench), MAP (Multiple Alignment Program), MBLKP, MBLKN, PIMA
(Pattern-Induce Multi-sequence Alignment), SAGA (Sequence Align-
ment by Genetic Algorithm) e WHAT-IF. Tais programas de alinhamen-
to podem ser usados para triar bancos de dados de genoma para iden-
tificar sequéncias de polinucleotideos tendo sequéncias substancial-
mente idénticas. Por exemplo, varios bancos de dados de genoma es-
tao disponiveis, uma porgao substancial do genoma humano esta dis-
ponivel como parte do Projeto de Seqlienciagdo de Genoma Humano
(Gibbs, 1995). Varios genomas foram sequenciados, por exemplo, M.
genitalium (Fraser et al., 1995), M. jannaschii (Bult et al., 1996), H. in-
fluenzae (Fleischmann et al., 1995), E. coli (Blattner et al., 1997) e le-
vedura (S. cerevisiae) (Mewes et al., 1997), e D. melanogaster (Adams
et al., 2000). Progresso significativo também foi feito na seqlienciagéo
dos genomas de organismo modelo, como camundongo, C. elegans, e
Arabadopsis sp.. Bancos de dados contendo informagdo gendmica
anotada com alguma informagéo funcional sdo mantidos por organiza-
cao diferente, e sdo acessiveis por meio da Internet.

[00210] Algoritmos de BLAST, BLAST 2.0 e BLAST 2.2.2 sédo tam-
bém usados para praticar a invengao. Eles s&o descritos, por exemplo,
em Altschul (1977) Nuc. Acids Res. 25:3389-3402; Altschul (1990) J.
Mol. Biol. 215:403-410. Software para executar analises de BLAST es-
ta publicamente disponivel através do Centro Nacional para Informa-
¢éo de Biotecnologia. Este algoritmo envolve primeiro identificar os
pares de sequéncia de alta escalagdo (HSPs) para identificar palavras
curtas de comprimento W na sequéncia de consulta, que combina ou
satisfaz algum escore T de limite de valor positivo quando alinhados

com uma palavra do mesmo comprimento em uma sequéncia do ban-
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co de dados. T esta referido como o limite de escore de palavra vizi-
nha (Altschul (1990) supra). Estes acertos de palavras vizinhas iniciais
agem como sementes para iniciar pesquisas para encontrar HSPs
mais longos os contendo. Os acertos de palavra sdo entendidos em
ambas dire¢gdes ao longo de cada sequéncia até o escore de alinha-
mento cumulativo poder ser aumentado. Os escores cumulativos sao
calculados usando, para sequéncias de nucleotideos, os parametros M
(escore de recompensa para um par de residuos combinando; sempre
>0). Para as sequéncias de aminoacidos, uma matriz de escore é usa-
da para calcular o escore cumulativo. Extensdo dos acertos da palavra
em cada dire¢ao é detida quando: o escore de alinhamento cumulativo
cai pela quantidade X de seu valor alcangado maximo; o escore cumu-
lativo tornar-se zero ou menos, devido a acumulagdo de um ou mais
alinhamentos de residuo de escore negativo; ou a extremidade de
qualquer sequéncia é alcangada. Os parametros de algoritmo de
BLAST W T, e X determinam a sensibilidade e velocidade do alinha-
mento. O programa de BLASTN (para sequéncias de nucleotideos)
usa como padrdo um comprimento de palavra (W) de 11, uma expec-
tativa (E) de 10, M=5, N=-4 e uma comparagédo de ambos os filamen-
tos. Para sequéncias de aminoacidos, o programa de BLATP usa co-
mo padrdo um comprimento de palavra de 3, e expectativas (E) de 10,
e a matriz de contagem de BLOSLTMG62 (ver Henikoff & Henikoff
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915) alinhamentos (B) de 50,
expectativa (E) de 10, M=5, N = -4, e uma comparagdo de ambos o0s
filamentos. O algoritmo de BLAST também executa uma analise esta-
tistica da similaridade entre duas sequéncias (ver, por exemplo, Karlin
& Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873). Uma medida de
similaridade fornecida por algoritmo de BLAST é a menor probabilida-
de de soma (P(N)) que fornece uma indicagdo da probabilidade pela

qual uma partida entre duas sequéncias de nucleotideos ou de amino-
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acidos ocorreria por casualidade. Por exemplo, um acido nucleico é
considerado similar a uma sequéncia de referéncia se a menor proba-
bilidade de soma em uma comparag¢ao do acido nucleico de teste ao
acido nucleico de referéncia for menor que cerca de 0,2, menor que
cerca de 0,01 ou menor que cerca de 0,001. Em um aspecto, as ho-
mologias de sequéncia de acidos nucleicos e de proteinas sao avalia-
das usando Basic Local Alignment Search Tool ("BLAST"). Por exem-
plo, cinco programas de BLAST especificos podem ser usados para
executar a tarefa a seguir: (1) BLASTP e BLAST3 comparam uma se-
quéncia de consulta de aminoacido junto a um banco de dados de se-
quéncia de proteinas; (2) BLASTN compara uma sequéncia de consul-
ta de nucleotideo junto a um banco de dados de sequéncia de nucleo-
tideos; (3) BLASTX compara os produtos de tradugdes conceituais de
seis estruturas de uma sequéncia de nucleotideos de consulta (ambos
os filamentos) junto a um banco de dados de sequéncia de proteinas;
(4) TBLASTN compara uma sequéncia de proteina de consulta junto a
um banco de dados de sequéncia de nucleotideos transferida em to-
das as seis estruturas de leitura (ambos os filamentos); e, (5)
TBLASTX compara as tradugdes de seis estruturas de uma sequéncia
de consulta de nucleotideo com as tradugdes de seis estruturas de um
banco de dados de sequéncia de nucleotideo. Os programas de
BLAST identificam sequéncias homologas identificando segmentos
similares, que sao aqui referidos como "pares de segmentos de escore
alto," entre uma sequéncia de aminoacidos ou de acidos nucleicos de
consulta e uma sequéncia de teste que podem ser obtidas de uma pro-
teina ou banco de dados de sequéncia de acidos nucleicos. Pares de
segmento de escore alto podem ser identificados (isto é, alinhados)
por meio de uma matriz de contagem, muitas destas s&o conhecidas
na técnica. Uma matriz de contagem exemplar usada € a matriz de
BLOSUM®62 (Gonnet et al., Science 256:1443-1445, 1992; Henikoff e
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Henikoff, Proteins 17:49-61, 1993). Alternativamente, matrizes de PAM
ou PAM250 podem ser usadas (ver, por exemplo, Schwartz e Dayhoff,
eds., 1978, Matrices for Detecting Distance Relationships: Atlas of Pro-
tein Sequence and Structure, Washington: Fundagdo de Pesquisa Bi-
omédica Nacional).

[00211] Em um aspecto da invengao, para determinar se um acido
nucleico tem a identidade de sequéncia requerida para estar dentro do
escopo da invengao, os programas de NCBI BLAST 2.2.2 s&o usados.
Op¢des padrao para blastp. Ha aproximadamente 38 opgdes de colo-
cagao no programa de BLAST 2.2.2. Neste aspecto exemplar da in-
vengao, todos os valores padrao sao usados com a exceg¢ao para 0
ajuste de filtragdo padrao (isto é, todos os pardmetros ajustados para
padrdo exceto filtragdo que é ajustada para OFF); em seu lugar um
ajustamento de "- F F" é usado, que incapacita a filtragdo. Uso de fil-
tracdo padrao freqientemente resulta em violagdes de Karlin-Altschul
devido a extensao curta da sequéncia.

[00212] Os valores padrdao usados neste aspecto exemplar da in-
vengao incluem:

"Filtro para baixa complexidade: ON

Tamanho de Palavra: 3

Matriz: Blosum62

Custos de intervalos: Existéncia: 11

Extensao: 1"

"Filtro para baixa complexidade: ON

[00213] Outros ajustes padrao sao: filtro para baixa complexidade
OFF, tamanho de palavra de 3 para proteina, matriz de BLOSUM62,
penalidade de existéncia de intervalo de -11 e uma penalidade de ex-
tensado de intervalo de -1.

[00214] Um ajuste de programa de NCBI BLAST 2.2.2 exemplar &

determinado no Exemplo 1, abaixo. Observar que a opg¢ao "-W" padrao
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em 0. Isto significa que, se ndo-ajustado, o tamanho de palavra padréao
em 3 para as proteinas e 11 para nucleotideos.

SISTEMAS DE COMPUTADOR E PRODUTOS DE PROGRAMA DE
COMPUTADOR

[00215] Para determinar e identificar as identidades de sequéncia,

homologias estruturais, motivos e similares in silico a sequéncia da
invengéo pode ser armazenada, registrada e manipulada em qualquer
meio que pode ser lido e pode ser acessado por um computador. Con-
sequentemente, a invengdo fornece computadores, sistemas de com-
putador, meios legiveis por computador, produtos de programas de
computagao e similares neles registradas ou armazenadas as sequén-
cias de acidos nucleicos e polipeptideos da invengao, por exemplo, as
sequéncias exemplares SEQ ID N°: 1, SEQ ID N° 2. Como aqui usa-
do, as palavras "registrada” e "armazenada" referem-se a um processo
para armazenar informagido em um meio de computador. Um versado
na técnica pode facilmente adotar qualquer método conhecido para
gravar informagdo em um meio legivel por computador para gerar fa-
bricagbes compreendendo uma ou mais das sequéncias de acidos nu-
cleicos e/ou de polipeptideos da invengao.

[00216] Outro aspecto da invengao é um meio legivel por computa-
dor tendo nele registrada pelo menos uma sequéncia de acido nuclei-
co e/ou de polipeptideos da invengdo. Meios legiveis por computador
incluem meios magneticamente legiveis, meios opticamente legiveis,
meios eletronicamente legiveis e meios magnéticos/6pticos. Por
exemplo, os meios legiveis por computador podem ser um disco rigi-
do, um disquete, uma fita magnética, CD-ROM, Disco Versétil Digital
(DVD), Meméria de Acesso Aleatério (RAM) ou Meméria Exclusiva de
Leitura (ROM) como também outros tipos de outros meios conhecidos
aqueles versados na técnica.

[00217] Aspectos da invengao incluem sistemas (por exemplo, sis-
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temas com base na Internet), particularmente sistemas de computador
que armazenam e manipulam as sequéncias e informag¢ao de sequén-
cias aqui descritas. Um exemplo de um sistema de computador 100 &
ilustrado na forma de diagrama de bloco na Figura 15. Como aqui
usado, um "sistema de computador”" refere-se aos componentes de
hardware, componentes de software e componentes de armazena-
mento de dados usados para analisar uma sequéncia de nucleotideos
ou de polipeptideos da invengdo. O sistema de computador 100 pode
incluir um processador para processamento, acessando e manipulan-
do os dados da sequéncia. O processador 105 pode ser qualquer tipo
bem-conhecido de unidade de processamento central, como, por
exemplo, o Pentium Ill da Intel Corporation, ou processador similar de
Sun, Motorola, Compaq, AMD ou International Business Machines. O
sistema de computador 100 é um sistema de propésito geral compre-
endendo o processador 105 e um ou mais componentes de armaze-
namento de dados internos 110 para armazenar dados, e um ou mais
dispositivos de recuperagao de dados para recuperar os dados arma-
zenados nos componentes de armazenamento de dados. Um versado
na técnica pode facilmente apreciar que qualquer um dos sistemas de
computador atualmente disponiveis é adequado.

[00218] Em um aspecto, o sistema de computador 100 inclui um
processador 105 conectado a um barramento que é conectado a uma
memodria principal 115 (pode ser implementada como RAM) e um ou
mais dispositivos de armazenamento de dados internos 110, como um
disco rigido e/ou outro meios legiveis por computador tendo os dados
nele gravados. O sistema de computador 100 pode também incluir um
ou mais dispositivos de recuperagdo de dados 118 para ler os dados
armazenados nos dispositivos de armazenamento de dados internos
110.

[00219] Os dispositivos de recuperagdo de dados 118 podem re-
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presentar, por exemplo, uma unidade de disco, um drive de disco a
laser, um drive de fita magnética, ou um modem capaz de conexdo a
um sistema de armazenamento de dados remoto (por exemplo, por
meio da Internet) etc. Em algumas modalidades, o dispositivo de ar-
mazenamento de dados interno 110 é um meio legivel por computador
removivel como um disquete, um disco a laser, uma fita magnética,
etc. contendo nele gravado logica e/ou dados de controle. O sistema
de computador 100 pode vantajosamente incluir ou ser programado
através de software apropriado para ler a légica e/ou os dados de con-
trole do componente de armazenamento de dados uma vez inserido
nos dispositivos de recuperagao de dados.

[00220] O sistema de computador 100 inclui uma tela 120 que é
usada para exibir para um usuario do computador. Deve ser também
observado que o sistema de computador 100 pode ser ligado a outros
sistemas de computador 125a-c em uma rede ou rede de longa dis-
tancia para fornecer acesso centralizado ao sistema de computador
100. Software para acessar e processar as sequéncias de nucleoti-
deos ou de aminoacidos da invengao pode residir na memoria principal
115 durante a execugao.

[00221] Em alguns aspectos, o sistema de computador 100 também
pode compreender um algoritmo de comparagao de sequéncia para
comparar uma sequéncia de acidos nucleicos da invengéo. O algorit-
mo e a(s) sequéncia(s) podem ser armazenados em um meio legivel
por computador. Um "algoritmo de comparagao de sequéncia" refere-
se a um ou mais programas que sao implementados (local ou remota-
mente) no sistema de computador 100 para comparar uma sequéncia
de nucleotideos com outras sequéncias de nucleotideos e/ou compos-
tos armazenados dentro dos dispositivos de armazenamento de da-
dos. Por exemplo, o algoritmo de comparagao de sequéncia pode

comparar as sequéncias de nucleotideos de uma sequéncia exemplar
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SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, armazenada em um meio legivel por
computador as sequéncias de referéncia armazenadas em um meio
legivel para o computador identificar homologias ou motivos estrutu-
rais.

[00222] Os parametros usados podem ser adaptados com os algo-
ritmos acima dependendo do comprimento da sequéncia e do grau de
homologia estudado. Em alguns aspectos, os paradmetros podem ser
os parametros padrao usados pelos algoritmos na auséncia de instru-
¢Oes do usuario. Figura 16 é um fluxograma que ilustra um aspecto de
um processo 200 para comparar uma nova sequéncia de nucleotideo
ou de proteina com um banco de dados de sequéncias para determi-
nar os niveis de homologia entre a nova sequéncia e as sequéncias no
banco de dados. O banco de dados de sequéncias pode ser um banco
de dados privado armazenado dentro do sistema de computador 100,
ou um banco de dados publico como GENBANK que esta disponivel
através da Internet. O processo 200 inicia em um estado de inicio 201
e depois se move para um estado 202 em que a nova sequéncia a ser
comparada ¢ armazenada em uma memoria em um sistema de com-
putador 100. Como debatido acima, a meméria pode ser qualquer tipo
de memodria, incluindo RAM ou um dispositivo de armazenamento in-
terno.

[00223] O processo 200 depois se move para um estado 204 em
que um banco de dados de sequéncias € aberto para analise e compa-
ragdo. O processo 200 depois se move para um estado 206 em que a
primeira sequéncia armazenada no banco de dados ¢ lida em uma
memoria no computador. Uma comparagao € depois executada em um
estado 210 para determinar se a primeira sequéncia é igual a segunda
sequéncia. E importante observar que esta etapa ndo é limitada a exe-
cutar uma comparagao exata entre a nova sequéncia e a primeira se-

quéncia no banco de dados. Métodos bem-conhecidos sdo conhecidos



85/286

por aqueles versados na técnica para comparar duas sequéncias de
nucleotideos ou de proteina, até mesmo se elas ndo sao idénticas. Por
exemplo, intervalos podem ser introduzidos em uma sequéncia para
elevar o nivel de homologia entre as duas sequéncias testadas. Os
parametros que controlam, se sdo introduzidos intervalos ou outras
caracteristicas em uma sequéncia durante a comparagao normalmen-
te, sdo introduzidos pelo usuario do sistema de computador.

[00224] Uma vez uma comparagéo das duas sequéncias foi execu-
tada no estado 210, uma determinacgéo é feita em um estado de deci-
sédo 210 se as duas sequéncias forem as mesmas. Claro que, o termo
"mesmas” nao é limitado as sequéncias que sao absolutamente idénti-
cas. Sequéncias que estdo dentro dos parametros de homologia inse-
ridos pelo usuario serdo marcadas como "mesmas" no processo 200.
Se uma determinagao for feita que as duas sequéncias sdo as mes-
mas, o processo 200 se move para um estado 214 em que o home da
sequéncia do banco de dados é exibido para o usuario. Este estado
notifica o0 usuario que a sequéncia com o nome exibido cumpre os re-
querimentos de homologia aos quais foram introduzidos. Uma vez o
nome da sequéncia armazenada é exibido para o usuario, o processo
200 se move pare um estado de decisao 218 em que uma determina-
cao é feita se mais sequéncias existem no banco de dados. Se mais
nenhuma sequéncia existe no banco de dados, entdo o processo 200
termina em um estado de finalizagdo 220. Porém, se mais sequéncias
existem no banco de dados, entdo o processo 200 se move para um
estado 224 em que um meio de apontamento € movido para a proxima
sequéncia no banco de dados de forma que ela pode ser comparada a
nova sequéncia. Desta maneira, a nova sequéncia € alinhada e com-
parada com toda sequéncia no banco de dados.

[00225] Deve ser observado que se uma determinagao tivesse sido

feita no estado de decisdo 212 que as sequéncias nao eram homolo-
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gas, entdo o processo 200 moveria imediatamente para o estado de
decisdo 218 para determinar se qualquer outra sequéncia estaria dis-
ponivel no banco de dados para comparagéo. Consequentemente, um
aspecto da invengao é um sistema de computador compreendendo um
processador, um dispositivo de armazenamento de dados tendo nele
armazenada uma sequéncia de acidos nucleicos da invengao e um
comparador de sequéncia para conduzir a comparagédo. O comparador
de sequéncia pode indicar um nivel de homologia entre as sequéncias
comparadas ou pode identificar motivos estruturais, ou pode identificar
motivos estruturais nas sequéncias que sdo comparadas a estes codi-
gos de acido nucleico e cédigos de polipeptideos. /

[00226] Figura 17 é um fluxograma que ilustra uma modalidade de
um processo 250 em um computador para determinar se duas se-
quéncias sdo homologas. O processo 250 inicia em um estado de ini-
cializagdo 252 e depois se move para um estado 254 em que uma
primeira sequéncia a ser comparada é armazenada em uma memoria.
A segunda sequéncia a ser comparada € depois armazenada em uma
memoria em um estado 256. O processo 250 depois se move para um
estado 260 em que o primeiro caractere na primeira sequéncia é lido e
depois para um estado 262 em que o primeiro caractere da segunda
sequéncia é lido. Deve ser entendido que se a sequéncia for uma se-
quéncia de nucleotideos, entdo o caractere normalmente é A, T, C, G
ou U. Se a sequéncia for uma sequéncia de proteina, entdo ela pode
ser um cédigo de aminoacido de letra minuscula de modo que a pri-
meira e as sequéncias da sequéncia podem ser facilmente compara-
das. Uma determinagao € depois feita em um estado de decisdo 264
se os dois caracteres forem os mesmos. Se eles forem 0s mesmos,
entdo o processo 250 se move para um estado 268 em que sao lidos
0s proximos caracteres nas primeira e segunda sequéncias. Uma de-

terminagdo é depois feita se os préoximos caracteres forem os mes-
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mos. Se eles forem, entdo o processo 250 continua este lago até que
dois caracteres sejam desiguais. Se uma determinagéo for feita que os
proximos dois caracteres nao sao os mesmos, o processo 250 se mo-
ve para um estado de decisdo 274 para determinar se ha mais algum
caractere de qualquer sequéncia para ler. Se nao ha mais nenhum ca-
ractere para ler, entdo o processo 250 se move para um estado 276
em que o nivel de homologia entre as primeira e segunda sequéncias
é exibido para o usuario. O nivel de homologia é determinado calcu-
lando a proporgéo de caracteres entre as sequéncias que foram as
mesmas fora do nimero total de sequéncias na primeira sequéncia.
Desse modo, se cada caractere em uma primeira sequéncia de 100
nucleotideos alinhar com cada caractere em uma segunda sequéncia,
o nivel de homologia é 100 %.

[00227] Alternativamente, o programa de computador pode compa-
rar uma sequéncia de referéncia a uma sequéncia da invengao para
determinar se as sequéncias diferem-se em uma ou mais posigdes. O
programa pode registrar o comprimento e identidade de nucleotideos
ou residuos de aminoacido inseridos, excluidos ou substituidos com
respeito a8 sequéncia da referéncia ou da invengdo. O programa de
computador pode ser um programa que determina se uma sequéncia
de referéncia contém um polimorfismo de nucleotideo simples (SNP)
com respeito a uma sequéncia da invengao, ou, se uma sequéncia da
invengdo compreende um SNP de uma sequéncia conhecida. Desse
modo, em alguns aspectos, o programa de computador € um progra-
ma que identifica SNPs. O método pode ser implementado pelos sis-
temas de computador acima descritos e pelo método ilustrado na Figu-
ra 17. O método pode ser executado lendo uma sequéncia da inven-
¢cdo e as sequéncias de referéncia por meio do uso do programa de
computador e identificando as diferengas com o programa de compu-

tador.
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[00228] Em outros aspectos o sistema com base em computador
compreende um identificador para identificar caracteristicas dentro de
um acido nucleico ou polipeptideo da invengdo. Um "identificador" refe-
re-se a um ou mais programas que identificam certas caracteristicas
dentro de uma sequéncia de acidos nucleicos. Por exemplo, um identi-
ficador pode compreender um programa que identifica uma estrutura
de leitura aberta (ORF) em uma sequéncia de acidos nucleicos. Figura
18 é um fluxograma que ilustra um aspecto de um processo identifica-
dor 300 para detectar a presenga de uma caracteristica em uma se-
quéncia. O processo 300 inicia em um estado de inicializagdo 302 e
depois se move para um estado 304 em que uma primeira sequéncia
que sera conferida nas caracteristicas € armazenada a uma memdéria
115 no sistema de computador 100. O processo 300 depois se move
para um estado 306 em que um banco de dados de caracteristicas de
sequéncia é aberto. Um tal banco de dados inlcui uma lista de cada
um dos atributos da caracteristica junto ao nhome da caracteristica. Por
exemplo, um nome da caracteristica pode ser "Cédon de Iniciagdo" e o
atributo seria "ATG." Outro exemplo pode ser 0 nome da caracteristica
"Caixa TAATAA" e o atributo da caracteristica seria "TAATAA." Um
exemplo de um tal banco de dados é produzido pela University of Wis-
consin Genetics Computer Group. Alternativamente, as caracteristicas
podem ser motivos de polipeptideos estruturais como hélices alfa, 1a-
minas betas, ou motivos de polipeptideos funcionais como sitios ativos
enzimaticos, motivos de hélice-volta-hélice ou outros motivos conheci-
dos aqueles versados na técnica. Uma vez o banco de dados de ca-
racteristicas € aberto no estado 306, o processo 300 se move para um
estado 308 em que a primeira caracteristica é lida do banco de dados.
Uma comparagao do atributo da primeira caracteristica com a primeira
sequéncia é depois feita em um estado 310. Uma determinagao é de-

pois feita em um estado de decisdo 316 se o atributo da caracteristica
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foi encontrado na primeira sequéncia. Se o atributo foi encontrado, en-
tdo o processo 300 se move para um estado 318 em que o nome da
caracteristica encontrada é exibido para o usuario. O processo 300
depois move-se para um estado de decisdo 320 em que uma determi-
nagao é feita se as caracteristicas existem no banco de dados. Se ne-
nhuma mais caracteristica existe, entdo o processo 300 termina em
um estado de finalizagdo 324. Porém, se mais caracteristicas existem
no banco de dados, entdo o processo 300 |Ié a proxima caracteristica
de sequéncia em um estado 326 e retorna para o estado 310 em que o
atributo da préxima caracteristica € comparado com a primeira se-
quéncia. Se o atributo da caracteristica ndo é encontrado na primeira
sequéncia no estado de decisdo 316, o processo 300 se move direta-
mente para o estado de decisdao 320 para determinar se existe mais
alguma caracteristica no banco de dados. Desse modo, em um aspec-
to, a invengéo fornece um programa de computador que identifica es-
truturas de leitura aberta (ORFs).

[00229] Uma sequéncia de polipeptideos ou de acidos nucleicos da
invengédo pode ser armazenada e manipulada em uma variedade de
programas processadores de dados em uma variedade de formatos.
Por exemplo, uma sequéncia pode ser armazenada como texto em um
arquivo processador de textos, como Microsoft WORD ou
WORDPERFECT ou como um arquivo ASCIl em uma variedade de
programas de banco de dados familiares aqueles versados na técnica,
como DB2, SYBASE ou ORACLE. Além disso, muitos programas de
computagdo e bancos de dados como algoritmos de comparagéao de
sequéncia, identificadores ou fontes de sequéncias de nucleotideos de
referéncia ou sequéncias de polipeptideos ser comparadas a uma se-
quéncia de acidos nucleicos da invengdo podem ser usados. Os pro-
gramas e bancos de dados usados para praticar a invengao incluem,

mas nao sao limitados a: MacPattern (EMBL), DiscoveryBase (Molecu-
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lar Applications Group), GeneMine (Molecular Applications Group),
Look (Molecular Applications Group), MacLook (Molecular Applications
Group), BLAST e BLAST2 (NCBI), BLASTN e BLASTX (Altschul et al,
J. Mol. Biol. 215: 403, 1990), FASTA (Pearson e Lipman, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 85: 2444, 1988), FASTDB (Brutlag et al. Comp. App.
Biosci. 6:237-245, 1990), Catalyst (Molecular Simulations Inc.), Ca-
talyst/SHAPE (Molecular Simulations Inc.), Cerius2.DBAccess (Mole-
cular Simulations Inc.), HypoGen (Molecular Simulations Inc.), Insight
II, (Molecular Simulations Inc.), Discover (Molecular Simulations Inc.),
CHARMmM (Molecular Simulations Inc.), Felix (Molecular Simulations
Inc.), DelPhi, (Molecular Simulations Inc.), QuanteMM, (Molecular Si-
mulations Inc.), Homology (Molecular Simulations Inc.), Modeler (Mole-
cular Simulations Inc.), ISIS (Molecular Simulations Inc.), Quan-
ta/Protein Design (Molecular Simulations Inc.), WebLab (Molecular Si-
mulations Inc.), WebLab Diversity Explorer (Molecular Simulations
Inc.), Gene Explorer (Molecular Simulations Inc.), SegFold (Molecular
Simulations Inc.), o banco de dados de MDL Available Chemicals Di-
rectory, o banco de dados de MDL Drug Data Report, o banco de da-
dos de Comprehensive Medicinal Chemistry, o banco de dados de
World Drug Index de Derwent, o banco de dados de BioByteMasterFi-
le, o banco de dados de Genbank e o banco de dados de Genseqn.
Muitos outros programas e bancos de dados podem ser ébvios alguém
versado na técnica dada a presente descrigao.

[00230] Os motivos que podem ser detectados usando os progra-
mas acima incluem sequéncias que codificam ziperes de leucina, mo-
tivos de hélice-volta-hélice, sitios de glicosilagao, sitios de ubiquitina-
¢ao, hélices alfa e laminas betas, sequéncias sinalizadoras que codifi-
cam peptideos de sinal que direcionam a secre¢ao das proteinas codi-
ficadas, sequéncias implicadas na regulagéo de transcrigdo como ho-

meocaixas, alongamentos acidicos, sitios ativos enzimaticos, sitio de
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ligagéo aos substratos e sitios de clivagem enzimatica.
HIBRIDACAO DE ACIDOS NUCLEICOS
[00231] A invengao fornece acidos nucleicos isolados ou recombi-

nantes que hibridizam sob condigbes rigorosas com uma sequéncia
exemplar da invengao, por exemplo, uma sequéncia como exposta na
SEQ ID N°: 1, ou um &cido nucleico que codifica um polipeptideo com-
preendendo uma sequéncia como exposto na SEQ ID N° 2. As condi-
¢Ges rigorosas podem ser condigdes altamente rigorosas, condigdes
rigorosas medias, condi¢cdes rigorosas baixas, incluindo as condigdes
de severidade alta e reduzidas agui descritas. Em modalidades alter-
nativas, os acidos nucleicos da invengao como definidos por sua ca-
pacidade de hibridar-se sob condi¢Ges rigorosas podem ser entre cer-
ca de cinco residuos e o comprimento total da molécula da SEQ ID N°:
1, por exemplo, eles podem ser pelo menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400
residuos no comprimento. Acidos nucleicos mais curtos que compri-
mento total também estéo incluidos. Estes acidos nucleicos séo uteis
como, por exemplo, sondas de hibridagao, sondas de marcac¢ao, son-
das de oligonucleotideo de PCR, sequéncias de iRNA, de anti-sentido
ou codificando os peptideos de ligagéo de anticorpo (epitopo), moti-
vos, sitios ativos e similares.

[00232] Em um aspecto, os acidos nucleicos da invengaoc sao defi-
nidos por sua capacidade de hibridar sob condigfes de alta severidade
compreendendo de cerca de 50 % de formamida a cerca de 37T a
42T. Em um aspecto, 0s acidos nucleicos da invencgd o sdo definidos
por sua capacidade de hibridar sob condigdes de severidade reduzida
compreendendo cerca de 35 % a 25 % de formamida a cerca de 30T
a 35C. Alternativamente, os acidos nucleicos da invengao sao defini-
dos por sua capacidade de hibridar sob condigtes de alta severidade
compreendendo a 42T em 50 % de formamida, 5X SSPE, 0,3 % de
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SDS, e um acido nucleico de bloqueio de sequéncia repetitiva, como
cot-1 ou DNA de esperma de salméo (por exemplo, 200 n/ml de DNA
de esperma de salméao cisalhado e desnaturado). Em um aspecto, os
acidos nucleicos da invengao sdo definidos por sua capacidade de hi-
bridar sob condi¢gées de severidade reduzida compreendendo 35 % de
formamida em uma temperatura reduzida de 35TC.

[00233] Seguindo hibridagdo, o filtro pode ser lavado com 6X SSC,
0,5 % de SDS a 50C. E considerado que estas condig 6es sdo "condi-
¢bes moderadas" acima de 25 % de formamida e "condi¢gdes baixas"
abaixo de 25 % de formamida. Um exemplo especifico de condigdes
de hibridagdo "moderadas” € quando a hibridagdo acima é conduzida
em 30 % de formamida. Um exemplo especifico de condigdes de hibri-
dagao de "baixa severidade" é quando a hibridagdo acima é conduzida
em 10 % de formamida.

[00234] A faixa de temperatura que corresponde a um nivel particu-
lar de severidade pode ser também estreitada calculando a razdo de
purina para pirimidina do acido nucleico de interesse e ajustando a
temperatura consequentemente. Os acidos nucleicos da invengao
também sao definidos por sua capacidade de hibridar sob condigdes
de severidade alta, média e baixa como exposto em Ausubel e Sam-
brook. Variagdes nas faixas e condigbes acima sdo bem-conhecidas
na técnica. As condig¢des de hibridagcao sdo também debatidas abaixo.

SONDAS DE OLIGONUCLEQTIDEOS E METODOS PARA USA-LAS

[00235] A invengao também fornece sondas de acido nucleico para

identificar os acidos nucleicos codificando um polipeptideo com uma
atividade de fitase. Em um aspecto, a sonda compreende pelo menos
10 bases sucessivas de uma sequéncia como exposta na SEQ ID N°:
1. Alternativamente, uma sonda da invengao pode ser pelo menos cer-
cade 5,6, 7,8 ou 9 a cerca de 40, cerca de 10 a 50, cerca de 20 a 60,

cerca de 30 a 70, bases sucessivas de uma sequéncia como exposto
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na SEQ ID N°: 1. As sondas identificam um acido nucleico por ligagéo
ou hibridagao. As sondas podem ser usadas em arranjos da invengao,
ver debate abaixo, incluindo, por exemplo, arranjos capilares. As son-
das da invengdo também podem ser usadas para isolar outros acidos
nucleicos ou polipeptideos.

[00236] As sondas da invengado podem ser usadas para determinar
se uma amostra biolégica, como uma amostra do solo, contém um or-
ganismo tendo uma sequéncia de acidos nucleicos da invengao ou um
organismo dos quais o acido nucleico foi obtido. Em tais procedimen-
tos, uma amostra bioldgica potencialmente abriga o organismo do qual
o acido nucleico foi isolado é obtido e os acidos nucleicos da amostra
sdo obtidos. Os acidos nucleicos sdo contatados com a sonda sob
condigdes que permitem a sonda especificamente hibridar com qual-
quer sequéncia complementar presente na amostra. Onde necessario,
as condi¢gdes que permitem a sonda especificamente hibridar com as
sequéncias complementares podem ser determinadas colocando a
sonda em contato com as sequéncias complementares das amostras
conhecidas possuir a sequéncia complementar, como também se-
quéncias de controle que ndo possuem a sequéncia complementar.
Condig¢des de hibridagdo, como a concentragao de sal do tampéo de
hibridagdo, a concentragdo de formamida do tampao de hibridagdo ou
a temperatura de hibridagdo, podem ser variadas para identificar as
condigbes que permitem a sonda especificamente hibridar com os aci-
dos nucleicos complementares (ver debate sobre condi¢des de hibri-
dacao especificas).

[00237] Se a amostra contém o organismo do qual o acido nucleico
foi isolado, a hibridagao especifica da sonda é depois detectada. A hi-
bridagdo pode ser detectada marcando a sonda com um agente detec-
tavel como um isétopo radioativo, um corante fluorescente ou uma en-

zima capaz de catalisar a formagédo de um produto detectavel. Muitos
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métodos de usar as sondas marcadas para detectar a presenga de
acidos nucleicos complementares em uma amostra sdo familiares
aqueles versados na técnica. Estes incluem Southern blot, Northern
blot, procedimentos de hibridagdo de colénia e manchas de ponto. Os
protocolos para cada um destes procedimentos sdo fornecidos em Au-
subel e Sambrook.

[00238] Alternativamente, mais de uma sonda (pelo menos uma
destas é capaz de especificamente hibridar com qualquer sequéncia
complementar que esta presente na amostra de acido nucleico), pode
ser usada em uma reagéo de amplificagdo para determinar se a amos-
tra contém um organismo contendo uma sequéncia de acidos nuclei-
cos da invengado (por exemplo, um organismo do qual o acido nucleico
foi isolado). Em um aspecto, as sondas compreendem oligonucleoti-
deos. Em um aspecto, a reagdo de amplificagdo pode compreender
uma reagido de PCR. Protocolos de PCR sao descritos em Ausubel e
Sambrook (ver debate sobre reagées de amplificagdo). Em tais proce-
dimentos, os acidos nucleicos sao contatados na amostra com as son-
das, a reagdo de amplificacdo é executada e qualquer produto de am-
plificacido resultante é detectado. O produto de amplificagdo pode ser
detectado executando eletroforese em gel nos produtos de reagéo e
manchando o gel com um intercalador como brometo de etideo. Alter-
nativamente, uma ou mais das sondas podem ser marcadas com um
is6topo radioativo e a presenga de um produto de amplificagéao radioa-
tivo pode ser detectada através de auto-radiografia apds eletroforese
em gel.

[00239] Sondas derivadas das sequéncias proximas das extremida-
des 3' ou 5' também podem ser usadas de uma sequéncia de acidos
nucleicos da invengdo em procedimentos de passeio pelos cromosso-
mos para identificar clones que contém sequéncias adicionais, por

exemplo, gendmicas. Tais métodos permitem o isolamento dos genes
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que codificam proteinas adicionais de interesse do organismo hospe-
deiro.

[00240] Em um aspecto, as sequéncias de acidos nucleicos da in-
vengdo sdo usadas como sondas para identificar e isolar acidos nu-
cleicos relacionados. Em alguns aspectos, os acidos nucleicos relacio-
nados assim identificados podem ser cDNAs ou os DNAs gendmicos
de organismos diferentes daquele que o acido nucleico da invengao foi
primeiro isolado. Em tais procedimentos, uma amostra de acido nu-
cleico é contatada com a sonda sob condi¢gées que permitem a sonda
especificamente hibridar com as sequéncias relacionadas. Hibridagao
da sonda com os acidos nucleicos do organismo relacionado € depois
detectada usando quaisquer dos métodos acima descritos.

[00241] Em reagdes de hibridagdo de acido nucleico, as condigdes
usadas para alcangar um nivel particular de severidade variarao, de-
pendendo da natureza dos acidos nucleicos que sao hibridados. Por
exemplo, o comprimento, grau de complementaridade, composi¢géo da
sequéncia de nucleotideos (por exemplo, GC V. teor de AT) e tipo de
acido nucleico (por exemplo, RNA V. DNA) das regides de hibridagéo
dos acidos nucleicos podem ser considerados na sele¢do das condi-
¢bes de hibridagdo. Uma consideragao adicional é se um dos acidos
nucleicos for imobilizado, por exemplo, em um filtro. A hibridagdo pode
ser realizada sob condi¢gdes de baixa severidade, severidade modera-
da ou alta severidade. Uma membrana de polimero contendo os aci-
dos nucleicos desnaturados imobilizados € primeiro pré-hibridada du-
rante 30 minutos a 45C em uma solugédo que consiste em 0,9 M NaCl
como um exemplo de hibridagdo de acido nucleico, 50 mM NaH2PO4,
pH 7,0, 5,0 mM Na2EDTA, 0,5 % de SDS, 10X Denhardt, e 0,5 mg/ml
de acido polirriboadenilico. Aproximadamente 2 X 107 cpm (atividade
especifica 4-9 X 108 cpm/ug) de sonda de oligonucleotideo marcada

na extremidade com %P é depois adicionada a solugdo. Apés 12-16
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horas de incubagdo, a membrana € lavada durante 30 minutos em
temperatura ambiente (TA) em 1X SET (150 mM NaCl, 20 mM cloridra-
to de Tris, pH 7,8, 1 mM Na2EDTA) contendo 0,5 % de SDS, seguido
por uma lavagem de 30 minutos em 1X SET fresco a Tm-10T para a
sonda de oligonucleotideo. A membrana é depois exposta a pelicula
auto-radiografica para detecgéo de sinais de hibridagéo.

[00242] Variando a severidade das condigbes de hibridagdo usadas
para identificar os acidos nucleicos, como cDNAs ou DNAs, gendmicos
que hibridizam com a sonda detectavel, os acidos nucleicos tendo ni-
veis diferentes de homologia quanto a sonda podem ser identificados e
isolados. A severidade pode ser variada conduzindo a hibridagédo em
temperaturas variadas abaixo das temperaturas de derretimento das
sondas. A temperatura de derretimento, Tm, é a temperatura (sob for-
¢a idnica definida e pH) na qual 50 % da sequéncia alvo hibridizam
com uma sonda perfeitamente complementar. Condigdes muito rigoro-
sas sao selecionadas para ser iguais a ou cerca de 5T inferior a Tm
para uma sonda particular. A temperatura de derretimento da sonda
pode ser calculada usando as féormulas exemplares a seguir. Para
sondas entre 14 e 70 nucleotideos no comprimento a temperatura de
derretimento (Tm) é calculada usando a férmula:
Tm=81,5+16,6(log[Na+])+0,41(fragcdo G+C)-(600/N) onde N é o com-
primento da sonda.

[00243] Se a hibridagao for realizada em uma solugdo contendo
formamida, a temperatura de derretimento pode ser calculada usando
a equagdo: Tm=81,5+16,6(log[Na+])+0,41(fracdo G+C)-(0,63 % de
formamida)-(600/N) onde N é o comprimento da sonda. Pré-hibridagéo
pode ser realizada em 6X SSC, 5X o reagente de Denhardt, 0,5 % de
SDS, 100 «g de DNA de esperma de salméao fragmentado desnatura-
do ou 6X SSC, 5X o reagente de Denhardt, 0,5 % de SDS, 100 «g de

DNA de esperma de salméo fragmentado desnaturado, 50 % de for-
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mamida. Férmulas para SSC e outras solu¢gdes de Denhardt esto lis-
tadas, por exemplo, em Sambrook.

[00244] Hibridagdo € conduzida adicionando a sonda detectavel as
solugdes de pré-hibridagdo acima listadas. Onde a sonda compreen-
der o DNA bifilamentado, ele é desnaturado antes da adi¢do a solugao
de hibridagao. O filtro é contatado com a solugéo de hibridagao duran-
te um periodo suficiente de tempo para permitir a sonda hibridar com
0os cDNAs ou DNAs gendmicos contendo as sequéncias complementa-
res a estes ou homologas a estes. Para sondas maiores de 200 nucle-
otideos no comprimento, a hibridagdo pode ser realizada a 15-25T
abaixo da Tm. Para sondas mais curtas, como sondas de oligonucleo-
tideo, a hibridagéo pode ser conduzida a 5-10C abaixo da Tm. Em um
aspecto, hibridagdes em 6X SSC sio conduzidas a cerca de 68T. Em
um aspecto, hibridagdes em 50 % de formamida contendo solugdes
sdo conduzidas a cerca de 42TC. Todas as hibridagde s anteriores po-
dem ser consideradas estar sob condi¢gbes de alta severidade.

[00245] Seguindo a hibridagao, o filtro é lavado para remover qual-
quer sonda detectavel nao-especificamente ligada. A severidade usa-
da para lavar os filtros pode ser variada, dependendo também da natu-
reza dos acidos nucleicos que sao hibridados, do comprimento dos
acidos nucleicos que sao hibridados, do grau de complementaridade,
da composi¢ao da sequéncia de nucleotideos (por exemplo, GC V. te-
or de AT) e do tipo de acido nucleico (por exemplo, RNA V. DNA).
Exemplos de lavagens de condigido de severidade progressivamente
mais altas sdo como segue: 2X SSC, 0,1 % de SDS em temperatura
ambiente durante 15 minutos (baixa severidade); 0,1X SSC, 0,5 % de
SDS em temperatura ambiente durante 30 minutos a 1 hora (severida-
de moderada); 0,1X SSC, 0,5 % de SDS durante 15 a 30 minutos en-
tre a temperatura de hibridagdo e 68T (severidade alta); e 0,15M

NaCl durante 15 minutos a 72T (severidade muito al ta). Uma lavagem
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final de baixa severidade pode ser conduzida em 0,1X SSC em tempe-
ratura ambiente. Os exemplos acima sdo meramente ilustrativos de
um conjunto de condigdes que podem ser usadas para lavar os filtros.
Aquele versado na técnica saberia que ha numerosas receitas para
lavagens de diferentes severidades.

[00246] Os acidos nucleicos que hibridizaram com a sonda podem
ser identificados por auto-radiografia ou outras técnicas convencionais.
O procedimento acima pode ser modificado para identificar os acidos
nucleicos tendo niveis decrescentes de homologia a sequéncia de
sonda. Por exemplo, para obter acidos nucleicos de homologia de-
crescente a sonda detectavel, podem ser usadas condigbes menos
rigorosas. Por exemplo, a temperatura de hibridagdo pode ser diminui-
da em incrementos de 5T de 68T a 42TC em um tampa o de hibrida-
¢ao tendo uma concentragdo de Na+ de cerca de 1M. Seguindo a hi-
bridagao, o filtro pode ser lavado com 2X SSC, 0,5 % de SDS na tem-
peratura de hibridagdo. E considerado que estas condigdes sdo condi-
¢bes "moderadas” acima de 50T e condigbes "baixas" abaixo de
507C. Um exemplo de condig¢des de hibridagdo "modera das" é quando
a hibridagdo acima é conduzida a 55C. Um exemplo d e condi¢gdes de
hibridagdo de "baixa severidade" é quando a hibridagdo acima é con-
duzida a 45<C.

[00247] Alternativamente, a hibridagao pode ser realizada em tam-
pdes, como 6X SSC, contendo formamida em uma temperatura de
42C. Neste caso, a concentragdo de formamida no ta mpao de hibri-
dacdo pode ser reduzida em incrementos de 5 % de 50 % a 0 % para
identificar clones tendo niveis decrescentes de homologia a sonda.
Seguindo a hibridagéo, o filtro pode ser lavado com 6X SSC, 0,5 % de
SDS a 50C. E considerado que estas condigdes sdo condigdes "mo-
deradas" acima de 25 % de formamida e condi¢des "baixas" abaixo de

25 % de formamida. Um exemplo especifico de condigdes de hibrida-
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¢ao "moderadas” é quando a hibridagdo acima é conduzida a 30 % de
formamida. Um exemplo especifico de condigdes de hibridacdo de
"baixa severidade" é quando a hibridagdo acima é conduzida a 10 %
de formamida.

[00248] Estas sondas e métodos da invengdo podem ser usados
para isolar acidos nucleicos tendo uma sequéncia com pelo menos
cerca de 99 %, 98 %, 97 %, pelo menos 95 %, pelo menos 90 %, pelo
menos 85 %, pelo menos 80 %, pelo menos 75 %, pelo menos 70 %,
pelo menos 65 %, pelo menos 60 %, pelo menos 55 %, ou pelo menos
50 % de homologia a uma sequéncia de acidos nucleicos da invengao
compreendendo pelo menos cerca de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50,
75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 ou 500 bases sucessivas des-
tes, e as sequéncias complementares a esta. A homologia pode ser
medida usando um algoritmo de alinhamento, como debatido aqui. Por
exemplo, os polinucleotideos homdélogos podem ter uma sequéncia de
codificagdo que é uma variante alélica de ocorréncia natural de uma
das sequéncias de codificagdo aqui descritas. Tais variantes alélicas
podem ter uma substitui¢do, deleg¢do ou adigao de um ou mais nucleo-
tideos quando comparados a um acido nucleico da invengao.

[00249] Adicionalmente, as sondas e métodos da invengdo podem
ser usados para isolar acidos nucleicos codificando polipeptideos ten-
do pelo menos cerca de 99 %, pelo menos 95 %, pelo menos 90 %,
pelo menos 85 %, pelo menos 80 %, pelo menos 75 %, pelo menos 70
%, pelo menos 65 %, pelo menos 60 %, pelo menos 55 %, ou pelo
menos 50 % de identidade de sequéncia (homologia) a um polipepti-
deo da invengdo compreendendo pelo menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 50, 75, 100 ou 150 aminoacidos sucessivos desta como determi-
nado usando um algoritmo de alinhamento de sequéncia (por exemplo,
como algoritmo de FASTA versao 3.0t78 com os parametros padrao,

ou um programa BLAST 2.2.2 com ajustes exemplares como aqui ex-
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postos).
INIBICAO DE EXPRESSAQ DE UMA FITASE
[00250] A invencgao também fornece para acidos nucleicos comple-

mentares (por exemplo, sequéncias anti-sentido) as sequéncias de
acidos nucleicos da invengao. Sequéncias anti-sentido séo capazes de
inibir o transporte, jungdo ou transcricdo dos genes de codificacac da
fitase. A inibicdo pode ser realizada através do alvejamento do DNA
gendmico ou RNA mensageiro. A transcrigdo ou fungdo do acido nu-
cleico alvejado pode ser inibida, por exemplo, por hibridagao efou cli-
vagem. Um conjunto de inibidores particularmente uteis fornecido pela
presente invengao inclui oligonucleotideos que sao capazes ou de ligar
gene ou mensagem de fitase, em ambos 0s casos prevenindo ou ini-
bindo a produgao ou fungdo de enzima de fitase. A associagac pode
ser, entretanto hibridagcao de sequéncia especifica. Outra classe util de
inibidores inclui oligonucleotideos que causam inativag&o ou clivagem
de mensagem de fitase. O oligonucleotideo pode ter atividade da en-
zima que causa tal clivagem, como ribozimas. O oligonucleotideo pode
ser quimicamente modificado ou conjugado com uma enzima ou com-
posicao capaz de clivar o acido nucleico complementar. Pode-se triar
um “"pool" de muitos tais oligonucleotideos diferentes para aqueles
com a atividade desejada.

OLIGONUCLEOQTIDEQS ANTI-SENTIDO

[00251] A invengdo fornece oligonucleotideos anti-sentido capazes

de ligar mensagem de fitase que pode inibir atividade de fitase medi-
ante alvejamento do mRNA. Estratégias para designar oligonucleoti-
deos anti-sentido sdo bem-conhecidas na literatura cientifica e de pa-
tente, e o versado na técnica pode designar tais oligonucleotideos de
fitase usando os novos reagentes da invengao. Por exemplo, protoco-
los de passeio pelo gene/mapeamento de RNA para triar por oligonu-

cleotideos anti-sentido eficazes sao bem-conhecidos na técnica, ver,
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por exemplo, Ho (2000) Methods Enzymol. 314:168-183, descrevendo
um ensaio de mapeamento de RNA que € com base nas técnicas mo-
leculares padrao para prover um método facil e seguro para selegéo
de sequéncia anti-sentido potente. Também ver Smith (2000) Euro. J.
Pharm. Sci. 11:191-198.

[00252] Acidos nucleicos de ocorréncia natural sdo usados como
oligonucleotideos anti-sentido. Os oligonucleotideos anti-sentido po-
dem ser de qualquer comprimento; por exemplo, em aspectos alterna-
tivos, os oligonucleotideos anti-sentido sao entre cerca de 5 a 100,
cerca de 10 a 80, cerca de 15 a 60, cerca de 18 a 40. O comprimento
ideal pode ser determinado através de triagem rotineira. Os oligonu-
cleotideos anti-sentido podem estar presentes em qualquer concentra-
¢ado. A concentragao ideal pode ser determinada através de triagem
rotineira. Uma ampla variedade de analogos de nucleotideo e de acido
nucleico sintéticos, de ocorréncia natural e nado-natural é conhecida
que pode dirigir-se a este problema potencial. Por exemplo, acidos nu-
cleicos de peptideo (PNAs) contendo cadeias principais n&o-idnicas,
como unidades de N-(2-aminoetil)glicina podem ser usados. Também
podem ser usados oligonucleotideos anti-sentido tendo ligagdes de
fosforotioato, como descrito em WO 97/03211; WO 96/39154; Mata
(1997) Toxicol Appl Pharmacol 144:189-197; Antisense Therapeutics,
ed. Agarwal (Humana Press, Totowa, N. J., 1996). Oligonucleotideos
anti-sentido tendo analogos de cadeia principal de DNA sintético for-
necidos pela invengdo também podem incluir acidos nucleicos de fos-
foro-ditioato, metilfosfonato, fosforamidato, fosfotriéster de alquila, sul-
famato, 3'-tioacetal, metileno(metilimino), 3'-N-carbamato e carbamato
de morfolino, como descrito acima.

[00253] Metodologia quimica combinatéria pode ser usada para cri-
ar vastos numeros de oligonucleotideos que podem ser triados rapi-

damente por oligonucleotideos especificos tendo afinidades e especifi-
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cidades de ligagao apropriadas para qualquer alvo, como as sequén-
cias de fitase sense e anti-sentido da invengédo (ver, por exemplo, Gold
(1995) J. of Biol. Chem. 270:13581-13584).

RIBOZIMAS INIBITORIAS

[00254] A invengdo fornece ribozimas capazes de ligar mensagem

de fitase que pode inibir atividade da enzima de fitase mediante alve-
jamento de mRNA. Estratégias para designar ribozimas e selecionar a
sequéncia anti-sentido fitase-especifica por alvejamento sdo bem des-
critas na literatura cientifica e de patente, e o versado pode designar
tais ribozimas usando os novos reagentes da invengdo. Ribozimas
agem ligando a um RNA alvo através da porgéo ligadora de RNA alvo
de uma ribozima que € mantida em proximidade intima a uma porgao
enzimatica do RNA que cliva 0 RNA alvo. Desse modo, a ribozima re-
conhece e liga um RNA alvo através de emparelhamento de bases
complementares, e uma vez ligada ao sitio correto, age enzimatica-
mente para clivar e inativar o RNA alvo. A clivagem de um RNA alvo
em uma tal maneira destruira sua capacidade de direcionar a sintese
de uma proteina codificada se a clivagem ocorrer na sequéncia de co-
dificagdo. Apds uma ribozima ter sido ligada e clivado seu RNA alvo,
ela é tipicamente liberada daquele RNA e assim pode ligar e clivar no-
vos alvos repetidamente.

[00255] Em algumas circunstancias, a natureza enzimatica de uma
ribozima pode ser vantajosa em outras tecnologias, como tecnologia
anti-sentido (onde uma molécula de acido nucleico simplesmente liga
a um alvo de acido nucleico para bloquear sua transcri¢do, tradugao
ou associagao a outra molécula) como a concentragéo eficaz de ribo-
zima necessaria para realizar um tratamento terapéutico pode ser mais
baixa que a de um oligonucleotideo anti-sentido. Esta vantagem po-
tencial reflete a capacidade da ribozima de agir enzimaticamente.

Desse modo, uma unica molécula de ribozima pode clivar muitas mo-
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leculas de RNA alvo. Além disso, uma ribozima e tipicamente um inibi-
dor altamente especifico, com a especificidade de inibicdo que nao so
depende do mecanismo de emparelhamento de bases de ligagao, mas
também do mecanismo pelo qual a molécula inibe a expressao do
RNA ao qual ela liga. Ou seja, a inibicdo é causada por clivagem do
RNA alvo e assim a especificidade é definida como a razao da taxa de
clivagem do RNA alvejado para a taxa de clivagem de RNA nao-
alvejado. Este mecanismo de clivagem € dependente dos fatores adi-
cionais além daqueles envolvidos no emparelhamento de bases. Des-
se modo, a especificidade de a¢do de uma ribozima pode ser maior
gue a do oligonucleotideo anti-sentido que liga 0 mesmo sitio de RNA.
A molecula de RNA de ribozima enzimatica pode ser formada em um
motivo de cabega de martelo, mas tambem pode ser formada no moti-
vo de um grampo, virus de hepatite delta, grupo intron | ou RNA seme-
Ilhante a RNaseP (em associagdo com uma sequéncia guia de RNA).
Exemplos de tais motivos de cabeca de martelo sdo descritos por
Rossi (1992) Aids Research and Human Retrovirus 8:183; motivos de
grampo por Hampel (1989) Biochemistry 28:4929, e Hampel (1990)
Nuc. Acids Res. 18:299; o motivo de virus de hepatite delta por Perrot-
ta (1992) Biochemistry 31:16; o motivo de RNaseP por Guerrier-
Takada (1983) Cell 35:849; e o grupo de intron | por Cech Patente
U.S. N* 4.987.071. A recitacao destes motivos especificos nac e inten-
cionada ser limitativa; aqueles versados na técnica reconhecerao que
uma molécula de RNA enzimatica desta invengao tem um sitio de liga-
¢ao ao substrato especifico complementar a uma ou mais das regides
de RNA do gene alvo, e tem sequéncia de nucleotideos dentro ou ad-
jacente ao sitio de ligagao ao substrato que da uma atividade de cliva-
gem de RNA a molécula.

MODIFICACAQ DOS ACIDOS NUCLEICOS

[00256] A invencao fornece meétodos de variantes geradoras dos
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acidos nucleicos da invengdo, por exemplo, aqueles que codificam
uma enzima de fitase. Estes métodos podem ser repetidos ou usados
em varias combinagdes para gerar enzimas de fitase tendo uma ativi-
dade alterada ou diferente ou uma estabilidade alterada ou diferente
daquela de uma fitase codificada pelo acido nucleico modelo. Estes
métodos também podem ser repetidos ou usados em varias combina-
¢bes, por exemplo, para gerar variagdes na expressido de ge-
ne/mensagem, tradugdo de mensagem ou estabilidade de mensagem.
Em outro aspecto, a composi¢cao genética de uma célula é alterada,
por exemplo, por modificagdo de um gene homdlogo ex vivo, seguido
por sua reinser¢ao na célula.

[00257] Um acido nucleico da invengao pode ser alterado por
quaisquer meios. Por exemplo, métodos aleatérios ou estocasticos,
ou, métodos ndo-estocasticos ou de "evolugao direcionada”.

[00258] Os métodos para mutagdo aleatéria de genes sdo bem-
conhecidos na técnica, ver, por exemplo, Patente U. S. N° 5.830.696.
Por exemplo, mutagénios podem ser usados para transformar um ge-
ne randomicamente. Mutagénios incluem, por exemplo, luz ultravioleta
ou irradiagéo faixa, ou um mutageno quimico, por exemplo, mitomici-
na, acido nitroso, psoralens fotoativados, sozinhos ou em combinagao,
para induzir rompimentos de DNA amenizaveis por reparo por meio de
recombinagdo. Por exemplo, outros mutagénios quimicos incluem bis-
sulfeto de sdédio, acido nitroso, hidroxilamina, hidrazina ou acido férmi-
co. Outros mutagénios sdo analogos de precursores de nucleotideo,
por exemplo, nitrosoguanidina, 5-bromouracila, 2-aminopurina ou acri-
dina. Estes agentes podem ser adicionados a uma reagao de PCR no
lugar do precursor de nucleotideo assim transformando a sequéncia.
Agentes de intercalagao como proflavina, acriflavina, quinacrina e simi-
lares podem ser também usados.

[00259] AQualquer técnica em biologia molecular pode ser usada,
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por exemplo, mutagénese de PCR aleatéria, ver, por exemplo, Rice
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5467-5471; ou, mutagénese de
cassete multiplo combinatéria, ver, por exemplo, Crameri (1995) Bio-
techniques 18:194-196. Alternativamente, acidos nucleicos, por exem-
plo, genes, podem ser remontados apos fragmentagédo aleatéria ou
"estocastica,” ver, por exemplo, Patentes U.S. N° 6.291.242;
6.287.862; 6.287.861; 5.955.358; 5.830.721; 5.824.514; 5.811.238;
5.605.793. Em aspectos alternativos, as modificagbes, adi¢des ou de-
le¢bes sao introduzidas por PCR propensa a erro, embaralhamento,
mutagénese dirigida a oligonucleotideo, PCR de montagem, mutagé-
nese de PCR sexual, mutagénese in vivo, mutagénese de cassete,
mutagénese de conjunto recursiva, mutagénese de conjunto exponen-
cial, mutagénese sitio especifica, remontagem genética, mutagénese
saturada no sitio genético (GSSM), remontagem de ligagédo sintética
(SLR), recombinagdo, recombinagdo de sequéncia recursiva, mutagé-
nese de DNA modificado por fosfotioato, mutagénese de modelo con-
tendo uracila, mutagénese duplex com intervalos, mutagénese de re-
paro de equivoco de ponto, mutagénese de cepa hospedeira deficiente
de reparo, mutagénese quimica, mutagénese radiogénica, mutagéne-
se de delegédo, mutagénese de restricdo-selegdo, mutagénese de res-
tricdo-purificagcdo, sintese de gene artificial, mutagénese de conjunto,
criagdo multimera de acido nucleico quimérica, e/ou uma combinagao
destes e outros métodos.

[00260] As publicagbes a seguir descrevem uma variedade de pro-
cedimentos e/ou métodos de recombinagado recursiva que podem ser
incorporados nos métodos da invengdo: Stemmer (1999) "Molecular
breeding of viruses for targeting and other clinical properties" Tumor
Targeting 4:1-4; Ness (1999) Nature Biotechnology 17:893-896; Chang
(1999) "Evolution of a cytokine using DNA family shuffling" Nature Bio-
technology 17:793-797; Minshull (1999) "Protein evolution by molecular
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breeding" Current Opinion in Chemical Biology 3:284-290; Christians
(1999) "Directed evolution of thymidine kinase for AZT phosphorylation
using DNA family shuffling" Nature Biotechnology 17:259-264; Crameri
(1998) "DNA shuffling of a family of genes from diverse species accel-
erates directed evolution" Nature 391:288-291; Crameri (1997) "Molec-
ular evolution of an arsenate detoxification pathway by DNA shuffling,"
Nature Biotechnology 15:436-438; Zhang (1997) "Directed evolution of
an effective fucosidase from a galactosidase by DNA shuffling and
screening” Proc. Natl. Acad. Sci USA 94:4504-4509; Patten et al.
(1997) "Applications of DNA Shuffling to Pharmaceuticals and Vac-
cines" Current Opinion in Biotechnology 8:724733; Crameri et al.
(1996) "Construction and evolution of antibody-phage libraries by DNA
shuffling" Nature Medicine 2:100-103; Crameri et al. (1996) "Improved
green fluorescent protein by molecular evolution using DNA shuffling”
Nature Biotechnology 14:315-319; Gates et al. (1996) "Affinity selective
isolation of ligands from peptide libraries through display on a lac re-
pressor 'headpiece dimer™ Journal of Molecular Biology 255:373-386;
Stemmer (1996) "Sexual PCR and Assembly PCR" Em: The Encyclo-
pedia of Molecular Biology. VCH Publishers, Nova lorque. pp.447-457;
Crameri e Stemmer (1995) "Combinatorial multiple cassette mutagen-
esis creates all the permutations of mutant and wildtype cassettes" Bi-
oTechniques 18:194-195; Stemmer et al. (1995) "Single-step assembly
of a gene and entire plasmid form large numbers of oligodeoxyribonu-
cleotides" Gene, 164:49-53; Stemmer (1995) "The Evolution of Molecu-
lar Computation" Science 270: 1510; Stemmer (1995) "Searching Se-
quence Space" Bio/Technology 13:549-553; Stemmer (1994) "Rapid
evolution of a protein in vitro by DNA shuffling" Nature 370:389-391; e
Stemmer (1994) "DNA shuffling by random fragmentation and reas-
sembly: In vitro recombination for molecular evolution”. Proc. Natl. Aca.
Sci. USA 91:10747-10751.
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[00261] Métodos mutacionais de gerar diversidade incluem, por
exemplo, mutagénese sitio direcionada (Ling et al. (1997) "Approaches
to DNA mutagenesis: an overview" Anal Biochem. 254(2): 157-178;
Dale et al. (1996) "Oligonucleotide-directed random mutagenesis using
the phosphorothioate method" Methods Mol. Biol. 57:369-374; Smith
(1985) "In vitro mutagenesis" Ann. Rev. Genet. 19:423-462; Botstein &
Shortle (1985) "Strategies and applications of in vitro mutagenesis”
Science 229:1193-1201; Carter (1986) "Site-directed mutagenesis" Bi-
ochem. J. 237:1-7; e Kunkel (1987) "The efficiency of oligonucleotide
directed mutagenesis" em Nucleic Acids & Molecular Biology (Eckstein,
F. e Lilley, D. M. J. eds., Springer Verlag, Berlim)); mutagénese
usando modelos contendo uracila (Kunkel (1985) "Rapid and efficient
site-specific mutagenesis without phenotypic selection" Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82:488-492; Kunkel et al. (1987) "Rapid and efficient
site-specific mutagenesis without phenotypic selection" Methods in En-
zymol. 154, 367-382; e Bass et al. (1988) "Mutant Trp repressors with
new DNA-binding specificities" Science 242:240-245); mutagénese oli-
gonucleotideo-dirigida (Methods in Enzymol. 100: 468-500 (1983);
Methods in Enzymol. 154: 329-350 (1987); Zoller & Smith (1982) "Oli-
gonucleotide-directed mutagenesis using M13-derived vectors: an effi-
cient and general procedure for the production of point mutations in
any DNA fragment" Nucleic Acids Res. 10:6487-6500; Zoller & Smith
(1983) "Oligonucleotide-directed mutagenesis of DNA fragments
cloned into M13 vectors" Methods in Enzymol. 100:468-500; e Zoller &
Smith (1987) "Oligonucleotide-directed mutagenesis: a simple method
using two oligonucleotide primers and a single-stranded DNA template”
Methods in Enzymol. 154:329-350); mutagénese de DNA fosforotioate-
modificado (Taylor et al. (1985) "The use of phosphorothioate-modified
DNA in restriction enzyme reactions to prepare nicked DNA" Nucl. Ac-
ids Res. 13: 87498764; Taylor et al. (1985) "The rapid generation of
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oligonucleotide-directed mutations at high frequency using phos-
phorothioate-modified DNA" Nucl. Acids Res. 13: 8765-8787 (1985);
Nakamaye (1986) "Inhibition of restriction endonuclease Nci | cleavage
by phosphorothioate groups and its application to oligonucleotide-
directed mutagenesis" Nucl. Acids Res. 14: 9679-9698; Sayers et al.
(1988) "Y-T Exonucleases in phosphorothioate-based oligonucleotide-
directed mutagenesis” Nucl. Acids Res. 16:791-802; e Sayers et al.
(1988) "Strand specific cleavage of phosphorothioate-containing DNA
by reaction with restriction endonucleases in the presence of ethidium
bromide" Nucl. Acids Res. 16: 803-814); mutagénese usando DNA du-
plex com intervalos (Kramer et al. (1984) "The gapped duplex DNA ap-
proach to oligonucleotide-directed mutation construction” Nucl. Acids
Res. 12: 9441-9456; Kramer & Fritz (1987) Methods in Enzymol. "Oli-
gonucleotide-directed construction of mutations via gapped duplex
DNA" 154:350-367; Kramer et al. (1988) "Improved enzymatic in vitro
reactions in the gapped duplex DNA approach to oligonucleotide-
directed construction of mutations" Nucl. Acids Res. 16: 7207; e Fritz et
al. (1988) "Oligonucleotide-directed construction of mutations: a
gapped duplex DNA procedure without enzymatic reactions in vitro"
Nucl. Acids Res. 16: 6987-6999).

[00262] Protocolos adicionais usados nos métodos da invengao in-
cluem reparo de equivoco de ponto (Kramer (1984) "Point Mismatch
Repair" Cell 38:879-887), mutagénese usando cepas de hospedeiro
deficientes de reparo (Carter et al. (1985) "Improved oligonucleotide
site-directed mutagenesis using M13 vectors" Nucl. Acids Res. 13:
4431-4443; e Carter (1987) "Improved oligonucleotide-directed muta-
genesis using M13 vectors" Methods in Enzymol. 154: 382-403), muta-
génese de delegio (Eghtedarzadeh (1986) "Use of oligonucleotides to
generate large deletions” Nucl. Acids Res. 14: 5115), restricdo-selegcao

e restricio-selegdo e restrigdo-purificagdo (Wells et al. (1986) "Im-
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portance of hydrogen-bond formation in stabilizing the transition state
of subtilisin” Phil. Trans. R. Soc. Lond. A 317: 415-423), mutagénese
por sintese de gene total (Nambiar et al. (1984) "Total synthesis and
cloning of a gene coding for the ribonuclease S protein" Science 223:
1299-1301; Sakamar e Khorana (1988) "Total synthesis and expres-
sion of a gene for the a-subunit of bovine rod outer segment guanine
nucleotide-binding protein (transducin)" Nucl. Acids Res. 14: 6361-
6372; Wells et al. (1985) "Cassette mutagenesis: an efficient method
for generation of multiple mutations at defined sites” Gene 34:315-323;
e Grundstrom et al. (1985) "Oligonucleotide-directed mutagenesis by
microscale 'shot-gun’ gene synthesis" Nucl. Acids Res. 13: 3305-3316),
reparo de rompimento de filamento duplo (Mandecki (1986); Arnold
(1993) "Protein engineering for unusual environments" Current Opinion
in Biotechnology 4:450-455. "Oligonucleotide-directed double-strand
break repair in plasmids of Escherichia coli: a method for site-specific
mutagenesis” Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83:7177-7181). Detalhes
adicionais sobre muitos destes métodos acima podem ser encontrados
em Methods in Enzymology Volume 154, que também descreve con-
troles uteis para diagnosticar problemas com varios métodos de muta-
génese. Ver também Patente U. S. Nos. 5.605.793 de Stemmer (fev.
25, 1997), "Methods for In vitro Recombination"; Pat. U. S. No.
5.811.238 de Stemmer et al. (set. 22, 1998) "Methods for Generating
Polynucleotides having Desired Characteristics by Iterative Selection
and Recombination”; Pat. U. S. No. 5.830.721 de Stemmer et al. (nov.
3, 1998), "DNA Mutagenesis by Random Fragmentation and Reas-
sembly”; Pat. U. S. No. 5.834.252 de Stemmer, et al. (nov. 10, 1998)
"End-Complementary Polymerase Reaction"; Pat. U. S. No. 5.837.458
de Minshull, et al. (nov. 17, 1998), "Methods and Compositions for Cel-
lular and Metabolic Engineering”; WO 95/22625, Stemmer e Crameri,

"Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly”; WO
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96/33207 por Stemmer e Lipschutz "End Complementary Polymerase
Chain Reaction"; WO 97/20078 por Stemmer e Crameri "Methods for
Generating Polynucleotides having Desired Characteristics by lterative
Selection and Recombination”; WO 97/35966 por Minshull e Stemmer,
"Methods and Compositions for Cellular and Metabolic Engineering”;
WO 99/41402 por Punnonen et al. "Targeting of Genetic Vaccine Vec-
tors"; WO 99/41383 por Punnonen et al. "Antigen Library Immmuniza-
tion"; WO 99/41369 por Punnonen et al. "Genetic Vaccine Vector Engi-
neering"; WO 99/41368 por Punnonen et al. "Optimization of Immuno-
modulatory Properties of Genetic Vaccines"; EP 752008 por Stemmer
e Crameri, "DNA Mutagenesis by Random Fragmentation and Reas-
sembly,"” EP 0932670 por Stemmer "Evolving Cellular DNA Uptake by
Recursive Sequence Recombination"; WO 99/23107 por Stemmer et
al., "Modification of Virus Tropism and Host Range by Viral Genome
Shuffling"; WO 99/21979 por Apt et al., "Human Papillomavirus Vec-
tors"; WO 98/31837 por del Cardayre et al. "Evolution of Whole Cells
and Organisms by Recursive Sequence Recombination”; WO
98/27230 por Patten e Stemmer, "Methods and Compositions for Poly-
peptide Engineering"; WO 98/27230 por Stemmer et al., "Methods for
Optimization of Gene Therapy by Recursive Sequence Shuffling and
Selection,” WO 00/00632, "Methods for Generating Highly Diverse Li-
braries," WO 00/09679, "Methods for Obtaining in vitro Recombined
Polynucleotide Sequence Banks and Resulting Sequences," WO
98/42832 por Arnold et al., "Recombination of Polynucleotide Se-
quences Using Random or Defined Primers," WO 99/29902 por Arnold
et al., "Method for Creating Polynucleotide and Polypeptide Sequenc-
es," WO 98/41653 por Vind, "An in vitro Method for Construction of a
DNA Library," WO 98/41622 por Borchert et al., "Method for Construct-
ing a Library Using DNA Shuffling," e WO 98/42727 por Pati e Zarling,

"Sequence Alterations using Homologous Recombination.”
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[00263] Certos pedidos de patente U. S. fornecem detalhes adicio-
nais com relagdo aos varios métodos de gerar diversidade adicionais,
incluindo "SHUFFLING OF CODON ALTERED GENES" por Patten et
al. depositado em 28 de setembro, 1999, (U. S. Ser. No. 09/407.800);
"EVOLUTION OF WHOLE CELLS AND ORGANISMS BY
RECURSIVE SEQUENCE RECOMBINATION" por del Cardayre et al.,
depositado em 15 de julho, 1998 (U. S. Ser. No. 09/166.188) e em 15
de julho, 1999 (U. S. Ser. No. 09/354.922); "OLIGONUCLEOTIDE
MEDIATED NUCLEIC ACID RECOMBINATION" por Crameri et al.,
depositado em 28 de setembro, 1999 (U. S. Ser. No. 09/408.392) e

"OLIGONUCLEOTIDE MEDIATED NUCLEIC ACID
RECOMBINATION" por Crameri et al., depositado em 18 de janeiro,
2000 (PCT/US00/01203); "USE OF CODON-VARIED

OLIGONUCLEOTIDE SYNTHESIS FOR SYNTHETIC SHUFFLING"
por Welch et al., depositado em 28 de setembro, 1999 (U. S. Ser. No.
09/408.393), "METHODS FOR MAKING CHARACTER STRINGS,
POLYNUCLEOTIDES & POLYPEPTIDES HAVING DESIRED
CHARACTERISTICS" por Selifonov et al., depositado em 18 de janei-
ro, 2000, (PCT/US00/01202) e, por exemplo "METHODS FOR
MAKING CHARACTER STRINGS, POLYNUCLEOTIDES &
POLYPEPTIDES HAVING DESIRED CHARACTERISTICS" por Selifo-
nov et al., depositado em 18 de julho, 2000 (U. S. Ser. No.
09/618.579), "METHODS OF POPULATING DATA STRUCTURES
FOR USE IN EVOLUTIONARY SIMULATIONS" por Selifonov e
Stemmer, depositado em 18 de janeiro, 2000 (PCT/US00/01138); e
"SINGLE-STRANDED NUCLEIC ACID TEMPLATE-MEDIATED
RECOMBINATION AND NUCLEIC ACID FRAGMENT ISOLATION"
por Affholter, depositado em 6 de setembro, 2000 (U. S. Ser. No.
09/656.549).

[00264] Meétodos nao-estocasticos ou de “"evolugio dirigida” inclu-
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em, por exemplo, mutagénese de saturacao (GSSM), remontagem de
ligagao sintetica (SLR), ou uma combinacao destes, sdo usados para
modificar os acidos nucleicos da invengao para gerar fitases com pro-
priedades novas ou alteradas (por exemplo, atividade scb condigbes
altamente acidicas ou alcalinas, temperaturas altas e outras). Os poli-
peptideos codificados pelos acidos nucleicos modificados podem ser
triados por uma atividade antes de testar uma atividade de fitase ou
outra. Qualquer modalidade de prova ou protocolo pode ser usada, por
exemplo, usando uma plataforma de arranjo capilar. Ver, por exemplo,
Patente U. S. Nos. 6.280.926; 5.939.250.

MUTAGENESE DE SATURACAQO OU GSSM

[00265]) Em um aspecto da invengao, modificacado nac-estocastica

de gene, um "processo de evolugcao direcionada”, € usado para gerar
fitases com propriedades novas ou alteradas. Variagoes deste metodo

foram denominadas "mutagénese de saturagdo de sitio genético," "mu-

tagénese de saturacdo de sitio," "mutagénese de saturagdo” ou sim-
plesmente "GSSM". Ela pode ser usada em combinagdo com outros
processos de metagénese. Ver, por exemplo, Patente U. S. Nos.
6.171.820; 6.238.884. Em um aspecto, GSSM compreende fornecer
um polinucleotideo modelo e uma pluralidade de oligonucleotideos, em
que cada oligonucleotideo compreende uma sequéncia homologa ao
polinucleotideo modelo, assim alvejando uma sequéncia especifica do
polinucleotideo modelo, e uma sequéncia que é uma variante do gene
homaologe; gerando polinucleotideos das progénies compreendendo
variagdes de sequéncia ndo-estocastica mediante replicacao do poli-
nuclectideo modelo com os oligonucleotideos, assim gerando polinu-
cleotideos compreendendo variacbes de sequéncia de gene homdlo-
gas.

REMONTAGEM DE LIGACAQ SINTETICA (SLR)

[00266] A invencao fornece um sistema de modificagdo nao-
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estocastica de gene denominado "remontagem de ligagdo sintética,"
ou simplesmente "SLR," um "processo de evolugao direcionada," para
gerar fitases com propriedades novas ou alteradas. SLR é um método
de ligar fragmentos de oligonucleotideos entre si ndo-
estocasticamente. Este método difere do embaralhamento estocastico
de oligonucleotideos em que os blocos de construgao de acido nuclei-
co nao sdao embaralhados, concatenados ou quimerizados fortuitamen-
te, mas de preferéncia sdo montados nao-estocasticamente. Ver, por
exemplo, Pedido de Patente U. S. Série No. (USSN) 09/332.835 intitu-
lado "Remontagem de Ligagdo Sintética em Evolugéo Direta" e deposi-
tado em 14 de junho de 1999 ("USSN 09/332.835"). Em um aspecto,
SLR compreende as etapas a seguir: (a) fornecer um polinucleotideo
modelo, em que o polinucleotideo modelo compreende sequéncia co-
dificando um gene homdélogo; (b) fornecer uma pluralidade de blocos
de construciao de polinucleotideo, em que os blocos de construgdo de
polinucleotideo sao designados para remontagem cruzada com o poli-
nucleotideo modelo em uma sequéncia predeterminada, e um polinu-
cleotideo do bloco de construgdo compreende uma sequéncia que é
uma variante do gene homologo e uma sequéncia homologa ao poli-
nucleotideo modelo que flanqueia a sequéncia variante; (c) combinar
um polinucleotideo de bloco de construgdo com um polinucleotideo
modelo de modo que o polinucleotideo de bloco de construgio remon-
ta cruzado com o polinucleotideo modelo para gerar polinucleotideos
compreendendo variagdes de sequéncia de gene homologa.

[00267] SLR ndo depende da presenga de niveis altos de homolo-
gia entre os polinucleotideos para ser rearranjado. Desse modo, este
método pode ser usado para gerar ndo-estocasticamente bibliotecas
(ou conjuntos) de moléculas da progénie compreendidas de mais de
10'® quimeras diferentes. SLR pode ser usada para gerar bibliotecas

01000

compreendidas de mais de 1 quimeras da progénie diferentes.
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Desse modo, aspectos da presente invengao incluem métodos nao-
estocasticos de produzir um conjunto de moléculas de acido nucleico
quimeéricas finalizada aparando uma ordem de montagem geral que é
selecionado por modelo. Este método inclui as etapas de gerar por
modelo uma pluralidade de blocos de construgdo de acido nucleico
especificos tendo terminag¢des ligaveis mutuamente compativeis uteis,
e montando estes blocos de construgdo de acido nucleico, de modo
que uma ordem de montagem geral designada € alcangada. As termi-
nagdes ligaveis mutuamente compativeis dos blocos de construgao de
acido nucleico a serem montados sio consideradas serem "Uteis" para
este tipo de conjunto ordenado se eles permitem que os blocos de
construgdo sejam acoplados em ordens predeterminadas. Desse mo-
do, a ordem de montagem geral em que os blocos de construgao de
acido nucleico podem ser acoplados é especificada pelo modelo das
terminagdes ligaveis. Se mais de uma etapa de conjunto for usada,
entdo a ordem de montagem geral em que os blocos de construgao de
acido nucleico podem ser acoplados também é especificada pela or-
dem sequencial da(s) etapa(s) de montagem. Em um aspecto, os pe-
dagos de construgio tratados a calor sao tratados com uma enzima,
como uma ligase (por exemplo DNA ligase de T4), para alcangar liga-
¢ao covalente dos pedagos de construgido. Em um aspecto, um méto-
do n&o-estocastico € denominado remontagem de ligagio sintética
(SLR), que de alguma forma esta relacionado ao embaralhamento es-
tocastico, a menos que os blocos de construgao de acido nucleico nao
sejam embaralhados ou concatenados ou quimerizados fortuitamente,
mas de preferéncia serem montados ndo-estocasticamnete, podem
ser usados para criar variantes.

[00268] O método de SLR ndo depende da presenga de um nivel
alto de homologia entre os polinucleotideos a ser embaralhados. A in-

vengido pode serem usada nao-estocasticamente para gerar bibliote-
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cas (ou conjuntos) de moléculas da progénie compreendidas de mais
de 10" quimeras diferentes. Concebivelmente, SLR pode ser até
mesmo usada para gerar bibliotecas compreendidas de mais de 10'°%
quimeras da progénie diferentes.

[00269] Desse modo, em um aspecto, a invengéo fornece um mé-
todo nao-estocastico de produzir um conjunto de moléculas de acido
nucleico quiméricas finalizadas tendo uma ordem de montagem geral
que é escolhida por modelo cujo método € compreendido das etapas
de gerar por modelo uma pluralidade de blocos de construgao de acido
nucleico especificos tendo terminagdes ligaveis mutuamente compati-
veis uteis, e montar estes blocos de construgao de acido nucleico, de
modo que uma ordem de montagem geral designada seja alcangada.
[00270] As terminagbes ligaveis mutuamente compativeis dos blo-
cos de construgdo de acido nucleico a serem montados sao conside-
radas ser "Uteis" para este tipo de conjunto ordenada se elas permiti-
rem os blocos de construgdo ser acoplados em ordens predetermina-
das. Desse modo, em um aspecto, a ordem de montagem geral em
que os blocos de construgao de acido nucleico podem ser acoplados é
especificada pelas terminagbes ligaveis modelos e, se mais de uma
etapa de conjunto for usada, entdo a ordem de montagem geral em
que os blocos de construgao de acido nucleico podem ser acoplados
também é especificada pela ordem sequencial da(s) etapa(s) da mon-
tagem. Em um aspecto da invengao, os pedagos de construgio trata-
dos a calor sdo tratados com uma enzima, como uma ligase (por
exemplo, DNA ligase de T4) para alcangar ligagdo covalente dos pe-
dagos de construgao.

[00271] Em um outro aspecto, 0 modelo de blocos de construgao de
acido nucleico é obtido na analise das sequéncias de um conjunto de
modelos de acido nucleico progenitores que serve como uma base pa-

ra produzir um conjunto da progénie de moléculas de acido nucleico
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quiméricas finalizadas. Estes modelos de acido nucleico progenitores
desse modo servem como uma fonte de informagéo da sequéncia que
ajuda no modelo dos blocos de construgdo de acido nucleico que sao
submetidos a mutagénese, isto é quimerizados ou embaralhados.
[00272] Em uma exemplificagdo, a invengao fornece a quimerizagéo
de uma familia de genes relacionados e sua familia codificada dos
produtos relacionados. Em uma exemplificagdo particular, os produtos
codificados sdo enzimas. As enzimas e polipeptideos para uso na in-
vengao podem ser submetidos a mutagénese de acordo com os méto-
dos aqui descritos.

[00273] Desse modo de acordo com um aspecto da invengao, as
sequéncias de uma pluralidade de modelos de acido nucleico progeni-
tores séo alinhadas para selecionar um ou mais pontos de demarca-
¢ao, cujos pontos de demarcagdo podem estar localizados em uma
area de homologia. Os pontos de demarcagdo podem ser usados para
delinear os limites dos blocos de construgdo de acido nucleico a serem
gerados. Desse modo, os pontos de demarcagéao identificados e sele-
cionados nas moléculas progenitoras servem como pontos de quimeri-
zagao potenciais no conjunto das moléculas da progénie.

[00274] Tipicamente um ponto de demarcagao util € uma area de
homologia (compreendida de pelo menos uma base de nucleotideo
homéloga) compartilhada por pelo menos dois modelos progenitores,
mas o ponto de demarcagdo pode ser uma area de homologia pela
qual é compartilhada pelo menos metade dos modelos progenitores,
pelo menos dois tergos dos modelos progenitores, pelo menos trés
quarto dos modelos progenitores ou quase todos os modelos progeni-
tores. Em um aspecto, um ponto de demarcagao util € uma area de
homologia que € compartilhada por todos os modelos progenitores.
[00275] Em um aspecto, o processo de remontagem de ligagao é

executado exaustivamente para gerar uma biblioteca exaustiva. Em



117/286

outras palavras, todas possiveis combinagbes ordenadas dos blocos
de construgdo de acido nucleico sao representadas no conjunto de
moléculas de acido nucleico quiméricas finalizadas. Ao mesmo tempo,
a ordem de montagem (isto é a ordem de montagem de cada bloco de
construgéo nas sequéncias 5' a 3' de cada acido nucleico quimérico
finalizado) em cada combinagdo é por modelo (ou ndo-estocastica).
Por causa da natureza nao-estocastica do método, a possibilidade de
produtos laterais ndo desejados € muito reduzida.

[00276] Em outro aspecto, o0 método fornece que, o processo de
remontagem de ligagédo é executado sistematicamente, por exemplo,
para gerar uma biblioteca sistematicamente compartimentada, com
compartimentos que podem ser triados sistematicamente, por exem-
plo, um por um. Em outras palavras a invengao fornece, através do
uso seletivo e judicioso de blocos de construgdo de acido nucleico,
acoplado ao uso seletivo e judicioso de reagdes de montagem se-
guencialmente em etapas, um modelo experimental pode ser alcanga-
do onde conjuntos especificos de produtos da progénie sao feitos em
cada de varios vasos de reagao. Isto permite executar um exame sis-
tematico e procedimento de triagem. Desse modo, ela permite um nu-
mero potencialmente muito grande de moléculas da progénie ser exa-
minado sistematicamente em grupos menores.

[00277] Por causa de sua capacidade de executar quimerizagdes
de uma maneira que ainda é altamente flexivel, embora exaustivo e
sistematico também, particularmente quando houver um nivel baixo de
homologia entre as moléculas progenitoras, a presente invengdo for-
nece a geragdo de uma biblioteca (ou conjunto) compreendida de um
numero grande de moléculas da progénie. Por causa da natureza nao-
estocastica da invengédo de remontagem de ligagao imediata, as molé-
culas da progénie geradas podem compreender uma biblioteca de mo-

Iéculas de acido nucleico quiméricas finalizadas tendo uma ordem de
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montagem geral que € selecionada por modelo. Em um aspecto parti-
cular, uma tal biblioteca gerada é compreendida de mais de 10° a mais
de 10"°® espécies moleculares diferentes da progénie.

[00278] Em um aspecto, um conjunto de moléculas de acido nuclei-
co quiméricas finalizadas, produzidas como descrito, € compreendido
de um polinucleotideo codificando um polipeptideo. De acordo com um
aspecto, este polinucleotideo € um gene que pode ser um gene artifi-
cial. De acordo com outro aspecto, este polinucleotideo € uma via de
gene, que pode ser uma via de gene feita pelo homem. A invengao
fornece um ou mais genes artificiais gerados pela invengédo que podem
ser incorporados em uma via de gene artificial, como via operavel em
um organismo eucariotico (incluindo uma planta).

[00279] Em outra exemplificagdo, a natureza sintética da etapa em
que os blocos de construgdo sdo gerados permite a modelagem e in-
trodugdo dos nucleotideos (por exemplo, um ou mais nucleotideos que
podem ser, por exemplo, cédon ou introns ou sequéncias reguladoras)
que podem ser depois opcionalmente removidos em um processo in
vitro (por exemplo, através de mutagénese) ou em um processo in vivo
(por exemplo, utilizando a capacidade de jungdo de gene de um orga-
nismo hospedeiro). E apreciado que em muitas circunstancias a intro-
dugio destes nucleotideos pode ser também desejavel por muitas ou-
tras razdes além do beneficio potencial de criar um ponto de demarca-
¢ao util.

[00280] Desse modo, de acordo com outro aspecto, a invengao for-
nece um bloco de construgio de acido nucleico que pode ser usado
para introduzir um intron. Desse modo, a invengéao fornece introns fun-
cionais que podem ser introduzidos em um gene artificial da invengéo.
A invengdo também fornece introns funcionais que podem ser introdu-
zidos em uma via de gene artificial da invengédo. Conseqiientemente, a

invengao fornece a geragao de um polinucleotideo quimérico que € um
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gene artificial contendo um (ou mais) intron(s) artificialmente introduzi-
do(s).

[00281] Consequientemente, a invengdo também fornece a geragao
de um polinucleotideo quimérico que é uma via de gene artificial que
contém um (ou mais) intron artificialmente introduzidos(s). Em um as-
pecto, o(s) intron(s) artificialmente introduzido(s) é(séo) funcional(is)
em uma ou mais células hospedeiras para a jungido do gene grande-
mente de modo que os introns de ocorréncia natural servem funcio-
nalmente na jungdo do gene. A invengéo fornece um processo de pro-
duzir polinucleotideos contendo introns artificiais a serem introduzidos
em organismos hospedeiros para recombinagdo e/ou jungao.

[00282] Um gene artificial produzido usando a invengdo também
pode servir como um substrato para recombinagado com outro acido
nucleico. Igualmente, uma via de gene artificial produzida usando a
invengao também pode servir como um substrato para recombinagao
com outro acido nucleico. Em um aspecto, a recombinagao é facilitada,
ou ocorre, em areas de homologia entre o gene contendo intron artifi-
cial e um acido nucleico com servidor como um par de recombinagao.
Em um aspecto, o par de recombinagao pode ser também um acido
nucleico gerado pela invengao, incluindo um gene artificial ou uma via
de gene artificial. Recombinagdo pode ser facilitada, ou pode ocorrer
nas areas de homologia que existe em um (ou mais) intron(s) artifici-
almente introduzido(s) no gene artificial.

[00283] O método de remontagem de ligagao sintética da invengao
utiliza uma pluralidade de blocos de construgao de acido nucleico cada
um destes pode ter duas terminagdes ligaveis. As duas terminagdes
ligaveis em cada bloco de construgao de acido nucleico pode ser duas
extremidades cegas (isto é cada uma tendo uma extenséo de zero nu-
cleotideo), ou uma extremidade cega e uma extensao, ou duas exten-

sfes.
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[00284] Uma extensao util para este propdsito pode ser uma exten-
sao 3' ou uma extensao 5'. Desse modo, um bloco de construgao de
acido nucleico pode ter uma extensao 3' ou alternativamente uma ex-
tensdo 5' ou alternativamente duas extensdes 3' ou alternativamente
duas extensdes 5'. A ordem geral em que os blocos de construgédo de
acido nucleico sdo montados para formar uma molécula de acido nu-
cleico quimérico finalizada é determinada por modelo experimental
proposital e ndo é fortuito.

[00285] Em um aspecto, um bloco de construgio de acido nucleico
é gerado por sintese quimica de dois acidos nucleicos unifilamentados
(também referido como oligos unifilamentados) e os contatando para
Ihes permitir tratar a calor para formar um bloco de construgdo de aci-
do nucleico bifilamentado.

[00286] Um bloco de construgdo de acido nucleico bifilamentado
pode ser de tamanho variavel. Os tamanhos destes blocos de constru-
¢ao podem ser pequenos ou grandes. Tamanhos exemplares para os
blocos de construgdo variam de 1 par de base (nado incluindo a exten-
sao) para 100.000 pares de base (nao incluindo a extensdo). Também
sao fornecidas outras faixas de tamanho tendo limites mais baixos de
1 bp para 10.000 bp (incluindo todo valor de nimero inteiro nos inter-
valos), e limites superiores de 2 bp para 100.000 bp (incluindo todo
valor de numero inteiro nos intervalos).

[00287] Muitos métodos existem pelos quais um bloco de constru-
¢ao de acido nucleico bifilamentado pode ser gerado que é util para a
invengao; e estes sdo conhecidos na técnica e podem ser facilmente
executados pelo versado.

[00288] De acordo com um aspecto, um bloco de construgio de
acido nucleico biflamentado é gerado primeiro gerando dois acidos
nucleicos unifilamentados e lhes permitindo tratar a calor para formar

um bloco de construgido de acido nucleico bifilamentado. Os dois fila-
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mentos de um bloco de construg¢do de acido nucleico bifilamentado
podem ser complementares a cada nucleotideo exceto qualquer um
que forma uma extensdo; desse modo ndo contendo nenhuma desi-
gualdade, além da(s) extensao(des). De acordo com outro aspecto, os
dois filamentos de um bloco de construgado de acido nucleico bifilamen-
tado sdo complementares nada menos que todo nucleotideo exceto
qualquer um que forma uma extensido. Desse modo, de acordo com
este aspecto, um bloco de construgédo de acido nucleico bifilamentado
pode ser usado para introduzir degeneragéao de cédon. Em um aspec-
to, a degeneragdo de codon é introduzida usando a mutagénese de
saturagdo de sitio aqui descrita, usando um ou mais cassetes de
N,N,G/T ou alternativamente usando um ou mais cassetes de N,N,N.
[00289] O método in vivo de recombinagdo da invengido pode ser
executado inconscientemente em um banco comum de hibridos ou
alelos desconhecidos de um polinucleotideo especifico ou sequéncia.
Porém, ndo é necessario saber a sequéncia real de DNA ou de RNA
do polinucleotideo especifico.

[00290] O método de usar recombinag¢ao dentro de uma populagio
embaralhada de genes pode ser util para a geragao de qualquer prote-
ina util, por exemplo, interleucina |, anticorpos, tPA e horménio de
crescimento. Este método pode ser usado para gerar proteinas tendo
especificidade ou atividade alterada. O método também pode ser util
para a geragao de sequéncias de acidos nucleicos hibridas, por exem-
plo, regides de promotor, introns, éxons, sequéncias intensificadora,
31 regides nado-transferidas ou 51 regides nao-transferidas de genes.
Desse modo, este método pode ser usado para gerar genes tendo ta-
xas de expressdo aumentadas. Este método também pode ser util no
estudo de sequéncias repetitivas de DNA. Por fim, este método pode
ser util para transformar ribozimas ou aptameros.

[00291] Em um aspecto, variantes dos polinucleotideos e polipepti-
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deos aqui descritas sdo obtidas pelo uso de ciclos repetidos de reclas-
sificagdo redutiva, recombinagdo e sele¢do que permitem a evolugdo
molecular direcionada de sequéncias lineares altamente complexas,
como DNA, RNA ou proteinas através de recombinagao.

[00292] Embaralhamento in vivo de moléculas é util para fornecer
variantes e pode ser executada utilizando a propriedade natural das
células para recombinar os multimeros. Embora a recombinagéo in
vivo tenha fornecido a rota natural principal para diversidade molecu-
lar, a recombinagdo genética permanece um processo relativamente
complexo que envolve 1) o reconhecimento das homologias; 2) cliva-
gem do filamento, invaséo do filamento e etapas metabdlicas que con-
duzem a produgéo de quiasma recombinante; e por fim 3) a resolugéo
do quiasma em moléculas recombinadas distintas. A formagao do qui-
asma requer o reconhecimento das sequéncias homoélogas.

[00293] Em um outro aspecto, a invengao inclui um método para
produzir um polinucleotideo hibrido de pelo menos um primeiro polinu-
cleotideo e um segundo polinucleotideo. A invengao pode ser usada
para produzir um polinucleotideo hibrido introduzindo pelo menos um
primeiro polinucleotideo e um segundo polinucleotideo que comparti-
Iha pelo menos uma regido de homologia de sequéncia parcial (por
exemplo, SEQ ID N°: 1) em uma célula hospedeira adequada. As regi-
O6es de homologia de sequéncia parcial promovem processos que re-
sultam na reorganizagao da sequéncia produzindo um polinucleotideo
hibrido. O termo "polinucleotideo hibrido", como aqui usado, é qual-
quer sequéncia de nucleotideos que é o resultado do método da pre-
sente invengido e contém sequéncia de pelo menos duas sequéncias
de polinucleotideos originais. Tais polinucleotideos hibridos podem ser
o resultado de eventos de recombinagao intermolecular que promovem
integracado de sequéncia entre as moléculas de DNA. Além disso, tais

polinucleotideos hibridos podem ser o resultado de processos de re-
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classificagdo intermolecular redutiva que utiliza sequéncias repetidas
para alterar uma sequéncia de nucleotideos dentro de uma molécula
de DNA.

[00294] A invengédo fornece métodos para gerar polinucleotideos
hibridos que podem codificar polipeptideos hibridos biologicamente
ativos (por exemplo, uma fitase hibrida). Em um aspecto, os polinucle-
otideos originais codificam polipeptideos biologicamente ativos. O mé-
todo da invengao produz novos polipeptideos hibridos utilizando pro-
cessos celulares que integram a sequéncia dos polinucleotideos origi-
nais de modo que o polinucleotideo hibrido resultante codifica um poli-
peptideo que demonstra atividades derivadas dos polipeptideos origi-
nais biologicamente ativos. Por exemplo, os polinucleotideos originais
podem codificar uma enzima particular de microorganismos diferentes.
Uma enzima codificada por um primeiro polinucleotideo de um orga-
nismo ou variante pode, por exemplo, funcionar eficazmente sob uma
condicdo ambiental particular, por exemplo, salinidade alta. Uma en-
zima codificada por um segundo polinucleotideo de um organismo di-
ferente ou variante pode funcionar eficazmente sob uma condigdo am-
biental diferente, como temperaturas extremamente altas. Um polinu-
cleotideo hibrido contendo sequéncias dos primeiro e segundo polinu-
cleotideos originais pode codificar uma enzima que apresenta caracte-
risticas de ambas as enzimas codificadas pelos polinucleotideos origi-
nais. Desse modo, a enzima codificada pelo polinucleotideo hibrido
pode funcionar eficazmente sob condigbes ambientais compartilhadas
por cada uma das enzimas codificadas pelos primeiro e segundo poli-
nucleotideos, por exemplo, salinidade alta e temperaturas extremas.
[00295] Além dos varios métodos acima descritos, varios métodos
sao conhecidos na técnica que podem ser usados para obter polinu-
cleotideos hibridos com propriedades enzimaticas intensificadas. Os

exemplos a seguir ilustram o uso de tais procedimentos para obter en-
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zimas termoestaveis ou termotolerantes por mutagénese de um poli-
nucleotideo codificando uma enzima do tipo selvagem de interesse.
[00296] Por exemplo, M. Lehmann et al. (em Biochimica et Bi-
ophysica Acta 1543:408-415, 2000) descreve um "método consensual”
em que o alinhamento da sequéncia de fitases fungicas homaélogas foi
usado para calcular uma sequéncia consensual de aminoacidos de
fitase. Na construgdo do gene consensual correspondente, expressao
recombinante e purificagdo, a fitase recombinante obtida apresentou
uma temperatura de ndo-dobramento (Tm) 15-22C mais alta que
aquela de todas as fitases de origem usadas no modelo. Mutagénese
sitio-direcionada da proteina recombinante de codificagdo do gene foi
usada também para aumentar o valor de Tm para 90,4°C. O efeito
termoestabilizante foi atribuido a uma combinagdo de permutas de
aminoacidos multiplas que foram distribuidas na sequéncia inteira da
proteina e principalmente residuos afetados na superficie.

[00297] Outro método para obter uma enzima com propriedades
térmicas intensificadas é descrito por L. Jermutus et al. (J. Of Biotec-
nology 85:15-24, 2001). Neste método, interagbes idnicas e ligagbes
de hidrogénio na superficie de fitase de Aspergillus terreus foram pri-
meiro restabelecidas para corresponder aqueles presentes no homoé-
logo, mas mais enzima termoestavel de A. niger. Depois os elementos
estruturais secundarios inteiros foram substituidos na mesma regiéo e
com base na estrutura cristalina de fitase de A. niger. A substituicio de
uma o-hélice na superficie de fitase de A. terreus pela extensdo cor-
respondente da fitase de A. niger resultou em uma enzima quimérica
com base na estrutura (proteina de fusdo) com termoestabilidade me-
Ihorada e atividade enzimatica inalterada.

[00298] Ainda outro método é ilustrado por L. Giver et al. (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 95:12809-12813, 1998), em que seis geragdes de

mutagénese aleatéria introduzidas durante PCR mutagénica de um
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polinucleotideo codificando p-nitrobenzil esterase de Bacillus subtilisp
seguido por recombinagao in vitro com base no método de Stemmer
resultou em uma esterase recombinante com termoestabilidade au-
mentada (maior que aumento de 14C na Tm) sem compr ometer a ati-
vidade catalitica em temperaturas mais baixas.

[00299] C. Vetriani et al. (Proc. Natl. Acad. Sci USA 95:12300-
12305, 1998) descreve um procedimento pelo qual modelagdo com
base na homologia e comparagio de estrutura direta das glutamato
desidrogenases hexaméricas dos hipertermdéfilos Pyrococcus furiosus
e Thermococcus litoralis, com 6timas temperaturas de desenvolvimen-
to de 100C e 88T, respectivamente, foram usados p ara determinar
as caracteristicas de termoestabilizagido fundamentais. Uma rede de
par de ion de intersubunidade observada ser substancialmente reduzi-
da na enzima menos estavel foi alterada por mutagénese de dois resi-
duos dela para restabelecer as interagdes encontradas na enzima
mais estavel. Embora qualquer mutagdo simples tivesse tido efeitos
adversos na termoestabilidade, com ambas as mutagbes no lugar,
uma melhoria de quatro vezes da estabilidade a 104°C na enzima do
tipo selvagem foi observada.

[00300] Tomschy et al. (Protein Science 9:1304-1311, 2000) des-
creve um procedimento que utiliza a estrutura cristalina de fitase de
Aspergillus Niger (em resolugdo de 2,5 angstréms) para especificar
todos os sitios ativos da enzima. Um alinhamento de sequéncia de
aminoacidos multiplo foi depois usado para identificar os residuos de
sitio ativo ndo-conservado que podem correlatar uma certa proprieda-
de favoravel de interesse. Usando este método, GIn27 de fitase de A.
fumigatus, que diferiu de Leu27 de A. niger, foi identificado provavel-
mente como estar envolvido na ligagao e/ou liberagdo de substrato e
responsavel pela atividade especifica mais baixa da fitase de A. fumi-

gatus (26,5 versus 196 6 U/mg de proteina a pH 5,0). Mutagénese si-
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tio-direcionada de GIn27 de fitase de A. fumigatus para Leu aumentou
a atividade especifica da enzima mutante para 92,1 U/mg de proteina.
[00301] Em um aspecto, a invengdo atual fornece um método (e
produtos deste) para produzir formulagées liquidas aquosas estabili-
zadas tendo atividade de fitase que apresenta resisténcia aumentada
para aquecer a inativagao por calor da atividade da enzima e retendo
sua atividade de fitase durante periodos prolongados de armazena-
mento. As formulag¢des liquidas sdo estabilizadas por meio da adigdo
de uréia e/ou um poliol como sorbitol e glicerol como agente estabili-
zante. Também fornecido s&o preparagdes de alimentagao de animais
monogastricos e métodos para a produgao destes que resultam do uso
de tais formulagdes liquidas aquosas estabilizadas. Detalhes adicio-
nais relativos a este método estdo na literatura publica e/ou sdo co-
nhecidos ao versado. Em uma exemplificagdo nao-limitativa particular,
tal literatura publicamente disponivel inclui EP 0626010 (WO 9316175
A1) (Barendse et al.), embora referéncias na literatura publicamente
disponivel ndo ensinem as moléculas inventivas do presente pedido de
patente.

[00302] Enzimas codificadas por polinucleotideos originais incluem,
mas nao sao limitadas, hidrolases e fitases. Um polipeptideo hibrido
que é o resultado do método da invengao pode exibir atividade de en-
zima especializada ndo mostrada nas enzimas originais. Por exemplo,
seguindo a recombinagio e/ou reclassificagdo redutiva de polinucleo-
tideos codificando atividades de hidrolase, o polipeptideo hibrido resul-
tante codificado por um polinucleotideo hibrido pode ser triado por ati-
vidades de hidrolases especializadas obtidas de cada uma das enzi-
mas originais, i. e., o tipo de ligagdo na qual a hidrolase age e a tem-
peratura na qual a hidrolase funciona. Por exemplo, desse modo a hi-
drolase pode ser triada para averiguar quais funcionalidades quimicas

que distinguem a hidrolase hibrida das hidrolases originais, como: (a)
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amida (ligagao peptidica), isto é, protease; (b) ligagdes de éster, isto é,
esterases e lipases; (c) acetais, isto €, por exemplo, glicosidase e, por
exemplo, a temperatura, pH ou concentragdo de sal em que os poli-
peptideos hibridos funcionam.

[00303] As fontes dos polinucleotideos originais podem ser isoladas
de organismos individuais ("isolados"), coletas de organismos que fo-
ram cultivados em meios definidos ("culturas de enriquecimento"), ou,
organismos nao-cultivados ("amostras ambientais"). O uso de um mé-
todo independente da cultura para derivar polinucleotideos codificando
novas bioatividades de amostras ambientais, como termoestabilidade
ou termotoleréncia, podem ser usados para acessar recursos inexplo-
rados de biodiversidade.

[00304] "Bibliotecas ambientais" sdo geradas de amostras ambien-
tais e representam os genomas coletivos de organismos de ocorréncia
natural arquivados nos vetores de clonagem que podem ser propaga-
dos em hospedeiros procariéticos adequados. Porque o DNA clonado
é inicialmente extraido diretamente das amostras ambientais, as biblio-
tecas ndo sao limitadas a fragdo pequena de procariotas que podem
ser cultivados em cultura pura. Adicionalmente, uma normalizagao do
DNA ambiental presente nestas amostras pode permitir representagéao
mais igual do DNA de todas as espécies presentes na amostra origi-
nal. Isto pode dramaticamente aumentar a eficiéncia de encontrar ge-
nes interessantes de constituintes secundarios da amostra que pode
ser sub-representada por varias ordens de magnitude comparada as
espécies dominantes.

[00305] Por exemplo, bibliotecas de genes geradas de um ou mais
microorganismos n&o-cultivados s&o triadas por uma atividade de inte-
resse. As vias potenciais que codificam moléculas bioativas de inte-
resse sao primeiro capturadas em células procariéticas na forma de

bibliotecas de expressao de gene. Os polinucleotideos codificando ati-
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vidades de interesse s&o isolados de tais bibliotecas e introduzidos em
uma célula hospedeira. A célula hospedeira é cultivada sob condig¢des
que promovem recombinag¢do e/ou reclassificagao redutiva criando bi-
omoléculas potencialmente ativas com atividades novas ou intensifica-
das.

[00306] Os microorganismos dos quais o polinucleotideo pode ser
preparado incluem microorganismos procarioticos, como Xanthobac-
ter, Eubacteria e Archaebacteria, e microorganismos eucariéticos infe-
riores como fungos, algumas algas e protozoarios. Os polinucleotideos
podem ser isolados das amostras ambientais em cujo caso o acido
nucleico pode ser restabelecido sem cultivo de um organismo ou pode
ser restabelecido de um ou mais organismos cultivados. Em um as-
pecto, tais microorganismos podem ser extreméfilos, como hipertermé-
filos, psicréfilos, psicrotréfilos, haléfilos, barofilos e acidofilos. Polinu-
cleotideos codificando enzimas isoladas de microorganismos extremo-
filicos podem ser usados. Tais enzimas podem funcionar em tempera-
turas acima de 100C em fontes térmicas terrestres e aberturas térmi-
cas em alto mar, em temperaturas abaixo de 0C em a guas articas, no
ambiente de sal saturado do Mar Morto, em valores de pH por volta de
0 em depésitos de carvao e fontes geotérmicas ricas em enxofre, ou
em valores de pH maior que 11 em lama de esgoto. Por exemplo, va-
rias esterases e lipases clonadas e expressadas de organismos ex-
tremofilos mostram alta atividade ao longo de uma faixa extensiva de
temperaturas e pHs.

[00307] Os polinucleotideos selecionados e isolados como anteri-
ormente descritos sdo introduzidos em uma célula hospedeira ade-
quada. Uma célula hospedeira adequada é qualquer célula que é ca-
paz de promover recombinagdo e/ou reclassificagao redutiva. Os poli-
nucleotideos selecionados podem estar em um vetor incluindo se-

quéncias de controle apropriadas. A célula hospedeira pode ser uma
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célula eucariética mais alta, como uma célula mamifera, ou uma célula
eucariotica mais baixa, como uma célula de levedura, ou a célula hos-
pedeira pode ser uma célula procariética, como uma célula bacteriana.
A introdugcdo da construgdo na célula hospedeira pode ser realizada
através de transfecgido de fosfato de calcio, transfecgdo mediada por
DEAE-dextrana ou eletroporagdo (Davis et al., 1986).

[00308] Como exemplos representativos de hospedeiros apropria-
dos, pode ser mencionado: células bacterianas, como E. coli, Strep-
tomyces, Salmonela typhimurium; células fuangicas, como levedura;
células de inseto como Drosophila S2 e Spodoptera Sf9; células ani-
mais como CHO, COS ou melanoma de Bowes; adenovirus; e células
vegetais. A selegao de um hospedeiro apropriado é julgada estar den-
tro do escopo daqueles versados na técnica dos ensinamentos aqui.
[00309] A maioria dos compostos bioativos correntemente em uso é
derivada de microorganismos do solo. Muitos microbios que habitam
no solo e outras comunidades ecologicas complexas produzem uma
variedade de compostos que aumentam sua capacidade para sobrevi-
ver e proliferar. Em geral, acredita-se que estes compostos sejam dis-
pensaveis para o desenvolvimento do organismo e sejam sintetizados
com a ajuda de genes envolvidos no metabolismo intermediario dai
seu nome - "metabdlitos secundarios." Metabdlitos secundarios, em
geral, sdo os produtos de vias biossintéticas complexas e sdo usual-
mente derivados de precursores celulares comuns. Metabdlitos secun-
darios que influenciam o desenvolvimento ou sobrevivéncia de outros
organismos sao conhecidos como compostos "bioativos" e servem
como componentes fundamentais do arsenal de defesa quimica de
tanto micro quanto macro-organismos. O homem tem explorado estes
compostos para uso como antibiéticos, antiinfectivos e outros compos-
tos bioativos com atividade contra uma faixa larga de patégenos pro-

carioticos e eucaridticos. Aproximadamente 6.000 compostos bioativos
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de origem microbiana foram caracterizados, com mais de 60 % produ-
zidos pelas bactérias do solo gram-positivas do género Streptomyces.
(Barnes et al., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A, 91, 1994).

[00310] Triagem de hibridagdo usando filtros de alta densidade ou
uso de bateia provou ser um método eficiente para detectar homélo-
gos de vias contendo genes de interesse para descobrir novas molé-
culas bioativas que nao podem ter nenhuma contraparte conhecida.
Uma vez um polinucleotideo de interesse € enriquecido em uma biblio-
teca de clones pode ser desejavel triar por uma atividade. Por exem-
plo, pode ser desejavel triar a expressao de estruturas de anel de mo-
lécula pequena ou "cadeias principais." Porque os genes que codifi-
cam estas estruturas policiclicas podem freqlientemente ser expressa-
dos em E. coli, a cadeia principal de molécula pequena pode ser pro-
duzida, até mesmo se em uma forma inativa. Bioatividade é conferida
ao transferir a molécula ou via para um hospedeiro apropriado que ex-
pressa a glicosilagao requerida e genes de metilagdo que podem mo-
dificar ou "decorar" a estrutura para sua forma ativa. Desse modo, até
mesmo se os compostos do anel inativo, recombinantemente expres-
sados em E. coli forem detectados para identificar os clones que sdo
depois transportados para um hospedeiro metabolicamente rico, como
Streptomyces (por exemplo, Streptomyces diversae ou venezuelae)
para produgao subsequente da molécula bioativa. Deve ser entendido
que o E. coli pode produzir moléculas pequenas ativas e em certas
circunstancias pode ser desejavel transportar os clones para um hos-
pedeiro metabolicamente rico para "decoragao” da estrutura, mas nao
requerido. O uso de sistemas roboéticos de alto processamento permite
a triagem de centenas de milhares de clones em arranjos multiplexa-
dos em discos de microtitulagao.

[00311] Os acidos nucleicos da invengao podem ser expressados,

ou sobreexpressados, em qualquer sistema de expressao in vitro ou in
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vivo. Qualquer sistema de cultura de células pode ser empregado para
expressar, ou sobreexpressa, a proteina recombinante, incluindo cultu-
ras bacterianas, de insetos, de levedura, fungicas ou mamiferas. A so-
breexpressao pode ser realizada por escolha apropriada de promoto-
res, intensificadores, vetores (por exemplo, uso de vetores de réplicon,
vetores distrénicos (ver, por exemplo, Gurtu (1996) Biochem. Biophys.
Res. Commun. 229:295-8)), meios, sistemas de cultura e outros. Em
um aspecto, a amplificagdo do gene usando marcadores de selegao,
por exemplo, glutamina sintetase (ver, por exemplo, Sanders (1987)
Dev. Biol. Stand. 66:55-63), em sistemas celulares é usada para so-
breexpressar os polipeptideos da invengao.

[00312] Varios sistemas de cultura de células mamiferas podem ser
empregados para expressar proteina recombinante, exemplos de sis-
temas de expressdo mamifera incluem as linhagens de COS-7 de fi-
broblastos de rim de macaco, descritas em "SV40-transformed simian
cells support the replication of early SV40 mutants” (Gluzman, 1981), e
outras linhagens de células capazes de expressar um vetor compati-
vel, por exemplo, as linhagens de células de C127, 3T3, CHO, HelLa e
de BHK. Os vetores de expressdo mamifera compreenderdo uma ori-
gem de replicagdo, um promotor e intensificador adequado, e também
se necessario sitios de ligagado ao ribossoma, sitio de poliadenilagao,
sitios doadores e aceptores de jungdo, sequéncias de terminagao
transcricional e sequéncias ndo-transcritas de flanqueamento 5'. Se-
quéncias de DNA derivadas da jungdo SV40 e os sitios de poliadenila-
¢do podem ser usados para fornecer os elementos genéticos nao-
transcritos requeridos.

[00313] As células hospedeiras contendo os polinucleotideos de
interesse podem ser cultivadas em meios nutrientes convencionais
modificados quando apropriado para ativar os promotores, selecionan-

do transformantes ou genes de amplificagdo. As condi¢gdes de cultura,
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como temperatura, pH e similares, sao aquelas previamente usadas
com a ceélula hospedeira selecionada para expressao, e sera obvio ao
artesdo normalmente versado. Os clones que sao identificados como
tendo a atividade de enzima especificada podem ser depois seqlenci-
ados para identificar a sequéncia de polinucleotideos codificando uma
enzima tendo a atividade intensificada.

[00314] As enzimas e polinucleotideos da presente invengao podem
ser fornecidos em uma forma isolada ou podem ser purificados para
homogeneidade. O polipeptideo de fitase da invengéo pode ser obtido
usando quaisquer de varios métodos padrao. Por exemplo, podem ser
produzidos polipeptideos de fitase em um sistema de expressado re-
combinante padrdo (como descrito aqui), quimicamente sintetizado
(embora um pouco limitado aos fragmentos de peptideo de fitase pe-
quenos) ou purificados de organismos em que eles sdo expressados
naturalmente. Métodos de expressao recombinantes Uteis incluem os
hospedeiros mamiferos, hospedeiros microbianos e hospedeiros vege-
tais.

[00315] A expressao recombinante ou sobreexpressdo das molécu-
las de fitase da invengdo pode ser alcangada em combinagdo com
uma ou mais moléculas adicionais como, por exemplo, outras enzi-
mas. Este método é util para produzir produtos de combinagao, como
uma planta ou parte de planta contendo as moléculas de fitase imedia-
tas como também uma ou mais moléculas adicionais - podem ser usa-
das as moléculas de fitase e as moléculas adicionais em um tratamen-
to de combinagido. As moléculas recombinantemente espessadas re-
sultantes podem ser usadas na forma homogeneizada e/ou purificada
ou alternativamente na forma relativamente ndo purificada (por exem-
plo como partes vegetais de artigo de consumo que sao uteis quando
embaralhadas com outros géneros alimenticios para catalisar a degra-

dacao de fitato).
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[00316] A presente invengao fornece uma enzima recombinante ex-
pressa em um hospedeiro. A presente invengdo fornece uma enzima
substancialmente pura de fitase. Desse modo, uma enzima da presen-
te invengdo pode ser uma enzima recombinante, uma enzima natural
ou uma enzima sintética, ou uma enzima recombinante.

[00317] Em um aspecto particular, a presente invengao fornece pa-
ra a expressao de fitase em plantas ou 6rgaos de plantas transgénicas
e métodos para sua produg¢do. Constructos de expressao de DNA sao
fornecidos para a transformagao das plantas com um gene que codifi-
ca fitase sob o controle de sequéncias reguladoras que s&o capazes
de direcionar a expressao da fitase. Estas sequéncias reguladoras in-
cluem sequéncias capazes de direcionar transcricido em plantas, ou
constitutivamente, ou em estagio e/ou maneiras tecido-especificas.
[00318] A maneira de expressao depende, em parte, do uso da
planta ou partes desta. As plantas e 6rgaos de plantas transgénicas
fornecidos pela presente invengdo podem ser aplicados a uma varie-
dade de processos industriais ou diretamente, por exemplo em alimen-
tagdes de animal ou alternativamente, a fitase expressada pode ser
extraida e se desejado, purificada antes da aplicagdo. Alternativamen-
te, a planta hospedeira recombinante ou parte da planta pode ser usa-
da diretamente. Em um aspecto particular, a presente invengao forne-
ce métodos de catalisar as reagdes de hidrolisagdo de fitase usando
sementes contendo quantidades intensificadas de fitase. O método
envolve contatar as sementes transgénicas, do tipo ndo-selvagem, por
exemplo, em uma forma moida ou mastigada, com substrato contendo
fitase e deixar as enzimas nas sementes para aumentar a taxa de rea-
¢ao. Adicionando diretamente as sementes a um substrato contendo
fitase, a invengdo fornece uma solugdo ao processo dispendioso e
problematico de extrair e purificar a enzima. Em uma exemplificagéo, a

presente invengdo fornece métodos de tratamento por meio dos quais
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um organismo que necessita de um fornecimento suficiente de uma
enzima é administrado a enzima na forma de sementes contendo
quantidades intensificadas da enzima. Em um aspecto, o tempo da
administragcdo da enzima a um organismo é coordenado quanto ao
consumo de um género alimenticio contendo fitase.

[00319] A expressdo de fitase em plantas pode ser alcangada por
uma variedade de meios. Especificamente, por exemplo, tecnologias
estio disponiveis para transformar um namero grande de espécies de
plantas, incluindo espécies dicotiledéneas (por exemplo tabaco, bata-
ta, tomate, Petunia, Brassica). Adicionalmente, por exemplo, estraté-
gias para a expressdo de genes estranhos em plantas estao disponi-
veis. Adicionalmente ainda, foram identificadas sequéncias regulado-
ras de genes de planta que sao Uteis para a construgao de genes qui-
méricos que podem ser funcionalmente expressados em plantas e em
células vegetais (por exemplo Klee et al.,, 1987; Clark et al., 1990;
Smith et al., 1990).

[00320] A introdugido de construgdes de gene em plantas pode ser
alcangada usando varias tecnologias incluindo transformagdo com
Agrobacterium tumefaciens ou Agrobacterium rhizogenes. Exemplos
nao-limitativos de tecidos vegetais que podem ser transformados as-
sim incluem protoplastos, microsporos ou poélen, e explantes como fo-
Ihas, talos, raizes, hipocétilos e cotilédones. Além disso, DNA pode ser
introduzido diretamente nos protoplastos e células ou tecidos vegetais
por microinjegao, eletroporagao, bombardeio de particula e absorgéo
de DNA direta.

[00321] As proteinas podem ser produzidas em plantas por uma
variedade de sistemas de expressio. Por exemplo, 0 uso de um pro-
motor constitutivo como o promotor 35S de Virus do Mosaico de Cou-
ve-flor (Guilley et al., 1982) é util para a acumulagéo da proteina ex-

pressada em virtualmente todos 6rgaos da planta transgénica. Alterna-
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tivamente, o uso de promotores que sio altamente tecido-especificos
e/lou estagio-especificos € util para esta invengdo (Higgins, 1984;
Shotwell, 1989) para influenciar a expresséo para os tecidos deseja-
dos e/ou para um estagio desejado de desenvolvimento. Outros deta-
Ihes pertinentes a expressdo em plantas das moléculas de fitase da
invengdo atual sdo divulgados, por exemplo, na Patente U. S. No.
5.770.413 (Van Ooijen et al.) e Patente U. S. No. 5.593.963 (Van Ooi-
jen et al.), embora estas referéncias ndo ensinam as moléculas inven-
tivas do presente pedido de patente e ao contrario ensinam o uso de
fitases fungicas.

[00322] Em suma, é relevante a esta invengdo que uma variedade
de meios para alcangar a expressao recombinante de fitase em uma
planta transgénica ou parte de planta pode ser usada. Tais plantas
transgénicas e partes da planta sdo uteis como fontes de fitase re-
combinantemente expressada que pode ser adicionada diretamente as
fontes contendo fitase. Alternativamente, a fitase expressada em plan-
ta recombinante pode ser extraida da fonte de planta e, se desejado,
purificada antes de contatar o substrato de fitase.

[00323] Dentro do contexto da presente invengao, plantas a serem
selecionadas incluem, mas nao sao limitadas as plantagdes que pro-
duzem flores comestiveis como couve-flor (Brassica oleracea), alca-
chofra (Cynara scolymus), frutas como magéa (Malus, por exemplo do-
mesticus), banana (Musa, por exemplo acuminata), framboesa (como
a groselha, Ribes, por exemplo rubrum), cerejas (como a cereja doce,
Prunus por exemplo avium), pepino (Cucumis, por exemplo sativus),
uva (Vitis, por exemplo vinifera), limao (Citrus limon), meldo (Cucumis
melo), nozes (como a noz, Juglans, por exemplo regia; amendoim,
Arachis hypogeae), laranja (Citrus, por exemplo maxima), péssego
(Prunus, por exemplo persica), péra (Pyra, por exemplo communis),

ameixa (Prunus, por exemplo domestica), morango (Fragaria, por



136/286

exemplo moschata), tomate (Lycopersicon, por exemplo esculentum),
folhas, como alfafa (Medicago, por exemplo sativa), repolhos (por
exemplo Brassica oleracea), endivia (Cichoreum, por exemplo endi-
via), alho-poré (Allium, por exemplo porrum), alface (Lactuca, por
exemplo sativa), espinafre (Spinacia, por exemplo oleraceae), tabaco
(Nicotiana, por exemplo tabacum), raizes, como araruta (Maranta, por
exemplo arundinacea), beterraba (Beta, por exemplo vulgaris), cenou-
ra (Daucus, por exemplo carota), mandioca (Manihot, por exemplo es-
culenta), nabo (Brassica, por exemplo rapa), rabanete (Raphanus, por
exemplo sativus), inhame (Dioscorea, por exemplo esculenta), batata-
doce (lpomea batatas) e sementes, como feijao (Phaseolus, por
exemplo vulgaris), ervilha (Pisum, por exemplo sativium), feijdo-soja
(Glycin, por exemplo max), trigo (Triticum, por exemplo aestivum), ce-
vada (Hordeum, por exemplo vulgare), milho (Zea, por exemplo mays),
arroz (Oryza, por exemplo sativa), colza (Brassica napus), paingo (Pa-
nicum L.), girassol (Helianthus annus), aveias (Avena sativa), tubércu-
los, como couve-rdbano (Brassica, por exemplo oleraceae), batata
(Solanum, por exemplo tuberosum) e similares.

[00324] E entendido que planta adicional como também sistemas
de expressdo de nao-planta podem ser usados dentro do contexto
desta invengio. A escolha das espécies vegetais é primariamente de-
terminada pelo uso intencionado da planta ou partes desta e a amena-
bilidade das espécies de plantas para transformagao.

[00325] Varias técnicas estdo disponiveis para a introdugdo do
constructo de expressao contendo a sequéncia de DNA de codificagdo
de fitase dentro das plantas alvo. Tais técnicas incluem mas nao sao
limitadas a transformagao de protoplastos usando o método de cal-
cio/polietileno glicol, eletroporagdo e microinjegdo ou bombardeio de
particulas (revestidas) (Potrykus, 1990). Além destes assim chamados

métodos de transformacgao de DNA diretos, sistemas de transformacgéao
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que envolvem vetores estao extensamente disponiveis, como vetores
viréticos (por exemplo do Virus do Mosaico de Couve-flor (CaMV) e
vetores bacterianos (por exemplo do género Agrobacterium) (Potrykus,
1990). Apds selegdo e/ou triagem, os protoplastos, células ou partes
da planta que foram transformadas em plantas inteiras, podem ser re-
generados usando métodos conhecidos na técnica (Horsch et al.,
1985). A escolha das técnicas de transformagao e/ou regeneragdo nao
é critica para esta invengéo.

[00326] Para dicotiledbneas, um sistema de vetor binario pode ser
usado (Hoekema et al., 1983; EP 0120516 Schilperoort et al.). Por
exemplo, cepas de Agrobacterium podem ser usadas que contém um
plasmideo vir com os genes de viruléncia e um plasmideo compativel
contendo o constructo de gene a ser transferida. Este vetor pode re-
produzir em tanto E. coli quanto em Agrobacterium, e é derivado do
vetor binario Bin19 (Bevan, 1984) que é alterado nos detalhes que néo
sao relevantes a esta invengdo. Os vetores binarios quando usados
neste exemplo contém entre as sequéncias da borda da esquerda e da
direita do T-DNA, um gene de NPTII idéntico codificando para resis-
téncia de canamicina (Bevan, 1984) e um sitio de clonagem muiltiplo
para clonar nos constructos de gene requeridos.

[00327] A transformagdo e regeneragao de plantagbes monocotile-
dbéneas ndo sao um procedimento padrdo. Porém, recente progresso
cientifico mostra que a principio monocotileddéneas sdo amenas a
transformagdo e aquelas plantas transgénicas férteis podem ser rege-
neradas das células transformadas. O desenvolvimento de sistemas
de cultura de tecido reprodutiveis para estas plantagdes, junto com os
métodos poderosos para introdugdo de material genético em células
vegetais facilitou a transformagao. Agora os métodos de escolha para
transformagdo de monocotiledbneas sdo bombardeio de microprojétil

de explantes ou células de suspensio, e absor¢ido de DNA direta ou
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eletroporagao de protoplastos. Por exemplo, plantas de arroz transgé-
nicas foram prosperamente obtidas usando o gene de hph bacteriano,
codificando resisténcia de higromicina, como um marcador de selegéo.
O gene foi introduzido através de eletroporagdo (Shimamoto et al.,
1993). Plantas de milho transgénicas foram obtidas introduzindo o ge-
ne de barra Streptomyces hygroscopicus, que codifica fosfinotricin
acetiltransferase (uma enzima que inativa o fosfinotricina do herbicida),
em células embriogénicas de uma cultura de suspens&o de milho atra-
vés de bombardeio de microparticula (Gordon-Kamm et al., 1990). A
introdugao do material genético nos protoplastos de aleurona de outras
plantagdes monocotileddneas como trigo e cevada foi informada (Lee
et al., 1989). Plantas de trigo foram regeneradas de cultura de suspen-
sao embriogénica selecionando apenas o calo compacto e nodular
embriogénico envelhecido para o estabelecimento das culturas de
suspensio embriogénica (Vasil et al., 1972: Vasil et al., 1974). A com-
binagdo com sistemas de transformagao para estas plantagdes permi-
te a aplicacdo da presente invengdo a monocotileddéneas. Estes méto-
dos também podem ser aplicados para a transformagédo e regeneragéo
de dicotileddneas.

[00328] A expressdo do constructo de fitase envolve tais detalhes
como transcrigdo do gene por polimerases de planta, tradugao de
MRNA, etc. que sdo conhecidos as pessoas versadas na técnica das
técnicas de DNA recombinante. Apenas detalhes relevantes para a
compreensdo adequada desta invengdo sdo debatidos abaixo. Se-
quéncias reguladoras que sao conhecidas ou sao observadas causar
expressdo de fitase podem ser usadas na presente invengdo. A esco-
Iha das sequéncias reguladoras usadas depende da plantagao alvo
e/ou 6rgao alvo de interesse. Tais sequéncias reguladoras podem ser
obtidas de plantas ou virus de planta, ou podem ser quimicamente sin-

tetizadas. Tais sequéncias reguladoras sdo promotores ativos no dire-
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cionamento de transcricao em plantas, ou constitutivamente ou estagio
e/ou tecido especificos, dependendo do uso da planta ou partes desta.
Estes promotores incluem, mas nao sao limitados a promotores mos-
trando expressdo constitutiva, como o promotor 35S de Virus do Mo-
saico de Couve-flor (CaMV) (Guilley et al., 1982), aqueles para ex-
pressao folha-especifica, como o promotor da ribulose bisfosfato car-
boxilase de gene de subunidade pequena (Coruzzi et al., 1984), aque-
les para expresséo raiz-especifica, como o promotor do gene de glu-
tamina sintase (Tingey et al., 1987), aqueles para expressdo semente-
especifica, como o promotor de cruciferina A de Brassica napus (Ryan
et al., 1989), aqueles para expressido tubérculo-especifica, como o
promotor de patatina da classe | de batata (Koster-Topfer et al., 1989;
Wenzler et al., 1989) ou aqueles para expressao fruta-especifica, co-
mo o promotor de poligalacturonase (PG) de tomate (Bird et al., 1988).
[00329] Outras sequéncias reguladoras como sequéncias termina-
doras e sinais de poliadenilagdo incluem qualquer tal sequéncia que
funciona como em plantas, a escolha desta estad dentro do nivel do
versado. Um exemplo de tais sequéncias € a regido de flanqueamento
3' do gene de nopalina sintase (nos) de Agrobacterium tumefaciens
(Bevan, supra). As sequéncias reguladoras também podem incluir se-
quéncias intensificadoras, como encontradas no promotor 35S de
CaMV, e sequéncias estabilizadoras de mRNA como a sequéncia lider
de RNA4 de Virus do Mosaico de Alfaifa (AIMV) (Brederode et al.,
1980) ou qualquer outra sequéncia que funciona de uma maneira
igual.

[00330] A fitase deve ser expressada em um ambiente que permite
estabilidade da proteina expressada. A escolha de compartimentos
celulares, como citosol, reticulo endoplasmico, vacuolo, corpo de pro-
teina ou espacgo periplasmico podem ser usados na presente invengao

para criar um tal ambiente estavel, dependendo dos pardmetros biofi-
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sicos da fitase. Tais pardmetros incluem, mas n&o sao limitados a pH-
6timo, sensibilidade a protease ou sensibilidade a molaridade do com-
partimento preferido.

[00331] Para obter expressdo no citoplasma da célula, a enzima
expressada nao deve conter um peptideo sinal secretério ou qualquer
outra sequéncia alvo. Para expressao em cloroplastos e mitocondrias
a enzima expressada deve conter peptideo especifico assim chamado
de transito para importagdo nestas organelas. As sequéncias de alve-
jamento que podem ser ligadas a enzima de interesse para alcangar
esta sdo conhecidas (Smeekens et al., 1990; van der Broeck et al.,
1985; Wolter et al., 1988). Se a atividade da enzima for desejada nos
vacuolos, um peptideo sinal secretério tem que estar presente, como
também uma sequéncia de alvejamento especifica que direciona a en-
zima para estes vacuolos (Tague et al., 1990). O mesmo é verdade
para os corpos de proteina nas sementes. A sequéncia de DNA codifi-
cando a enzima de interesse deve ser modificada em um tal modo que
a enzima pode exercer sua agao na localizagao desejada na célula.
[00332] Para alcangar expressao extracelular da fitase, o constructo
de expressao da presente invencgao utiliza uma sequéncia sinal secre-
téria. Embora sequéncias sinais que sdo homélogas (nativas) as espé-
cies de hospedeiro da planta podem ser preferidas, sequéncias sinais
heterdlogas, isto €, aquelas que originam de outras espécies de planta
ou de origem microbiana, podem ser usadas também. Tais sequéncias
sinais s&o conhecidas aqueles versados na técnica. As sequéncias
sinais apropriadas que podem ser usadas dentro do contexto da pre-
sente invengido sao divulgadas em Blobel et al., 1979; Von Heijne,
1986; Garcia et al., 1987; Sijmons et al., 1990; Ng et al., 1994; e Po-
wers et al., 1996.

[00333] Todas as partes dos constructos de DNA relevantes (pro-

motores, sequéncias reguladoras, secretorias, estabilizantes, alvejan-
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tes ou de terminagéo) da presente invengdo podem ser modificadas,
se desejado, para afetar suas caracteristicas de controle usando mé-
todos conhecidos aqueles versados na técnica. E mostrado que plan-
tas contendo fitase obtidas por meio da presente invengdo podem ser
usadas para obter plantas ou 6rgaos de planta com ainda niveis de
fitase mais altos. Por exemplo, pode ser possivel obter tal planta ou
orgaos de planta pelo uso de técnicas de variagdo somoclonal ou atra-
vés de técnicas de hibridagdo. Tais técnicas sdo bem-conhecidas
aqueles versados na técnica.

[00334] Em um aspecto, a invengdo atual fornece um método (e
produtos deste) de alcangar um sistema de sobreexpressao altamente
eficiente para fitase e outras moléculas. Em um aspecto, a invengéao
fornece um método (e produtos deste) de alcangar um sistema de so-
breexpressdo altamente eficiente para fitase e acido fosfatase de pH
2,5 em Trichoderma. Este sistema resulta em composi¢des de enzima
tendo utilidade particular na industria de alimentagao de animais. Deta-
Ihes adicionais relativos a este método estdo na literatura publica e/ou
sao conhecidos ao versado. Em uma exemplificagdo nao-limitativa par-
ticular, tal literatura publicamente disponivel inclui EP 0659215 (WO
9403612 A1) (Nevalainen et al.), embora estas referéncias ndo ensi-
nem as moléculas inventivas do presente pedido de patente.

[00335] Em outro aspecto, métodos podem ser usados para gerar
novos polinucleotideos que codificam vias bioquimicas de um ou mais
operons ou agrupamentos de genes ou porgdes destes. Por exemplo,
bactérias e muitos eucariotas tém um mecanismo coordenado para
regular genes cujos produtos estdo envolvidos em processos relacio-
nados. Os genes sdo agrupados, em estruturas referidas como "agru-
pamentos de gene,” em um cromossomo simples ou imediatamente
adjacente a um outro e sdo transcritos juntos sob o controle de uma

sequéncia reguladora simples, incluindo um promotor simples que ini-
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cia a transcrigdo do agrupamento inteiro. Desse modo, um agrupa-
mento de genes € um grupo de genes adjacentes que s&o idénticos ou
relacionados, usualmente quanto a sua fungdo. Um exemplo de uma
via bioquimica codificada por agrupamentos de genes é policetideos.
Policetideos sdo moléculas que sdo uma fonte extremamente rica de
bioatividades, incluindo antibiéticos (como tetraciclinas e eritromicina),
agentes anti-cancer (daunomicina), imunossupressores (FK506 e ra-
pamicina) e produtos veterinarios (monensina). Muitos policetideos
(produzidos através de policetideo sintases) sdo valiosos como agen-
tes terapéuticos. Policetideo sintases sdo enzimas multifuncionais que
catalisam a biogénese de uma variedade enorme de cadeias de car-
bono que diferem no comprimento e padrdes de funcionalidade e cicli-
zagao. Os genes de policetideo sintase entram no agrupamento de
genes e pelo menos um tipo (designado tipo 1) de policetideo sintases
tém genes de tamanho grandes e enzimas, complicando a manipula-
¢ao genética e estudos in vitro destes genes/proteinas.

[00336] DNA de agrupamento de genes pode ser isolado de dife-
rentes organismos e ligado dentro dos vetores, particularmente vetores
que contém expressao de sequéncias reguladoras que podem contro-
lar e regular a produgdo de uma proteina detectavel ou atividade de
arranjo proteina-relacionada dos agrupamentos de genes ligados. Uso
de vetores que tém uma capacidade excepcionalmente grande para
introdugdo de DNA exogeno é particularmente apropriado para uso
com tal agrupamento de genes e € descrito aqui por via de exemplo
para incluir o fator f (ou fator de fertilidade) de E. coli. Este fator f de E.
coli € um plasmideo que afeta a tradugado de alta freqiiéncia dela pré-
pria durante conjugagao e ¢ ideal para alcangar e estavelmente propa-
gar fragmentos de DNA grandes, como agrupamentos de genes de
amostras microbianas embaralhadas. Uma vez ligado em um vetor

apropriado, dois ou mais vetores contendo diferentes agrupamentos
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de genes de fitase podem ser introduzidos em uma célula hospedeira
adequada. As regides de homologia de sequéncia parcial compartilha-
das pelos agrupamentos de gene promoverao processos que resultam
na reorganizagao da sequéncia resultando em um agrupamento de
genes hibridos. O novo agrupamento de genes hibridos pode depois
ser triado por atividades intensificadas ndo encontradas nos agrupa-
mentos de genes originais.

[00337] Portanto, em um aspecto, a invengao diz respeito a um mé-
todo para produzir um polipeptideo hibrido biologicamente ativo e triar
um tal polipeptideo por atividade intensificada:

introduzindo pelo menos um primeiro polinucleotideo em ligagao ope-
ravel e um segundo polinucleotideo em ligagao operavel, o dito pelo
menos primeiro polinucleotideo e segundo polinucleotideo comparti-
Ihando pelo menos uma regidao de homologia de sequéncia parcial, em
uma ceélula hospedeira adequada;

cultivar a célula hospedeira sob condi¢gdes que promovem reorganiza-
¢ao de sequéncia resultando em um polinucleotideo hibrido em ligagao
operavel,

expressar um polipeptideo hibrido codificado pelo polinucleotideo hi-
brido;

triar o polipeptideo hibrido sob condigdes que promovem identificagdo
de atividade biolégica intensificada; e

isolar um polinucleotideo codificando o polipeptideo hibrido.

[00338] Os métodos para triar varias atividades de enzima sdo co-
nhecidos aqueles de habilidade na técnica e sao debatidos ao longo
do presente relatorio descritivo. Tais métodos podem ser empregados
para isolar os polipeptideos e polinucleotideos da invengao.

[00339] Como exemplos representativos de vetores de expressao
que podem ser usados podem ser mencionados particulas viréticas,

baculovirus, fago, plasmideos, fagemideos, cosmideos, fosmideos,
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cromossomos bacterianos artificiais, DNA virético (por exemplo, vaci-
nia, adenovirus, virus do epitelioma contagioso, pseudo-raiva e deri-
vados de SV40), cromossomos artificiais com base em P1, plasmideos
de levedura, cromossomos artificiais de levedura e qualquer outro ve-
tor especifico para hospedeiros especificos de interesse (como bacilo,
Aspergillus e levedura). Por exemplo, desse modo o DNA pode ser
incluido em qualquer um de uma variedade de vetores de expressao
para expressar um polipeptideo. Tais vetores incluem sequéncias de
DNA cromossdmicas, ndo-cromossOmicas e sintéticas. NUmeros gran-
des de vetores adequados sdao conhecidos aqueles de habilidade na
técnica, e estdo comercialmente disponiveis. Os vetores a seguir séo
fornecidos por via de exemplo; Bacteriano: vetores de pQE (Qiagen),
plasmideo de pBluescript, vetores de pNH, (vetores de lambda-ZAP
(Stratagene)); ptrc99a, pKK223-3, pDR540, pRIT2T (Pharmacia); Eu-
caridtico: pXT1, pSG5 (Stratagene), pSVK3, pBPV, pMSG, pSVLSV40
(Pharmacia). Porém, qualquer outro plasmideo ou outro vetor pode ser
usado desde que sejam replicaveis e viaveis no hospedeiro. Vetores
de baixo numero de coépias ou de numero de cdépias alto podem ser
empregados com a presente invengao.

[00340] Um vetor exemplar para uso na presente invengao contém
uma replicagdo de origem de fator f. O fator f (ou fator de fertilidade)
em E. coli é um plasmideo que realiza tradugéo de alta freqiiéncia de
si mesmo durante conjuga¢ao e tradugdo menos freqliente do préprio
cromossomo bacteriano. Um aspecto usa vetores de clonagem, referi-
dos como "fosmideos” ou vetores de cromossomo artificial bacteriano
(BAC). Estes sao derivados de fator f de E. coli que é capaz de esta-
velmente integrar segmentos grandes de DNA gendémico. Quando in-
tegrado com DNA de uma amostra ambiental ndo cultivada embara-
Ihada, isto o torna possivel alcangar fragmentos genémicos grandes

na forma de uma "biblioteca de DNA ambiental" estavel.
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[00341] Outro tipo de vetor para uso na presente invengao é um ve-
tor de cosmideo. Vetores de cosmideo foram originalmente designa-
dos para clonar e propagar segmentos grandes de DNA genfmico. A
clonagem dentro de vetores de cosmideo é descrita em detalhes em
"MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL" (Sambrook et
al., 1989).

[00342] A sequéncia de DNA no vetor de expressao é operativa-
mente ligada a uma(s) sequéncia(s) de controle de expressao apropri-
ada(s) (promotor) para direcionar sintese de RNA. Os promotores bac-
terianos particulares nomeados incluem lacl, lacZ, T3, T7, gpt, lambda
Pgr, PL e trp. Promotores eucariéticos incluem CMV precoce imediato,
timidina cinase de HSV, SV40 precoce e tardio, LTRs de retrovirus e
metalotioneina | de camundongo. A sele¢ao do vetor e promotor apro-
priados esta bem dentro do nivel de capacidade usual na técnica. O
vetor de expressao também contém um sitio de ligagdo de ribossomo
para iniciagdo de tradugdo e um terminador de transcrigdo. O vetor
também pode incluir sequéncias apropriadas para amplificar expres-
sdo. Regides de promotor de qualquer gene desejado podem ser sele-
cionadas usando vetores de CAT (cloranfenicol transferase) ou outros
vetores com marcadores selecionaveis. Aléem disso, os vetores de ex-
pressdo podem conter um ou mais genes marcadores selecionaveis
para fornecer uma caracteristica fenotipica para sele¢do de células
hospedeiras transformadas como diidrofolato reductase ou resisténcia
a neomicina por cultura de células eucariéticas, ou resisténcia a tetra-
ciclina ou ampicilina em E. coli.

[00343] Reclassificagao in vivo é coletivamente focalizada em "pro-
cessos intermoleculares” referidos como "recombinag¢ao” que em bac-
térias, em geral é visto como um "fenémeno RecA-dependente." A in-
vengao pode contar com processos de recombinagdo de uma célula

hospedeira para recombinar e reclassificar as sequéncias, ou a capa-
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cidade das células para mediar processos redutivos para diminuir a
complexidade das sequéncias quase-repetidas na célula através de
delegdo. Este processo de "reclassificagdo redutiva” ocorre por um
"processo intramolecular" RecA-independente.

[00344] Portanto, em outro aspecto da invengao, polinucleotideos
variantes podem ser gerados pelo processo de reclassificagdo reduti-
va. O método envolve a geragido de constructos contendo sequéncias
sucessivas (sequéncias de codificagdo originais), sua inser¢gdo em um
vetor apropriado e sua introdugdo subsequente em uma célula hospe-
deira apropriada. A reclassificagdo das identidades moleculares indivi-
duais ocorre através de processos combinatérios entre as sequéncias
sucessivas nos constructos possuindo regiées de homologia, ou entre
unidades quase-repetidas. O processo de reclassificagdo recombina
e/ou reduz a complexidade e extensdo das sequéncias repetidas, e
resulta na produg¢do de novas espécies moleculares. Varios tratamen-
tos para intensificar a taxa de reclassificagdo podem ser aplicados. Es-
tes podem incluir tratamento com luz ultravioleta, ou quimicas de dani-
ficagdo de DNA e/ou o uso de linhagem de células hospedeiras que
apresenta, niveis intensificados de "instabilidade genética". Desse mo-
do o processo de reclassificacdo pode envolver recombinagdo homo-
loga ou a propriedade natural das sequéncias quase-repetidas para
direcionar sua proépria evolugao.

[00345] Sequéncias repetidas ou "quase-repetidas" representam
um papel na instabilidade genética. Na presente invengdo, "quase-
repeticdes” sao repeticdes que nao sao restritas a sua estrutura de
unidade original. Unidades quase-repetidas podem estar presentes
como um arranjo de sequéncias em um constructo; unidades sucessi-
vas de sequéncias similares. Uma vez ligadas, as jungbes entre as se-
quéncias sucessivas ficam essencialmente invisiveis e a natureza

quase-repetitiva do constructo resultante € agora continua no nivel
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molecular. O processo de dele¢do que a célula executa para reduzir a
complexidade do constructo resultante opera entre as sequéncias
quase-repetidas. As unidades quase-repetidas fornecem um repertério
praticamente infinito de modelos nos quais os eventos de deslizamen-
to podem ocorrer. Os constructos contendo as quase-repeti¢des desse
modo eficazmente fornecem elasticidade molecular suficiente que
eventos de delegdo (e potencialmente de insergdo) podem ocorrer vir-
tualmente em qualquer lugar dentro das unidades quase-repetitivas.
[00346] Quando as sequéncias quase-repetidas forem todas ligadas
na mesma orientagdo, por exemplo, cabega a cauda ou vice-versa, a
célula ndo pode distinguir unidades individuais. Por conseguinte, o
processo redutivo pode ocorrer ao longo das sequéncias. Em contras-
te, quando, por exemplo, as unidades estdo presentes de cabega a
cabega, ao invés cabega a cauda, a inversdo delineia os pontos termi-
nais da unidade adjacente de modo que a formagéo de delegdo favo-
recera a perda de unidades distintas. Assim, em um aspecto da inven-
¢ao as sequéncias estdo na mesma orientagao. A orientagao aleatdria
de sequéncias quase-repetidas resultara na perda da eficiéncia de re-
classificagdo, enquanto a orientagdo consistente das sequéncias ofe-
recera a eficiéncia mais alta. Porém, embora tendo poucas das se-
quéncias contiguas na mesma orientagdo diminui a eficiéncia, elas
ainda podem prover elasticidade suficiente pela recuperacgio eficaz de
novas moléculas. Os constructos podem ser feitos com as sequéncias
quase-repetidas na mesma orientagdo para permitir eficiéncia mais
alta.

[00347] As sequéncias podem ser montadas em uma orientagéo
cabega para cauda usando qualquer de uma variedade de métodos,
incluindo os seguintes:

[00348] Iniciadores incluindo uma cabega poli-A e cauda poli-T que

quando feitos unifilamentados fornecem orientagédo, podem ser utiliza-
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dos. Isto é realizado tendo as primeiras bases dos iniciadores feitas de
RNA e consequientemente facilmente o RNAse H removida.

[00349] Iniciadores incluindo sitios de clivagem de restrigao Unicos
podem ser utilizados. Sitios multiplos, uma bateria de sequéncias uni-
cas, e sintese repetida e etapas de ligagado podem ser requeridas.
[00350] As poucas bases internas do iniciador podem ser tioladas e
uma exonuclease usada para produzir moléculas corretamente enfilei-
radas.

[00351] A recuperagao das sequéncias reclassificadas conta com a
identificagdo de vetores de clonagem com um RI reduzido. As sequén-
cias de codificagdo reclassificadas podem ser depois restabelecidas
por amplificagdo. Os produtos sdo re-clonados e sdo expressados. A
recuperagao de vetores de clonagem com RI reduzido pode ser reali-
zada por:

[00352] O uso de vetores apenas estavelmente mantidos quando o
constructo é reduzido na complexidade;

[00353] A recuperagao fisica de vetores encurtados através de pro-
cedimentos fisicos. Neste caso, o vetor de clonagem é restabelecido
usando procedimentos de isolamento de plasmideo padrao e fraciona-
do no tamanho ou em um gel de agarose, ou coluna com um corte de
baixo peso molecular utilizando procedimentos padrao;

[00354] A recuperagido de vetores contendo genes suspensos que
podem ser selecionados quando o tamanho da inser¢gao diminui; e
[00355] O uso de técnicas de selegao diretas com um vetor de ex-
pressao e a selegio apropriada.

[00356] Sequéncias de codificagdo (por exemplo, genes) de orga-
nismos relacionados podem demonstrar um grau alto de homologia e
codificar produtos de proteina bastante diversos. Estes tipos de se-
quéncias sao particularmente Uteis na presente invengao como quase-

repeticbes. Porém, embora os exemplos ilustrados abaixo demonstrem



149/286

a reclassificagdo das sequéncias de codificagédo originais quase idénti-
cas (quase-repeti¢gdes), este processo nio é limitado a tais repetices
quase idénticas.

[00357] O exemplo a seguir demonstra um método da invengao.
Sequéncias de acido nucleico codificando (quase-repeti¢ées) deriva-
das de trés espécies Unicas sdo descritas. Cada sequéncia codifica
uma proteina com um conjunto distinto de propriedades. Cada uma
das sequéncias diferem-se por um unico ou alguns pares de base em
uma posi¢do Unica na sequéncia que é designada "A", "B" e "C." As
sequéncias quase-repetidas sdo separadas ou coletivamente amplifi-
cadas e ligadas em conjuntos fortuitos de modo que todas as possi-
veis permutagdes e combinagdes estejam disponiveis na populagao de
moléculas ligadas. O numero de unidades de quase-repeticdo pode
ser controlado pelas condigdes de conjunto. O nimero comum de uni-
dades quase-repetidas em um constructo é definido como o indice re-
petitivo (RI).

[00358] Uma vez formados, os constructos podem ou nio ser fraci-
onados no tamanho em um gel de agarose de acordo com os protoco-
los publicados, inseridos em um vetor de clonagem e transfeccionados
em uma célula hospedeira apropriada. As células s&o depois propaga-
das e "reclassificagio redutiva" é realizada. A taxa do processo de re-
classificagcio redutiva pode ser estimulada pela introdu¢do de dano de
DNA, se desejado. Se a redugdo em RI é mediada através de forma-
¢ao de delegdo entre as sequéncias repetidas por um "mecanismo in-
tramolecular”, ou mediada por eventos semelhantes a recombinagao
através de mecanismos "intermoleculares” é imaterial. O resultado final
é uma reclassificagdo das moléculas em todas as possiveis combina-
¢oes.

[00359] Opcionalmente, 0 método compreende a etapa adicional de

triar os membros de biblioteca do fundo comum embaralhado para



150/286

identificar os membros da biblioteca embaralhados individuais tendo a
capacidade de ligar ou do contrario interagir, ou catalisar uma reagao
particular (por exemplo, como catalisar a hidrélise de um fitato).
[00360] Os polipeptideos que sao identificados de tais bibliotecas
podem ser usados para propoésitos terapéuticos, de diagnostico, de
pesquisa e relacionados (por exemplo, catalisadores, solutos para os-
molaridade crescente de uma solugdo aquosa e outros), e/ou podem
ser submetidos a um ou mais ciclos adicionais de embaralhamento
e/ou selegao.

[00361] Em outro aspecto, antes ou durante a recombinagao ou re-
classificagéo, os polinucleotideos da invengéo ou polinucleotideos ge-
rados pelo método aqui descrito podem ser submetidos aos agentes
Ou processos que promovem a introdugdo de mutagdes nos polinucle-
otideos originais. A introdugédo de tais mutagdes aumentaria a diversi-
dade dos polinucleotideos hibridos resultantes e dos polipeptideos de-
les codificados. Os agentes ou processos que promovem mutagénese
podem incluir, mas ndo sado limitados: (+)-CC-1065, ou um analogo
sintético como (+)-CC-1065-(N3-adenina, ver Sun e Hurley, 1992); um
aduto N-acetilado ou 4'-fluor-4-aminobifenil-desacetialdo capaz de ini-
bir sintese de DNA (ver, por exemplo, van de Poll et al., 1992); ou um
aduto N-acetilado ou 4-aminobifenil-desacetilado capaz de inibir sinte-
se de DNA (também ver, van de Poll et al., 1992, pp. 751-758); cromo
trivalente, um sal de cromo trivalente, um aduto de DNA de hidrocar-
boneto aromatico policiclico ("PAH") capaz de inibir replicagdo de
DNA, como 7-bromometil-benz[alantraceno ("BMA"), tris(2,3-
dibromopropil Yfosfato ("Tris-BP"), 1,2-dibromo-3-cloropropano
("DBCP"), 2-bromoacroleina (2BA), benzo[a]pireno-7,8-diidrodiol-9-10-
epoéxido ("BPDE"), um sal de halogénio de platina(ll), N-hidroxi-2-
amino-3-metilimidazo[4,5-f]-quinolina ("N-hidroxi-1.Q") e N-hidréxi-2-

amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-f]-piridina ("N-hidroxi-PhIP"). Uns mei-
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os exemplares para reduzir ou deter a amplificagdo de PCR consistem
em luz UV (+)-CC-1065 e (+)-CC-1065-(N3-Adenina). Meios particu-
larmente abrangidos sdo adutos de DNA ou polinucleotideos compre-
endendo os adutos de DNA dos polinucleotideos ou fundo comum de
polinucleotideos, que podem ser liberados ou removidos por um pro-
cesso incluindo aquecer a solugdo compreendendo os polinucleoti-
deos antes de processamento adicional.

[00362] Em outro aspecto, a invengao € direcionada a um método
de produzir proteinas recombinantes tendo atividade bioldgica tratando
uma amostra compreendendo polinucleotideos modelos bifilamenta-
dos codificando uma proteina do tipo selvagem sob condigdes de
acordo com a invengdo que fornecem a produ¢ado de polinucleotideos
hibridos ou reclassificados.

[00363] A invengdo também fornece o uso de iniciadores de cédon
proprietario (contendo uma sequéncia de N,N,G/T degenerada) para
introduzir mutagdes de ponto dentro de um polinucleotideo, para gerar
um conjunto de polipeptideos da progénie em que uma faixa total de
substitui¢des de aminoacidos simples é representada em cada posi¢ao
de aminoacido (mutagénese saturada no sitio genético (GSSM)). Os
oligos usados sdo compreendidos de forma contigua de uma primeira
sequéncia homdloga, uma sequéncia de N,N,G/T degenerada, e opci-
onalmente uma segunda sequéncia homoéloga. Produtos translacionais
da progénie a jusante do uso de tais oligos incluem todas as possiveis
alteragbes em cada sitio de aminoacido ao longo do polipeptideo, por-
que a degeneragdo da sequéncia de N,N,G/T inclui cédon para todos
os 20 aminoacidos.

[00364] Em um aspecto, um tal oligo degenerado (compreendido de
um cassete de N,N,G/T degenerado) é usado para submeter cada c6-
don original em um modelo de polinucleotideo parental a uma faixa

total de substituicdes de cédons. Em outro aspecto, pelo menos dois
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cassetes de N,N,G/T degenerados s&o usados - ou ho mesmo oligo ou
nao, para submeter pelo menos dois cdédons originais em um modelo
de polinucleotideo parental a uma faixa total de substituicbes de cé6-
dons. Desse modo, mais de uma sequéncia de N,N,G/T pode ser con-
tida em um oligo para introduzir mutagdes de aminoacidos em mais de
um sitio. Esta pluralidade de sequéncias de N,N,G/T pode ser direta-
mente contigua, ou separada por uma ou mais sequéncias de nucleo-
tideos adicionais. Em outro aspecto, oligos uteis para introduzir adi-
¢Oes e deleg¢ao ou podem ser usados sozinho ou em combinagdo com
os cédons contendo uma sequéncia de N,N,G/T, para introduzir qual-
quer combinagido ou permutagdo de adigdes, delegio, e/ou substitui-
¢Oes de aminoacidos.

[00365] Em um aspecto, é possivel simultaneamente submeter a
mutagénese duas ou mais posi¢gdes de aminoacidos contiguas usando
um oligo contendo os tripletos de N,N,G/T contiguos, isto é uma se-
quéncia degenerada (N,N,G/T)n.

[00366] Em outro aspecto, a presente invengao fornece o uso de
cassetes degenerados tendo menos degeneragdo que a sequéncia de
N,N,G/T. Por exemplo, pode ser desejavel em algumas circunstancias
usar (por exemplo em um oligo) uma sequéncia tripleto degenerada
compreendida de apenas um N onde o dito N pode estar na primeira,
segunda ou terceira posi¢ao do tripleto. Qualquer outra base que inclui
qualquer combinag¢ao e permutagdes desta pode ser usada no perma-
necendo duas posig¢des do tripleto. Alternativamente, pode ser deseja-
vel em algumas circunstancias usar (por exemplo, em um oligo) uma
sequéncia do tripleto de N,N,N degenerada, ou uma sequéncia do tri-
pleto N,N, G/C.

[00367] Porém, € apreciado que o uso de um tripleto degenerado
(como N,N,G/T ou uma sequéncia do tripleto N,N,G/C) como divulgado

na invengao atual é vantajoso por varias razbées. Em um aspecto, esta
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invengdo fornece uns meios para sistematica e razoavelmente facil
gerar a substituicdo da faixa de completa de possiveis aminoacidos
(para um total de 20 aminoacidos) em cada e toda posigido de aminoa-
cidos em um polipeptideo. Desse modo, para 100 polipeptideos de
aminoacido, a invengao fornece um modo sistematico e razoavelmente
facil para gerar 2000 espécies distintas (isto é, 20 possiveis aminoaci-
dos por posigéo vezes 100 posigdes de aminoacidos). E apreciado que
é fornecido, através do uso de um oligo contendo um N,N,G/T ou uma
sequéncia do tripleto degenerado N,N,G/C, 32 sequéncias individuais
codificando 20 possiveis aminoacidos. Desse modo, em um vaso de
reacdo em que uma sequéncia de polinucleotideo parental é submeti-
da a mutagénese de saturagao usando um tal oligo, sdo gerados 32
polinucleotideos distintos da progénie que codificam 20 polipeptideos
distintos. Em contraste, o uso de um oligo ndo-degenerado em muta-
génese sitio-direcionada leva a apenas um produto de polipeptideos
da progénie por vaso de reagao.

[00368] Esta invengdo também fornece o uso de oligos nao-
degenerados, que podem opcionalmente ser usados em combinagao
com iniciadores degenerados divulgados. E apreciado que em algu-
mas situagbes, € vantajoso usar oligos nao-degenerados para gerar
mutagcdes de ponto-especificas em um polinucleotideo de funciona-
mento. Isto fornece um meio para gerar mutagées de ponto silencioso-
especificas, mutagées de ponto que conduzem as alteragbes de ami-
noacidos correspondentes e mutagdées de ponto que causam a gera-
¢ao de cédons terminais e a expresséo correspondente de fragmentos
de polipeptideos.

[00369] Desse modo, em um aspecto, cada vaso de reagido de mu-
tagénese de saturagdo contém polinucleotideos codificando pelo me-
nos 20 moléculas de polipeptideos da progénie de modo que todos os

20 aminoacidos sao representados em uma posi¢ado de aminoacido
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especifico que corresponde a posi¢gado do codon submetido a mutagé-
nese no polinucleotideo parental. Os polipeptideos da progénie dege-
nerada 32 vezes gerados de cada vaso de reagao de mutagénese de
saturagdo podem ser submetidos a amplificagdo clonal (por exemplo,
clonado em um hospedeiro adequado de E. coli usando um vetor de
expressao) e submetido a triagem de expressdo. Quando um polipep-
tideo da progénie individual é identificado mediante triagem para exibir
uma alteragao favoravel na propriedade (quando comparado ao poli-
peptideo parental), ele pode ser sequenciado para identificar a substi-
tuicdo de aminoacido correspondentemente favoravel nele contido.
[00370] E apreciado que ao transformar cada e toda posigdo de
aminoacido em um polipeptideo parental usando mutagénese de satu-
ragdo como aqui divulgado, alteragbes de aminoacido favoraveis po-
dem ser identificadas em mais de uma posicdo de aminoacido. Uma
ou mais moléculas da progénie novas podem ser geradas que contém
uma combinagdo de toda ou parte destas substituigdes de aminoacido
favoraveis. Por exemplo, se sio identificadas 2 altera¢gdes de aminoa-
cido favoraveis especificas em cada uma de 3 posi¢des de aminoacido
em um polipeptideo, as permutagdes incluem 3 possibilidades em ca-
da posi¢géo (nenhuma alteragdo do aminoacido original, e cada de du-
as alteragdes favoraveis) e 3 posi¢gdes. Desse modo, ha 3 x 3 x 3 ou
27 possibilidades totais, incluindo 7 que foram previamente examina-
das - 6 mutagdes de ponto simples (isto é, 2 em cada uma das trés
posi¢gbes) e nenhuma alteragdo em qualquer posigao.

[00371] Em ainda outro aspecto, mutagénese de saturagédo de sitio
pode ser usada junto com embaralhamento, quimerizagao, recombina-
¢ao e outros processos de metagénese, junto com triagem. Esta in-
vengdo fornece o uso de qualquer/quaisquer do(s) processos(s) de
metagénese, incluindo mutagénese de saturagdo, de uma maneira ite-

rativa. Em uma exemplificagdo, o0 uso iterativo de qualquer/quaisquer
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do(s) processo(s) de metagénese é usado em combinagdo com tria-
gem.

[00372] Desse modo, em uma exemplificagdo nao-limitativa, os po-
linucleotideos (por exemplo, SEQ ID N°: 1) e polipeptideos (por exem-
plo, SEQ ID N°: 2) da invengao podem ser derivados através de muta-
génese de saturagdo em combinagdo com processos adicionais de
mutagénese, como processo onde dois ou mais polinucleotideos rela-
cionados sao introduzidos em uma célula hospedeira adequada de
modo que um polinucleotideo hibrido € gerado por recombinagao e
reclassificagao redutiva.

[00373] Além de executar mutagénese ao longo da sequéncia intei-
ra de um gene, pode ser usada mutagénese para substituir cada uma
de qualquer numero de bases em uma sequéncia de polinucleotideos,
em que o numero de bases a ser submetido a mutagénese pode ser
todo numero inteiro de 15 a 100.000. Desse modo, em vez de subme-
ter a mutagénese cada posi¢ao ao longo de uma molécula, pode-se
submeter cada ou um numero distinto de bases (pode ser uma totali-
zagao de subconjunto de 15 a 100.000) a mutagénese. Um nucleoti-
deo separado pode ser usado para transformar cada posi¢ao ou grupo
de posig¢des ao longo de uma sequéncia de polinucleotideos. Um gru-
po de 3 posigbes para ser submetido a mutagénese pode ser um co-
don. As mutagbes podem ser introduzidas usando um iniciador muta-
génico, contendo um cassete heterdlogo, também referido como um
cassete mutagénico. Cassetes exemplares podem ter de 1 a 500 ba-
ses. Cada posi¢gao de nucleotideo em tais cassetes heterélogos é N,
A C, G, T, AIC, AIG, AT, C/G, CIT, GIT, C/IGIT, AIG/T, AICIT, AICIG
ou E onde E é qualquer base que nao seja A, C, G ou T (E pode ser
referido como um oligo modelo).

[00374] Em um sentido geral, mutagénese de saturagao € compre-

endida de submissao a metagénese de um conjunto completo de cas-
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setes mutagénicos (em que cada cassete pode ser cerca de 1-500 ba-
ses no comprimento) na sequéncia de polinucleotideos definida a ser
submetida @ mutagénese (em que a sequéncia a ser submetida a mu-
tagénese pode ser de cerca de 15 a 100.000 bases no comprimento).
Desse modo, um grupo de mutagdes (variando de 1 a 100 mutagdes)
é introduzido em cada cassete a ser submetido a mutagénese. Um
agrupamento de mutagdes a ser introduzido em um cassete pode ser
diferente ou 0 mesmo de um segundo agrupamento de mutagdes a ser
introduzido em um segundo cassete durante a aplicagdo de um ciclo
de mutagénese de saturagdo. Tais agrupamentos sdo exemplificados
através de delegao, adigdes, agrupamentos de cédons particulares, e
agrupamentos de cassetes de nucleotideo particulares.

[00375] Sequéncias definidas a serem submetidas a mutagénese
incluem um gene total, via, cDNA, uma estrutura de leitura aberta total
(ORF) e o promotor total, intensificador, repressor/transativador, ori-
gem de replicagdo, intron, operador ou qualquer grupo funcional de
polinucleotideo. Em geral, umas "sequéncias definidas" para este pro-
posito podem ser qualquer polinucleotideos que uma sequéncia de
polinucleotideos de 15 bases, e sequéncias de polinucleotideos de
comprimento entre 15 bases e 15.000 bases (esta invengéo especifi-
camente nomeia cada numero inteiro nos intervalos). Consideragdes
na selegdo dos agrupamentos de cédon incluem tipos de aminoacidos
codificados por um cassete mutagénico degenerado.

[00376] Em um aspecto, um agrupamento de mutagdes que pode
ser introduzido em um cassete mutagénico, esta invengéo especifica-
mente fornece para substituicbes de cdédons degenerados (usando oli-
gos degenerados) que codificam para 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 e 20 aminoacidos em cada posi¢ao, e uma
biblioteca de polipeptideos assim codificada.

[00377] Um aspecto da invengao € um acido nucleico isolado com-
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preendendo SEQ ID N°: 1, sequéncias substancialmente idénticas a
esta, sequéncias complementares a esta ou um fragmento compreen-
dendo pelo menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 150, 200,
300, 400 ou 500 bases sucessivas de uma das sequéncias da SEQ ID
N°: 1. Os acidos nucleicos isolados podem compreender DNA, incluin-
do cDNA, DNA gendmico, e o DNA sintético. O DNA pode ser bifila-
mentado ou unifilamentado, e se unifilamentado pode ser o filamento
de codificagdo ou o filamento de nao-codificagdo (anti-sentido). Alter-
nativamente, os acidos nucleicos isolados podem compreender RNA.
[00378] Como debatido em mais detalhe abaixo, as sequéncias de
acidos nucleicos isoladas da invengéo podem ser usadas preparar pa-
ra o polipeptideo da SEQ ID N° 2, e sequéncias substancialmente
idénticas a esta, ou fragmentos compreendendo pelo menos 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100 ou 150 aminoacidos sucessivos de um
dos polipeptideos da SEQ ID N° 2, e sequéncias substancialmente
idénticas a esta.

[00379] Conseqlientemente, outro aspecto da invengdo € uma se-
quéncia de acidos nucleicos isolada que codifica um dos polipeptideos
da SEQ ID N° 2, sequéncias substancialmente idénticas a esta, ou
fragmentos compreendendo pelo menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
50, 75, 100 ou 150 aminoacidos sucessivos de um dos polipeptideos
da SEQ ID N° 2. As sequéncias de codificagdo destes acidos nuclei-
cos podem ser idénticas a uma das sequéncias de codificagdo da SEQ
ID N°: 1, ou um fragmento desta, ou podem ser sequéncias de codifi-
cacgao diferentes que codificam um dos polipeptideos da SEQ ID N°: 2,
e sequéncias substancialmente idénticas a esta, e fragmentos tendo
pelo menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100 ou 150 aminoaci-
dos sucessivos de um dos polipeptideos da SEQ ID N°: 2 como resul-
tado da redundéncia ou degeneragdo do cédigo genético. O cdodigo

geneético é bem-conhecido aqueles versados na técnica e € obtido, por
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exemplo, na pagina 214 de B. Lewin, Genes VI, Oxford Universidade
Press, 1997.

[00380] A sequéncia de acidos nucleicos isolada que codifica um
dos polipeptideos da SEQ ID N° 2, e sequéncias substancialmente
idénticas a esta, pode incluir, mas nao € limitada a apenas uma se-
quéncia de codificagdo de uma da SEQ ID N°: 1, e sequéncias subs-
tancialmente idénticas a esta, e sequéncias de codificagdo adicionais,
como sequéncias lideres ou sequéncias de proproteina e sequéncias
de nado-codificagdo, como introns ou sequéncias de nao-codificagdo 5'
e/ou 3' da sequéncia de codificagdo. Desse modo, como aqui usado, o
termo "polinucleotideo codificando um polipeptideo” abrange um poli-
nucleotideo que inclui a sequéncia de codificagdo apenas para o poli-
peptideo como também um polinucleotideo que inclui sequéncia de
codificagéo e/ou de ndo-codificagdo adicional(is).

[00381] Alternativamente, as sequéncias de acidos nucleicos da
invengdo podem ser submetidas a mutagénese usando técnicas con-
vencionais, como mutagénese sitio direcionada, ou outras técnicas
familiares aqueles versados na técnica, para introduzir alteragbes si-
lenciosas no polinucleotideo da SEQ ID N°: 1, e sequéncias substanci-
almente idénticas a esta. Como aqui usado, "altera¢gdes silenciosas"
incluem, por exemplo, alteragdes que nao alteram a sequéncia de
aminoacidos codificada pelo polinucleotideo. Tais alteragées podem
ser desejaveis para aumentar o nivel do polipeptideo produzido por
células hospedeiras contendo um vetor que codifica o polipeptideo in-
troduzindo cédon ou pares de cédon que freqliientemente ocorrem no
organismo hospedeiro.

[00382] A invengdo também diz respeito aos polinucleotideos tendo
alteragdes de nucleotideo que resultam em substituigdes, adi¢des, de-
le¢do, fusbes e mutilagbes de aminoacidos, nos polipeptideos da in-

vengao (por exemplo, SEQ ID N°: 2). Podem ser introduzidas tais alte-
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ragbes de nucleotideo usando técnicas como mutagénese sitio-
direcionada, mutagénese quimica aleatéria, delegdo de exonuclease
lll, e outras técnicas de DNA recombinante. Alternativamente, tais alte-
ragbes de nucleotideo podem ser variantes alélicas de ocorréncia na-
tural que sao isoladas para identificar as sequéncias de acidos nuclei-
cos que especificamente hibridam com as sondas compreendendo pe-
lo menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400 ou
500 bases sucessivas de uma das sequéncias da SEQ ID N°: 1, e se-
quéncias substancialmente idénticas a esta, (ou as sequéncias com-
plementares a esta), sob condigdes de severidade alta, moderada ou
baixa como aqui fornecida.

[00383] Os acidos nucleicos isolados da SEQ ID N°: 1, sequéncias
substancialmente idénticas a esta, sequéncias complementares ou um
fragmento compreendendo pelo menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50,
75, 100, 150, 200, 300, 400 ou 500 bases sucessivas de uma das se-
quéncias anteriores, podem ser também usados como sondas para
determinar se uma amostra biolégica, como uma amostra do solo, con-
tém um organismo tendo uma sequéncia de acidos nucleicos da in-
vengdo ou um organismo do qual o acido nucleico foi obtido. Em tais
procedimentos, uma amostra biolégica que abriga o organismo do qual
0 acido nucleico foi potencialmente isolado é obtida e os acidos nuclei-
cos da amostra sédo obtidos. Os acidos nucleicos sdo contatados com
a sonda sob condi¢des que permitem a sonda especificamente hibridar
com qualquer sequéncia complementar que esta nela presente.
[00384] Onde necessario, condigbes que permitem a sonda especi-
ficamente hibridar com sequéncias complementares podem ser deter-
minadas colocando a sonda em contato com sequéncias complemen-
tares de amostras conhecidas para conter a sequéncia complementar
como também sequéncias de controle que nao contém a sequéncia

complementar. Condi¢gdes de hibridagdo, como a concentragéo de sal
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do tampdo de hibrida¢ao, a concentragdo de formamida do tampéo de
hibridagao ou a temperatura de hibridagao, podem ser variadas para
identificar as condigdes que permitem a sonda especificamente hibri-
dar com os acidos nucleicos complementares.

[00385] Se a amostra contiver o organismo do qual o acido nucleico
foi isolado, a hibridagédo especifica da sonda é entdo detectada. Hibri-
dacdo pode ser detectada marcando a sonda com um agente detecta-
vel como um isotopo radioativo, uma tintura fluorescente ou uma en-
Zima capaz de catalisar a formac¢ao de um produto detectavel.

[00386] Muitos metodos para usar as sondas marcadas para detec-
tar a presencga de acidos nucleicos complementares em uma amostra
sao familiares aqueles versados na tecnica. Estes incluem Southern
blots, Northern blots, procedimentos de hibridagac de colénia, € man-
cha de ponto. Os protocolos para cada um destes procedimentos séo

fornecidos em Ausubel et al. Current Protocols in Molecular Biology,

John Wiley 503 Sons, Inc., 1987 e Sambrook et al., Molecular Cloning:

A Laboratory Manual, 2d Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1989,

[00387] Alternativamente, mais de uma sonda {pelo menos uma das

quais € capaz de especificamente hibridar com gqualquer sequéncia
complementar que esta presente na amostra de acido nucleico), pode
ser usada em uma reagdo de amplificagao para determinar se a amos-
tra contém um organismo contendo uma sequéncia de acidos nuclei-
cos da invengao (por exemplo, um organismo do qual o acido nucleico
foi isolado). Tipicamente, as sondas compreendem oligonucleotideos.
Em um aspecto, a reagdo de amplificacdo pode compreender uma re-
agac de PCR. Os protocolos de PCR sao descritos em Ausubel e
Sambrook, supra. Alternativamente, a amplificacado pode compreender
uma reag¢do em cadeia de ligase, 3SR, ou reagao de deslocamento de

filamento. (Ver Barany, F., "The Ligase Chain Reaction in a PCR
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World," PCR Methods and Applications 1:5-16, 1991; E. Fahy et al.,
"Self-sustained Sequence Replication (3SR): An Isothermal Transcrip-
tion-based Amplification System Alternative to PCR," PCR Methods
and Applications 1:25-33, 1991; e Walker G. T. et al., "Strand Dis-
placement Amplification-an Isothermal in vitro DNA Ampilification Tech-
nique,” Nucleic Acid Research 20:1691-1696, 1992). Em tais procedi-
mentos, os acidos nucleicos na amostra sdo contatados com as son-
das, a reagdo de amplificagdo é executada, e qualquer produto de am-
plificacdo resultante é detectado. O produto de amplificagdo pode ser
detectado executando eletroforese em gel nos produtos de reagéo e
manchando o gel com um intercalador como brometo de etidio. Alter-
nativamente, uma ou mais das sondas podem ser marcadas com um
is6topo radioativo e a presenga de um produto de amplificagdo radioa-
tivo pode ser detectada através de auto-radiografia apds eletroforese
em gel.

[00388] Sondas derivadas das sequéncias préoximas as extremida-
des de uma sequéncia como exposto na SEQ ID N°: 1, e sequéncias
substancialmente idénticas a esta, também podem ser usadas em pro-
cedimentos de passeio pelos cromossomos para identificar clones que
contém sequéncias gendmicas localizadas adjacentes as sequéncias
de acidos nucleicos como exposto acima. Tais métodos permitem o
isolamento de genes que codificam proteinas adicionais do organismo
hospedeiro.

[00389] Uma sequéncia de acidos nucleicos isolada conforme ex-
posto na SEQ ID N°: 1, sequéncias substancialmente idénticas a esta,
sequéncias complementares a esta ou um fragmento compreendendo
pelo menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75,100,150, 200, 300, 400
ou 500 bases sucessivas de uma das sequéncias anteriores podem
ser usados como sondas para identificar e isolar os acidos nucleicos

relacionados. Em alguns aspectos, os acidos nucleicos relacionados
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podem ser cDNAs ou os DNAs genémicos de organismos diferentes
do qual o acido nucleico foi isolado. Por exemplo, os outros organis-
mos podem estar relacionados aos organismos. Em tais procedimen-
tos, uma amostra de acido nucleico é contatada com a sonda sob con-
digdes que permitem a sonda especificamente hibridar com as se-
quéncias relacionadas. Hibridagado da sonda com acidos nucleicos do
organismo relacionado é depois detectada usando quaisquer dos mé-
todos acima descritos.

[00390] Em reagdes de hibridagdo de acido nucleico, as condig¢des
usadas para alcangar um nivel particular de severidade variardo, de-
pendendo da natureza dos acidos nucleicos que sao hibridados. Por
exemplo, o comprimento, grau de complementaridade, composigao de
sequéncia de nucleotideos (por exemplo, GC V. teor de AT) e o tipo de
acido nucleico (por exemplo, RNA v. DNA) das regides de hibridagao
dos acidos nucleicos podem ser considerados na sele¢do das condi-
¢Oes de hibridacido. Uma consideragao adicional € se um dos acidos
nucleicos for imobilizado, por exemplo, em um filtro.

[00391] Hibridagdo pode ser realizada sob condi¢gbes de baixa se-
veridade, severidade moderada ou alta severidade. Como um exemplo
de hibridagao de acido nucleico, uma membrana de polimero contendo
acidos nucleicos desnaturados imobilizados € primeiro pré-hidrolisada
durante 30 minutos a 45T em uma solugdo que consiste em 0,9 M
NaCl, 50 mM NaH,POQ,, pH 7,0, 5,0 mM Na,EDTA, 0,5 % de SDS, 10X
do Denhardt e 0,5 mg/ml de acido polirriboadenilico. Aproximadamente
2 x 107 cpm (atividade especifica 4-9 x 108 cpm/ug) de sonda de oli-
gonucleotideo marcada na extremidade com *’P sdo depois adiciona-
das a solugao. Apds 12-16 horas de incubagdo, a membrana ¢ lavada
durante 30 minutos em temperatura ambiente em 1X SET (150 mM
NaCl, 20 mM cloridrato de Tris, pH 7,8, 1 mM Na,EDTA) contendo 0,5

% de SDS, seguido por uma lavagem de 30 minutos em 1X SET fres-
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co a Tm-10TC para a sonda de oligonucleotideo. A me mbrana é depois
exposta a pelicula auto-radiografica para detecgédo de sinais de hibri-
dacgao.

[00392] Variando a severidade das condigbes de hibridagdo usadas
para identificar os acidos nucleicos, como cDNAs ou DNAs genémicos,
que hibridizam com sonda detectavel, acidos nucleicos tendo niveis
diferentes de homologia para a sonda podem ser identificados e isola-
dos. A severidade pode ser variada conduzindo a hibridagdo em tem-
peraturas variadas abaixo das temperaturas de derretimento das son-
das. A temperatura de derretimento, T,,, € a temperatura (sob forga
idnica definida e pH) na qual 50 % da sequéncia alvo cruzam com uma
sonda perfeitamente complementar. Condi¢gdes muito rigorosas séo
selecionadas para ser iguais a ou aproximadamente 5C abaixo da T
para uma sonda particular. A temperatura de derretimento da sonda
pode ser calculada usando as férmulas a seguir: Para sondas entre 14
e 70 nucleotideos no comprimento a temperatura de derretimento (T,)
é calculada usando a férmula: T, = 81,5 + 16,6(log[Na+])+0,41 (fragcéo
G+C) - (600/N), onde N é o comprimento da sonda. Se a hibridagao for
realizada em uma solugdo contendo formamida, a temperatura de der-
retimento pode ser calculada usando a equagdo: T, = 81,5 +
16,6(log[Na+])+0,41 (fragdo G+C) - (0,63 % de formamida) - (600/N),
onde N é o comprimento da sonda. Pré-hibridacio pode ser realizada
em 6X SSC, 5X o reagente de Denhardt, 0,5 % de SDS, 100 xg de
DNA de esperma de salméao fragmentado desnaturado ou 6X SSC, 5X
o reagente de Denhardt, 0,5 % de SDS, 100 «og DNA de esperma de
salmédo fragmentado desnaturado, 50 % de formamida. As férmulas
para SSC e as solugdes de Denhardt podem ser encontradas, por
exemplo, em Sambrook et al., supra.

[00393] A hibridagdo € conduzida adicionando a sonda detectavel

as solugdes de pré-hibridagdo acima listadas. Onde a sonda compre-
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ender DNA bifilamentado, ela é desnaturada antes da adi¢do a solu-
¢ao de hibridagdo. O filtro é contactado com a solugdo de hibridagao
durante um periodo suficiente de tempo para permitir a sonda hibridar
com cDNAs ou DNAs genémicos que contém sequéncias complemen-
tares a esta ou homologas a estas. Para sondas de mais de 200 nu-
cleotideos no comprimento, a hibridagao pode ser realizada a 15-25C
abaixo da Tm. Para sondas mais curtas, como sondas de oligonucleo-
tideo, a hibridagdo pode ser conduzida a 5-10C abaixo da Tm. Tipi-
camente, para hibridagdes em 6X SSC, a hibridagdo é conduzida a
cerca de 68T. Usualmente, para hibridagdes em 50 % de solugdes
contendo formamida, a hibridagdo é conduzida a cerca de 42<T. E
considerado que todas as hibridagbes anteriores estdo sob condigbes
de alta severidade.

[00394] Seguindo a hibridagao, o filtro é lavado para nao-especifica-
mente remover qualquer sonda detectavel ligada. A severidade usada
para lavar os filtros pode também ser variada dependendo da natureza
dos acidos nucleicos sendo hibridados, do comprimento dos acidos
nucleicos sendo hibridados, do grau de complementaridade, da com-
posicdo da sequéncia de nucleotideos (por exemplo, GC V. teor de
AT) e do tipo de acido nucleico (por exemplo, RNA V. DNA). Exemplos
de lavagens de condigdo de severidade progressivamente mais alta
sdo como segue: 2X SSC, 0,1 % de SDS em temperatura ambiente
durante 15 minutos (baixa severidade); 0,1X SSC, 0,5 % de SDS em
temperatura ambiente durante 30 minutos a 1 hora (severidade mode-
rada); 0,1X SSC, 0,5 % de SDS durante 15 a 30 minutos entre a tem-
peratura de hibridagédo e 68T (severidade alta); e 0,15M NaCl durante
15 minutos a 72T (severidade muito alta). Uma lava gem de baixa se-
veridade final pode ser conduzida em 0,1X SSC em temperatura am-
biente. Os exemplos acima sdo meramente ilustrativos de um conjunto

de condigbes que pode ser usado para lavar os filtros. Alguém versado
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na técnica saberia que ha numerosas receitas para lavagens de dife-
rentes severidades. Alguns outros exemplos sao dados abaixo.

[00395] Acidos nucleicos que foram hibridados com a sonda podem
ser identificados por auto-radiografia ou outras técnicas convencionais.
[00396] O procedimento acima pode ser modificado para identificar
acidos nucleicos tendo niveis decrescentes de homologia para a se-
quéncia de sonda. Por exemplo, para obter acidos nucleicos de homo-
logia decrescente para sonda detectavel, condigdes menos rigorosas
podem ser usadas. Por exemplo, a temperatura de hibridacido pode
ser diminuida em incrementos de 5T de 68T a 42T em um tampao
de hibridagdo tendo uma concentragdo de Na+ de cerca de 1 M. Se-
guindo a hibridagéo, o filtro pode ser lavado com 2X SSC, 0,5 % de
SDS na temperatura de hibridagdo. E considerado que estas condi-
¢des sdo "condigbes moderadas” acima de 50T e cond i¢gdes "baixas”
abaixo de 50C. Um exemplo especifico de "condigcdes de hibridagdo
moderadas” é quando a hibridagdo acima é conduzida a 55T. Um
exemplo especifico de condi¢des de hibridagdo de "baixa severidade”
é quando a hibridagao acima é conduzida a 45C.

[00397] Alternativamente, a hibridagdo pode ser realizada em tam-
pdes, como 6X SSC, contendo em uma temperatura de formamida de
42<C. Neste caso, a concentragdo de formamida no ta mpao de hibri-
dagado pode ser reduzida em 5 % incrementos de 50 % a 0 % para
identificar clones tendo niveis decrescentes de homologia para a son-
da. Seguindo a hibridagéo, o filtro pode ser lavado com 6X SSC, 0,5 %
de SDS a 50C. E considerado que estas condicdes sdo condigdes
"moderadas” acima de 25 % de formamida e condi¢des "baixas" abai-
xo de 25 % de formamida. Um exemplo especifico de condi¢gdes de
hibridagdo "moderadas” é quando a hibridagdo acima é conduzida a
30% de formamida. Um exemplo especifico de condi¢gdes de hibrida-

¢ao de "baixa severidade" é quando a hibridagdo acima é conduzida a
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10 % de formamida.

[00398] Por exemplo, os métodos precedentes podem ser usados
para isolar acidos nucleicos tendo uma sequéncia com pelo menos
cerca de 99 %, pelo menos 98 %, pelo menos 97 %, pelo menos 95 %,
pelo menos 90 %, ou pelo menos 80 % de homologia a uma sequéncia
de acidos nucleicos como exposto na SEQ ID N°: 1, sequéncias subs-
tancialmente idénticas a esta, ou fragmentos compreendendo pelo
menos cerca de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300,
400, ou 500 bases sucessivas desta, e as sequéncias complementares
a quaisquer das sequéncias anteriores. Homologia pode ser medida
usando um algoritmo de alinhamento. Por exemplo, os polinucleoti-
deos homdlogos podem ter uma sequéncia de codificagdo que é uma
variante alélica de ocorréncia natural de uma das sequéncias de codi-
ficagdo aqui descritas. Tais variantes alélicas podem ter uma substitui-
¢ao, delegcado ou adi¢ido de um ou mais nucleotideos quando compara-
das a uma sequéncia de acidos nucleicos como exposto na SEQ ID
N°: 1, ou sequéncias complementares a esta.

[00399] Adicionalmente, os procedimentos acima podem ser usa-
dos para isolar acidos nucleicos codificando polipeptideos tendo pelo
menos cerca de 99 %, pelo menos 95 %, pelo menos 90 %, pelo me-
nos 85 %, pelo menos 80 % ou pelo menos 70 % de homologia a um
polipeptideo tendo uma sequéncia como exposto na SEQ ID N°: 2, se-
quéncias substancialmente idénticas a esta, ou fragmentos compreen-
dendo pelo menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, ou 150
aminoacidos sucessivos desta como determinado usando um algorit-
mo de alinhamento de sequéncia (por exemplo, como o algoritmo de
FASTA versao 3.0t78 com os parametros predefinidos).

[00400] Outro aspecto da invengdo é um polipeptideo isolado ou
purificado compreendendo uma sequéncia como exposto na SEQ ID

N°: 1, sequéncias substancialmente idénticas a esta, ou fragmentos
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compreendendo pelo menos cerca de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50,
75, 100, ou 150 aminoacidos sucessivos desta. Como debatido acima,
tais polipeptideos podem ser obtidos inserindo um acido nucleico codi-
ficando o polipeptideo em um vetor de modo que a sequéncia de codi-
ficagdo é operavelmente ligada a uma sequéncia capaz de dirigir a ex-
pressdo do polipeptideo codificada em uma célula hospedeira ade-
quada. Por exemplo, o vetor de expressao pode compreender um
promotor, um sitio de ligagdo de ribossomo para iniciagdo de tradugao
e um terminador de transcrigdo. O vetor também pode incluir sequén-
cias apropriadas para amplificar a expressao.

[00401] Promotores adequado para expressar o polipeptideo ou
fragmento deste em bactérias incluem os promotores de lac ou trp de
E. coli, o promotor de lacl, o promotor de lacZ, o promotor de T3, o
promotor de T7, o promotor de gpt, o promotor de lambda PR, o pro-
motor de lambda PL, os promotores de operons que codificam enzi-
mas glicoliticas como 3-fosfoglicerato cinase (PGK) e o promotor de
acido fosfatase. Os promotores fungicos incluem um promotor de fator
o. Promotores eucariéticos incluem o promotor de CMV precoce ime-
diato, o promotor de timidina cinase de HSV, promotores de choque
térmico, o promotor de SV40 precoce e recente, LTRs de retrovirus e o
promotor de metalotioneina | de camundongo. Outros promotores co-
nhecidos para controlar a expressdo dos genes em células procarioti-
cas ou eucariéticas, ou seus virus, também podem ser usadas.

[00402] Vetores de expressdo mamiferos também podem compre-
ender uma origem de replicagao, quaisquer sitios de ligagao ao ribos-
somo necessarios, um sitio de poliadenilagao, sitios doadores e acep-
tores de jungao, sequéncias de terminagio transcricional e sequéncias
nao-transcritas de flanqueamento 5'. Em alguns aspectos, as sequén-
cias de DNA derivadas dos sitios de jungdo de SV40 e de poliadenila-

¢do podem ser usados para fornecer os elementos genéticos nao-
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transcritos requeridos.

[00403] Vetores para expressar o polipeptideo ou fragmento deste
em células eucaridticas podem conter também intensificadores para
aumentar os niveis de expressdo. Intensificadores sdo elementos de
acao cis de DNA, usualmente de cerca de 10 a cerca de 300 bp no
comprimento que agem em um promotor para aumentar sua transcri-
¢ado. Exemplos incluem o intensificador de SV40 no lado tardio da ori-
gem de replicagéo bp 100 a 270, o intensificador de promotor citome-
galovirus precoce, o intensificador de polioma no lado tardio da origem
de replicagdo, e os intensificadores de adenovirus.

[00404] Além disso, os vetores de expressido contém um ou mais
genes marcadores selecionaveis tipicamente para permitir selegao de
células hospedeiras contendo o vetor. Tais marcadores selecionaveis
incluem genes que codificam diidrofolato reductase ou genes que con-
ferem resisténcia a neomicina por cultura de células eucaritticas, ge-
nes que conferem resisténcia a tetraciclina ou ampicilina em E. coli, e
o gene de TRP1 de S. cerevisiae.

[00405] Apds as bibliotecas de expressao serem geradas, a etapa
adicional de "usar biopanning" tais bibliotecas antes de triar célula or-
denada pode estar incluida. O procedimento de "usar biopanning" refe-
re-se a um processo para identificar clones tendo uma atividade biol6-
gica especificada triando para homologia de sequéncia em uma biblio-
teca de clones preparada por (i) seletivamente isolar o DNA alvo, de
DNA derivado de pelo menos um microorganismo, através do uso de
pelo menos uma sonda de DNA compreendendo pelo menos uma por-
¢do de uma sequéncia de DNA codificando uma biologia tendo ativi-
dade biolégica especificada; e (ii) opcionalmente transformar um hos-
pedeiro com o DNA alvo isolado para produzir uma biblioteca de clo-
nes que sao triados para a atividade biolégica especificada.

[00406] O DNA da sonda usado para seletivamente isolar o DNA
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alvo de interesse do DNA derivado de pelo menos um microorganismo
pode ser uma sequéncia de regido de codificagdo de uma sequéncia
de regido de codificagdo de corpo total ou parcial de DNA para uma
enzima de atividade conhecida. A biblioteca de DNA original pode ser
sondada usando misturas de sondas compreendendo pelo menos uma
por¢do da sequéncia de DNA codificando uma enzima tendo a ativida-
de de enzima especificada. Estas sondas ou bibliotecas de sonda po-
dem ser unifilamentadas e o DNA microbiano que é sondado pode ser
convertido em forma unifilamentada. As sondas que sdo adequadas
sdo aquelas derivadas de enzimas de codificagdo de DNA tendo uma
atividade similar ou idéntica a atividade de enzima especificada que
sera triada.

[00407] O DNA da sonda pode ser pelo menos cerca de 10 bases
ou pelo menos 15 bases. Em um aspecto, a regido de codificagao in-
teira pode ser empregada como uma sonda. Condigbes para a hibrida-
¢ao em que DNA alvo é seletivamente isolado pelo uso de pelo menos
uma sonda de DNA serdo designadas para fornecer uma severidade
de hibridacédo de pelo menos cerca de 50 % de identidade de sequén-
cia, mais particularmente uma severidade que fornece para uma iden-
tidade de sequéncia de pelo menos cerca de 70 %.

[00408] Em reagdes de hibridagdo de acido nucleico, as condigdes
usadas para alcangar um nivel particular de severidade variardo, de-
pendendo da natureza dos acidos nucleicos sendo hibridados. Por
exemplo, o comprimento, grau de complementaridade, composigao de
sequéncia de nucleotideos (por exemplo, GC V. teor de A) e o tipo de
acido nucleico (por exemplo, RNA V. DNA) das regides de hibridagéo
dos acidos nucleicos podem ser considerados na sele¢do das condi-
¢Oes de hibridacido. Uma consideragao adicional € se um dos acidos
nucleicos for imobilizado, por exemplo, em um filtro.

[00409] Um exemplo de condigdes de severidade progressivamente
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mais altas é como segue: 2X SSC/0,1 % de SDS a cerca de tempera-
tura ambiente (condigbes de hibridagdo); 0,2X SSC/0,1 % de SDS a
cerca de temperatura ambiente (baixas condigbes de severidade);
0,2X SSC/0,1 % de SDS a cerca de 42T (condigdes de severidade
moderada); e 0,1X SSC a cerca de 68T (condigbes de severidade
alta). Lavagem pode ser realizada usando apenas uma destas condi-
¢Oes, por exemplo, condigdes de severidade alta, ou cada uma das
condi¢gbes pode ser usada, por exemplo, durante 10-15 minutos cada,
na ordem listada acima, repetindo uma ou outra ou todas das etapas
listadas. Porém, como acima mencionado, condi¢gdes ideais variarao,
dependendo da reagao de hibridagao particular envolvida, e podem ser
determinadas empiricamente.

[00410] Técnicas de hibridagdo para sondar uma biblioteca de DNA
microbiano para isolar DNA alvo de interesse potencial sdo bem-
conhecidas na técnica e quaisquer daquelas que siao descritas na lite-
ratura sdo adequadas para uso aqui, particularmente aquelas que
usam um DNA de sonda ligado de fase solida, direta ou indiretamente
ligado, para facilitar a separagdo do resto do DNA derivado dos micro-
organismos.

[00411] A DNA da sonda pode ser "marcado” com um membro de
um par de ligagdo especifico (isto € um ligando) e o outro membro do
par é ligado a uma matriz sélida para fornecer facilidade de separagéo
do alvo de sua fonte. O ligando e membro de ligagéo especifico podem
ser selecionados, em qualquer orientagdo, dos seguintes: (1) um anti-
geno ou hapteno e um anticorpo ou fragmento de ligagéo especifico
deste; (2) biotina ou iminobiotina e avidina ou estreptavidina; (3) um
agucar e uma lectina especifica para este; (4) uma enzima e um inibi-
dor para esta; (5) uma apoenzima e co-fator; (6) oligonucleotideos
homopoliméricos complementares; e (7) um horménio e um receptor

para este. A fase sélida pode ser selecionada de: (1) uma superficie
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vitrea ou polimérica; (2) uma coluna acumulada de contas poliméricas;
e (3) particulas magnéticas ou paramagnéticas.

[00412] Também, é opcional mas desejavel executar uma amplifi-
cacdo do DNA alvo que foi isolado. Neste aspecto o DNA alvo foi se-
parado do DNA da sonda apés isolamento. Ele é depois amplificado
antes de ser usado para transformar os hospedeiros. O DNA bifilamen-
tado selecionado para incluir como pelo menos uma porgao deste uma
sequéncia de DNA predeterminada podendo ser unifilamentado, sub-
metido a amplificagdo e re-tratado a calor para fornecer numeros am-
plificados de DNA bifilamentado selecionado. Numerosas metodologi-
as de amplificagdo sdo bem-conhecidas agora na técnica.

[00413] O DNA selecionado é depois usado para preparar uma bi-
blioteca para triar transformando um organismo adequado. Hospedei-
ros, por exemplo, aqueles especificamente aqui identificados, sao
transformados por introdugédo artificial dos vetores contendo o DNA
alvo através de inoculagdo sob condi¢gdes conducentes para tal trans-
formagéo. As bibliotecas resultantes de clones transformados sdo de-
pois triadas por clones que apresentam atividade para a enzima de
interesse.

[00414] Tendo preparado uma multiplicidade de clones de DNA se-
letivamente isolado de um organismo, tais clones sao triados por uma
atividade de enzima especifica e para identificar os clones tendo as
caracteristicas de enzima especificada.

[00415] A triagem por atividade de enzima pode ser realizada em
clones de expressao individuais ou pode ser realizada inicialmente em
um embaralhamento de clones de expressao para averiguar se ou hao
o0 embaralhamento tem uma ou mais atividades de enzima especifica-
da. Se a mistura tiver uma atividade de enzima especificada, entdo os
clones individuais podem ser retriados utilizando uma maquina de

FACS para tal atividade de enzima ou para uma atividade mais especi-
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fica. Alternativamente, técnicas de encapsulagdo como microgoticulas
em gel podem ser empregadas para localizar clones multiplos em uma
localizagdo a ser triada em uma maquina de FACS para clones de ex-
pressdo positiva dentro do grupo de clones, que pode ser depois frag-
mentado em clones individuais sendo triados novamente em uma ma-
quina de FACS para identificar clones individuais positivos. Por exem-
plo, desse modo se uma mistura de clone tiver atividade de hidrolase,
entdo os clones individuais podem ser restabelecidos e triados utili-
zando uma maquina de FACS para determinar quais de tais clones
tem atividade de hidrolase. Como aqui usado, "biblioteca de inser¢ao
pequena” significa uma biblioteca de genes contendo clones com in-
sergbes de acido nucleico de tamanho pequeno aleatdrios de até
aproximadamente 5000 pares de bases. Como aqui usado, "biblioteca
de inser¢gdo grande" significa uma biblioteca de genes contendo clones
com insergbes de acido nucleico de tamanho grande aleatérios de cer-
ca de 5000 até varios cem mil pares de bases ou mais.

[00416] Como descrito com respeito a um dos aspectos acima, a
invengao fornece um processo para triagem de atividade de enzima de
clones contendo o DNA selecionado derivado de um microorganismo
cujo processo inclui: triar uma biblioteca por atividade de enzima espe-
cificada, a dita biblioteca incluindo uma pluralidade de clones, ditos
clones tendo sido preparados restabelecendo o DNA gendémico de um
DNA selecionado do microorganismo, cujo DNA é selecionado por hi-
bridagdo para pelo menos uma sequéncia de DNA que é toda ou uma
por¢do de uma sequéncia de DNA codificando uma enzima tendo a
atividade especificada; e transformar um hospedeiro com o DNA sele-
cionado para produzir clones que sao triados pela atividade de enzima
especificada.

[00417] Em um aspecto, uma biblioteca de DNA derivada de um

microorganismo € submetida a um procedimento de selegao para se-
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lecionar DNA deste que hibrida com uma ou mais sequéncias de DNA
de sonda que sio todas ou uma porgido de uma sequéncia de DNA
codificando uma enzima tendo a atividade de enzima especificada: (a)
rendendo a populagdo de DNA gendmico biflamentada em uma popu-
lagdo de DNA unifilamentada; (b) contatar a populagido de DNA unifi-
lamentada de (a) com a sonda de DNA ligada a um ligando sob condi-
¢Oes permissivas de hibridagcdo para produzir um complexo bifilamen-
tado de sonda e membros da populagido de DNA gendmico que hibri-
dam com este; (c) contatar o complexo biflamentado de (b) com um
membro de ligagédo de fase sélida especifico para o dito ligando para
produzir um complexo de fase sélida; (d) separar o complexo de fase
sélida da populagédo de DNA unifilamentada de (b); (e) liberar da sonda
os membros da populagéo gendémica que foram ligados a sonda ligada
de fase sélida; (f) formar o DNA bifilamentado dos membros da popu-
lagdo gendmica de (e); (g) introduzir o DNA bifilamentado de (f) em um
hospedeiro adequado para formar uma biblioteca contendo uma plura-
lidade de clones que contém o DNA selecionado; e (h) triar a biblioteca
para a atividade de enzima especificada.

[00418] Em outro aspecto, o processo inclui uma pré-seleg¢ao para
restabelecer o DNA incluindo sequéncias sinais ou de secreg¢ao. Desta
maneira € possivel selecionar da populagao de DNA gendmica por hi-
bridagdo como anteriormente descrito apenas DNA incluindo uma se-
quéncia sinal ou de secreg¢do. Os paragrafos a seguir descrevem o
protocolo para este aspecto da invencgéo, a natureza e fungido de se-
quéncias sinais de secregido em geral e uma aplicagao exemplar es-
pecifica de tais sequéncias para um ensaio ou processo de sele¢ao.
[00419] Um aspecto deste aspecto também compreende, apos (a)
mas antes de (b) acima, as etapas de: (ai) contatar a populagdo de
DNA unifilamentada de (a) com uma sonda de oligonucleotideo ligada

ao ligando que é complementar a uma sequéncia sinal de secregao
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Unica para uma classe dada de proteinas sob condigbes permissivas
de hibridagédo para formar um complexo bifilamentado; (aii) contatar o
complexo biflamentado de (ai) com um membro de ligagéo especifico
de fase solida para dito ligando para produzir um complexo de fase
sélida; (aiii) separar o complexo de fase sélida da populagdo de DNA
unifilamentada de (a); (aiv) liberar os membros da populagdo gendémi-
ca que foram ligados a dita sonda ligada de fase sélida; e (av) separar
a sonda ligada de fase solida dos membros da populagdo genémica
que foram a ela ligados.

[00420] O DNA que foi selecionado e isolado para incluir uma se-
quéncia sinal € depois submetido ao procedimento de seleg¢ao anteri-
ormente descrito para selecionar e isolar DNA que liga a uma ou mais
sequéncias de DNA de sonda derivadas de DNA codificando uma(s)
enzima(s) tendo a atividade de enzima especificada. Este e outros
procedimentos que podem ser usados para praticar a invengao sao
descritos, por exemplo, na Patente U.S. No. 6.368.798 e 6.054.267.
[00421] Usos de biopannings in vivo podem ser executados utili-
zando umas maquinas com base em FACS e nao-6pticas (por exem-
plo, magnéticas). As bibliotecas de genes complexas sdo construidas
com vetores contendo elementos que estabilizam o RNA transcrito.
Por exemplo, a inclusdo de sequéncias que resultam em estruturas
secundarias como grampos que sdo designados para flanquear as re-
gides transcritas do RNA serviria para intensificar sua estabilidade,
desse modo aumentando sua meia vida dentro da célula. As molécu-
las de sonda usadas no processo de uso de biopanning consistem em
oligonucleotideos marcados com moléculas reporteres que apenas
fluorescem ao ligar a sonda a uma molécula alvo. Estas sondas séo
introduzidas nas células recombinantes da biblioteca usando um de
varios métodos de transformag¢do. As moléculas de sonda ligam ao

mRNA alvo transcrito que resulta em moléculas heteroduplex de
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DNA/RNA. A ligagdo da sonda a um alvo rendera um sinal fluorescen-
te que é detectado e classificado pela maquina de FACS durante o
processo de triagem.

[00422] Em alguns aspectos, o acido nucleico codificando um dos
polipeptideos da SEQ ID N°: 2, sequéncias substancialmente idénticas
a esta, ou fragmentos compreendendo pelo menos cerca de 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, ou 150 aminoacidos sucessivos desta é
montado em fase apropriada com uma sequéncia lider capaz de dire-
cionar a secregao do polipeptideo transferido ou fragmento deste. Op-
cionalmente, o acido nucleico codifica um polipeptideo de fusdo em
que um dos polipeptideos da SEQ ID N° 2, sequéncias substancial-
mente idénticas a esta, ou fragmentos compreendendo pelo menos 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, ou 150 aminoacidos sucessivos
desta, é fundido em peptideos ou polipeptideos heterélogos, como
peptideos N-terminais de identificagdo que dao caracteristicas deseja-
das, como estabilidade aumentada ou purificagdo simplificada.

[00423] A sequéncia de DNA apropriada pode ser inserida no vetor
por uma variedade de procedimentos. Em geral, a sequéncia de DNA
é ligada a posigao desejada no vetor seguindo digestdo da insergao e
o vetor com endonucleases de restrigdo apropriadas. Alternativamen-
te, extremidades cegas tanto na insergdo quanto no vetor podem ser
ligadas. E divulgada uma variedade de técnicas de clonagem em Au-
subel et al. CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY,
John Wiley 503 Sons, Inc., 1997 e Sambrook et al. Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1989. Tais procedimentos e outros s&o julgados estar dentro do esco-
po daqueles versados na técnica.

[00424] Por exemplo, o vetor pode ser na forma de um plasmideo,
uma particula virética ou um fago. Outros vetores incluem sequéncias

de DNA cromossOmicas, nao-cromossdmicas e sintéticas derivadas de
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SV40; plasmideos bacterianos, DNA de fago, baculovirus, plasmideos
de levedura, vetores derivados de combinagdes de plasmideo e DNA
de fago, DNA virético como vacinia, adenovirus, virus do epitelioma
contagioso ("fowl pox virus") e pseudo-raiva. Uma variedade de veto-
res de clonagem e de expressao para uso com hospedeiros procarioti-
cos e eucaridticos sao descritos por Sambrook, et al., Molecular Clo-
ning: A Laboratory Manual, Segunda Edigao, Cold Spring Harbor, N. I,
(1989).

[00425] Vetores bacterianos particulares que podem ser usados in-
cluem os plasmideos comercialmente disponiveis compreendendo
elementos genéticos do vetor de clonagem pBR322 bem-conhecido
(ATCC 37017), pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sué-
cia)), GEM1 (Promega Biotec, Madison, WI, USA) pQE70, pQEG60,
pQE-9 (Qiagen), pD10, psiX174 pBluescript Il KS, pNH8A, pNH16a,
pNH18A, pNH46A (Stratagene), ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3,
pDR540, pRIT5 (Pharmacia), pKK232-8 e pCM7. Vetores eucariéticos
particulares incluem pSV2CAT, pOG44, pXTIl, pSG (Stratagene)
pSVK3, pBPV, pMSG, e pSVL (Pharmacia). Porém, qualquer outro ve-
tor pode ser usado contanto que seja replicavel e viavel na célula hos-
pedeira.

[00426] A célula hospedeira pode ser quaisquer das células hospe-
deiras familiares aqueles versados na técnica, incluindo células proca-
ridticas, células eucaritticas, células mamiferas, células de inseto, ou
células vegetais. Como exemplos representativos de hospedeiros
apropriados, podem ser mencionados: células bacterianas, como E.
coli, Streptomyces, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium e varias
espécies dentro dos géneros Pseudomonas, Streptomyces e Sta-
phylococcus, células fungicas, como levedura, células de inseto como
Drosophila S2 e Spodoptera Sf9, células animais como CHO, COS ou

melanoma de Bowes, e adenovirus. A selegdo de um hospedeiro
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apropriado esta dentro das habilidades daqueles versados na técnica.
[00427] O vetor pode ser introduzido nas células hospedeiras usan-
do qualquer de uma variedade de técnicas, incluindo transformagao,
transfecgéo, transdugao, infecgao virotica, disparos de genes ou tradu-
¢éo de gene mediada por Ti. Métodos particulares incluem transfecgao
de fosfato de calcio, transfec¢gdo mediada por DEAE-Dextrana, lipofec-
¢ao ou eletroporagao (Davis, L., Dibner, M., Battey, I., Basic Methods
in Molecular Biology, (1986)).

[00428] Onde apropriado, as células hospedeiras criadas podem
ser cultivadas em meios nutrientes convencionais modificados como
apropriado para ativar os promotores, selecionar transformantes ou
amplificar os genes da invengdo. Seguindo a transformag¢do de uma
cepa hospedeira adequada e desenvolvimento da cepa hospedeira
para uma densidade de célula apropriada, o promotor selecionado po-
de ser induzido através de meios apropriados (por exemplo, alteragéo
de temperatura ou indugdo quimica) e as células podem ser cultivadas
durante um periodo adicional para lhes permitir produzir o polipeptideo
desejado ou fragmento deste.

[00429] As células sao tipicamente colhidas por centrifugagao, rom-
pidas por meios fisicos ou quimicos e o extrato bruto resultante é reti-
do para purificagdo adicional. As células microbianas empregadas pa-
ra expressao das proteinas podem ser rompidas por qualquer método
conveniente, incluindo ciclo de congelamento-desconglemento, soni-
cagao, rompimento mecanico ou uso de agentes de lise celular. Tais
métodos sdo bem-conhecidos aqueles versados na técnica. O polipep-
tideo expresso ou fragmento deste pode restabelecer e ser purificado
de culturas de células recombinantes através de métodos incluindo
precipitagdo de sulfato de amdnio ou etanol, extragao de acido, croma-
tografia de permuta de anion ou de cation, cromatografia de fosfocelu-

lose, cromatografia de interagéo hidrofébica, cromatografia de afinida-
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de, cromatografia de hidroxilapatita e cromatografia de lectina. Etapas
de redobragem de proteina podem ser usadas, quando necessario, no
complemento da configuragédo do polipeptideo. Se desejado, cromato-
grafia liquida de alto desempenho (HPLC) pode ser empregada para
etapas de purificagéo final.

[00430] Também podem ser empregados varios sistemas de cultura
de célula mamiferas para expressar a proteina recombinante. Exem-
plos de sistemas de expressdo mamiferos incluem as linhagens de
COS-7 de fibroblastos de rim de macaco (descritas por Gluzman, Cell,
23:175, 1981), e outras linhagem de células capazes de expressar pro-
teinas de um vetor compativel, como as linhagens de células de C127,
3T3, CHO, HelLa e BHK.

[00431] Os constructos podem ser usados em células hospedeiras
de uma maneira convencional para produzir o produto de gene codifi-
cado pela sequéncia recombinante. Dependendo do hospedeiro em-
pregado em um procedimento de produgao recombinante, os polipep-
tideos produzidos por células hospedeiras que contém o vetor podem
ser glicosiladas ou n&o-glicosiladas. Polipeptideos da invengéo podem
ou n&o incluir um residuo de aminoacido de metionina inicial também.
Detalhes adicionais relativas a expressao recombinante de proteinas
estdo disponiveis aqueles versados na técnica. Por exemplo, Protein
Expression: A Practical Approach (Practical Approach Series por S. J.
Higgins (Editor), B. D. Hames (Editor) (julho de 1999) Oxford University
Press; ISBN: 0199636249) fornece ampla orientagdo para o aqueles
versados na técnica para a expressao de proteinas em uma ampla va-
riedade de organismos.

[00432] Alternativamente, os polipeptideos da SEQ ID N° 2, se-
quéncias substancialmente idénticas a esta, ou fragmentos compreen-
dendo pelo menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, ou 150

aminoacidos sucessivos desta, podem ser produzidos sinteticamente
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através de sintetizadores de peptideo convencionais. Em outros as-
pectos, fragmentos ou porgdes dos polipeptideos podem ser empre-
gados para produzir o polipeptideo de corpo total correspondente atra-
vés de sintese de peptideo; portanto, os fragmentos podem ser em-
pregados como intermediarios para produzir os polipeptideos de corpo
total.

[00433] Como conhecido por aqueles versados na técnica, as se-
quéncias de acidos nucleicos da invengdo podem ser otimizadas para
expressdao em uma variedade de organismos. Em um aspecto, se-
quéncias da invengao sao otimizadas para uso de cédon em um orga-
nismo de interesse, por exemplo, um fungo como S. cerevisiae ou uma
bactéria como E. coli. A otimizagdo das sequéncias de acidos nuclei-
cos para o propdsito de uso de cédon é bem entendida na técnica para
referir a selegdo de um cdédon particular favorecido por um organismo
para codificar um aminoacido particular. Tabelas de uso de cédons
otimizados s&o conhecidas por muitos organismos. Por exemplo, ver
Transfer RNA in Protein Synthesis por Dolph L. Hatfield, Byeong J.
Lee, Robert M., Pirtle (Editor) (julho de 1992) CRC Press; ISBN:
0849356989. Desse modo, a invengao também inclui acidos nucleicos
da invengao adaptados para o uso de codons de um organismo.
[00434] Expressio otimizada das sequéncias de acidos nucleicos
da invengdo também refere-se & mutagénese direcionada ou aleatéria
de um acido nucleico para realizar expressao aumentada da proteina
codificada. A mutagénese dos acidos nucleicos da invengéo pode dire-
ta ou indiretamente fornecer um rendimento aumentado de proteina
expressada. Por via de exemplo nao-limitativo, técnicas de mutagéne-
se aqui descritas podem ser utilizadas para realizar mutagao das regi-
ao ndo-transladadas 5', regido nao-transladada 3' ou regido de codifi-
cagao de um acido nucleico, a mutagao desta pode resultar em estabi-

lidade aumentada para o nivel de RNA ou de proteina, assim resultan-
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do em um rendimento aumentado de proteina.

[00435] Sistemas de traducgdo livre de células podem ser também
empregados para produzir um dos polipeptideos da SEQ ID N°: 2, se-
quéncias substancialmente idénticas a esta, ou fragmentos compreen-
dendo pelo menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, ou 150
aminoacidos sucessivos desta, usando mRNAs transcritos de um
constructo de DNA compreendendo um promotor operavelmente liga-
do a um acido nucleico codificando o polipeptideo ou fragmento deste.
Em alguns aspectos, o constructo de DNA pode ser linearizado antes
de conduzir uma reagao de transcri¢do in vitro. O mRNA transcrito é
depois incubado com um extrato de tradugéo livre de célula apropria-
do, como um extrato de reticulécito de coelho, para produzir o polipep-
tideo desejado ou fragmento deste.

[00436] A invengao também diz respeito as variantes dos polipepti-
deos da SEQ ID N°: 2, sequéncias substancialmente idénticas a esta,
ou fragmentos compreendendo pelo menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 50, 75, 100, e 150 aminoéacidos sucessivos desta. O termo "varian-
te" inclui derivados ou analogos destes polipeptideos. Em particular, as
variantes podem diferir em sequéncia de aminoacidos dos polipepti-
deos da SEQ ID N° 2, e sequéncias substancialmente idénticas a es-
ta, por uma ou mais substituigdes, adi¢des, delegao, fusbes e multila-
¢Oes que podem estar presente em qualquer combinagao.

[00437] As variantes podem ser de ocorréncia natural ou criadas in
vitro. Em particular, tais variantes podem ser criadas usando técnicas
de engenharia genética como mutagénese locodirecionada, mutagé-
nese quimica aleatoria, procedimentos de delegdo de Exonuclease il
e técnicas de clonagem padrdo. Alternativamente, tais variantes, frag-
mentos, analogos, ou derivados podem ser criados usando procedi-
mentos de sintese ou modificagao quimica.

[00438] Outros métodos de criar variantes também estdo familiares
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aqueles versados na técnica. Estes incluem procedimentos em que as
sequéncias de acidos nucleicos obtidas de isolado natural sdo modifi-
cadas para gerar acidos nucleicos codificando polipeptideos tendo ca-
racteristicas que intensificam seu valor em aplicagdes industriais ou de
laboratério. Em tais procedimentos, um numero grande de sequéncias
variantes, tendo uma ou mais diferengas de nucleotideos com respeito
a sequéncia obtida do isolado natural, é gerado e caracterizado. Tipi-
camente, estas diferengas de nucleotideos resultam na alteragdo do
aminoacido com respeito aos polipeptideos codificados pelos acidos
nucleicos do isolado natural.

[00439] Por exemplo, variantes podem ser criadas usando PCR
propensa a erro. Em PCR propensa a erro, a PCR é executada sob
condigdes onde a fidelidade de transcricdo da polimerase de DNA é
baixa, de modo que uma taxa alta de muta¢des de ponto € obtida ao
longo do comprimento inteiro do produto de PCR. PCR propensa a er-
ro é descrita em Leung, D. W, et al., Tecnhique, 1:11-15, 1989 e Cal-
dwell, R. C. e Joyce G. F., Methods Applic., 2:28-33, 1992. Brevemen-
te, em tais procedimentos, os acidos nucleicos a serem submetidos a
mutagénese, sdo embaralhados com iniciadores de PCR, tampéao de
reagéo, MgCl2, MnCI2, Taq polimerase e uma concentragéo apropria-
da de dNTPs para alcangar uma taxa alta de mutagdo de ponto ao
longo do comprimento inteiro do produto de PCR. Por exemplo, a rea-
¢ao pode ser executada usando 20 fmoles de acido nucleico a serem
submetidos a mutagénese, 30 pmol de cada iniciador de PCR, um
tampao de reagdo compreendendo 50 mM KCI, 10 mM Tris HCI (pH
8,3) e 0,01% de gelatina, 7mM MgCl,, 0,5 mM MnCI2, 5 unidades de
Taq polimerase, 0,2 mM dGTP, 0,2 nM dATP 1 mM dCTP, e 1 mM
dTTP. PCR pode ser executada em 30 ciclos de 94C d urante 1 min,
45T a 1 min e 72T durante 1 min. Porém, sera apre ciado que estes

parametros podem ser variados quando apropriado. Os acidos nuclei-
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cos submetidos a mutagénese sao clonados em um vetor apropriado e
as atividades dos polipeptideos codificados pelos acidos nucleicos
submetidos a mutagénese é avaliada.

[00440] Variantes podem também ser criadas usando mutagénese
direcionada por oligonucleotideo para gerar mutagdes sitio-especificas
em qualquer DNA clonado de interesse. Mutagénese de oligonucleoti-
deo é descrita em Reidhaar-Olson, J. F. e Sauer, R. T., et al., Scicen-
ce, 241:53-57, 1988. Brevemente, em tais procedimentos uma plurali-
dade de oligonucleotideos bifilamentados carregando uma ou mais
mutagdes, a serem introduzidas no DNA clonado, ¢ sintetizada e inse-
rida no DNA clonado a ser submetido a mutagénese. Os clones con-
tendo o DNA submetidos a mutagénese sao restabelecidos e as ativi-
dades dos polipeptideos que eles codificam sdo avaliadas.

[00441] Outro método para gerar variantes € PCR de montagem.
PCR de montagem envolve a montagem de um produto de PCR de
uma mistura de fragmentos de DNA pequenos. Um numero grande de
reagdes de PCR diferente ocorre em paralelo no mesmo frasco, com
os produtos de um iniciador de reag¢ao dos produtos de outra reagao.
PCR de montagem é descrita no Pedido de Patente U.S. Pendente
Serie No. 08/677.112 depositado em 9 de julho de 1996, intitulado,
"Método de Embaralhamento de DNA com Polinucleotideos produzi-
dos por Bloqueio ou Interrupgdo de um Processo de Sintese ou Ampli-
ficagdo."

[00442] Ainda outro método de gerar variantes € mutagénese de
PCR sexual. Em mutagénese de PCR sexual, recombinagdo homéloga
forcada ocorre entre moléculas de DNA de diferentes sequéncias de
DNA mas altamente relacionadas in vitro, como resultado de fragmen-
tacdo aleatéria da molécula de DNA com base na homologia da se-
quéncia, seguido por fixagdo da passagem através da extensdo do ini-

ciador em uma reagéo de PCR. Mutagénese de PCR sexual é descrita
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em Stemmer, W. P., PNAS, USA, 91:10747-10751, 1994. Brevemente,
em tais procedimentos uma pluralidade de acidos nucleicos a serem
recombinados com DNase ¢ digerida para gerar fragmentos tendo um
tamanho médio de 50-200 nucleotideos. Os fragmentos do tamanho
médio desejado sdo purificados e ressuspensos em uma mistura de
PCR. PCR é conduzida sob condi¢gbes que facilitam recombinagéo en-
tre os fragmentos de acido nucleico. Por exemplo, PCR pode ser exe-
cutada ressuspendendo os fragmentos purificados em uma concentra-
¢ao de 10-30ng/ed em uma solugéo de 0,2 mM de cada dNTP, 2,2 mM
MgCl2, 50 mM KCI, 10 mM Tris HCI, pH 9,0, e 0,1% Triton X-100. 2,5
unidades de Taq polimerase por 100 o«d da mistura de reagcido sao adi-
cionadas e PCR é executada usando o regime a seguir: 94T durante
60 segundos, 94T durante 30 segundos, 50-55T dura nte 30 segun-
dos, 72T durante 30 segundos (30-45 vezes) e 72T durante 5 minu-
tos. Porém, sera apreciado que estes parametros podem ser variados
quando apropriado. Em alguns aspectos, podem ser incluidos oligonu-
cleotideos nas reagdes de PCR. Em outros aspectos, o fragmento de
Klenow de DNA polimerase | pode ser usado em um primeiro grupo de
reagdes de PCR e Taq polimerase pode ser usada em um grupo sub-
sequente de reagdes de PCR. As sequéncias recombinantes s&o iso-
ladas e as atividades dos polipeptideos que eles codificam sédo avalia-
das.

[00443] As variantes também podem ser criadas por mutagénese in
vivo. Em alguns aspectos, mutagbes aleatérias em uma sequéncia de
interesse sdo geradas propagando a sequéncia de interesse em uma
cepa bacteriana, como uma cepa de E. coli que carrega mutagbes em
uma ou mais das vias de reparo de DNA. Tais cepas "mutantes” tém
uma taxa de mutagao aleatéria mais alta que aquela de um parente do
tipo selvagem. Propagando o DNA em um destas cepas eventualmen-

te gerara mutagbes aleatérias dentro do DNA. As cepas mutantes
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adequadas para o uso em mutagénese in vivo sao descritas na Publi-
cagdo do PCT No. WO 91/16427, publicado em 31 de outubro de
1991, intitulado "Métodos para Criagdo de Fendétipo de Multiplas Popu-
lagdes de Gene."

[00444] Também podem ser geradas variantes usando mutagénese
de cassete. Em mutagénese de cassete uma regido pequena de uma
molécula de DNA bifilamentado é substituida por um "cassete" de oli-
gonucleotideo sintético que difere da sequéncia nativa. O oligonucleo-
tideo freqlientemente contém sequéncia nativa completamente e/ou
parcialmente randomizada.

[00445] Mutagénese de conjunto recursiva pode ser também usada
para gerar variantes. Mutagénese de conjunto recursiva € um algorit-
mo para engenharia de proteina (mutagénese de proteina) desenvol-
vida para produzir populagdes diversas de mutantes fenotipicamente
relacionados cujos membros diferem na sequéncia de aminoacidos.
Este método usa um mecanismo de avaliagao para controlar circulos
sucessivos de mutagénese de cassete combinatéria. Mutagénese de
conjunto recursiva é descrita em Arkin, A. P. e Youvan, D. C., PNAS,
USA, 89:7811-7815,1992.

[00446] Em alguns aspectos, as variantes sdo criadas usando mu-
tagénese de conjunto exponencial. Mutagénese de conjunto exponen-
cial € um processo para gerar bibliotecas combinatérias com uma por-
centagem alta de mutantes unicos e funcionais, em que grupos pe-
quenos de residuos sdo randomizados em paralelo para identificar, em
cada posicao alterada, os aminoacidos que conduzem as proteinas
funcionais. Mutagénese de conjunto exponencial é descrita em Dele-
grave, S., e Youvan, D. C., Biotechnol. Res., 11:1548-1552, 1993. Mu-
tagéneses aleatéria e locodirecionada s&o descritas em Arnold, F. H.,
Current Opinion in Biotechnology, 4:450-455, 1993.

[00447] Em alguns aspectos, as variantes sao criadas usando pro-
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cedimentos de embaralhamento em que por¢gées de uma pluralidade
de acidos nucleicos codificando polipeptideos distintos sdo fundidos
para criar sequéncias quiméricas de acidos nucleicos que codificam
polipeptideos quiméricos como descrito no Pedido de Patente U.S.
Pendente Serie No. 08/677.112 depositado em 9 de julho de 1996, inti-
tulou, "Method of DNA Shuffling With Polynucleotides Produced by
Blocking or interrupting a Synthesis or Simplification Process", e o Pe-
dido de Patente U.S. Pendente Série No. 08/651.568 depositado em
22 de maio de 1996, intitulou, "Combinatorial Enzyme Development".
[00448] As variantes dos polipeptideos da SEQ ID N°: 2 podem ser
variantes em que um ou mais dos residuos de aminoacido dos poli-
peptideos da SEQ ID N°: 2 sdo substituidos por um residuo de amino-
acido conservado ou ndo-conservado (por exemplo, um residuo de
aminoacido conservado) e tal residuo de aminoacido substituido pode
ou ndo ser codificado pelo cédigo genético.

[00449] As substituigdes conservadoras sdo aquelas que substitu-
em um certo aminoacido em um polipeptideo por outro aminoacido de
caracteristicas iguais. Tipicamente visto como substituigées conserva-
doras sao as substituicbes a seguir: substituigdes de um aminoacido
alifatico como o Ala, Val, Leu e lle por outro aminoacido alifatico; subs-
tituicdo de um Ser por um Thr ou vice-versa; substituicdo de um resi-
duo acidico como Asp e Glu por outro residuo acidico; substituicdo de
um residuo carregando um grupo amida, como Asn e Gln, por outro
residuo carregando um grupo amida; permuta de um residuo basico
como Lys e Arg por outro residuo basico; e substituicdo de um residuo
aromatico como Phe, Tyr por outro residuo aromatico.

[00450] Outras variantes sdo aquelas em que um ou mais dos resi-
duos de aminoacido dos polipeptideos da SEQ ID N° 2 incluem um
grupo substituinte.

[00451] Ainda outras variantes sdo aquelas em que o polipeptideo
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esta associado com outro composto, como um composto para aumen-
tar a meia-vida do polipeptideo (por exemplo, polietileno glicol).

[00452] Variantes adicionais sdao aquelas em gque aminoacidos adi-
cionais sao fundidos com o polipeptideo, como uma sequéncia lider,
uma sequéncia secreloria, uma sequéncia de proproteina ou uma se-
quéncia que facilitam purificagdo, enriquecimento ou estabilizagdo do
polipeptideo. Em alguns aspectos, os fragmentos, derivados e analo-
gos retém a mesma funcgdo ou atividade bioldgica como os polipepti-
deos da SEQ ID N% 2, e sequéncias substancialmente idénticas a es-
ta. Em outros aspectos, o fragmento, derivado, ou analogo inclui uma
proproteina, de modo que o fragmento, derivado, ou analogo pode ser
ativado por clivagem da porgao de proproteina para produzir um poli-
peptideo ativo.

OTIMIZACAO DE CODONS PARA ALCANCAR NIVEIS ALTOS DE
EXPRESSAO DE PROTEINA EM CELULAS HOSPEDEIRAS

[00453] A invengdo fornece métodos para modificar acidos nuclei-

cos de codificagao de fitase para modificar uso de cédons. Em um as-
pecto, a invengao fornece métodos para modificar 0s cédons em um
acido nucleico codificando uma fitase para aumentar ou diminuir sua
expressaoc em uma célula hospedeira. A inven¢do também fornece
acidos nucleicos codificando uma fitase modificada para aumentar sua
expressao em uma celula hospedeira, enzimas de fitase assim modifi-
cadas e métodos de produzir as enzimas de fitase modificada. O mé-
todo compreende identificar um coédon "nao-preferido” ou um "menos
preferido” no acido nucleico de codificacio de fitase e substituir um ou
mais destes cddon nao-preferidos ou menos preferidos por um cédon
"preferido” codificando o0 mesmo amincacido que o cédon substituido e
pelo menos um codon nado-preferido ou menos preferido no acido nu-
cleico foi modificado por um cédon preferido codificando 0 mesmo

aminoacido. Um codon preferido € um codon scbre-representado nas
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sequéncias de codificagdo nos genes na célula hospedeira e um cé6-
don nao-preferido ou menos preferido € um cédon sub-representado
nas sequéncias de codificagdo nos genes na célula hospedeira.
[00454] Células hospedeiras para expressar os acidos nucleicos,
cassetes de expressao e vetores da invengao incluem bactérias, leve-
dura, fungos, células vegetais, células de inseto e células mamiferas.
Desse modo, a invengado fornece métodos para otimizar o uso de co-
don em todas estas células, acidos nucleicos alterados no cédon e po-
lipeptideos feitos pelos acidos nucleicos alterados no coédon. Células
hospedeiras exemplares incluem bactérias gram-negativas, como Es-
cherichia coli e Pseudomonas fluorescens; bactérias gram-positivas,
como Streptomyces diversa, Lactobacillus gasseri, Lactococcus lactis,
Lactococcus cremoris, Bacillus subtilis. Células hospedeiras exempla-
res também incluem organismos eucarioticos, por exemplo, varias le-
veduras, como Saccharomyces sp., incluindo Saccharomyces cerevi-
siae, Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris e Kluyveromyces
lactis, Hansenula polymorpha, Aspergillus niger e células e linhagens
de células mamiferas e células e linhagens de células de inseto. Des-
se modo, a invengdo também inclui acidos nucleicos e polipeptideos
otimizados para expressao nestes organismos e espécies.

[00455] Por exemplo, os codons de um acido nucleico sao modifi-
cados codificando uma fitase isolada de uma célula bacteriana de mo-
do que o acido nucleico € expresso otimamente em uma célula bacte-
riana diferente das bactérias das quais a fitase foi derivado, uma leve-
dura, um fungo, uma célula vegetal, uma célula de inseto ou uma célu-
la mamifera. Métodos para otimizar cédons sdo bem-conhecidos na
técnica, ver, por exemplo, Patente U.S. No. 5.795.737; Baca (2000)
Int. J. Parasitol. 30:113-118; Hale (1998) Protein Expr. Purif. 12:185-
188; Narum (2001) Infect. Immun. 69:7250-7253. Também ver Narum
(2001) Infect. Immun. 69:7250-7253, descrevendo otimizagdo de c6-
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dons em sistemas de camundongo; Outchkourov (2002) Protein Expr.
Purif. 24:18-24, descrevendo otimizar cdédons em levedura; Feng
(2000) Biochemistry 39:15399-15409, descrevendo otimizar cédons
em E. coli; Humphreys (2000) Protein Expr. Purif. 20:252-264, descre-
vendo otimizar o uso de cédons que afeta a secre¢ao em E. coli.
ANIMAIS NAO-HUMANOS TRANSGENICOS

[00456] A invengdo fornece animais ndo-humanos transgénicos

compreendendo um acido nucleico, um polipeptideo, um cassete ou
vetor de expressdo ou uma célula transfectada ou transformada da
invengdo. Os animais nao-humanos transgénicos podem ser, por
exemplo, cabras, coelhos, ovelhas, porcos, vacas, ratos e camundon-
gos, compreendendo os acidos nucleicos da invengédo. Estes animais
podem ser usados, por exemplo, como modelos in vivo para estudar
atividade de fitase, ou, como modelos triar para moduladores de ativi-
dade de fitase in vivo. As sequéncias de codificagao para os polipepti-
deos a serem expressos nos animais nao-humanos transgénicos po-
dem ser designadas sendo constitutivas, ou, sob o controle de fatores
reguladores transcripcionais tecido-especificos, desenvolvimento-
especificos ou induziveis. Animais ndo-humanos transgénicos podem
ser designados e gerados usando qualquer método conhecido na téc-
nica; ver, por exemplo, Patente U.S. Nos. 6.211.428; 6.187.992;
6.156.952; 6.118.044; 6.111.166; 6.107.541; 5.959.171; 5.922.854;
5.892.070; 5.880.327; 5.891.698; 5.639.940; 5.573.933; 5.387.742;
5.087.571, que descrevem a criagéo e o uso de células e ovos trans-
formados e camundongos, ratos, coelhos, ovelhas, porcos e vacas
transgénicos. Também ver, por exemplo, Pollock (1999) J. Immunol.
Methods 231:147 157, que descreve a produgao de proteinas recom-
binantes no leite de animais leiteiros transgénicos; Baguisi (1999) Nat.
Biotechnol. 17:456-461, demonstrando a produgéo de cabras transgé-

nicas. Patente U.S. No. 6.211.428, descreve fabricagdo e uso de ma-
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miferos ndo-humanos transgénicos que expressam em seus cérebros
um constructo de acido nucleico compreendendo uma sequéncia de
DNA. Patente U.S. No. 5.387.742, descreve injetar sequéncias de
DNA recombinantes ou sintéticas clonadas em ovos de camundongo
fertilizados, implantando os ovos injetados em fémeas pseudoprenhas,
e cultivando para chegar a camundongos transgénicos cujas células
expressam proteinas relacionadas a patologia da doenga de Alzhei-
mer. Patente U.S. No. 6.187.992, descreve fabricagdo e uso de um
camundongo transgénico cujo genoma compreende um rompimento
do gene que codifica proteina precursora amiléide (APP).

[00457] "Animais golpeados" também podem ser usados para prati-
car os métodos da invengio. Por exemplo, em um aspecto, os animais
transgénicos ou modificados da invengdo compreendem um "animal
golpeado," por exemplo, um "camundongo golpeado," desenvolvido
para nao expressar ou nao poder expressar uma fitase.
METODOLOGIAS DE __TRIAGEM __E  DISPOSITIVOS DE
MONITORAMENTO "ON-LINE"

[00458] Na pratica dos métodos da invengdo, uma variedade de

aparelho e metodologias pode ser usada para junto com os polipepti-
deos e acidos nucleicos da invengao, por exemplo, triar polipeptideos
para atividade de fitase, triar compostos como moduladores potenciais
de atividade (por exemplo, potenciagdo ou inibi¢do de atividade de en-
zima), para anticorpos que ligam a um polipeptideo da invengao, para
acidos nucleicos que hibridizam com um acido nucleico da invengao, e
outros.

SUPORTES SOLIDOS DE ENZIMA IMOBILIZADA

[00459] As enzimas de fitase, fragmentos destas e acidos nucleicos

codificando as enzimas e fragmentos podem ser presos a um suporte
sélido. Isto é freqientemente econdmico e eficiente no uso das fitases

em processos industriais. Por exemplo, uma associagao ou coquetel
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de enzimas de fitase (ou fragmentos ativos destas) sendo usado em
uma reagao quimica especifica pode ser ligada a um suporte sélido e
pode ser a embebido em um barril do processo. A reagdo enzimatica
pode ocorrer. Depois, 0 suporte sélido pode ser tirado do barril, junto
com as enzimas presas a este, para uso repetido. Em uma modalidade
da invengédo, um acido nucleico isolado da invengao € anexado a um
suporte sélido. Em outra modalidade da invengao, o suporte sélido é
selecionado do grupo de um gel, uma resina, um polimero, uma cera-
mica, um vidro, um microeletrodo e qualquer combinagao destes.
[00460] Por exemplo, suportes sélidos uteis nesta invengao incluem
géis. Alguns exemplos de géis incluem Sepharose, gelatina, glutaral-
deido, glutaraldeido tratado com quitosana, glutaraldeido de albumina,
quitosana-Xantana, gel de tolu ("toyopearl gel") (gel de polimero), algi-
nato, alginato-polilisina, carragenina, agarose, agarose de glioxila,
agarose magnética, dextrana-agarose, poli(Sulfonato de Carbamoila)
hidrogel, hidrogel de BSA-PEG, alcool polivinilico fosforilado (PVA),
monoaminoetil-N-aminoetila (MANA), amino, ou qualquer combinagéo
destes.

[00461] Outro suporte sdélido util na presente invengédo sao resinas
ou polimeros. Alguns exemplos de resinas ou polimeros incluem celu-
lose, acrilamida, nailon, raiom, poliéster, resina de permuta de anion,
AMBERLITE® XAD-7, AMBERLITE® XAD-8, AMBERLITE® IRA 94,
AMBERLITE® IRC-50, polivinila, poliacrilico, polimetacrilato, ou qual-
quer combinagao destes. Outro tipo de suporte sélido Util na presente
invengédo é ceramica. Alguns exemplos incluem ceramica nao-porosa,
ceramica porosa, SiO2, Al,O;. Outro tipo de suporte soélido util na pre-
sente invengao é de vidro. Alguns exemplos incluem vidro nao-poroso,
vidro poroso, vidro de aminopropila ou qualquer combinagdo destes.
Outro tipo de suporte sélido que pode ser usado € um microeletrodo.

Um exemplo € uma magnetita revestida de polietilenoimina.
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[00462] As particulas grafitica podem ser usadas como um suporte
solido. Outro exemplo de um suporte solido € uma celula, como uma
hemacia.

METODOS DE IMOBILIZACAQ

[00463] Ha muitos métodos que podem ser conhecidos a alguem de

versado na técnica para imobilizar enzimas ou fragmentos destas, ou
acidos nucleicos, sobre um suporte soélido. Alguns exemplos de tais
métodos incluem, por exemplo, geragio de goticula eletrostatica, mei-
os eletroguimicos, por meio de adsorgao, por meio de ligacao covalen-
te, por meio de reticulacao, por meic de uma reagdo ou processo qui-
mico, por meio de encapsulagao, por meio de capturagdo, por meio de
alginato de calcio ou por meio de poliimetacrilato de 2-hidroxietila).
Metodos semelhantes sao descritos em Methods in Enzymology, Im-
maebilized Enzymes and Cells, Parte C, 1987, Academic Press, Editado
por S. P. Colowick e N. O. Kaplan. Volume 136; e Immobilization of
Enzymes and Cells, 1997, Humana Press, Editado por G. F. Bick-
erstaff. Séries: Methods in Biotechnology, Editado por J. M. Walker.
ARRANJOS CAPILARES

[00464)  Arranjos capilares, como o GIGAMATRIX", Diversa Corpo-

ration, San Diego, CA, podem ser usados nos metodos da invengao.

Acidos nucleicos ou polipeptideos da invencao podem ser imobilizados
ou aplicados a um arranjo, incluindo arranjos capilares. Os arranjos
podem ser usados para triar ou monitorar bibliotecas de composigdes
(por exemplo, as moléculas pequenas, anticorpos, acidos nucleicos,
etc.) por sua capacidade de ligar ou modular a atividade de um acido
nucleico ou um polipeptideo da invengio. Arranjos capilares fornecem
outro de sistema para segurar e triar amostras. Por exemplo, um apa-
relho de triagem de amostra pode incluir uma pluralidade de capilares
formados em um arranjo de capilares adjacentes, em gue cada capilar

compreende pelo menos uma parede que define um lumen para reter
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uma amostra. O aparelho pode também incluir material intersticial dis-
posto entre capilares adjacentes no arranjo, e um ou mais indices de
referéncia formados dentro do material intersticial. Um capilar para triar
uma amostra, em que o capilar € adaptado por estar ligado em um ar-
ranjo de capilares, pode incluir uma primeira parede definindo um 10-
men para reter a amostra, e uma segunda parede formada de um ma-
terial de filtragdo, para filtrar energia de excitagdo fornecida ao lumen
para excitar a amostra.

[00465] Um polipeptideo ou acido nucleico, por exemplo, um ligan-
do, pode ser introduzido em um primeiro componente em pelo menos
uma por¢ao de um capilar de um arranjo capilar. Cada capilar do ar-
ranjo capilar pode compreender pelo menos uma parede que define
um lumen para reter o primeiro componente. Uma bolha de ar pode
ser introduzida no capilar atras do primeiro componente. Um segundo
componente pode ser introduzido no capilar, em que o segundo com-
ponente é separado do primeiro componente pela bolha de ar. Uma
amostra de interesse pode ser introduzida como um primeiro liquido
marcado com uma particula detectavel em um capilar de um arranjo
capilar, em que cada capilar do arranjo capilar compreende pelo me-
nos uma parede que define um lumen para reter o primeiro liquido e a
particula detectavel, e em que a pelo menos uma parede ¢é revestida
com um material de ligagdo para ligar a particula detectavel a pelo
menos uma parede. O método pode também inclui remover o primeiro
liquido do tubo capilar, em que a particula detectavel ligada é mantida
dentro do capilar, e introduzir um segundo liquido no tubo capilar.
[00466] O arranjo capilar pode incluir uma pluralidade de capilares
individuais compreendendo pelo menos uma parede exterior que defi-
ne um lumen. A parede exterior do capilar pode ser uma ou mais pa-
redes fundidas entre si. Similarmente, a parede pode definir um lumen

que é cilindrico, quadrado, hexagonal ou qualquer outra forma geomé-
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trica tdo longa quanto as paredes que formam um lumen para retengéo
de um liquido ou amostra. Os capilares do arranjo capilar podem ser
unidos em proximidade intima para formar uma estrutura plana. Os
capilares podem ser ligados entre si, sendo fundidos (por exemplo,
onde os capilares sao feitos de vidro), colados, ligados ou presos por
grampo de lado-a-lado. O arranjo capilar pode ser formado de qual-
quer numero de capilares individuais, por exemplo, uma faixa de 100 a
4.000.000 capilares. Um arranjo capilar pode formar uma placa de mi-
crotitulagao tendo cerca de 100.000 ou mais capilares individuais liga-
dos entre si.

ARRANJOS, OU "BIOCHIPS"

[00467] Os acidos nucleicos ou polipeptideos da invengdo podem

ser imobilizados ou aplicados a um arranjo. Os arranjos podem ser
usados para triar ou monitorar bibliotecas de composi¢des (por exem-
plo, as moléculas pequenas, anticorpos, acidos nucleicos, etc.) por sua
capacidade de ligar ou modular a atividade de um acido nucleico ou
um polipeptideo da invengdo. Por exemplo, em um aspecto da inven-
¢ao, um parametro monitorado € expressao de transcrigao de um gene
de fitase. Uma ou mais, ou, todas as transcrigdo de uma célula podem
ser medidas por hibridagdo de uma amostra compreendendo transcri-
¢ao da célula, ou, acidos nucleicos representativos ou complementa-
res as transcricdo de uma célula, por hibridagdo com acidos nucleicos
imobilizados em um arranjo, ou "biofragmento.” Usando um "arranjo"
de acidos nucleicos em um microfragmento, algumas ou todas as
transcricdo de uma célula podem ser quantificadas simultaneamente.
Alternativamente, também podem ser usados arranjos compreendendo
acido nucleico gendmico para determinar o genétipo de uma cepa re-
centemente criada feita pelos métodos da invengdo. "Arranjos de poli-
peptideos” também podem ser usados para simultaneamente quantifi-

car uma pluralidade de proteinas.
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[00468] A presente invengao pode ser praticada com qualquer "ar-
ranjo" conhecido, também referido como um "microarranho” ou ""arran-
jo de acido nucleico" ou "arranjo de polipeptideos” ou "arranjo de anti-
corpo” ou "biofragmento,” ou variagdo destes. Arranjos s&o generica-
mente uma pluralidade de "pontos” ou "elementos alvo," cada elemen-
to alvo compreendendo uma quantidade definida de uma ou mais mo-
Iéculas bioldgicas, por exemplo, oligonucleotideos, imobilizados sobre
uma area definida de uma superficie de substrato para ligagdo especi-
fica a uma molécula de amostra, por exemplo, transcricdo de mRNA.
[00469] Na pratica dos métodos da invengdo, qualquer arranjo e/ou
método conhecido(s) de produzir e usar arranjos podem ser incorpora-
dos ao todo ou em parte, ou variagdes destes, como descrito, por
exemplo, na Patente U.S. Nos. 6.277.628; 6.277.489; 6.261.776;
6.258.606; 6.054.270; 6.048.695; 6.045.996; 6.022.963; 6.013.440;
5.965.452; 5.959.098; 5.856.174; 5.830.645; 5.770.456; 5.632.957;
5.556.752; 5.143.854; 5.807.522; 5.800.992; 5.744.305; 5.700.637;
5.556.752; 5.434.049; também ver, por exemplo, WO 99/51773; WO
99/09217; WO 97/46313; WO 96/17958; também ver, por exemplo,
Johnston (1998) Curr. Biol. 8:R17I-R174; Schummer (1997) Biotech-
niques 23:1087-1092; Kern (1997) Biotechniques 23:120-124; Solinas-
Toldo (1997) Genes, Chromosomes & Cancer 20:399-407; Bowtell
(1999) Nature Genetics Supp. 21:2532. Ver t os pedidos de patente
U.S. Publicados Nos. 20010018642; 20010019827; 20010016322;
20010014449; 20010014448; 20010012537; 20010008765.
POLIPEPTIDEOS E PEPTIDEOS

[00470] A invengao fornece polipeptideos isolados ou recombinan-

tes tendo uma identidade de sequéncia a uma sequéncia exemplar da
invengao, por exemplo, SEQ ID N° 2. Como debatido acima, a identi-
dade pode ser no comprimento total do polipeptideo, ou, a identidade

pode ser em uma regiao de pelo menos cerca de 50, 77, 100, 150,
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200, 250, 300 ou mais residuos (para o comprimento total do polipep-
tideo). Polipeptideos da invengdo também podem ser mais curtos que
o comprimento total dos polipeptideos exemplares (por exemplo, SEQ
ID N°: 2). Em modalidade alternativa, a invengao fornece polipeptideos
(peptideos, fragmentos) variando no tamanho entre cerca de 5 e o
comprimento total de um polipeptideo, por exemplo, uma fitase; tama-
nhos exemplares sendo de cerca de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300,
350, 400 ou mais residuos, por exemplo, residuos contiguos das fita-
ses exemplares da SEQ ID N°: 2. Peptideos da invengdo podem ser
uteis como, por exemplo, sondas de marcagao, antigenos, tolerage-
nos, motivos, sitios ativos de fitase.

[00471] Os polipeptideos e peptideos da invengdo podem ser isola-
dos de fontes naturais, podem ser sintéticos ou podem ser polipepti-
deos recombinantemente gerados. Os peptideos e proteinas podem
ser recombinantemente expressos in vitro ou in vivo. Os peptideos e
polipeptideos da invengdo podem ser feitos e isolados usando qual-
quer método conhecido na técnica. Os polipeptideos e peptideos da
invengao também podem ser sintetizados, ao todo ou em parte, usan-
do métodos quimicos bem-conhecidos na técnica. Ver por exemplo,
Caruthers (1980) Nucleic Acids Res. Symp. Ser. 215-223; Horn (1980)
Nucleic Acids Res. Symp. Ser. 225-232; Banga, A. K., Therapeutic
Peptides Tand Proteins, Formulation, Processing and Delivery Sys-
tems (1995) Technomic Publishing Co., Lancaster, PA. Por exemplo, a
sintese de peptideo pode ser executada usando varias técnicas de fa-
se solida (ver por exemplo, Roberge (1995) Science 269:202; Merrifi-
eld (1997) Methods Enzymol. 289:3 13) e sintese automatizada pode
ser alcangada, por exemplo, usando o Sintetizador de Peptideo ABI
431A (Perkin Elmer) de acordo com as instrugdes fornecidas pelo fa-

bricante.
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[00472] Os peptideos e polipeptideos da invengdo também podem
ser glicosilados. A glicosilagido pode ser adicionada pos-translacional
ou quimicamente ou através de mecanismos biossintéticos celulares,
em que o ultimo incorpora o uso de motivos de glicosilagido conheci-
dos, que podem ser nativos para sequéncia ou podem ser adicionados
como um peptideo ou ser adicionados na sequéncia de codificagéo de
acido nucleico. A glicosilagdo pode ser O-ligada ou N-ligada, ou, uma
combinagao destas.

[00473] Os peptideos e polipeptideos da invengdo, como acima de-
finidos, incluem todas as formas "miméticas” e "peptidomiméticas." Os
termos "mimético" e "peptidomimético" referem-se a um composto
quimico sintético tendo substancialmente as mesmas caracteristicas
estruturais e/ou funcionais dos polipeptideos da invengdo. O mimético
ou pode ser composto completamente de analogos sintéticos, nao-
naturais de aminoacidos, ou € uma molécula quimérica dos aminoaci-
dos de peptideo em parte naturais e analogos em parte nao-naturais
de aminoéacidos. O mimético também pode incorporar qualquer quanti-
dade de substituicbes conservadoras de aminoacido natural contanto
que tais substituicdes também nao alterem substancialmente a estrutu-
ra e/ou atividade mimética. Quanto aos polipeptideos da invengéao que
sao variantes conservadoras, rotina de experimentagao determinara se
um mimético esta dentro do escopo da invengao, isto &, se sua estru-
tura e/ou fungdo nao é alterada substancialmente. Desse modo, em
um aspecto, uma composi¢ao mimética esta dentro do escopo da in-
vengao se tiver uma atividade de fitase.

[00474] Composi¢ées miméticas de polipeptideos da invengéo po-
dem conter qualquer combinagido de componentes estruturais nao-
naturais. Em aspecto alternativo, as composi¢gdes miméticas da inven-
¢ao incluem um ou todos dos seguintes trés grupos estruturais: a) gru-

pos de ligagao de residuo diferente de ligagdes ligadas a amida natural



197/286

("ligagédo de peptideo); b) residuos nao-naturais no lugar de residuos
de aminoacido de ocorréncia natural; ou c) residuos que induzem imi-
tagao estrutural secundaria, isto €, para induzir ou estabilizar uma es-
trutura secundaria, por exemplo, uma volta beta, volta faixa, folha beta,
conformagao de hélice alfa e outras. Por exemplo, um polipeptideo da
invengéo pode ser caracterizado como um mimético quando todos ou
alguns de seus residuos s&o unidos por diferentes meios quimicos de
ligagdes de peptideo natural. Residuos peptidomiméticos individuais
podem ser unidos por ligagbes de peptideo, outras ligagdes quimicas
ou meios de acoplamento, como, por exemplo, glutaraldeido, ésteres
de N-hidroxissucinimida, maleimidas bifuncionais, N,N'-dicicloexil-
carbodiimida (DCC) ou N,N'-diisopropilcarbodiimida (DIC). Grupos de
ligagdo que podem ser uma alternativa para ligagées ligadas a amida
tradicionais ("ligagdo peptidica") incluem, por exemplo, cetometileno
(por exemplo, - C(=0O)CH2- para -C(=0)-NH-), aminometileno (CH2-
NH), etileno, olefina (CH=CH), éter (CH2-0O), tioéter (CH2-S), tetrazol
(CN4-), tiazol, retroamida, tiomida ou éster (ver, por exemplo, Spatola
(1983) em Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides and
Proteins, Vol. 7, pp 267-357, "Pepide Backbone Modifications," Marcell
Dekker, N. Y.).

[00475] Um polipeptideo da invengdo também pode ser caracteri-
zado como um mimético contendo todos ou alguns residuos nao-
naturais no lugar de residuos de aminoacido de ocorréncia natural.
Residuos ndo-naturais sdo bem descritos na literatura cientifica e de
patente; algumas composi¢des nao-naturais exemplares uteis como
mimeéticos de residuos de aminoacido naturais e normas séo descritos
abaixo. Miméticos de aminoacidos aromaticos podem ser gerados
substituindo, por exemplo, por D ou L-nafilalanina; D ou L-fenilglicina;
D ou L-2-tienoilalanina; D ou L-1, 2, 3, ou 4-pirenoilalanina; D ou L-3-

tienoilalanina; D ou L-(2-piridinil)alanina; D ou L-(3-piridinil)-alanina; D
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ou L-(2-pirazinil)-alanina; D ou L-(4-isopropil)fenilglicina; D-
(trifluorometil)-fenilglicina;  D-(trifluorometil)-fenilalanina;  D-p-flaor-
fenilalanina; D ou L-p-bifenilfenilalanina; K ou L-p-metodxi-
bifenilfenilalanina; D ou L-2-indol(alquil)alaninas; e D ou L-
alquilalaninas onde alquila pode ser substituida ou insubstituida por
metila, etila, propila, hexila, butila, pentila, isopropila, iso-butila, sec-
isotila, iso-pentila ou uns aminoacidos nao-acidicos. Anéis aromaticos
de um aminoacido nao-natural incluem, por exemplo, anéis aromaticos
de tiazolila, tiofenila, pirazolila, benzimidazolila, naftila, furanila, pirrolila
e piridila.

[00476] Miméticos de aminoacidos acidicos podem ser gerados
através de substituigdo, por exemplo, por aminoacidos de néao-
carboxilato ao mesmo tempo mantendo uma carga negativa; (fosfo-
no)alanina; treonina sulfatada. Grupos carboxila laterais (por exemplo,
aspartila ou glutamila) também podem ser seletivamente modificados
através de reagdo com carbodiimidas (R'-N-C-N-R') como, por exem-
plo, 1-cicloexil-3(2-morfolinil-(4-etil)carbodiimida ou 1-etil-3(4-azonia-
4 4-dimetolpentil)carbodiimida. Aspartila ou glutamila também podem
ser convertidos em residuos de asparaginila e glutaminila através de
reagao com ions de aménio. Miméticos de aminoacidos basicos po-
dem ser gerados através de substituigdo por, por exemplo, (além de
lisina e arginina) os aminoacidos ornitina, citrulina ou acido (guanidi-
no)-acético, ou acido guanidino)alquil-acético onde alquila é acima de-
finida. Derivado de nitrila (por exemplo, contendo a metade de CN no
lugar de COOH) pode ser substituido por asparagina ou glutamina.
[00477] Residuos de asparaginila e glutaminila podem ser desami-
nados para os residuos de aspartila ou glutamila correspondentes.
Miméticos de residuo de arginina podem ser gerados reagindo arginila
com, por exemplo, um ou mais reagentes convencionais, incluindo, por

exemplo, fenilglioxal, 2,3-butanodiona, 1,2-ciclo-hexanodiona, ou ni-
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nhidrin, preferivelmente sob condi¢gdes alcalinas. Miméticos de resi-
duos de tirosina podem ser gerados reagindo tirosila com, por exem-
plo, compostos de diazénio aromaticos ou tetranitrometano. N-
acetilimidizol e tetranitrometano podem ser usados para formar espé-
cies de tirosila de O-acetila e derivados de 3-nitro, respectivamente.
Os miméticos de residuos de cisteina podem ser gerados reagindo
residuos de cisteinila com, por exemplo, alfa-haloacetatos como acido
2-cloroacético ou cloroacetamida e aminas correspondentes; para dar
derivados de carboximetila ou carboxiamidometila. Miméticos de resi-
duos de cisteina também podem ser gerados reagindo residuos de
cisteinila com, por exemplo, bromo-trifluoroacetona, acido alfa-bromo-
beta-(5-imidozoila)propidnico; fosfato de cloroacetila, N-
alquilmaleimidas, dissulfeto de 3-nitro-2-piridila; dissulfeto de 2-piridil
metila; p-cloromercuriobenzoato; 2-cloromercurio-4-nitrofenol; ou, clo-
ro-7-nitrobenzo-oxa-1,3-diazol. Miméticos de lisina podem ser gerados
(e residuos amino-terminais podem ser alterados) reagindo lisinila
com, por exemplo, anidridos de acido sucinico ou outros de acido car-
boxilico. Lisina e outros miméticos de residuos contendo alfa-amino
também podem ser gerados através de reagdo com imidoésteres, co-
mo picolinimidato de metila, fosfato de piridoxal, piridoxal, cloroboroi-
dreto, acido de trinitro-benzenossulfénico, O-metilisouréia, 2,4-
pentanodiona e reagbes catalisadas por transamidase com glioxilato.
Os miméticos de metionina podem ser gerados através de reagdo
com, por exemplo, sulféxido de metionina. Miméticos de prolina inclu-
em, por exemplo, acido pipecolico, acido carboxilico de tiazolidina, 3
ou 4-prolina de hidroxi, deidroprolina, 3 ou 4-metilprolina, ou 3,3,-
dimetilprolina. Miméticos de residuos de histidina podem ser gerados
reagindo lustidila com, por exemplo, dietilprocarbonato ou brometo de
para-bromofenacila. Outros miméticos incluem, por exemplo, aqueles

gerados por hidroxilagdo de prolina e lisina; fosforilagdo dos grupos
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hidroxila de residuos serila ou treonila; metilagdo dos grupos alfa-
amino de lisina, arginina e histidina; acetilagdo da amina N-terminal;
metilagao de residuos de amida da estrutura principal ou substituigcao
por aminoacidos de N-metila; ou amidagao de grupos carboxila C-
terminais.

[00478] Um residuo, por exemplo, um aminoacido, de um polipepti-
deo da invengdo também pode ser substituido por um aminoacido (ou
residuo peptidomimético) da quiralidade oposta. Desse modo, qual-
quer aminoacido de ocorréncia natural na configuragéo L (que também
pode ser referido como 0 R ou S, dependendo da estrutura da entida-
de quimica) pode ser substituido pelo aminoacido do mesmo tipo es-
trutural quimico ou um peptidomimético, mas da quiralidade oposta,
referida como o aminoacido D, mas também pode ser referido como a
forma R ou S.

[00479] A invengdo também fornece métodos para modificar os po-
lipeptideos da invengao por quaisquer processos naturais, como pro-
cessamento pos-translacional (por exemplo, fosforilagdo, acilagao,
etc), ou através de técnicas de modificagdo quimicas, e os polipepti-
deos modificados resultantes. Modificagdes podem ocorrer em qual-
quer lugar no polipeptideo, incluindo a estrutura principal de peptideo,
as cadeias laterais de aminoacido e os términos amino ou carboxila.
Sera apreciado que o mesmo tipo de modificagdo pode estar presente
nos mesmos graus ou variados em varios sitios em um certo polipepti-
deo. Também um certo polipeptideo pode ter muitos tipos de modifica-
¢bes. Modificagdes incluem acetilagdo, acilagéo, ribosilagido de PAD,
amidagéo, ligagdo covalente de flavina, ligagdo covalente de uma se-
mi-metade, ligagdo covalente de um nucleotideo ou derivado de nu-
cleotideo, ligagdo covalente de um lipidio ou derivado de lipidio, liga-
¢ao covalente de um fosfatidilinositol, ciclizagao de reticulagao, forma-

¢ao de ligagédo de dissulfeto, desmetilagdo, formagdo de reticulagdes
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covalentes, formagao de cisteina, formagao de piroglutamato, formila-
¢ao, faixa-carboxilagéo, glicosilagdo, formag¢édo de ancora de GPI, hi-
droxilagdo, iodagado, metilagdo, miristoliagcdo, oxidagado, tratamento
com PEG, processamento proteolitico, fosforilagdo, prenilagdo, ra-
cemizagao, selenoilagio, sulfatizagcéo e tradugdo de RNA mediada por
adicao de aminoacidos a proteina como arginilagdo. Ver, por exemplo,
Creighton, T. E., Proteins - Structure and Molecular Properties 22 Ed.,
W. H Freeman and Company, Nova lorque (1993); Posttranslational
Covalent Modification of Proteins, B. C. Johnson, Ed., Academic Press,
Nova lorque, pp. 1-12 (1983).

[00480] Métodos de sintese quimica de peptideo de fase sélida po-
dem ser usados para sintetizar o polipeptideo ou fragmentos da inven-
¢ao. Tal método foi conhecido na técnica desde os anos 60 (Merrifield,
R., B., J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154, 1963) (também ver Stewart,
J., M. e Young J. D., Solid Phase Peptide Synthesis, 22 Ed., Pierce
Chemical Cia., Rockford, lll., pp. 11-12) e foi recentemente empregado
em kits de modelo e sintese de peptideo de laboratério comercialmen-
te disponiveis (Cambridge Research Biochemicals). Tais kits de labo-
ratério comercialmente disponiveis em geral utilizaram os ensinamen-
tos de H. M. Geysen et al, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 81:3998 (1984)
e fornecem sintetizagdo de peptideos nas pontas de uma multidao de
"bastdes" ou "pinos" todos destes estdo conectados a uma unica pla-
ca. Quando um tal sistema é utilizado, uma placa de bastbes ou pinos
é invertida e inserida em uma segunda placa de cavidades ou reserva-
térios correspondentes, que contém solugdes para ligar ou ancorar um
aminoacido apropriado as pontas do pino ou bastdo. Repetindo uma
tal etapa de processo, isto &, invertendo e inserindo as pontas do bas-
tdo e do pino nas solugdes apropriadas, aminoacidos sao construidos
em peptideos desejados. Além disso, varios sistemas de sintese de

peptideo de FMOC disponiveis estdo disponiveis. Por exemplo, uma
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montagem de um polipeptideo ou fragmento pode ser realizada em um
suporte solido usando um sintetizador de peptideo automatizado da
Applied Biosystems, Inc., Modelo 431A®. Tal equipamento fornece
acesso facil aos peptideos da invengdo, ou através da sintese direta
ou pela sintese de uma série de fragmentos que podem ser acoplados
usando outras técnicas conhecidas.

[00481] Outro aspecto da invengéo € polipeptideos ou fragmentos
destes tendo pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de 80%,
pelo menos cerca de 85%, pelo menos cerca de 90%, pelo menos cer-
ca de 95%, ou mais que cerca de 95% de homologia a um dos poli-
peptideos da SEQ ID N° 2, sequéncias substancialmente idénticas a
esta, ou um fragmento compreendendo pelo menos 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 50, 75, 100, ou 150 aminoacidos sucessivos desta. Homo-
logia pode ser determinada usando quaisquer dos programas acima
descritos que alinha os polipeptideos ou os fragmentos sendo compa-
rados e determina a extensédo de identidade do aminoacido ou simila-
ridade entre eles. Sera apreciado que "homologia" de aminoacido in-
clui substituigdes de aminoacido conservadoras como aquelas descri-
tas acima.

[00482] Os polipeptideos ou fragmentos tendo homologia a um dos
polipeptideos da SEQ ID N°: 2, sequéncias substancialmente idénticas
a esta, ou um fragmento compreendendo pelo menos cerca de 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, ou 150 aminoacidos sucessivos
desta, podem ser obtidos isolando os acidos nucleicos que os codifi-
cam usando as técnicas acima descritas.

[00483] Alternativamente, os polipeptideos homoélogos ou fragmen-
tos podem ser obtidos através de procedimentos de enriquecimento ou
purificagdo bioquimicos. A sequéncia de polipeptideos potencialmente
homélogos ou fragmentos pode ser determinada por digestéao proteoli-

tica, eletroforese em gel e/ou microsseqiienciagdo. A sequéncia do
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polipeptideo homdélogo prospectivo ou fragmento pode ser comparada
a um dos polipeptideos da SEQ ID N°: 2, sequéncias substancialmente
idénticas a esta, ou um fragmento compreendendo pelo menos cerca
de 5, 10,15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, ou 150 aminoacidos su-
cessivos desta usando quaisquer dos programas aqui descritos.
[00484] Outro aspecto da invengido é um ensaio para identificar fra-
gmentos ou variantes da SEQ ID N° 2, ou sequéncias substancial-
mente idénticas a esta, que retém a fungédo enzimatica dos polipepti-
deos da SEQ ID N°: 2 e sequéncias substancialmente idénticas a esta.
Por exemplo os fragmentos ou variantes dos polipeptideos, podem ser
usados para catalisar reagdes bioquimicas que indicam que o dito fra-
gmento ou variante retém a atividade enzimatica dos polipeptideos na
SEQ ID N°: 2.

[00485] O ensaio para determinar se os fragmentos das variantes
retém a atividade enzimatica dos polipeptideos da SEQ ID N°: 2, e se-
quéncias substancialmente idénticas a esta, inclui as etapas de: conta-
tar o fragmento de polipeptideos ou variante com uma molécula de
substrato sob condigdes que permitem o fragmento de polipeptideos
ou variante funcionar, e ou detectar uma diminui¢do no nivel de subs-
trato ou um aumento no nivel do produto de reagao especifico da rea-
¢ao entre o polipeptideo e substrato.

[00486] Os polipeptideos da SEQ ID N°: 2, sequéncias substanci-
almente idénticas a esta, ou fragmentos compreendendo pelo menos
5,10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, ou 150 aminoacidos sucessi-
vos desta, podem ser usados em uma variedade de aplicagdes. Por
exemplo, os polipeptideos ou fragmentos destes podem ser usados
para catalisar rea¢des bioquimicas. De acordo com um aspecto da in-
vengao, € provido um processo para utilizar um polipeptideo tendo
SEQ ID N°: 2, e sequéncias substancialmente idénticas a esta, ou po-

linucleotideos codificando tais polipeptideos para hidrolisar haloalca-
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nos. Em tais procedimentos, uma substancia que contém um compos-
to de haloalcano é contatada com um dos polipeptideos da SEQ ID N°:
2, sequéncias substancialmente idénticas a esta, sob condi¢gbes que
facilitam a hidrélise do composto.

ANTICORPOS E METODOS DE TRIAGEM COM BASE EM
ANTICORPOS

[00487] A invengdo fornece anticorpos isolados ou recombinantes

que especificamente ligam a uma fitase da invengéo. Estes anticorpos
podem ser usados para isolar, identificar ou quantificar as fitases da
invengao ou polipeptideos relacionados. Estes anticorpos podem ser
usados para inibir a atividade de uma enzima da invengao. Estes anti-
corpos podem ser usados para isolar polipeptideos relacionados aque-
les da invengao, por exemplo, enzimas de fitase relacionadas.

[00488] Os anticorpos podem ser usados em imunoprecipitagdo,
manchamento (por exemplo, FACS), colunas de imunoafinidade e ou-
tros. Se desejado, as sequéncias de acidos nucleicos codificando para
antigenos especificos podem ser geradas por imunizagéo seguida por
isolamento do polipeptideo ou acido nucleico, amplificagdo ou clona-
gem e imobilizagao do polipeptideo em um arranjo da invengao. Alter-
nativamente, os métodos da invengao podem ser usados para modifi-
car a estrutura de um anticorpo produzido por uma célula a ser modifi-
cada, por exemplo, a afinidade de um anticorpo pode ser aumentada
ou diminuida. Além disso, a capacidade de fazer ou modificar anticor-
pos pode ser um fenétipo criado em uma célula pelos métodos da in-
vengao.

[00489] Os métodos de imunizagéo, produgéo e isolamento de anti-
corpos (policlonais e monoclonais) sdo conhecidos a aqueles de ver-
sado na técnica e descritos na literatura cientifica e de patente, ver,
por exemplo, Coligan, CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY,
Wiley/Greene, NI (1991); Stites (eds.) BASIC AND CLINICAL
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IMMUNOLOGY (72 ed.) Lange Medical Publications, Los Altos, CA
("Stites"); Goding, MONOCLONAL ANTIBODIES: PRINCIPLES AND
PRACTICE (22 ed.) Academic Press, Nova lorque, NI (1986); Kohler
(1975) Nature 256:495; Harlow (1988) ANTIBODIES, A LABORATORY
MANUAL, Cold Springer Harbor Publications, Nova lorque. Os anticor-
pos também podem ser gerados in vitro, por exemplo, usando sitio de
ligagdo de anticorpo recombinante que expressa bibliotecas de exibi-
¢ao de fago, além dos métodos in vivo tradicionais usando animais.
Ver, por exemplo, Hoogenboom (1997) Trends Biotechnol. 15:62-70;
Katz (1997) Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 26:27-45.

[00490] Os polipeptideos podem ser usados para gerar anticorpos
que especificamente ligam aos polipeptideos da invengdo. Os anticor-
pos resultantes podem ser usados em procedimentos de cromatografia
de imunoafinidade para isolar ou purificar o polipeptideo ou determinar
se o polipeptideo esta presente em uma amostra biolégica. Em tais
procedimentos, uma preparagao de proteina, como um extrato, ou
uma amostra biolégica é contatada com um anticorpo capaz de espe-
cificamente ligar a um dos polipeptideos da invengao.

[00491] Em procedimentos de imunoafinidade, o anticorpo é ligado
a um suporte solido, como uma conta ou outra matriz de coluna. A
preparagao de proteina € colocada em contato com o anticorpo sob
condi¢gdes em que o anticorpo especificamente liga a um dos polipep-
tideos da invengéo. Apdés uma lavagem para nao-especificamente re-
mover as proteinas ligadas, os polipeptideos especificamente ligados
s&o eluidos.

[00492] A capacidade de proteinas em uma amostra biolégica de
ligar ao anticorpo pode ser determinada usando qualquer de uma vari-
edade de procedimentos familiares aqueles versados na técnica. Por
exemplo, ligagéo pode ser determinada marcando o anticorpo com um

rétulo detectavel como agente fluorescente, um rétulo enzimatica ou
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um radioisétopo. Alternativamente, a ligagao do anticorpo a amostra
pode ser detectada usando um anticorpo secundario tendo nele uma
tal marcagao detectavel. Ensaios particulares incluem ensaios de
ELISA, ensaios em sanduiche, radioimunoensaios e Manchagao Oci-
dental.

[00493] Os anticorpos policlonais gerados junto com os polipepti-
deos da invengdo podem ser obtidos por injegao direta dos polipepti-
deos em um animal ou administrando os polipeptideos a um animal,
por exemplo, um ndo-humano. O anticorpo assim obtido depois ligara
o proprio polipeptideo. Desta maneira, até mesmo uma sequéncia co-
dificando apenas um fragmento dos polipeptideos pode ser usada para
gerar anticorpos que podem ligar ao polipeptideo nativo inteiro. Tais
anticorpos podem ser depois usados para isolar o polipeptideo de cé-
lulas que expressam aquele polipeptideo.

[00494] Para preparagao de anticorpos monoclonais, pode ser usa-
da qualquer técnica que fornece anticorpos produzidos por culturas de
linhagem de células continuas. Exemplos incluem a técnica de hibri-
doma, a técnica de trioma, a técnica de hibridoma de células B huma-
nas e a técnica de hibridoma de EBV (ver, por exemplo, Cole (1985)
em Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp.
77-96).

[00495] As técnicas descritas para a produgao de anticorpos de ca-
deia simples (ver, por exemplo, Patente U.S. No. 4.946.778) podem
ser adaptadas para produzir anticorpos de cadeia simples para os po-
lipeptideos da invengéo. Alternativamente, camundongos transgénicos
podem ser usados para expressar anticorpos humanizados a estes
polipeptideos ou fragmentos destes.

[00496] Anticorpos gerados junto com os polipeptideos da invengao
podem ser usados para triar pelos polipeptideos similares de outros

organismos e amostras. Em tais técnicas, os polipeptideos do orga-
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nismo sao contatados com o anticorpo e aqueles polipeptideos que
especificamente ligam ao anticorpo sdo detectados. Quaisquer dos
procedimentos acima descritos podem ser usados para detectar a li-
gacgao do anticorpo.

KITS

[00497] A invencao fornece kits compreendendo as composigdes,
por exemplo, acidos nucleicos, cassetes de expressao, vetores, célu-
las, polipeptideos (por exemplo, fitases) e/ou anticorpos da invengéo.
Os kits também podem conter material instrutivo que ensina as meto-
dologias e usos industriais da invengao, como descrito aqui.

[00498] Os polipeptideos da SEQ ID N°: 2, sequéncias substanci-
almente idénticas a esta, ou fragmentos compreendendo pelo menos
5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, ou 150 aminoacidos sucessi-
vos desta, também podem ser usados para gerar anticorpos que es-
pecificamente ligam aos polipeptideos de enzima ou fragmentos. Os
anticorpos resultantes podem ser usados nos procedimentos de cro-
matografia de imunoafinidade para isolar ou purificar o polipeptideo ou
determinar se o polipeptideo esta presente em uma amostra bioldgica.
Em tais procedimentos, uma preparagao de proteina, como um extra-
to, ou uma amostra biolégica é contatada com um anticorpo capaz de
especificamente ligar a um de um polipeptideo da SEQ ID N°: 2, se-
quéncias substancialmente idénticas a esta, ou fragmentos das se-
quéncias anteriores.

[00499] Em procedimentos de imunoafinidade, o anticorpo é ligado
a um suporte sélido, como uma conta ou outra matriz de coluna. A
preparagdo de proteina € colocada em contato com o anticorpo sob
condigdes em que o anticorpo especificamente liga a um dos polipep-
tideos da SEQ ID N°: 2, sequéncias substancialmente idénticas a esta,
ou fragmento destes. Apds uma lavagem para nao-especificamente

remover as proteinas ligadas, os polipeptideos especificamente liga-
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dos sao eluidos.

[00500] A capacidade das proteinas em uma amostra biol6gica de
ligar ao anticorpo pode ser determinada usando qualquer de uma vari-
edade de procedimentos familiares aqueles versados na técnica. Por
exemplo, a ligagdo pode ser determinada marcando o anticorpo com
uma marcagao detectavel como agente fluorescente, uma marcagao
enzimatica ou um radioisétopo. Alternativamente, a ligagao do anticor-
po a amostra pode ser detectada usando um anticorpo secundario
tendo nele uma tal marcagao detectavel. Ensaios particulares incluem
ensaios de ELISA, ensaios em sanduiche, radioimunoensaios e Man-
chas Ocidentais.

[00501] Os anticorpos policlonais gerados com os polipeptideos da
SEQ ID N°: 2, e sequéncias substancialmente idénticas a esta, ou fra-
gmentos compreendendo pelo menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50,
75, 100, ou 150 aminoacidos sucessivos desta, podem ser obtidos por
injecao direta dos polipeptideos em um animal ou administrando os
polipeptideos a um animal, por exemplo, um ndo-humano. O anticorpo
assim obtido depois liga ao préprio polipeptideo. Até mesmo desta
maneira, uma sequéncia codificando apenas um fragmento do polipep-
tideo pode ser usada para gerar anticorpos que podem ligar ao poli-
peptideo nativo inteiro. Tais anticorpos podem depois ser usados para
isolar o polipeptideo de células que expressam aquele polipeptideo.
[00502] Para preparagédo de anticorpos monoclonais, qualquer téc-
nica que fornece anticorpos produzidos por culturas de linhagem de
célula continuas pode ser usada. Exemplos incluem a técnica de hibri-
doma (Kohler e Milstein, Nature, 256:495-497, 1975), a técnica de tri-
oma, a técnica de hibridoma de células B humanas (Kozbor et al.,
Immunol. Today 4:72. 1983), e a técnica de hibridoma de EBV (Cole,
et al., 1985, em Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R.
Liss, Inc., pp. 77-96).
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[00503] Técnicas descritas para a produgdo de anticorpos de ca-
deia simples (Patente U.S. No. 4.946.778) podem ser adaptadas para
produzir anticorpos de cadeia simples para os polipeptideos, por
exemplo, da SEQ ID N° 2, e fragmentos desta. Alternativamente, ca-
mundongos transgénicos podem ser usados para expressar anticorpos
humanizados para estes polipeptideos ou fragmentos.

[00504] Os anticorpos gerados com um polipeptideo da SEQ ID N°:
2, sequéncias substancialmente idénticas a esta, ou fragmentos com-
preendendo pelo menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, ou
150 aminoacidos sucessivos desta, podem ser usados para triar por
polipeptideos similares de outros organismos e amostras. Em tais téc-
nicas, polipeptideos do organismo sao contatados com o anticorpo e
aqueles polipeptideos que especificamente ligam ao anticorpo séo de-
tectados. Quaisquer dos procedimentos acima descritos podem ser
usados para detectar ligagdo de anticorpo. Um tal ensaio de triagem é
descrito em "Methods for Measruting Cellulase Activities", Methods in
Enzymology, Vol 160, pp. 87-116.

[00505] Como aqui usado o termo "sequéncia de acidos nucleicos
exposta na SEQ ID N°: 1" abrange uma sequéncia de acidos nucleicos
como exposto na SEQ ID N° 1, uma sequéncia substancialmente
idéntica a esta, fragmentos de qualquer uma ou mais das sequéncias
anteriores, sequéncias de nucleotideos homdélogos a SEQ ID N°: 1, ou
homélogo ao fragmentos da SEQ ID N°: 1, e sequéncias complemen-
tares a todas as sequéncias precedentes. Os fragmentos incluem por-
¢bes da SEQ ID N° 1 compreendendo pelo menos 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, ou 500 nucleotideos sucessi-
vos da SEQ ID N°: 1, e sequéncias substancialmente idénticas a esta.
Sequéncias homdlogas e fragmentos da SEQ ID N°: 1, e sequéncias
substancialmente idénticas a esta, referem-se a uma sequéncia tendo
pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85%, 80%, 75% ou 70%
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de homologia a estas sequéncias. Homologia pode ser determinada
usando quaisquer dos programas de computagio e parametros aqui
descritos, incluindo FASTA versao 3.0t78 com os parametros predefi-
nidos. Sequéncias homoélogas também incluem sequéncias de RNA
em que as uridinas substituem as timinas nas sequéncias de acidos
nucleicos como exposto SEQ ID N°: 1. As sequéncias homoélogas po-
dem ser obtidas usando quaisquer dos procedimentos aqui descritos
ou podem ser o resultado da corregédo de um erro de sequenciagao.
Sera apreciado que as sequéncias de acidos nucleicos da invengao
podem ser representadas no formato de caractere simples tradicional
(Ver o encarte de Stryer, Lubert. Biochemistry, 32 edigdo. W. H. Free-
man and Co., Nova lorque.) ou em qualquer outro formato que registra
a identidade dos nucleotideos em uma sequéncia.

[00506] Como aqui usado o termo "uma sequéncia de polipeptideos
exposta na SEQ ID N°: 2" abrange a sequéncia de polipeptideos como
exposto na SEQ ID N° 2, sequéncias substancialmente idénticas a
esta que sado codificadas por uma sequéncia como exposto na SEQ ID
N°: 1, sequéncias de polipeptideos homdlogas aos polipeptideos da
SEQ ID N°: 2, e sequéncias substancialmente idénticas a esta, ou fra-
gmentos de quaisquer das sequéncias precedentes. Sequéncias de
polipeptideos homdlogas referem-se a uma sequéncia de polipepti-
deos tendo pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85%, 80%,
75% ou 70% de homologia a uma das sequéncias de polipeptideos da
invengdo. Homologia pode ser determinada usando quaisquer dos
programas de computagido e parametros aqui descritos, incluindo
FASTA versao 3.0t78 com os parametros predefinidos ou com quais-
quer parametros modificados. As sequéncias homdlogas podem ser
obtidas usando quaisquer dos procedimentos aqui descritos ou podem
ser o resultado da corregdo de um erro de seqienciagdo. Os fragmen-

tos de polipeptideos compreendem pelo menos 5, 10, 15, 20, 25, 30,
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35, 40, 50, 75, 100, ou 150 aminoacidos sucessivos dos polipeptideos
da SEQ ID N°: 2, e sequéncias substancialmente idénticas a esta. Se-
ra apreciado que os polipeptideos da invengao podem ser representa-
dos no formato de caractere simples tradicional ou formato de carta
trés (Ver o encarte de Starrier, Lubert. Biochemistry, 32 edi¢do. W. H.
Freeman and Co, Nova lorque.) ou em qualquer outro formato que re-
laciona a identidade dos polipeptideos em uma sequéncia.

[00507] Motivos que podem ser detectados usando os programas
acima incluem sequéncias que codificam ziperes de leucina, motivos
de hélice-volta-hélice, sitios de glicosilagao, sitios de ubiquitinagao,
hélices alfa, e laminas betas, sequéncias sinais que codificam pepti-
deos de sinal que direcionam a secregdo das proteinas codificadas,
sequéncias implicadas na sobre-regulagao de transcrigao como home-
ocaixas, extensdes acidicas, sitios ativos enzimaticos, sitio de ligagéao
ao substratos e sitios de clivagem enzimatica.

[00508] As sequéncias de polinucleotideos isoladas, sequéncia de
polipeptideos, variantes e mutantes destas podem ser medidas para
retengdo de caracteristica de atividade biolégica para a enzima da
presente invengao, por exemplo, em um ensaio para detectar atividade
de fitase enzimatica (Food Chemical Codex, 4% Ed.). Tais enzimas in-
cluem formas truncadas de fitase, e variantes como variantes de dele-
¢ao e de inser¢ao da sequéncia de polipeptideos como exposto na
SEQ ID N°: 2. Estas fitases tém termotoleréncia. Ou seja, a fitase tem
uma atividade especifica residual de cerca de 90% apds tratamento a
707C, durante 30 minutos e aproximadamente 50% apés tratamento a
75T, durante 30 minutos. A termotolerancia das fit ases da invengéo é
vantajosa usando a enzima como um aditivo de alimentagédo uma vez
que a alimentagao pode ser moldada, granulada ou peletizada em uma
temperatura alta.

[00509] Por exemplo, em um aspecto, a invengéo fornece uma ma-
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triz de liberagdo de enzima peletizada comestivel e método de uso pa-
ra liberagdo de fitase para um animal, por exemplo como um suple-
mento nutricional. A matriz de liberagdo da enzima facilmente libera
uma enzima de fitase, como uma tendo a sequéncia de aminoacidos
da SEQ ID N° 2 ou pelo menos 30 aminoacidos contiguos desta, em
meios aquosos, como, por exemplo, o fluido digestivo de um animal. A
matriz de liberagdo de enzima da invengao é preparada de um veiculo
comestivel granulado selecionado de tais componentes como germe
de gréo sem dleo, feno, alfafa, capim-rabo-de-rato, casca de soja, fari-
nha de semente de girassol, farinha de trigo e outros, que facilmente
dispersam a enzima recombinante nele contida em meios aquosos.
Em uso, a matriz de liberagdo de enzima peletizada comestivel é ad-
ministrada a um animal para liberagédo de fitase para o animal. Subs-
tratos com base em grdo adequados podem compreender ou derivar
de qualquer grao comestivel adequado, como trigo, milho, soja, sorgo,
alfafa, cevada e outros. Um substrato com base em grdao exemplar é
um substrato com base em milho. O substrato pode ser derivado de
qualquer parte adequada do grao, por exemplo, um germe de grao,
aprovado para uso em alimentagao de animais, como germe de milho
que é obtido em um processo de moenda a umido ou seco. O germe
de grao pode compreender germe gasto que € um germe de grao do
qual 6leo foi expelido, como por compressdo ou hexano ou outra ex-
tracdo de solvente. Alternativamente, o germe de grao é extraido por
expelidor, ou seja, o 6leo foi removido comprimindo.

[00510] A matriz de liberagdo de enzima da invengéo é na forma de
particulas, péletes ou granulos plurais distintos. Por "granulos" € signi-
ficado particulas que estdo comprimidas ou compactadas, como por
uma peletizagdo, extrusdo, ou compactagao similar para remover agua
da matriz. Tal compressao ou também compactagido das particulas

promove coesao intraparticulas das particulas. Por exemplo, os granu-
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los podem ser preparados peletizando o substrato com base no grao
em um moinho de pélete. As péletes assim preparadas s&do moidas ou
esmigalhadas para um tamanho de granulo adequado para uso como
um adjuvante na alimentagdo de animais. Considerando que a matriz
seja aprovada para uso em alimentagédo de animais, ela pode ser usa-
da como um diluente para liberagdo das enzimas na alimentagao de
animais.

[00511] A matriz de liberagdo de enzima pode ser na forma de gra-
nulos tendo um tamanho de granulo que varia de cerca de 4 a cerca
de 400 malhas (USS); ou cerca de 8 a cerca de 80 malhas; ou cerca
de 14 a cerca de 20 malhas. Se o germe de gréo for gasto por meio de
extragdo por solvente, o uso de um agente de lubricidade como dleo
de milho pode ser necessario no peletizador, mas um tal agente de
lubricidade comum n&o é necessério se o germe for extraido por expe-
lidor. Em outros aspectos da invengéo, a matriz € preparada por outros
processos de compactagdo ou compressao como, por exemplo, por
extrusdo do substrato com base em grao através de uma matriz e mo-
agem do extrusado para um tamanho de grénulo adequado.

[00512] A matriz de liberagdo de enzima pode também incluir um
componente de polissacarideo como um agente de coesao para inten-
sificar a coesdo dos granulos da matriz. Acredita-se que o agente de
coeséao fornega grupos hidroxila adicionais que intensificam a ligagéo
entre as proteinas do grdo dentro do granulo da matriz. E também
acreditado que os grupos hidroxila adicionais assim funcionam intensi-
ficando a ligagédo de hidrogénio das proteinas ao amido e a outras pro-
teinas. O agente de coesdo pode estar presente em qualquer quanti-
dade adequada para intensificar a coesdo dos granulos da matriz de
liberagdo de enzima. Agentes coesivos adequados incluem uma ou
mais de dextrinas, maltodextrinas, amidos, como amido de milho, fari-

nhas, celulésicos, semi-celulésicos e outros. Por exemplo, a porcenta-
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gem de germe de gréo e do agente de coesdo na matriz (ndo incluindo
a enzima) é 78% de farinha de germe de milho e 20% em peso de
amido de milho.

[00513] Porque a matriz de liberagdo de enzima da invengao é feita
de materiais biodegradaveis, a matriz pode estar sujeita ao desperdi-
¢amento, como pela moldagem. Para prevenir ou inibir tal moldagem,
a matriz pode incluir um inibidor de molde, como um sal de propionato
que pode estar presente em qualquer quantidade suficiente para inibir
a moldagem da matriz de liberagdo de enzima desse modo fornecendo
uma matriz de liberagdo em uma formulagéo estavel que nao requer
refrigeragao.

[00514] A enzima de fitase contida na matriz de liberagdo de enzi-
ma da invengao e métodos é um aspecto de uma fitase termotolerante,
como aqui descrita, para resistir a inativagédo da fitase durante fabrica-
¢éo onde podem ser empregadas temperaturas elevadas e/ou vapor
para preparar a matriz de liberagdo de enzima peletizada. Durante a
digestdo de alimentagédo contendo a matriz de liberagdo de enzima da
invengao, fluidos digestivos aquosos causardo liberagdo da enzima
ativa. Outros tipos de enzimas termotolerantes e suplementos nutricio-
nais que sao termoestaveis podem ser também incorporados na matriz
de liberagao para liberagao sob qualquer tipo de condi¢gdes aquosas.
[00515] Um revestimento pode ser aplicado as particulas de matriz
de enzima da invengao para muitos diferentes propésitos, como para
adicionar um sabor ou suplemento nutricional a alimentagdo de ani-
mais, para retardar a liberagdo dos suplementos e enzimas da alimen-
tacdo de animais em condig¢des gastricas, e outros. Ou, o revestimento
pode ser aplicado para alcangar um objetivo funcional, por exemplo,
sempre que for desejavel reduzir a liberagdo da enzima das particulas
das matrizes ou para controlar as condi¢gdes sob as quais a enzima

sera liberada. A composi¢ao do material de revestimento pode ser de
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modo que seja seletivamente fragmentada por um agente ao qual ela
é suscetivel (como calor, acido ou base, enzimas ou outras quimicas).
Alternativamente, dois ou mais revestimentos suscetiveis a tais dife-
rentes agentes de fragmentagdo podem ser consecutivamente aplica-
dos as particulas da matriz.

[00516] A invengado também é direcionada a um processo para pre-
parar uma matriz de liberagdo de enzima. De acordo com a invengao,
o processo compreende fornecer particulas plurais distintas de um
substrato com base em grdao em um tamanho de particula adequado
para uso como uma matriz de liberagdo de enzima, em que as particu-
las compreendem uma enzima de fitase codificada pela SEQ ID N°: 2
ou pelo menos 30 aminoacidos sucessivos desta. O processo pode
incluir compactagao ou compressao das particulas da matriz de libera-
¢ao de enzima em granulos que podem ser realizadas mediante pele-
tizagdo. O inibidor de molde e agente de coesdo, quando usados, po-
dem ser adicionados em qualquer momento adequado, e podem ser
misturados com o substrato com base em grdo nas proporg¢des dese-
jadas antes da peletizagao do substrato com base em gréo. O teor de
umidade na alimentagdo do moinho de pélete pode ser nas faixas aci-
ma expostas com respeito ao teor de umidade no produto acabado, e
preferivelmente é cerca de 14-15%. A umidade pode ser adicionada a
carga de alimentagédo na forma de uma preparagdo aquosa da enzima
trazer a carga de alimentagao para este teor de umidade. A temperatu-
ra no moinho de pélete pode ser trazida para cerca de 82T com va-
por. O moinho de pélete pode ser operado sob qualquer condi¢gdo para
transmitir trabalho suficiente a carga de alimentagao para fornecer as
péletes. O processo de peletizagido em si € um processo eficaz no cus-
to para remover agua da composi¢ao contendo enzima.

[00517] Em um aspecto, o moinho de pélete € operado com uma
matriz de 0,31 cm (1/8 in) por 5,08 cm (2 in) a 45,35 kg/min (100
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Ib/min). pressédo a 82C. Para fornecer péletes que depois sdo esmiga-
Ihados em um esmigalhador de moinho de pélete para fornecer parti-
culas plurais distintas tendo um tamanho de particula capaz de atra-
vessar uma tela de 8 malha mas ser retido em uma tela de 20 malha.
[00518] As fitases termotolerantes aqui descritas podem ter tempe-
raturas 6timas altas e podem ter alta resisténcia ao calor ou tolerancia
ao calor. Desse modo, as fitases da invengao podem ser efetuadas em
temperaturas de reagbes enzimaticas normalmente consideradas aci-
ma de étima. As fitases da invengdo também podem realizar reagdes
enzimaticas apos serem expostas as altas temperaturas (termotole-
rancia sendo a capacidade de reter atividade enzimatica em tempera-
turas onde a fitase do tipo selvagem é ativa apds previamente ser ex-
posta a temperaturas altas, até mesmo se a temperatura alta puder
inativar ou diminuir a atividade da enzima, também ver definicdo de
termotolerancia, acima). O gene que codifica a fitase de acordo com a
presente invengéo (por exemplo, como exposto na SEQ ID N°: 1) pode
ser usado na preparagéo das fitases (por exemplo usando GSSM co-
mo aqui descrito) tendo caracteristicas diferentes daquelas da fitase
da SEQ ID N°: 2 (em termos de pH 6timo, temperatura étima, resistén-
cia ao calor, estabilidade a solventes, atividade especifica, afinidade
ao substrato, capacidade de secreg¢ao, taxa de tradugao, controle de
transcrigdo e outros). Além disso, 0 polinucleotideo da SEQ ID N°: 1
pode ser empregado para triar as fitases variantes preparadas pelos
métodos aqui descritos para determinar aquelas tendo uma atividade
desejada, como termoestabilidade ou termotolerancia melhorada ou
modificada. Por exemplo, Patente U.S. No. 5.830.732, descreve um
ensaio de triagem para determinar a termotolerancia de uma fitase.
[00519] Um exemplo in vitro de um tal ensaio de triagem é o ensaio
a seguir é para a detecgdo da atividade de fitase: atividade de fitase

pode ser medida incubando 150 od da preparagdo da enzima com 600
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od de 2 mM fitato de sédio em 100 mM tampéo de Tris HCI, pH 7,5, su-
plementado com 1 mM CaCl2 durante 30 minutos a 37T . Apds incu-
bagao, a reagéo é interrompida adicionando 750 od de 5% de acido tri-
cloroacético. Fosfato liberado foi medido com fosfato padrao espectro-
fotometricamente a 700 nm apés adicionar 1500 o« do reagente de cor
(4 volumes de 1,5% de molibdato de aménio em 5,5% de acido sulfuri-
co e 1 volume de 2,7% de sulfato ferroso; Shimizu, 1992). Uma unida-
de da atividade da enzima é definida como a quantidade de enzima
requerida para liberar um o«cmol Pi por min sob condigbes de ensaio. A
atividade especifica pode ser expressa em unidades de atividade de
enzima por mg de proteina. A enzima da presente invengao tem ativi-
dade enzimatica com respeito a hidrélise de fitato com inositol e fosfa-
to livre.

[00520] Em um aspecto, a invengao atual fornece um método de
hidrolisar fitato compreendendo contatar o fitato com uma ou mais das
novas moléculas de fitase aqui descritos (por exemplo, SEQ ID N°: 2).
Consequentemente, a invengdo fornece um método para catalisar a
hidrélise de fitato com inositol e fosfato livre com liberagdo de minerais
do complexo de acido fitico. O método inclui contatar um substrato de
fitato com uma quantidade eficaz degradante de uma enzima da in-
vengdo, como a enzima mostrada na SEQ ID N°: 2. O termo "quanti-
dade eficaz degradante” refere-se a quantidade de enzima que é re-
querida para degradar pelo menos 50% do fitato, quando comparado
ao fitato ndo contatado com a enzima. 80% do fitato pode ser degra-
dado.

[00521] Em outro aspecto, a invengdo fornece um método para hi-
drolisar ligagbes de fosfo-mono-éster em fitato. O método inclui admi-
nistrar uma quantidade eficaz de moléculas de fitase da invengéo (por
exemplo, SEQ ID N° 2), para render inositol e fosfato livre. Uma
"quantidade” eficaz" refere-se a quantidade de enzima que é requerida
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para hidrolisar pelo menos 50% das liga¢gdes de fosfo-mono-éster,
quando comparado ao fitato ndo contatado com a enzima. Em um as-
pecto, pelo menos 80% das ligagbes sdo hidrolisadas.

[00522] Em um aspecto particular, quando desejado, as moléculas
de fitase podem ser usadas em combinagdo com outros reagentes,
como outros catalisadores; para realizar alteragdes quimicas (por
exemplo hidrélise) nas moléculas de fitato e/ou em outras moléculas
da(s) fonte(s) de substrato. De acordo com este aspecto, as moléculas
de fitase e o(s) reagente(s) adicional(is) ndo inibirdo um ao outro. As
moléculas de fitase e o(s) reagente(s) adicional(is) podem ter um efeito
aditivo geral, ou, alternativamente, as moléculas de fitase e o(s) rea-
gente(s) adicional(is) pode(m) ter um efeito sinergistico geral.

[00523] Fontes relevantes das moléculas de fitato do substrato in-
cluem géneros alimenticios, géneros alimenticios potenciais, subpro-
dutos de géneros alimenticios (tanto subprodutos in vitro quanto sub-
produtos in vivo, por exemplo produtos ex vivo de reagdo e produtos
excrementais de animal), precursores de géneros alimenticios, e qual-
quer outra fonte material de fitato.

[00524] Em um aspecto nao-limitativo, a fitase recombinante pode
ser consumida por organismos e reter as atividades sob consumo. Em
outra exemplificagdo, métodos transgénicos podem ser usados para
alcancar expressdo da fitase recombinante - por exemplo, em uma
forma controlada (métodos estédo disponiveis para controlar expresséo
de moléculas transgénicas de formas tempo-especificas e tecido-
especificas).

[00525] Em um aspecto, a atividade de fitase no material de fonte
(por exemplo uma fonte de planta transgénica ou um hospedeiro pro-
cariético recombinante) pode ser aumentada no consumo; este au-
mento na atividade pode ocorrer, por exemplo, na conversao de uma

molécula de fitase precursora em pré-forma a uma enzima significati-
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vamente mais ativa em uma forma mais madura onde a dita converséo
pode resultar, por exemplo, da ingestdo e digestdo da fonte de fitase.
Hidrdlise do substrato de fitato pode ocorrer qualquer hora ao contatar
a fitase com o fitato; por exemplo, isto pode ocorrer antes da ingestao
ou apoés ingestdo ou tanto antes quanto ap6s a ingestdo do substrato
ou da enzima ou ambos. E apreciado adicionalmente que o substrato
de fitato pode ser contatado com - além da fitase - um ou mais reagen-
tes adicionais, como outra enzima que também tinha sido aplicada ou
diretamente ou apds purificagio de seu material de fonte.

[00526] E apreciado que o(s) material(is) de fonte da fitase pode ser
contatado diretamente com o(s) material(is) de fonte do fitato; por
exemplo em moagem ou mastigagao in vitro ou in vivo de qualquer
uma ou ambas a(s) fontes(s) de fitase e a(s) fonte(s) de fitato. Alterna-
tivamente a enzima de fitase pode ser purificada longe do(s) materi-
al(is) de fonte, ou o substrato de fitato pode ser purificado longe do(s)
material(is) de fonte, ou a enzima de fitase e o substrato de fitato po-
dem ser purificados longe do(s) material(is) de fonte antes do contato
da enzima de fitase com o substrato de fitato. E apreciado que uma
combinagao de reagentes purificados e ndo-purificados - incluindo en-
zima(s) ou substrato(s) ou ambos - pode ser usada.

[00527] E apreciado que mais de um material de fonte pode ser
usado como uma fonte de atividade de fitase. Este é util como um mo-
do para alcangar uma liberagdo em intervalos do(s) reagente(s) do(s)
material(is) de fonte, onde a liberagdo dos reagentes diferentes de
seus materiais de fonte ocorre diferentemente, por exemplo como ma-
teriais de fonte ingeridos séo digeridos in vivo ou como materiais de
fonte sdo processados em aplicagdes in vitro. O uso de mais de um
material de fonte de atividade de fitase também é util para obter ativi-
dades de fitase sob uma faixa de condi¢gbes e flutuagdes destes, que

podem ser encontradas - como uma faixa de valores de pH, tempera-
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turas, salinidades e intervalos de tempo - por exemplo durante as eta-
pas de diferentes processamentos de uma aplicagdo. O uso de mate-
riais de fonte diferentes também é util para obter reagentes diferentes,
como exemplificado por uma ou mais formas ou isdmeros de fitase
e/ou fitato e/ou outros materiais.

[00528] E apreciado que um material de fonte simples, uma tal es-
pécie de planta transgénica (ou partes de planta desta), pode ser um
material de fonte de fitase e fitato; e que enzimas e substratos podem
ser diferentemente compartimentados dentro da dita fonte simples -
por exemplo segregada versus ndo-segregada, diferentemente ex-
pressa e/ou ter abundancias diferenciais em diferentes partes da plan-
ta ou 6rgaos ou tecidos ou em compartimentos subcelulares dentro da
mesma parte da planta ou 6rgéao ou tecido. Purificagido das moléculas
de fitase nela contidas pode compreender isolando e/ou também pro-
cessando uma ou mais partes da planta desejaveis ou 6rgaos ou teci-
dos ou compartimentos subcelulares.

[00529] Em um aspecto particular, esta invengéo fornece um méto-
do de catalisar reagdes in vivo e/ou in vitro usando sementes que con-
tém quantidades intensificadas de enzimas. O método compreende
adicionar sementes do tipo transgénico, ndo-selvagem, por exemplo,
em uma forma moida, a uma mistura de reagdo e deixar as enzimas
nas sementes aumentar a taxa de reag¢ao. Adicionando as sementes
diretamente a mistura de reagdo o método fornece uma solugéo para o
processo mais caro e incOmodo de extrair e purificar a enzima. Tam-
bém sao fornecidos métodos de tratamento por meio dos quais um or-
ganismo carecendo de uma provisao suficiente de uma enzima é ad-
ministrado a enzima na forma de sementes de uma ou mais espécies
de planta, por exemplo, espécies de planta transgénica, contendo
quantidades intensificadas da enzima. Detalhes adicionais relativos a

este método estdo na literatura publica e/ou sdo conhecidos ao versa-
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do. Em uma exemplificagdo nao-limitativa particular, tal literatura publi-
camente disponivel inclui Patente U.S. No. 5.543.576 (Van Ooijen et
al.) e Patente U.S. No. 5.714.474 (Van Ooijen et al.), embora estas re-
feréncias ndo ensinem as moléculas inventivas do presente pedido de
patente e ao invés ensinam o uso de fitases fungicas.

[00530] Em um aspecto nao-limitativo particular, as moléculas de
fitase imediatas séo Uteis para gerar formas de vida do sistema diges-
tivo recombinante (ou micrébios ou flora) e para a administragdo das
ditas formas de vida do sistema digestivo recombinante aos animais.
Administragcdo pode ser opcionalmente executada sozinha ou em
combinagdo com outras enzimas e/ou com outras formas de vida que
podem fornecer atividade enzimatica em um sistema digestivo, onde
as ditas outras enzimas e as ditas formas de vida podem ser recombi-
nantes ou outras. Por exemplo, a administragdo pode ser executada
em combinagao com bactérias xilanoliticas.

[00531] Em um aspecto ndo-limitativo, a presente invengao fornece
um método para macerar graos de milho ou sorgo em agua morna
contendo dioxido de enxofre na presenga de uma preparagao de en-
zima compreendendo uma ou mais enzimas degradantes de fitina, por
exemplo, em uma tal quantidade que a presente fitina no milho ou sor-
go é substancialmente degradada. A preparagdo da enzima pode
compreender fitase e/ou acido fosfatase e opcionalmente outro materi-
al de enzimas de planta degradantes. O tempo de maceragao pode ser
12 a 18 horas. As maceragdes podem ser interrompidas por uma eta-
pa de moagem intermediaria, reduzindo o tempo de maceragdo. Em
um aspecto, os graos de milho ou sorgo sdao macerados em agua
morna contendo diéxido de enxofre na presenga de uma preparagao
de enzima que inclui uma ou mais enzimas degradantes de fitina, co-
mo fitase e acido fosfatases, para eliminar ou grandemente reduzir

acido fitico e os sais de acido fitico. Detalhes adicionais relativos a es-
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te método estdo na literatura publica e/ou sdo conhecidos ao versado.
Em uma exemplificagdo, tal literatura publicamente disponivel inclui
Patente U.S. No. 4.914.029 (Caransa et al.) e EP 0321004 (Vaara et
al.), embora estas referéncias ndo ensinem as moléculas inventivas do
presente pedido de patente.

[00532] Em um aspecto ndo-limitativo, a presente invengao fornece
um método para obter uma massa de pao tendo propriedades fisicas
desejaveis como nao-viscosidade e elasticidade e um produto de pao
de qualidade superior como um volume especifico compreendendo
adicionar as moléculas de fitase a massa de pdo. Em um aspecto, as
moléculas de fitase da inveng¢do atual sdo adicionadas a uma prepara-
¢do em andamento de massa de pao que é subsequentemente forma-
da e assada. Detalhes adicionais com relagao a esse método estao na
literatura publica e/ou sdo conhecidos ao versado. Em uma exemplifi-
cagao, tal literatura publicamente disponivel inclui JP 03076529 (Hara
et al.), embora esta referéncia ndo ensine as moléculas de fitase in-
ventivas do presente pedido de patente.

[00533] Em um aspecto ndo-limitativo, a presente invengéo fornece
um método para produzir géneros alimenticios de feijao-soja melhora-
dos. S4do combinados feijdes-sojas com as moléculas de fitase da in-
vengao atual para remover acido fitico dos feijdes-sojas, desse modo
produzindo os géneros alimenticios de feijao-soja que sdo melhorados
em seu fornecimento de nutrientes de trago essenciais para consumir
organismos e em sua digestibilidade de proteinas. Em um aspecto, na
produgéo de leite de feijdo-soja, as moléculas de fitase da invengao
atual sdo adicionadas ou colocadas em contato com os feijdes-sojas
para reduzir o teor de acido fitico. Em uma exemplificagdo nao-
limitativa, o processo de aplicagdo pode ser acelerado agitando o leite
de feijdo-soja junto com a enzima sob aquecimento ou conduzindo

uma reagao do tipo mistura em um recipiente de agitagido usando uma
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enzima imobilizada. Detalhes adicionais relativos a este método estao
na literatura publica e/ou sdo conhecidos ao versado. Em uma exem-
plificagdo n&o-limitativa particular, tal literatura publicamente disponivel
inclui JP 59166049 (Kamikubo et al.), embora esta referéncia ndo en-
sine as moléculas inventivas do presente pedido de patente.

[00534] Em um aspecto, a invengao atual fornece um método de
produzir um produto de admissao para agua potavel ou alimentagao
de animais em forma de fluido, e compreendendo usar as misturas mi-
nerais e misturas de vitaminas, e também novas moléculas de fitase
da invengao atual. Em um aspecto, é alcangada uma mistura correta-
mente dosada e misturada de nutrientes necessarios para o organismo
consumindo sem qualquer risco de precipitacao e destrui¢ao dos mine-
rais/vitaminas importantes, embora ao mesmo tempo seja feita a utili-
zagao 6tima do fosfato ligado a fitina na alimentagdo. Detalhes adicio-
nais relativos a este método estdo na literatura publica e/ou sdo co-
nhecidos ao versado. Em uma exemplificagdo, tal literatura publica-
mente disponivel inclui EP 0772978 (Bendixen et al.), embora esta re-
feréncia ndo ensine as moléculas inventivas do presente pedido de
patente.

[00535] E apreciado que as moléculas de fitase da invengéo atual
também possam ser usadas para produzir outros géneros alimenticios
bebiveis alcodlicos e ndo-alcodlicos (ou bebidas) com base no uso de
moldes e/ou em graos e/ou em outras plantas. Estes géneros alimenti-
cios bebiveis incluem licores, vinhos, bebidas alcodlicas misturadas
(por exemplo refresco de vinho, outros cafés alcodlicos como cafés
irlandeses, etc.), cervejas, quase-cervejas, sucos, extratos, homogena-
tos e purés. Em um aspecto, as moléculas de fitase imediatamente
divulgadas s&o usadas para gerar versdes transgénicas de moldes
e/ou graos e/ou outras plantas Uteis para a produgéo de tais géneros

alimenticios bebiveis. Em outro aspecto, as moléculas de fitase imedi-
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atamente divulgadas sao usadas como ingredientes adicionais no pro-
cesso industrial e/ou no teor final de tais géneros alimenticios bebiveis.
Detalhes adicionais relativos a este método estdo na literatura publica
e/ou sdo conhecidos ao versado. Porém - devido a novidade da inven-
cao atual - referéncias na literatura publicamente disponivel ndo ensi-
nam as moléculas inventivas divulgadas imediatamente.

[00536] Em outra exemplificagdo ndo-limitativa, a presente invengao
fornece meios para obterem objetivo refinado tendo uma quantidade
reduzida de fitina e um teor aumentado de inositol. Um tal objetivo po-
de ter - através de efeitos diretos e/ou psicogénicos - uma agao pre-
ventiva em doenga hepatica, arteriosclerose e outras doengas. Em um
aspecto, um objetivo é produzido de arroz Koji multiplicando um molde
de arroz Koji tendo atividade de fitase alta como um material bruto. E
apreciado que as moléculas de fitase da invengao atual podem ser
usadas para produzir um molde util com atividade intensificada (por
exemplo, um molde transgénico) e/ou exogenamente adicionadas para
aumentar os efeitos de um molde de Kaoiji. A cepa é adicionada ao ar-
roz fervido e Koji é produzido por um procedimento convencional. Em
uma exemplificagdo, o Koji preparado é usado, o arroz inteiro é prepa-
rado em dois estagios e o objetivo é produzido em temperatura de Ob-
jetivo constante de 15T para dar o Obijetivo refinado objetivo tendo
uma quantidade reduzida de fitiha e uma quantidade aumentada de
inositol. Detalhes adicionais relativos a este método estéao na literatura
publica e/ou sdo conhecidos ao versado. Em uma exemplificagao, tal
literatura publicamente disponivel inclui JP 06153896 (Soga et al.) e
JP 06070749 (Soga et al.), embora estas referéncias ndo ensinem as
moléculas inventivas do presente pedido de patente.

[00537] Em um aspecto ndo-limitativo, a presente invengao fornece
um método para obter um absorbefaciente capaz de promover a ab-

sor¢ao de minerais incluindo calcio ingerido sem ser digeridos por su-
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cos gastricos ou sucos intestinais a um baixo custo. Em um aspecto, o
absorbefaciente mineral contém um hidrolisado parcial de acido fitico
como um ingrediente ativo. Um hidrolisado parcial do acido fitico pode
ser produzido através de hidrélise do acido fitico ou seus sais usando
as novas moléculas de fitase da invengdo atual. O tratamento com as
moléculas de fitase pode ocorrer ou um em tratamento sozinho e/ou
um de combinagéo (para inibir ou aumentar o efeito final), e é seguido
inibindo a hidrélise dentro de uma faixa para nao liberar todos os radi-
cais de fosfato. Detalhes adicionais relativos a este método estdo na
literatura publica e/ou sdo conhecidos ao versado. Em uma exemplifi-
cagao nao-limitativa particular, tal literatura publicamente disponivel
inclui JP 04270296 (Hoshino), embora referéncia na literatura publica-
mente disponivel ndo ensine as moléculas inventivas do presente pe-
dido de patente.

[00538] Em um aspecto nao-limitativo, a presente invengao fornece
um método (e seus produtos) para produzir uma composi¢édo de enzi-
ma tendo um aditivo ou preferivelmente uma atividade de hidrolizagao
de fitato sinergistica; a dita composi¢do compreende as novas molécu-
las de fitase da invengéo atual e um ou mais reagentes adicionais para
alcangar uma composi¢ao que € util para um tratamento de combina-
¢ao. Em um aspecto, o tratamento de combinagio da presente inven-
¢ao é alcangado com o uso de pelo menos duas fitases de especifici-
dade de posic¢ao diferente, isto é qualquer combinagao de 1, 2, 3, 4, 5
e 6-fitases. Combinando as fitases de especificidade de posigéo dife-
rente um efeito aditivo ou sinergistico é obtido. Composi¢ées como
comida e alimentagdo ou comida e aditivo de alimentagcdo compreen-
dendo tais fitases em combinagdo também estdo incluidas nesta in-
vengao como também seus processos para a preparag¢ao. Detalhes
adicionais relativos a este método estdo na literatura publica e/ou sao

conhecidos ao versado. Em uma exemplificagdo, tal literatura publica-
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mente disponivel inclui WO9 830681 (Ohmann et al.), embora referén-
cias na literatura publicamente disponivel ndo ensinem o uso das mo-
Iéculas inventivas do presente pedido de patente.

[00539] Em outro aspecto, o tratamento de combinagéo da presente
invengao é alcangado com o uso de um acido fosfatase tendo ativida-
de de hidrolizagdo do fitato a um pH de 2,5, em uma razdo baixa que
corresponde a um pH 2,5:5,0 perfil de atividade de cerca de 0,1:1,0 a
10:1, preferivelmente de cerca de 0,5:1,0 a 5:1, ou de cerca de 0,8:1,0
a 3:1, ou de cerca de 0,8:1,0 a 2:1. A composi¢gao de enzima preferi-
velmente apresenta uma eficiéncia de hidrolizagéo de fitato sinergética
mais alta mediante tratamento térmico. A composi¢cao de enzima é util
no tratamento de géneros alimenticios (comida bebivel e sdlida, ali-
mentagao e produtos de alimentagéo) para melhorar a hidrélise de fita-
to. Detalhes adicionais relativos a este método estdo na literatura pu-
blica e/ou sdo conhecidos ao versado. Em uma exemplificagido ndo-
limitativa particular, tal literatura publicamente disponivel inclui Patente
U.S. No. 5.554.399 (Vanderbeke et al.) e Patente U.S. No. 5.443.979
(Vanderbeke et al.) que ambas ensinam o uso de fitases fungicas (em
particular Aspergillus).

[00540] Em um aspecto ndo-limitativo, a presente invengao fornece
um método (e seus produtos) para produzir uma composigdo compre-
endida da nova enzima de agéo de fitato imediata em combinagdo com
uma ou mais enzimas adicionais que agem nos polissacarideos. Tais
polissacarideos podem ser selecionados do grupo que consiste em
arabinanas, fructanas, fucanas, galactanas, galacturonanas, glucanas,
mananas, Xilanas, levan, fucoidan, carragenina, galactocarolose, pec-
tina, acido péctico, amilose, pululan, glicogénio, amilopectina, celulose,
carboxilmetilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose, dextrano, pustulan,
quitina, agarose, ceratan, condroitina, dermatan, acido hialurénico,

acido alginico e polissacarideos contendo pelo menos uma aldose,
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cetose, acido ou amina selecionados do grupo que consiste em eritro-
se, treose, ribose, arabinose, xilose, lixose, alose, altrose, glicose, ma-
nose, gulose, idose, galactose, talose, eritrulose, ribulose, xilulose,
psicose, frutose, sorbose, tagatose, acido glicurénico, acido gliconico,
acido glucarico, acido galacturénico, acido manurdnico, glicosamina,
galactosamina e acido neuraminico.

[00541] Em um aspecto particular, a presente invengéo fornece um
método (e seus produtos) para produzir uma composi¢do tendo uma
atividade de hidrolizagao de fitato sinergistica compreendendo uma ou
mais novas moléculas de fitase da invengéo atual, uma celulase (tam-
bém pode incluir uma xilanase), opcionalmente uma protease, e opci-
onalmente um ou mais reagentes adicionais. Em aspectos alternativos,
tais tratamentos de combinagdo séo uteis no tratamento de géneros
alimenticios, produtos de madeira, como produtos de papel e como
solugdes e solidos de limpeza.

[00542] Em uma exemplificagdo ndo-limitativa, as moléculas de fi-
tase imediatas sdo uteis em combinagdo com componentes celuldsi-
cos. E conhecido que celulases de muitas bactérias celuloliticas sdo
organizadas em complexos de multienzima distintos, denominados ce-
lulossomas. As multiplas subunidades de celulossomas sido compos-
tas de numerosos dominios funcionais que interagem entre si e com o
substrato celulésico. Uma destas subunidades compreende uma clas-
se nova distintiva de polipeptideos de formagdo de estrutura nao-
catalitica, que seletivamente integra as varias subunidades de celulase
e xilanase no complexo coesivo. Aplicagao inteligente de hibridos de
celulossoma e construgdes quiméricas de dominios celulossémicos
deve permitir melhor uso de biomassa celulésica e pode oferecer uma
faixa extensiva de novas aplicagcbes em pesquisa, medicina e indus-
tria.

[00543] Em outra exemplificagdo nao-limitativa, as moléculas de
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fitase imediatas s&do uteis - ou sozinhas ou em tratamentos de combi-
nagao - em areas de biopolpagao e bioalvejamento, onde uma redugao
no uso de quimicas ambientalmente prejudiciais tradicionalmente usa-
das na industria de polpa e papel é desejada. Tratamento de agua re-
sidual representa outra area de aplicagdo vasta onde enzimas bioldgi-
cas foram mostradas nao so ser eficazes na remogéo da cor mas tam-
bém na bioconversao de substancias potencialmente nocivas em bio-
produtos uteis.

[00544] Em outra exemplificagdo nao-limitativa, as moléculas de
fitase imediatas sdo uteis para gerar formas de vida que podem forne-
cer pelo menos uma atividade enzimatica - ou sozinho ou em trata-
mentos de combinagao - no tratamento de sistemas digestivos de or-
ganismos. Particularmente organismos importantes a ser tratados in-
cluem organismos nao-ruminantes, embora organismos ruminantes
também podem beneficiar de tal tratamento. Especificamente, é apre-
ciado que este método pode ser executado sozinho ou em combina-
¢ao com outras moléculas bioldgicas (por exemplo, xilanases) para
gerar um hospedeiro recombinante expressando uma pluralidade de
moléculas bioldégicas. Também é apreciado que a administragdo das
moléculas de fitase imediatas e/ou hospedeiros recombinantes que
expressam as moléculas de fitase imediatas ou pode ser executada
sozinha ou em combinagdo com outras moléculas bioldgicas, e/ou
formas de vida que podem fornecer atividades enzimaticas em um sis-
tema digestivo - onde as ditas outras enzimas e as ditas formas de vi-
da podem ser recombinantes ou outras. Por exemplo, a administragao
pode ser executada em combinagdo com bactérias xilanoliticas.
[00545] Por exemplo, além de fitato, muitos organismos ndao podem
também digerir hemiceluloses adequadamente. Hemiceluloses ou xila-
nas sdo componentes principais (35%) de materiais de planta. Para

animais ruminantes, cerca de 50% de xilanas dietéticas sdo degrada-
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das, mas apenas quantidades pequenas de xilanas s&do degradadas
no intestino inferior de animais ndo-ruminantes e do homem. No rume,
as espécies xilanoliticas principais s&o Butyrivibrio fibrisolvens e Bac-
teroides ruminicola. No c6lon humano, as subespécies "a" Bacteroides
ovatus e Bacteroides fragilis sdo bactérias xilanoliticas principais. As
xilanas sao quimicamente complexas, e sua degradagéo requer enzi-
mas multiplas. Expressao destas enzimas através de bactérias do in-
testino varia grandemente entre as espécies. Butyrivibrio Fibrisolvens
produz xilanases extracelulares mas espécies Bacteroides tém ativi-
dade de xilanase ligada a célula. Caracterizagdo bioquimica de enzi-
mas Xxilanoliticas das bactérias do intestino ndo foi completamente
terminada. Um gene de xilosidase foi clonado de B. fibrosolvens 113.
Os dados das hibridizagées de DNA usando um gene de xilanase clo-
nado de B. fibrisolvens 49 indicam que este gene pode estar presente
em outras cepas de B. fibrisolvens. Uma xilanase clonada de Bact.
ruminicola foi transferida e altamente expressa em Bact. fragilis e Bact.
uniformis. Genes de arabinosidase e xilosidase de Bact. ovatus foram
clonados e ambas as atividades parecem ser catalisadas por uma no-
va enzima simples, bifuncional.

[00546] Consequentemente, é apreciado que as moléculas de fitase
presentes sdo Uteis para 1) transferir em um hospedeiro adequado
(como Bact. fragilis ou Bact. uniformis); 2) alcangar expressdo ade-
quada em um hospedeiro recombinante resultante; e 3) administrar o
dito hospedeiro recombinante em organismos para melhorar a capaci-
dade dos organismos tratados de degradar fitato. Pesquisa continuada
em areas genéticas e bioquimicas provera conhecimento e discerni-
mento para manipulagdo de digestao no nivel de intestino e entendi-
mento melhorado de digestao de fibra colbnica.

[00547] Detalhes adicionais relativos a este método estao na litera-

tura publica e/ou sdo conhecidos ao versado. Em uma exemplificagéo
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nao-limitativa particular, tal literatura publicamente disponivel inclui Pa-
tente U.S. No. 5.624.678 (Bedford et al.), Patente U.S. No. 5.683.911
(Bodie et al.), Patente U.S. No. 5.720.971 (Beauchemin et al.), Patente
U.S. No. 5.759.840 (Sung et al.), Patente U.S. No. 5.770.012 (Cooper),
Patente U.S. No. 5.786.316 (Baeck et al.), Patente U.S. No. 5.817.500
(Hansen et al.), e artigos de jornal (Jeffries, 1996; Prade, 1996; Bayer
et al., 1994; Duarte et al., 1994; Hespell e Whitehead, 1990; Wong et
al., 1988), embora estas referéncias ndo ensinem as moléculas de fi-
tase inventivas do presente pedido de patente, nem nenhum deles en-
sina a adigao de moléculas de fitase na produgédo de géneros alimenti-
cios, produtos de madeira, como produtos de papel, e como solugdes
e soélidos de limpeza. Em contraste, a invengao atual ensina que as
moléculas de fitase - por exemplo, as moléculas de fitase da invengéo
atual - podem ser adicionadas ao(s) reagente(s) divulgado(s) para ob-
ter preparagdes tendo uma atividade de fitase adicional. Os rea-
gente(s) e as moléculas de fitase adicionais podem n&o inibir um ao
outro. O(s) reagente(s) e as moléculas de fitase adicionais podem ter
um efeito aditivo geral. O(s) reagente(s) e as moléculas de fitase adici-
onais podem ter um efeito sinergistico geral.

[00548] Em um aspecto ndo-limitativo, a presente invengao fornece
um método (e seus produtos) para intensificagao de utilizagdo de fés-
foro de fitato e tratamento e prevengdo de discondroplasia tibial em
animais, particularmente avicula, administrando aos animais uma
composi¢ao de alimentagao contendo um derivado de vitamina D3 hi-
droxilada. O derivado de vitamina D3 pode ser administrado aos ani-
mais na alimentagdo contendo niveis reduzidos de calcio e fésforo pa-
ra intensificagdo de utilizagdo de fosforo de fitato. Consequientemente,
o derivado de vitamina D3 pode ser administrado em combinagdo com
as novas moléculas de fitase da invengao atual para também intensifi-

cagao da utilizagdo de fésforo de fitato. Detalhes adicionais relativos a
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este método estdo na literatura publica e/ou sdo conhecidos ao versa-
do. Em uma exemplificacdo nao-limitativa particular, tal literatura publi-
camente disponivel inclui Patente U.S. No. 5.516.525 (Edwards et al.)
e Patente U.S. No. 5.366.736 (Edwards et al.), Patente U.S. No.
5.316.770 (Edwards et al.) embora esta referéncia ndo ensine as mo-
Iéculas inventivas do presente pedido de patente.

[00549] Em um aspecto ndo-limitativo, a presente invengéo fornece
um método (e seus produtos) para obter géneros alimenticios que 1)
compreende fitina que é facilmente absorvida e utilizada em uma for-
ma de inositol em um corpo de um organismo; 2) que é capaz de re-
duzir fésforo em substéncia excrementar; e 3) que é conseqientemen-
te atil para melhorar a poluigdo ambiental. O dito género alimenticio é
compreendido de uma admistdo de um grdo contendo fitina, um mi-
croorganismo de produgéo de acido lactico e uma nova molécula de
fitase da invengéo atual. Em um aspecto, o dito género alimenticio é
produzido através da composi¢ao de uma fitina - contendo grao (prefe-
rivelmente, por exemplo farelo de trigo de arroz) com um grupo micro-
biano eficaz tendo uma propriedade acidofilica, produzindo acido lacti-
co, sem produzir acido butirico, livre de patogenicidade, e uma fitase.
Exemplos de um grupo microbiano eficaz incluem por exemplo Strep-
tomyces sp. (American Type Culture Collection No. ATCC 3004) per-
tencentes ao grupo de actinomices e Lactobacillus sp. (IFO 3070) per-
tencente ao grupo de lactobacilos. Também, uma quantidade preferi-
vel de adigdo de um grupo microbiano eficaz é 0,2% em peso em ter-
mos do peso de corpo bacteriano com base em um material de grao.
Além disso, a quantidade da adigdo da fitase é preferivelmente 1-2%
em peso com base na fitina no material de gréo. Detalhes adicionais
relativos a este método estdo na literatura publica e/ou s&o conhecidos
ao versado. Em uma exemplificagdo nao-limitativa particular, tal litera-

tura publicamente disponivel inclui JP 08205785 (Akahori et al.), em-
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bora referéncias na literatura publicamente disponivel ndo ensinem as
moléculas inventivas do presente pedido de patente.

[00550] Em um aspecto nao-limitativo, a presente invengao fornece
um método para melhorar a solubilidade de proteinas vegetais. Mais
especificamente, a invengao diz respeito aos métodos para a solubili-
zagao de proteinas em fontes de proteina vegetais cujos métodos
compreendem tratar a fonte de proteina vegetal com uma quantidade
eficiente de uma ou mais enzimas de fitase - incluindo moléculas de
fitase da invengéo atual - e tratar a fonte de proteina vegetal com uma
quantidade eficiente de uma ou mais enzimas proteoliticas. Em outro
aspecto, a invengao fornece aditivos de alimentagdo de animais com-
preendendo uma fitase e uma ou mais enzimas proteoliticas. Detalhes
adicionais relativos a este método estdo na literatura publica e/ou sao
conhecidos ao versado. Em uma exemplificagdo nao-limitativa particu-
lar, tal literatura publicamente disponivel inclui EP 0756457 (WO
9528850 A1) (Nielsen e Knap), embora referéncias na literatura publi-
camente disponivel ndo ensinam as moléculas inventivas do presente
pedido de patente.

[00551] Em um aspecto ndo-limitativo, a presente invengao fornece
um método de produzir uma preparagdo de proteina vegetal compre-
endendo dispersar os materiais de fonte da proteina vegetal em agua
a um pH na faixa de 2 a 6 e misturar com eles as moléculas de fitase
da invengao atual. O extrato acidico contendo proteina soluvel é sepa-
rado e seco para render uma proteina sdlida de carater desejavel.
Uma ou mais proteases também podem ser usadas para melhorar as
caracteristicas da proteina. Detalhes adicionais relativos a este méto-
do estdo na literatura publica e/ou sdo conhecidos ao versado. Em
uma exemplificagdo ndo-limitativa particular, tal literatura publicamente
disponivel inclui Patente U.S. No. 3.966.971 (Morehouse et al.), embo-

ra referéncias na literatura publicamente disponivel ndo ensinem as
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moléculas inventivas do presente pedido de patente.

[00552] Em um aspecto ndo-limitativo, a presente invengao fornece
um método (e produtos destes) para ativar fésforo inerte em terra e/ou
composto, para melhorar a taxa de utilizagdo de um composto de ni-
trogénio, e suprir propagagao de moldes patogénicos adicionando trés
reagentes, fitase, saponina e quitosana, ao composto. Em um aspecto
nao-limitativo o método pode compreender tratar o composto 1) adici-
onando microorganismos contendo fitase em meios - preferivelmente
os hospedeiros recombinantes que superexpressam as novas molécu-
las de fitase da invengao atual - por exemplo a 100 ml de meio/100 kg
de composto umido; 2) também adicionando alternativamente uma
fonte de planta contendo fitase - como farelo de trigo - por exemplo a
0,2 a 1 kg/100 kg de composto umido; 3) adicionando uma fonte con-
tendo saponina - como turfa, flor-de-diana e planta de iuca - por exem-
plo a 0,5 a 3,0 g/kg; 4) adicionando materiais contendo quitosana -
como conchas pulverizadas de camardes, caranguejos, etc. - por
exemplo a 100 a 300g/kg de composto umido. Em outro aspecto nao-
limitativo, fontes recombinantes compreendendo os trés reagentes,
fitase, saponina e quitosana, sdo usadas. Detalhes adicionais relativos
a este método estao na literatura publica e/ou s&o conhecidos ao ver-
sado. Em uma exemplificagdo nao-limitativa particular, tal literatura
publicamente disponivel inclui JP 07277865 (Toya Taisuke), embora
referéncias na literatura publicamente disponivel ndo ensinem as mo-
Iéculas inventivas do presente pedido de patente.

[00553] Os fragmentos do gene de comprimento total da presente
invengdo podem ser usados como uma sonda de hibridagado com um
cDNA ou uma biblioteca genémica para isolar o DNA de comprimento
total e isolar outros DNAs tendo uma similaridade de sequéncia alta
para o gene ou atividade biolégica similar. Sondas deste tipo tém pelo

menos 10, preferivelmente pelo menos 15 e até mesmo mais preferi-
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velmente pelo menos 30 bases e podem conter, por exemplo, pelo
menos 50 ou mais bases. A sonda também pode ser usada para iden-
tificar um clone de DNA que corresponde a uma transcrigdo de com-
primento total e um clone gendémico ou clones contendo o0 gene com-
pleto que inclui regiées reguladoras e promotoras, éxons e introns.

[00554] Em outro aspecto, sdo fornecidos organismos nao-
humanos transgénicos que contém uma sequéncia heteréloga que co-
difica uma fitase da invengao (por exemplo, SEQ ID N°: 2). Varios mé-
todos para fazer os animais transgénicos da invengdo em questao po-
dem ser empregados. Em geral, trés tais métodos podem ser empre-
gados. Em um tal método, um embrido no estagio pré-nuclear (um
"embrido unicelular") é colhido de uma fémea e o transgene é microin-
jetado dentro do embrido, em cujo caso o transgene sera cromossomi-
camente integrado as ceélulas germinais e as células somaticas do
animal maduro resultante. Em outro tal método, células do tronco em-
brionario séo isoladas e o transgene nelas incorporado por eletropora-
¢ao, transfecgdo de plasmideo ou microinjegdo, seguido por reintrodu-
¢ao das células do tronco no embrido onde elas colonizam e contribu-
em para a linhagem genética. Métodos para microinjegdo de espécies
mamiferas sao descritos na Patente U.S. No. 4.873.191. Em ainda ou-
tro tal método, células embrionarias sao infectadas com um retrovirus
contendo o transgene por meio do qual as células germinais do em-
brido tém o transgene cromossomicamente nelas integrado. Quando
0s animais a serem feitos transgénicos forem aves, porque 6vulos fer-
tilizados aviarios em geral passam por divisdo celular durante as pri-
meiras vinte horas no oviduto, microinje¢ido dentro do pré-nucleo do
ovo fertilizado é problematica devido a inacessibilidade do pré-nucleo.
Portanto, dos métodos para fazer animais transgénicos no geral acima
descritos, infecgédo de retrovirus é preferida para espécies aviarias, por

exemplo como descrito na Pat. U.S. No. 5.162,215. Se microinjegéo
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for para ser usada com espécies aviarias, porém, um procedimento
publicado por Love et al., (Biotechnol., 12 de janeiro de 1994) pode ser
utilizado por meio do qual o embrido é obtido de uma galinha sacrifica-
da aproximadamente duas horas e meia apds a colocagéo do ovo bo-
tado, o transgene é microinjetado no citoplasma do disco germinal e o
embrido é cultivado em uma concha de hospedeiro até maturidade.
Quando os animais a serem feitos transgénicos sdo bovinos ou porci-
nos, microinje¢ao pode ser impedida pela opacidade dos évulos assim
tornando dificil de identificar os gréos através de microscopia de con-
traste de interferéncia diferencial tradicional. Para superar este pro-
blema, os évulos podem ser centrifugados para segregar os pro-
nucleos para melhor visualizagao primeiro.

[00555] Os "animais ndo-humanos" da invengdo sdo animais bovi-
nos, porcinos, ovinos e aviarios (por exemplo, vaca, porco, ovelha, ga-
linha). Os "animais ndo-humanos transgénicos" da invengdo séo pro-
duzidos introduzindo os "transgenes” dentro da linha germinal do ani-
mal ndo-humano. As células alvo embrionarias podem ser usadas em
varios estagios desenvolventes para introduzir os transgenes. Diferen-
tes métodos sdo usados dependendo do estagio de desenvolvimento
da célula alvo embrionaria. O zigoto € o melhor alvo para microinjegéo.
O uso de zigotos como é alvo para tradugéo de gene tem uma vanta-
gem principal em que na maioria dos casos o DNA injetado sera incor-
porado no gene de hospedeiro antes da primeira clivagem (Brinster et
al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 82:4438-4442, 1985). Como uma con-
sequéncia, todas as células do animal transgénico nao-humano levara
o transgene incorporado. Isto em geral sera refletido também na
transmissao eficiente do transgene na descendéncia do fundador uma
vez que 50% das células germinais abrigarao o transgene.

[00556] O termo "transgénico" é usado para descrever um animal

que inclui material genético exégeno dentro de todas as suas células.
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Um animal "transgénico" pode ser produzido hibridando dois animais
quiméricos incluindo material genético exégeno dentro de células usa-
das na reproducgéo. Vinte e cinco percentual da descendéncia resultan-
te sera transgénico, isto €, animais incluindo o material genético exoé-
geno dentro de todas de suas células em ambos os alelos, 50% dos
animais resultantes incluira o material genético exégeno dentro de um
alelo e 25% néo incluirdo nenhum material genético exégeno.

[00557] No método de microinje¢ao util na pratica da invengdo em
questao, o transgene é digerido e purificado livre de qualquer DNA de
vetor, por exemplo, através de eletroforese em gel. E preferido que o
transgene inclua um promotor operativamente associado que interage
com as proteinas celulares envolvidas na transcrigdo, resultando por
fim na expressdo constitutiva. Promotores Uteis nesta consideragéo
incluem aqueles do citomegalovirus (CMV), virus de leucemia de Mo-
loney (MLV) e virus do herpes, como também aqueles dos genes que
codificam metalotionina, actina do esqueleto, P-enolpiruvato carboxila-
se (PEPCK), fosfoglicerato (PGK), DHFR e timidina cinase. Promoto-
res para repeti¢gdes viréticas terminais longas (LTRs) tal como Virus do
Sarcoma de Rous também podem ser empregados. Quando os ani-
mais a serem feitos transgénicos forem os promotores aviarios, os pre-
feridos incluem aqueles para o gene de [1-globina de galinha, gene de
lisozima de galinha, e virus de leucose aviaria. Construgées uteis em
transfecgéo de plasmideo de células de tronco embrionario emprega-
rao elementos regulador adicionais bem-conhecidos na técnica como
elementos intensificadores para estimular transcrigdo, aceptores de
jungao, sinais de terminagao e poliadenilagdo e sitios de ligagao ao
ribossomo para permitir a tradugao.

[00558] Infecgdo retrovirética também pode ser usada para introdu-
zir transgene em um animal ndo-humano, como descrito acima. O em-

brido ndo-humano em desenvolvimento pode ser cultivado in vitro para
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o estagio de blastocisto. Durante este tempo, os blastdbmeros podem
ser alvos para infecgdo retrovirética (Jaenich, R., Proc. Natl. Acad Sci.
USA 73:1260-1264, 1976). Infecgao eficiente dos blastdmeros é obtida
através de tratamento enzimatico para remover os pelucidos da zona
(Hogan, et al. (1986) em Manipulating the Mouse Embryo, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y.). O sistema de ve-
tor virético para introduzir o transgene é tipicamente um retrovirus de-
feituoso na replicagdo que carrega o transgene (Jahner, et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82: 6927-6931, 1985; Van der Putten, et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82: 6148-6152, 1985). Transfecgéo é facil e efi-
cazmente obtida cultivando os blastdmeros em uma monocamada de
células produtoras de virus (Van der Putten, supra; Stewart, et al.,
EMBO J 6: 383-388, 1987). Alternativamente, a infecgdo pode ser
executada em um estagio posterior. Virus ou células produtoras de
virus podem ser injetadas no blastocele (D. Jahner et al., Nature 298:
623-628, 1982). A maioria dos fundadores sera mosaico para o trans-
gene uma vez que a incorporagao apenas ocorre em um subconjunto
das células que formaram o animal ndo-humano transgénico. Tam-
bém, o fundador pode conter varias insergbes retroviréticas do trans-
gene em diferentes posigdes no genoma que em geral segregarao na
descendéncia. Além disso, também é possivel introduzir transgenes na
linhagem genética, embora com baixa eficiéncia, através de infecgédo
retrovirética intra-uterina do embrido de meia-gestagéo (D. Jahner et
al., supra).

[00559] Um terceiro tipo de célula alvo para introdugao do transge-
ne é a célula do tronco embrionario (ES). As células de ES séo obtidas
de embrides de pré-implantagio cultivados in vitro e fundidos com os
embrides (M. J. Evans et al., Nature 292:154-156, 1981; M. O. Bradley
et al., Nature 309:255-258, 1984; Gossler, et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 83:9065-9069, 1986; e Robertson et al., Nature 322:445-448,
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1986). Os transgenes podem ser eficazmente introduzidos nas células
de ES através de transfecgdo de DNA ou através de transdugdo medi-
ada por retrovirus. Tais células de ES transformadas podem ser com-
binadas depois disso com blastocistos de um animal nao-humano. As
células de ES depois disso colonizam o embrido e contribuem para a
linhagem genética do animal quimérico resultante. (Para revisdo ver
Jaenisch, R., Science 240:1468-1474, 1988).

[00560] “"Transformadas" significa uma célula dentro da qual (ou
dentro de um antecessor desta) foi introduzida, por meio de técnicas
de acido nucleico recombinante, uma molécula de acido nucleico hete-
rélogo. "Heterdlogo" refere-se a uma sequéncia de acido nucleico que
origina ou de outras espécies ou é modificada de sua forma original ou
a forma primariamente expressa na célula.

[00561] "Transgene" quer dizer qualquer pedago de DNA que é in-
serido por artificio dentro de uma célula, e se torna parte do genoma
do organismo (isto &, ou estavelmente integrado ou como um elemento
extracromossomicamente estavel) que desenvolve daquela célula. Um
tal transgene pode incluir um gene que é em parte ou completamente
heterélogo (isto &, estranho) ao organismo transgénico, ou pode repre-
sentar um gene homélogo a um gene enddégeno do organismo. Inclui-
do dentro desta definigdo estd um transgene criado mediante o forne-
cimento de uma sequéncia de RNA que é transcrita dentro do DNA e
depois incorporada no genoma. Os transgenes da invengao incluem
sequéncias de DNA codificando fitases tendo atividade de fitase ou
polipeptideos, e inclui polinucleotideos que podem ser expressos em
um animal ndo-humano transgénico. O termo "transgénico” como aqui
usado adicionalmente inclui qualquer organismo cujo genoma foi alte-
rado por manipulagao in vitro do embrido precoce ou ovo fertilizado ou
por qualquer tecnologia transgénica para induzir um golpe de gene es-

pecifico. O termo "golpe de gene" como aqui usado, refere-se ao rom-
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pimento alvejado de um de gene in vivo com perda completa da fun-
¢ao que foi alcangada por qualquer tecnologia transgénica familiar pa-
ra aqueles na técnica. Em um aspecto, animais transgénicos tendo
golpes de gene séo aqueles em que o gene alvo foi feito ndo-funcional
por uma inser¢édo alvejada para o gene a ser feito ndo-funcional atra-
vés de recombinagdo homdéloga. Como aqui usado, o termo "transgé-
nico” inclui qualquer tecnologia transgénica familiar para aqueles na
técnica que podem produzir um organismo que carrega um transgene
introduzido ou uma em que um gene endoégeno foi feito ndo-funcional
ou "golpeado."

[00562] O transgene a ser usado na pratica da invengdo em ques-
tdo € uma sequéncia de DNA compreendendo uma sequéncia codifi-
cando para uma fitase ou um polipeptideo tendo atividade de fitase.
Em um aspecto, um polinucleotideo tendo uma sequéncia como ex-
posto na SEQ ID N°: 1 ou uma sequéncia codificando um polipeptideo
tendo uma sequéncia como exposto na SEQ ID N° 2 é o transgene
como o termo é aqui definido. Onde apropriado, as sequéncias de
DNA que codificam as proteinas tendo atividade de fitase mas diferem-
se na sequéncia de acido nucleico devido a degeneragdo do cédigo
genético também podem ser aqui usadas, como as formas truncadas,
variantes alélicas e homologos de interespécies.

[00563] Apo6s um embrido ter sido microinjetado, colonizado com
células do tronco embrionario transfectadas ou infetadas com um re-
trovirus contendo o transgene (com exceg¢édo da pratica da invengéo
em questdo em espécies aviarias que sio dirigidas em outro lugar
aqui) o embrido é implantado no oviduto de uma fémea pseudoprenha.
A progénie consequente é testada para incorporagao do transgene por
andlise de Southern blot de amostras de sangue ou tecido usando
sondas especificas por transgene. PCR ¢é particularmente util nesta

consideragédo. Progénie positiva (GO) é hibridada para produzir des-
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cendéncia (G1) que é analisada para expressao do transgene por ana-
lise de Northern blot das amostras de tecido.

[00564] Desse modo, a presente invengao inclui métodos para au-
mentar a absorgdo de fésforo no animal transgénico e/ou diminuir a
quantidade de poluente no adubo do organismo transgénico em cerca
de 15%, cerca de 20% ou cerca de 20%, a cerca de 50%.

[00565] Os animais contemplados para uso na pratica da invengao
em questdo em geral sdo aqueles animais considerados animais do-
mesticados incluindo animais de estimagéo (por exemplo, espécies
caninas, felinas, aviarias etc.) e aqueles uteis para o processamento
de matérias-primas de comida, isto &, avicula como galinha e peru pa-
ra produgéo de carne e chocagao de ovos, ovino como cordeiro, bovi-
no como gado vacum para engorda e vacas leiteiras, piscino e porcino.
Para propésitos da invengdo em questdo, estes animais séo referidos
como "transgénicos" quando tal animal tiver uma sequéncia de DNA
heter6loga, ou uma ou mais sequéncias de DNA adicionais normal-
mente endégenas ao animal (coletivamente referida aqui como "trans-
genes") cromossomicamente integradas as células germinais do ani-
mal. O animal transgénico (incluindo sua progénie) também tera o
transgene fortuitamente integrado nos cromossomos de células soma-
ticas.

[00566] Em algumas circunstancias pode ser vantajoso liberar e ex-
pressar uma sequéncia de fitase da invengéo localmente (por exem-
plo, dentro de um tecido ou tipo de célula particular). Por exemplo, ex-
pressdo local de uma fitase ou enzima digestiva no intestino de um
animal ajudara na digestao e absorgao, por exemplo, de fitato e fésfo-
ro, respectivamente. A sequéncia de acidos nucleicos pode ser libera-
da diretamente as glandulas salivais, tecido e células e/ou para células
epiteliais revestindo o intestino, por exemplo. Tais métodos de libera-

¢ao sao conhecidos na técnica e incluem eletroporagao, vetores viroti-
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cos e absorgdo de DNA direta. Qualquer polipeptideo tendo atividade
de fitase pode ser utilizado nos métodos da invengdo (por exemplo,
aqueles especificamente descritos nesta subsegéo 6.3.18, como tam-
bém aqueles descritos em outras se¢des da invengao).

[00567] Por exemplo, uma construgao de acido nucleico da presen-
te invengdo compreendera moléculas de acido nucleico em uma forma
adequada para absor¢gao em células alvo dentro de um tecido hospe-
deiro. Os acidos nucleicos podem ser na forma de DNA nu ou molécu-
las de RNA onde as moléculas podem compreender um ou mais ge-
nes estruturais, um ou mais genes reguladores, filamentos anti-
sentido, filamentos capazes de formagao de triplex, ou outros. Comu-
mente, o constructo de acido nucleico incluira pelo menos um gene
estrutural sob o controle transcricional e translacional de uma regiao
reguladora adequada. Mais usualmente, os constructos de acido nu-
cleico da presente invengdo compreendera acidos nucleicos incorpo-
rados em um veiculo de liberagdo para melhorar eficiéncia de trans-
fecgdo, em que o veiculo de liberagao sera dispersado dentro de parti-
culas maiores compreendendo um material de excipiente hidrofilico
seco.

[00568] Tais veiculos de liberagdo compreendem vetores viréticos,
como retrovirus, adenovirus e virus adeno-associado que foram inati-
vados para prevenir auto-replicagdo mas que mantém a capacidade
virética nativa para ligar uma célula hospedeira alvo, liberar material
genético no citoplasma da célula hospedeira alvo e promover expres-
séo de genes estruturais ou outros que foram incorporados na particu-
la. Vetores de retrovirus adequados para tradugdo de gene mediada
séo descritos em Kahn et al. (1992) Circ. Res. 71:1508-1517. Uma li-
beragédo de gene de adenovirus adequada é descrita em Rosenfeld et
al. (1991) Science 252:431 434. Ambos sistemas de liberagao retrovi-

rético e adenovirético sdo descritos em Friedman (1989) Science
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244:1275-1281.

[00569] Um segundo tipo de veiculo de liberagdo de acido nucleico
compreende vesiculas de transfecgao lipossémica, incluindo construc-
tos lipossdmicos anidnicos e catidnicos. O uso de lipossomas anidni-
cos requer que os acidos nucleicos estejam dentro do lipossoma. Li-
possomas catidnicos nao requerem capturagao do acido nucleico e ao
invés podem ser formados simplesmente misturando os acidos nuclei-
cos e lipossomas. Os lipossomas catidnicos avidamente ligam-se as
moléculas de acido nucleico negativamente carregadas, incluindo DNA
e RNA, para render os complexos que dao eficiéncia de transfecgao
razoavel em muitos tipos de célula. Ver, Farhood et al. (1992) Bio-
chem. Biophys. Acta. 1111:239-246. Um material exemplar para for-
mar vesiculas lipossdmicas é lipofectina que é composta de uma mis-
tura equimolar de etanolamina de dioleilfosfatidila (DOPE) e dioleiloxi-
propil-trietlaménio (DOTMA), como descrito em Felgner e Ringold
(1989) Nature 337:387-388.

[00570] Também é possivel combinar estes dois tipos de sistemas
de liberagdo. Por exemplo, Kahn et al. (1992), supra, ensina que um
vetor de retrovirus pode ser combinado em uma vesicula de DEAE-
dextrano catidnica para também intensificar a eficiéncia de transforma-
¢ao. Também é possivel incorporar as proteinas nucleares em vesicu-
las de liberagao viréticas e/ou lipossOmicas para até mesmo também
melhorar as eficiéncias de transfecgéo. Ver, Kaneda et al. (1989) Sci-
ence 243:375-378.

[00571] Em outro aspecto, um auxiliar digestivo contendo uma en-
zima como 0 Unico ingrediente ativo ou em combinagdo com um ou
mais outros agentes e/ou enzimas é fornecido. O uso de enzimas e
outros agentes auxiliares digestivos de animais de criagdo ou animais
domesticados, ndo s6 melhora a saude do animal e probabilidade de

vida mas também ajuda a aumentar a saude de animais de criagédo e
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na produgéo de géneros alimenticios de animais de criagao.

[00572] Atualmente, alguns tipos de alimentagdo de animais de cri-
acao (por exemplo, certa alimentagdo de avicula) sdo altamente su-
plementares com numerosos minerais (por exemplo, fésforo inorgani-
co), enzimas, fatores de desenvolvimento, drogas e outros agentes
para liberagao para os animais de criagdo. Estes suplementos substi-
tuem muitas das calorias e nutrientes naturais presentes no grao, por
exemplo.

[00573] Reduzindo ou eliminando o suplemento fosforoso inorgani-
co e outros suplementos (por exemplo, sais minerais de trago, fatores
de desenvolvimento, enzimas, antibidticos) da prépria alimentagéo, a
alimentagdo € capaz de portar mais nutriente e energia. Consequen-
temente, a dieta restante pode conter energia mais utilizavel. Por
exemplo, dietas de farinha de grao-semente oleaginosa em geral con-
tém cerca de energia metabolizavel de 3.200 kcal por quilograma da
dieta, e sais minerais ndo fornecem nenhuma energia metabolizavel. A
remog&o dos minerais desnecessarios e substituicdo por gréao portanto
aumenta a energia utilizavel na dieta. Desse modo, a invengao é dife-
renciada em alimentagdo contendo fitase comumente usada. Por
exemplo, em um aspecto, um material biocompativel € usado que é
resistente a digestao pelo trato gastrintestinal de um organismo.
[00574] Em muitos organismos, incluindo, por exemplo, avicula ou
passaros como, por exemplo, galinhas, perus, gansos, patos, papa-
gaios, pavdes, avestruzes, faisdes, codorniz, pombos, ema, quiui,
mergulhdes, cacatiel, cacatua, canarios, pinguins, flamingos e pomba,
que o trato digestivo inclui uma moela que armazena e usa objetos
bio-compativeis duros (por exemplo, pedras e conchas de marisco)
para ajudar na digestao das sementes ou outra alimentagdo consumi-
da por um passaro. Um trato digestivo tipico desta familia geral de or-

ganismos, inclui o es6fago que contém uma bolsa, chamada um papo,
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onde é armazenada a comida durante um breve periodo de tempo. Do
papo, a comida se move para o verdadeiro estbmago, ou proventriculo
onde acido cloridrico e pepsina iniciam o processo de digestdao. Em
seguida, a comida passa para a moela que é de formato oval e grosso
cercado com musculos poderosos. A fungdo principal da moela é moer
ou esmagar as particulas de comida - um processo que €& auxiliado
pelo passaro que engole quantidades pequenas de pedregulho fino ou
areia. Da moela, a comida passa para o duodeno. O intestino delgado
dos passaros é similar ao dos mamiferos. Ha duas bolsas cegas ou
"ceca", de cerca de 10,16-15,24 cm (4-6 polegadas) no comprimento
na jungdo do intestino delgado e grosso. O intestino grosso é curto,
embora consistindo principalmente no reto aproximadamente 7,62-
10,16 cm (3-4 polegadas) no comprimento. O reto esvazia-se na cloa-
ca e as fezes sdo excretadas através da abertura.

[00575] Objetos biocompativeis duros consumidos (ou do contrario
introduzidos) e presentes na moela fornecem um vetor util para libera-
¢ao de varios agentes enzimaticos, quimicos, terapéuticos e antibioti-
cos. Estas substancias duras tém um periodo de vida de algumas ho-
ras a alguns dias e sao passadas ap6s um periodo de tempo. Conse-
quentemente, a invengao fornece auxiliares dietéticos revestidos, im-
pregnados (por exemplo, matrizes e membranas impregnadas) modifi-
cados para liberagdo de agentes digestivos ou terapéuticos uteis para
um organismo. Tais auxiliares dietéticos incluem objetos que sao inge-
ridos tipicamente por um organismo para ajudar na digestao dentro da
moela (por exemplo, pedras ou areia). A invengéo fornece objetos bio-
compativeis que tém neles revestidos ou impregnados agentes uteis
como um auxiliar digestivo para um organismo ou para a liberagéo de
um agente terapéutico ou medicinal ou quimico.

[00576] Em um aspecto, a invengédo fornece um auxiliar dietético,

embora tendo uma composi¢ao biocompativel designada para libera-
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¢do de um agente que ajuda na digestdo, em que a composigao bio-
compativel é designada para consumo oral e se libera no trato digesti-
vo (por exemplo, a moela) de um organismo. "Biocompativeis” significa
que a substadncia, em contato com um organismo hospedeiro (por
exemplo, um passaro), ndo suscita uma resposta prejudicial suficiente
para resultar na rejeigcdo da substancia ou tornar a substancia inopera-
vel. Por exemplo, tal inoperabilidade pode ocorrer por exemplo, por
formagdo de uma estrutura fibrética ao redor da substancia que limita
a difusdo de agentes nela impregnados ao organismo hospedeiro ou
uma substancia que resulta em um aumento na mortalidade ou morbi-
dez no organismo devido a toxicidade ou infecgdo. Uma substancia
biocompativel pode ser nao-biodegradavel ou biodegradavel. Em um
aspecto, a composigao biocompativel é resistente a degradagcéo ou
digestdo pelo trato gastrintestinal. Em outro aspecto, a composigao
biocompativel tem a consisténcia de uma rocha ou pedra.

[00577] Um material ndo-biodegradavel util na invengao € um que
permite ligagdo ou impregnacao de um agente dietético. Por exemplo,
tais materiais nao-biodegradaveis nao-limitativos incluem termoplasti-
cos, como acrilico, modacrilico, poliamida, policarbonato, poliéster, po-
lietileno, polipropileno, poliestireno, polissulfona, polietersulfona e fluo-
reto de polivinilideno. Elastdmeros também s&o materiais uteis e inclu-
em, por exemplo, poliamida, poliéster, polietileno, polipropileno, polies-
tireno, poliuretano, alcool de polivinila e silicone (por exemplo, silicone
com base ou contendo silica). A invengéo fornece que a composigao
biocompativel pode conter uma pluralidade de tais materiais que po-
dem ser por exemplo, misturados ou em camadas para formar mistu-
ras, copolimeros ou combinagdes destes.

[00578] Como aqui usado, um material "biodegradavel" significa
que a composigao corroera ou degradara in vivo para formar espécies

quimicas menores. Por exemplo, a degradagao pode ocorrer através
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de processos enzimaticos, quimicos ou fisicos. Materiais biodegrada-
veis adequados contemplados para uso na invengao incluem, mas nao
séo limitados a, poli(lactideo)s, poli(glicolideo)s, poli(acido lactico)s,
poli(acido glicdlico)s, polianidridos, poliortoésteres, polieterésteres, po-
licaprolactona, poliesteramidas, policarbonato, policianoacrilato, poliu-
retano, poliacrilato e outros. Tais materiais podem ser misturados ou
colocados em camadas para formar misturas, copolimeros ou combi-
nagdes destes.

[00579] E contemplado que um numero diferente de substancias
biocompativeis pode ser ingerido ou do contrario fornecido simultane-
amente ao mesmo organismo, ou em varias combinagdes (por exem-
plo, um material antes do outro). Além disso, a substéncia biocompati-
vel pode ser designada para passagem lenta através do trato digesti-
vo. Por exemplo, substancias grandes ou gordurosas tendem a mover
mais lentamente pelo trato digestivo, consequentemente, um material
biocompativel tendo um tamanho grande para prevenir transcurso ra-
pido no trato digestivo pode ser usado. Tais substancias grandes po-
dem ser uma combinagdo de substancias nao-biodegradaveis e bio-
degradaveis. Por exemplo, uma substancia nao-biodegradavel peque-
na pode ser abrangida durante um certo tempo por uma substancia
biodegradavel de modo que a porgdo biodegradavel, que permite a
por¢ao nao-biodegradavel atravessar o trato digestivo sera degradada.
Além disso, é reconhecido que qualquer numero de aromatizantes po-
de ser fornecido a substancia biocompativel para ajudar no consumo.
[00580] Qualquer numero de agentes sozinhos ou em combinagéo
com outros agentes pode ser revestido na substancia biocompativel
incluindo polipeptideo (por exemplo, enzimas, anticorpos, citocinas ou
moléculas pequenas terapéuticas), e antibidticos, por exemplo. Sdo
listados exemplos de agentes uteis particulares na Tabela 1 e 2, abai-

xo0. Também é contemplado que podem ser encapsuladas células no
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material biocompativel da invengao e usado para liberar as enzimas ou

terapéuticos. Por exemplo, substancias porosas podem ser elaboradas

tendo poros grandes o bastante para as celulas crescerem e que estes

materiais porosos possam ser depois levados para o trato digestivo.

Por exemplo, a substancia biocompativel pode ser compreendida de

uma pluralidade de ambientes microflorais (por exemplo, porosidade

diferente, pH etc.) que fornecem suporte para uma pluralidade de tipos

de célula. As células podem ser geneticamente criadas para liberar

uma droga particular, enzima ou guimica ao organismo. As células po-

dem ser eucariodticas ou procaridticas.

TABELA 1

Classe de Quimica Descrigao

Tratamento

Antibioticos | Amoxicilina e Sua|Tratamento Contra Doengas

Combinagao
Injecao de Mastox
(Amoxicilina e Cloxa-

cilina)

Bacterianas Causadas Por Bac-

térias Gram + e Gram -

Ampicilina e Sua
Combinagao

Injecao de Biolox
(Ampicilina e Cloxaci-

lina)

Tratamento Contra Doengas
Bacterianas Causadas Por Bac-

terias Gram + e Gram -.

Nitrofurazona + Ureia

Bolo de Nefrea

Tratamento De Infecgbes Geni-

tais

Trimetoprim + Sulfa-
medoxazol

Bolo de Trizol

De

Trato Respiratorio, InfecgGes do

Tratamento Infecctes do

Trato Gastrintestinal, Infecgges

Urino-Genitais.

Metronidazol e Fura-

Tratamento De Doencgas Bacte-
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zolidona

Bolo de Metofur

rianas E Protozoarias.

Ftalilsulfatiazol, Pecti-

Tratamento De Diarréia Bacteri-

na e Caulim ana E Nao-Especifica, Disente-
Pectolin ria Bacilaria E Pole de Bezerro.
Bolo
Suspensao
Anti- Ectoparasiticida Ectoparasiticida e Anti-séptico
helminticos |Unglento de Germex

(Hexacloreto de Faixa
Benzeno, Hemissulfa-
to de Proflavina e Ce-

trimida)

Continuagao

Classe de

Tratamento

Quimica

Descrigao

Endoparasiticidas >
Albendazol e Sua
Combinacao

Alben (Albendazol)
Suspensao (Alben-
dazol 2,5%)

Mais Suspens@o (Al-
bendazol 5%)

Bolo Forte (Alben-
dazol 1,5 Gm.)
Comprimido  (Alben-
dazol 600 Mg)

P& (Albendazol 5%,
15%)

Prevengao E Tratamento De In-
festagcbes de Verme Redondo,

Solitaria e Trematodeo
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Alpraz (Albendazol e
Praziquantel) Com-

primido

Prevengao E Tratamento De In-
festacdo de Verme Redondo e
Solitaria Em Caninos e Felinos.

Oxiclozanida e Sua
Combinagao
Clozan (Oxyclozanida)

Bolo, Suspensao

Prevencao e Tratamento De
Prevengac de Infestagbes de

Trematddeo

Tetzan

e Tetramisol Hcl) Bo-

(Oxiclozanida

lo, Suspensao

Prevengao e Tratamento De In-
festagctes de Verme Redondo e

Trematodeo

Fluzan (Oxiclozanida
e Levamisol Hcl) Bolo,

Suspensao

Prevengao e Tratamento De In-
festactes de Verme Redondo e

Imunidade Crescente

Levamisol
Injegao de Nemasol

Po de Wormnil

Prevengac e Tratamento De In-
festacbes de Verme Redondo e

Imunidade Crescente

Continuagao

Classe de|Quimica Descricao
Tratamento
Fenbendazol |Prevencao E Tratamento de In-
Fenzol festacbes de Verme Redondo e
Comprimido (Fenben- | Solitaria
dazol 150 Mg.)
Bolo (Fenbendazol 1,5
Gm.)
Po (Fenbendazol
2,5% P/P)
Ténicos Complexo de Vitamina  Tratamento De Anorexia, Hepa-

B, Aminoacidos e Ex-

tite, Debilidade, Emaciag¢do de
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trato do Figado

Inje¢ao de Heptdgeno

Convulsdes Neuralgicas e De-

senvolvimento Raquitico.

Levulinato de Calcio
Com Vit.By, e Vit.D;
Injecao de Hilactina

Prevencao e tratamento de hi-
pocalcemia, terapia de suporte
em condigdes de doenca (espe-
cialmente hipotermia) e trata-
mento de estagios precoces de

raquitismos.

Suplementos
de Alimenta-

Minerais Essenciais,

Selénio e Vitamina E

De Infertilidade

Causadora por Anocestrus e Pro-

Tratamento

¢ao de Ani-|Bolo de Ginolactina criagdo Repetida Em Animais de
mais Leiteria e Cavalos.
Minerais Essenciais, | Infertilidade, Lactagao Impropria,
Vitamina E e lodo Imunidade Diminuida, Desen-
P de Hilactina volvimento Raquitico e Debilida-
de.
Eletrélitos Essenciais |Diarréia, Desidratagao, Antes e
Com Vitamina C Apos Transporte, Em temperatu-
Po de Electra - C ras Extremas (Alta Ou Baixa) e
outras Condi¢des de tensao
Pirenox Plus (Sodio| Tratamento De Mastite, Pirexia,
de Diclofenac + Para- |Dor e Inflamagéo Poés-Cirdrgica,
cetamol), Bolo, Inje-|Pré-lapso De Utero, Coxeadura
Gao e Artrite.
TABELA 2
FORMULACOES TERAPEUTICAS
Produto Descrigao
Acutrim®  (fenilpropa- | Comprimidos supressores de apetite uma vez

nolamina)

ao dia.




251/286

O Infusor de Baxter®

Para liberacio intravenosa controlada de anti-
coagulantes, antibidticos, agentes quimiotera-
péuticos e outras drogas amplamente usadas.

Catapres-TTS®
tema

(sis-
terapéutico
transdérmico de cloni-

dina)

Sistema transdérmico uma vez por semana

para o tratamento de hipertensao.

Covera HS" (cloridrato
de verapamila)

Comprimidos de inicio controlado e liberagao
estendida uma vez ao dia (COER-24) para o

tratamento de hipertensdo e angina de peito.

DynaCirc CR” (isradi-
pina)

Comprimidos de liberagdo estendida uma vez
ao dia para o tratamento de hipertensao.

Efidac 24% (maleato de

clorfeniramina)

Comprimidos de liberagdo estendida uma vez

ao dia para 0 alivio de sintomas de alergia.

Estraderm® (sistema
transdérmico de es-

tradiol)

Sistema transdérmico duas vezes por semana
para tratar certos sintomas de pds-menopausa

e prevenir osteoporose

Glucotrol XL® (glipizi-
da)

Comprimidos de liberacdo estendida uma vez
ao dia usados como um adjunto a dieta para o
controle de hiperglicemia em pacientes com
diabete melito nao dependente de insulina.

Bolo de IVOMEC SR®

(ivermectina)

Sistema de liberacdo ruminal para controle de
longa temporada dos principais parasitas inter-
nos e externos em gado.

Minipress XL® (prazo-

sina)

Comprimidos de liberagdo estendida uma vez

ao dia para o tratamento de hipertensac.

NicoDerm® CQ® (sis-
tema ftransdermico de

nicotina)

Sistema transdérmico usado uma vez ao dia
como um auxiliar para parar de fumar para ali-

vio de sintomas de retirada de nicotina

Procardia XL® (nifedi-

Comprimidos de liberagdo estendida uma vez
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pina) ao dia para o tratamento de angina e hiperten-
530.

Sudafed® 24 Horas|Descongestionante nasal uma vez ao dia para

{pseudofedroma) alivio de resfriados, sinusite, febre do feno e

outras alergias.

Continuagao

Produto

Descrigao

Transderm-Nitro® (sis-
tema transdermico de

nitroglicerina)

Sistema transdérmico uma vez ao dia para a
prevencao de angina de peito devido a doenca

de artéria coronaria.

Transderm Scop® (sis-
tema transdérmico de

escopolamin)

Sistema transdermico para a prevencdo de
nausea e vomito associado ao enjéo por mo-

vimento.

Volmax (albuterol)

Comprimidos de liberagdo estendida para alivio
de broncoespasmo em pacientes com doenga

das vias aereas obstrutivas reversiveis.

Actisite”

(cloridrato de tetraciclina) Fibra periodental
usada como um adjunto para escamar € apla-
nar raizes para redugao de profundidade da
cavidade e sangramento na sondagem em pa-

cientes com periodontite adulta.

ALZET®

Bombas osmoticas para pesquisa de laborato-

rio.

Amphotec” (complexo
de sulfato de colesteri-
la de anfotericina B

para injecio)

AMPHOTEC® é um tratamento flngico para
aspergilose invasiva em pacientes onde insufi-
ciéncia renal ou toxicidade inaceitavel impede
uso de anfotericina B em doses eficazes e em
pacientes com aspergilose invasiva onde a te-

rapia com anfotericina B anterior falhou.

BiCitra® (citrato de so6-

Agente alcalinizante usado naquelas condigbes
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dio e acido citrico)

onde manutengdo a longo prazo de urina alca-

lina é desejavel.

Ditropan® (cloreto de

oxibutinina)

Para o alivio de sintomas de instabilidade da
bexiga associada a bexiga neurogénica nao
inibida ou neurogénica atbnica (isto € de ur-
géncia, frequéncia, vazamento urinario, incon-

tinéncia incontrolavel, disuria).

Ditropan™ XL (cloreto
de oxibutinina)

E um comprimido de liberacdo controlada uma
vez ao dia indicado para o tratamento de bexi-
ga superativa com sintomas de incontinéncia

urinaria incontrolavel, de urgéncia e de fre-

gUéncia
Continuagao
Produto Descrigdo
DOXIL® (injegAo de|Sistema transdérmico de 72-horas para admi-

lipossoma de HCI de
doxorrubicina)
Duragesic® (sistema
transdérmico de fen-

tanila) ClI

nistracdo de dor crénica em pacientes que re-
guerem analgesia continua de opidides para
dor que nac pode ser controlada por meios
mais amenos como combinagdes de acetami-
nofeno-opidide, analgésicos nao-esteroidais,
ou dosagem de PRN com opidides de acgao

curta.

Elmiron®  (polissulfato

de sddio de pentosan)

Indicado para o alivio de dor da bexiga ou des-

conforto associado com cistites intersticiais.

ENACT AirWwatch™

Um sisterna de monitoramento e administragao

de asma

Ethyol® (amifostina)

Indicado para reduzir a toxicidade renal cumu-
lativa associada com administracao repetida de
cisplatina em pacientes com cancer ovariano

avang¢ado ou céncer do pulmao de células nao-
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pequenas.
Indicado para reduzir a incidéncia de xerosto-
mia moderada a severa em pacientes que pas-
sam por tratamento de radiacdo de pos-
operatorio para cancer de cabega e de pesco-
¢o, onde a porta de radiagéo inclui uma porgac

substancial das glandulas parotidas.

Troche de Mycelex”

(clotrimazol)

Para o tratamento local de candidiase orofarin-
gea. Tambem indicado profilaticamente para
reduzir a incidéncia de candidiase orofaringea
em pacientes imunocomprometidos por condi-
¢bes que incluem quimioterapia, radioterapia,
ou terapia de esterdides utilizadas no tratamen-
to de leucemia, tumores soélidos, ou transplante

renal.

Neutra-Phos® (fosfato
de potassio e de sob-
dio)

um suplemento dietético/nutricional

Solugdo Oral de
PolyCitra® -K e Cris-
tais de PolyCitra® -K
(Citrato de potassio e

acido citrico)

Agente alcalinizante (til naquelas condigdes
onde a manutengdo a longo prazo de uma uri-
na alcalina & desejavel, como em pacientes
com &cido drico e calculos de cistina do trato
urinario, especialmente gquando a administra-
¢ao de sais de sodio é indesejavel ou contra-

indicado

Continuagao

Produto

Descricao

Xarope de F’»:'JI;»,,f()itrat‘?j -
K e LC (tricitratos)

Agente alcalinizante util naquelas condigdes
onde manutengao a longo prazo de uma urina

alcalina € desejavel, como em pacientes com
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acido urico e calculos de cistina do trato urina-

rio.

Progestasert” (proges- | Sistemas Contraceptivos Intrauterinos de Pro-

terona) gesterona

Testoderm”  Testo- | Sistema Transdérmico de Testosterona

derm® com Adesivo e|Os produtos Testoderm® s&o indicados para
Testoderm® TTS ClII terapia de substituicao em homens para condi-
¢hes associadas com uma deficiéncia ou au-
séncia de testosterona endégena: {1) hipogo-
nadismo Primario (congénito ou adquirido) ou
(2) hipogonadismo Hipogonadotropico (congé-
nito ou adquirido).

Viadur™ (implante de|lmplante uma vez ao ano para o tratamento

acetato de leuprolida) |paliativo de cancer prostatico.

[00581] Certos agentes podem ser designados para tornarem-se
ativos ou inativos sob certas condigdes (por exemplo, em certos pH's,
na presenga de um agente de ativacao, etc.). Aléem disso, pode ser
vantajoso usar as pro-enzimas nas composi¢coes da invengdo. Por
exemplo, pro-enzimas podem ser ativadas por uma protease {(por
exemplo, uma protease salival que esta presente no trato digestivo ou
é introduzida artificialmente no trato digestivo de um organismo). E
contemplado que os agentes liberados pelas composigdes biocompa-
tiveis da invengao sdo ativados ou inativados pela adi¢gao de um agen-
te de ativagao que pode ser ingerido pelo, ou do contrario liberado do,
organismo. Outro mecanismo para controle do agente no trato digesti-
vO & um agente sensivel ao ambiente que é ativado no préprio com-
partimento digestivo. Por exemplo, um agente pode ser inativc em pH
baixo mas ativo em pH neutro. Consequentemente, o agente pode ser
inativo dentro do intestino mas ativo no trato intestinal. Alternativamen-

te, 0 agente pode torna-se ativo com respeito a presenga de um mi-
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croorganismo de fator especifico (por exemplo, microorganismos pre-
sentes no intestino).

[00582] Consequentemente, os beneficios potenciais da presente
invengao incluem, por exemplo, (1) redugdo ou possivel eliminagao da
necessidade de suplementos minerais (por exemplo, suplementos fos-
forosos inorganicos), enzimas, ou drogas terapéuticas para animal (in-
cluindo peixe) da alimentagdo ou grdo diario assim aumentando a
quantidade de calorias e nutrientes presentes na alimentagdo, e (2)
aumento da saude e desenvolvimento dos animais incluindo domésti-
cos e nao-domésticos, por exemplo, animais aviculas, porcinos, bovi-
nos, eqlinos, caninos e felinos.

[00583] Um grande numero de enzimas pode ser usado nos méto-
dos e composig¢des da presente invengao além das fitases da inven-
¢ao. Estas enzimas incluem enzimas necessarias para préopria diges-
tdo das comidas consumidas, ou para o proprio metabolismo, ativagao
ou derivagao das quimicas, pré-drogas ou outros agentes ou compos-
tos liberados para o animal por meio do trato digestivo. Exemplos de
enzimas que podem ser liberadas ou incorporadas nas composigdes
da invengao, incluem, por exemplo, enzimas intensificadoras da ali-
mentagao selecionadas do grupo que consiste em a-galactosidases, 3-
galactosidases, em particular lactases, fitases, f-glucanases, em parti-
cular endo-$-1,4-glucanases e endo--1,3(4)-glucanases, celulases,
xilosidases, galactanases, em particular arabinogalactana endo-1,4--
galactosidases e arabinogalactana endo-1,3-galactosidases, endo-
glucanases, em particular endo-1,2-glucanase, endo-1,3-a-
glucanase e endo-1,3-B-glucanase, enzimas de pectina degradantes,
em particular pectinases, pectinesterases, pectina liases, poligalactu-
ronases, arabinanases, rhamnogalacturonases, rhamnogalacturonana
acetil esterases, rhamnogalacturonana-o-rhamnosidase, pectato liases

e o-galacturonisidases, mananases, p-manosidases, manana acetil
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esterases, xilana acetil esterases, proteases, xilanases, arabinoxilana-
ses e enzimas lipoliticas como lipases, fitases e cutinases. Fitases,
além das fitases tendo uma sequéncia de aminoacidos como exposto
na SEQ ID N° 2, podem ser usadas nos métodos e composi¢gées da
invengéao.

[00584] Em um aspecto, a enzima usada nas composi¢des (por
exemplo, um auxiliar dietético) da presente invengéo é uma enzima de
fitase que é estavel sob aquecimento e é resistente ao calor e catalisa
a hidrélise enzimatica de fitato, isto é, a enzima é capaz de satisfazer
biologicamente e recuperar a atividade apés um breve periodo (isto é,
5 a 30 segundos), ou mais longo, por exemplo, minutos ou horas, sob
exposi¢ao as temperaturas acima de 50° C.

[00585] Uma "alimentagido” e uma "comida”, respectivamente, signi-
fica qualquer dieta natural ou artificial, refeicdo ou outros ou compo-
nentes de tais refeigdes intencionados ou adequados para serem co-
midos, tomados, digeridos, por um animal e um ser humano, respecti-
vamente. "Auxiliar dietéticos"”, como aqui usado, denota, por exemplo,
uma composig¢ao contendo agentes que fornecem um agente terapéu-
tico ou digestivo a um animal ou organismo. Um "auxiliar dietético,"
tipicamente ndo é uma fonte de absorgao calo6rica para um organismo,
em outras palavras, um auxiliar dietético ndo é tipicamente uma fonte
de energia para o organismo, mas de preferéncia é uma composigéo
que é comida além da "alimentag¢ao” ou "comida" tipica.

[00586] Em varios aspectos da invengao, composi¢gao da alimenta-
cao é fornecida compreendendo uma proteina de fitase recombinante
tendo pelo menos trinta aminoacidos contiguos de uma proteina tendo
uma sequéncia de aminoacidos da SEQ ID N°: 2; e um género alimen-
ticio contendo fitato. Como sera conhecido por aqueles versados na
técnica, tais composi¢gdes podem ser preparadas de varios modos, in-

cluindo mas nao limitadas, na forma de pélete com ou sem aditivos
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revestidos com polimero, na forma granulada, e por secagem por pul-
verizagao. Por via de exemplo nao-limitativo, os ensinamentos na téc-
nica direcionados a preparagao de alimentagdo incluem as Publica-
¢bes Internacionais Nos. WOO0070034 A1, WO0100042 A1,
WO00104279 A1, WO0125411 A1, WO0125412 A1 e EP 1073342A.
[00587] Um agente ou enzima (por exemplo, uma fitase) pode exer-
cer seu efeito in vitro ou in vivo, isto é antes de entrar ou no estdbmago
ou na moela do organismo, respectivamente. Uma agao combinada é
também possivel.

[00588] Embora qualquer enzima possa ser incorporada em um au-
xiliar dietético, referéncia é aqui feita a fitase como uma exemplificagao
dos métodos e composi¢des da invengdo. Um auxiliar dietético da in-
vengao inclui uma enzima (por exemplo, uma fitase). Em geral, um au-
xiliar dietético contendo uma composigao de fitase é liquido ou seco.
[00589] Composig¢des liquidas ndo necessitam conter qualquer coi-
sa mais que a enzima (por exemplo uma fitase), preferivelmente em
uma forma altamente purificada. Porém, usualmente um estabilizante
como glicerol, sorbitol ou mono propileno glicol € também adicionado.
A composigao liquida também pode compreender outros aditivos, co-
mo sais, agucares, conservantes, agentes de ajuste de pH, proteinas,
fitato (um substrato de fitase). Composigdes liquidas tipicas sao pastas
fluidas aquosas ou com base em d6leo. As composi¢des liquidas po-
dem ser adicionadas a uma composi¢cao biocompativel para liberagao
lenta. Preferivelmente a enzima é adicionada a uma composigéo auxi-
liar dietética que é um material biocompativel (por exemplo, biodegra-
davel ou nao-biodegradavel) e inclui a adigdo de células recombinan-
tes, por exemplo, em microcontas porosas.

[00590] As composi¢cbes secas podem ser composi¢cdes secas de
pulverizagdao, em cujo caso a composigdo nao necessita conter nada

mais que a enzima em uma forma seca. Porém, as composi¢gdes usu-
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almente secas sdo denominadas granulados que podem ser facilmen-
te misturados com uma comida ou componentes de alimentagao, ou
mais preferivelmente, formam um componente de uma pré-mistura. O
tamanho de particula dos granulados de enzima preferivelmente é
compativel com que o dos outros componentes da mistura. Isto forne-
ce um meio seguro e conveniente de incorporar enzimas na alimenta-
¢ado de animais. Preferivelmente os granulados sdo biocompativeis e
mais preferivelmente estes granulados biocompativeis sdo nao-
biodegradaveis.

[00591] Os granulados de aglomeragéo revestidos por uma enzima
podem ser preparados usando técnica de aglomeragdo em um mistu-
rador de alto cisalhamento. Os granulados de absorgao séo prepara-
dos tendo grdos de um material veiculo para absorver/ser revestido
pela enzima. Preferivelmente o material veiculo € um material biocom-
pativel nao-biodegradavel que simula o papel de pedras ou areia na
moela de um animal. Os materiais enchedores tipicos usados nas téc-
nicas de aglomeragao incluem sais, como sulfato de dissédio. Outros
enchedores s&o caulim, talco, silicato de aluminio de magnésio e fibras
de celulose. Opcionalmente, também sao incluidos aglutinantes como
dextrinas nos granulados de aglomeragao. Os materiais veiculos po-
dem ser qualquer material biocompativel que inclui materiais biode-
gradaveis e ndo-biodegradaveis (por exemplo, rochas, pedras, cerami-
cas, varios polimeros). Opcionalmente, os granulados séo revestidos
com uma mistura de revestimento. Tal mistura compreende os agentes
de revestimento, preferivelmente agentes de revestimento hidrofébi-
cos, como Oleo de palma hidrogenado e sebo de carne de boi, e, se
desejado, outros aditivos, como carbonato de calcio ou caulim.

[00592] Adicionalmente, as composi¢cées de auxiliar dietético (por
exemplo, composi¢gées de auxiliar dietético de fitase) podem conter

outros substituintes como agentes de coloragao, compostos de aroma,
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estabilizantes, vitaminas, minerais, outras enzimas intensificadoras de
alimentacido ou comida etc. Um aditivo tipico usualmente compreende
um ou mais compostos como vitaminas, minerais ou enzimas intensifi-
cadoras de alimentagéo e os veiculos e/ou excipientes adequados.

[00593] Em um aspecto, as composi¢des de auxiliar dietético da
invengédo adicionalmente compreendem uma quantidade eficaz de
uma ou mais enzimas intensificadoras de alimentagdo, em particular
enzimas intensificadoras de alimentagdo selecionadas do grupo que
consiste em a-galactosidases, B-galactosidases, em particular lacta-
ses, outras fitases, p-glucanases, em particular endo-$-1,4-glucanases
e endo-B-1,3(4)-glucanases, celulases, xilosidases, galactanases, em
particular arabinogalactana endo-1,4-p-galactosidases e arabinogalac-
tan endo-1,3-B-galactosidases, endoglucanases, em particular endo-
1,2 -glucanase, endo-1,3-a-glucanase, e endo-1,3--glucanase, en-
zimas degradantes de pectina, em particular pectinases, pectinestera-
ses, pectina liases, poligalacturonases, arabinanases, rhamnogalactu-
ronases, rhamnogalacturonana acetil esterases, rhamnogalacturona-
na-o-rhamnosidase, pectate liases e a-galacturonisidases, manana-

ses, f-manosidases, manana acetil esterases, xilana acetil esterases,
proteases, xilanases, arabinoxilanases e enzimas lipoliticas como lipa-
ses, fitases e cutinases.

[00594] O auxiliar dietético de animais da invengdo é suplementado
ao animal monogastrico antes ou simultaneamente com a dieta. Em
um aspecto, o auxiliar dietético da invengao é suplementado simulta-
neamente ao animal monogastrico com a dieta. Em outro aspecto, o
auxiliar dietético é adicionado a dieta na forma de um granulado ou um
liquido estabilizado.

[00595] Uma quantidade eficaz de uma enzima em um auxiliar die-
tético da invengéo € de cerca de 10-20.000; de cerca de 10 a 15.000,
de cerca de 10 a 10.000, de cerca de 100 a 5.000, ou de cerca de 100
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a cerca de 2.000 FYT/kg de auxiliar dietético.

[00596] Exemplos nao-limitativos de outros usos especificos da fi-
tase da invengao estao no processamento de soja e na fabricagao de
inositol ou seus derivados.

[00597] A invengdo também diz respeito a um método para reduzir
niveis de fitato em adubo de animal, em que o animal é alimentado
com um auxiliar dietético contendo uma quantidade eficaz da fitase da
invengao. Como declarado no principio do presente pedido de patente,
um efeito importante disto é reduzir a polui¢gao de fosfato do ambiente.
[00598] Em outro aspecto, o auxiliar dietético € um veiculo magnéti-
co. Por exemplo, um veiculo magnético contendo uma enzima (por
exemplo, uma fitase) distribuida em um, sobre um ou através de um
veiculo magnético (por exemplo, uma conta magnética porosa), pode
ser distribuido em uma area alta em fitato e pode ser colhido através
de imas apo6s um periodo de tempo. Tal distribuigdo e recoletagem de
contas reduzem a poluigdo adicional e permitem o uso de novo das
contas. Além disso, o0 uso de tais contas magnéticas in vivo permite a
localizagdo do auxiliar dietético em um ponto no trato digestivo onde,
por exemplo, a atividade de fitase pode ser realizada. Por exemplo, um
auxiliar dietético da invengao contendo enzimas digestivas (por exem-
plo, uma fitase) pode ser localizado na moela do animal através de jus-
taposicido de um ima préoximo a moela do animal apés o animal con-
sumir um auxiliar dietético de veiculos magnéticos. O ima pode ser
removido apds um periodo de tempo que permite o auxiliar dietético
atravessar o trato digestivo. Além disso, os veiculos magnéticos sao
adequados para remogdo do organismo apds sacrificio ou ajuda na
coleta.

[00599] Quando o auxiliar dietético for uma particula porosa, tais
particulas sao tipicamente impregnadas por uma substancia com a

qual é desejado liberar lentamente para formar uma particula de libe-



262/286

racao lenta. Tais particulas de liberagao lentas nao sé podem ser pre-
paradas impregnando as particulas porosas com a substéncia que é
desejado liberar, mas também dissolvendo a substancia desejada pri-
meiro na primeira fase de dispersdo. Neste caso, as particulas de libe-
ragao lentas preparadas pelo método em que a substancia a ser libe-
rada é dissolvida primeiro na primeira fase de dispersdo também esta
dentro do escopo e espirito da invengao. Por exemplo, as particulas
ocas porosas podem ser impregnadas por uma substancia de libera-
¢ao lenta como um medicamento, quimica agricola ou enzima. Em
particular, quando as particulas ocas porosas impregnadas por uma
enzima sdo feitas de polimeros biodegradaveis, as particulas em si
podem ser usadas como uma quimica agricola ou fertilizante, e elas
nao tém nenhum efeito adverso no ambiente. Em um aspecto as parti-
culas porosas sdo magnéticas na natureza.

[00600] As particulas ocas porosas podem ser usadas como um
suporte de biorreator, em particular um suporte de enzima. Portanto, &
vantajoso preparar o auxiliar dietético utilizando um método de uma
liberagao lenta, por exemplo encapsulando a enzima do agente em
uma microvesicula, como um lipossoma, da qual a dose é liberada no
curso de varios dias, preferivelmente entre cerca de 3 a 20 dias. Alter-
nativamente, o agente (por exemplo, uma enzima) pode ser formulado
para liberagao lenta, como incorporagdo em um polimero de liberagao
lenta do qual a dosagem de agente (por exemplo, enzima) é lentamen-
te liberada no curso de varios dias, por exemplo de 2 a 30 dias e pode
variar até a vida do animal.

[00601] Como é conhecido na técnica, lipossomas s&o em geral de-
rivados de fosfolipideos ou outras substancias de lipidio. Lipossomas
sédo formados por cristais liquidos hidratados mono ou multilamelares
séo dispersos que em um meio aquoso. Qualquer lipidio nao-téxico,

fisiologicamente aceitavel e metabolizavel capaz de formar lipossomas
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pode ser usado. As presentes composi¢cdes em forma de lipossoma
podem conter estabilizantes, preservativos, excipientes e outros além
do agente. Alguns lipidios preferidos séo os fosfolipideos e as colinas
de fosfatidila (lecitinas), tanto naturais quanto sintéticos. Os métodos
para formar lipossomas sdo conhecidos na técnica. Por exemplo, ver
Prescott, Ed., Methods in Cell Biology, Volume XIV, Academic Press,
Nova lorque, N. I. (1976), pag. 33 et seq.

[00602] Também dentro do escopo da invengdo é o uso de uma fi-
tase da invengao durante a preparagdo da comida ou preparagdes de
alimentacgao ou aditivos, isto é, a fitase exerce sua atividade de fitase
apenas durante a fabricagdo e ndo é ativa na comida ou produto de
alimentagéo final. Este aspecto é por exemplo relevante ao fazer e as-
sar a massa. Consequentemente, a fitase ou levedura recombinante
que expressa fitase pode ser impregnada dentro de uns, sobre uns ou
através de uns veiculos magnéticos, distribuidos na massa ou meio de
comida, e recolhidos através de imas.

[00603] O auxiliar dietético da invengao pode ser administrado sozi-
nho a animais em um veiculo biocompativel (por exemplo, um biode-
gradavel ou nao-biodegradavel) ou em combinagdo com outros agen-
tes aditivos de digestdo. O auxiliar dietético desta invengdo pode ser
facilmente administrado como uma cobertura cozinhando-o ou mistu-
rando-o diretamente na alimentagdo de animais ou fornecido separado
da alimentagdo, através de dosagem oral separada, por inje¢do ou
através de meios transdérmicos ou em combinagdo com outros com-
postos comestiveis relacionados ao desenvolvimento, as proporgoes
de cada um dos compostos na combinagao que sdo dependentes do
organismo particular ou do problema sendo dirigido e do grau de res-
posta desejado. Deve ser entendido que a dosagem dietética especifi-
ca administrada em qualquer caso dado sera ajustada de acordo com

os compostos especificos que sdo administrados, o problema sendo
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tratado, a condigdo do individuo e os outros fatos pertinentes que po-
dem modificar a atividade do ingrediente eficaz ou a resposta do indi-
viduo, como é bem-conhecido por aqueles versados na técnica. Em
geral, ou uma unica dose diaria ou dosagens diarias divididas podem
ser empregadas, como é bem-conhecido na técnica.

[00604] Se administradas separadamente da alimentagdo de ani-
mais, as formas do auxiliar dietético podem ser preparadas combinan-
do-as com veiculos comestiveis farmaceuticamente aceitavel para
produzir formulagdes ou de liberagdo imediata ou de liberagao lenta,
como é bem-conhecido na técnica. Tais veiculos comestiveis podem
ser soélidos ou liquidos como, por exemplo, amido de milho, lactose,
sacarose, flocos de soja, 6leo de amendoim, azeite de oliva, dleo de
gergelim e propileno glicol. Se um veiculo sélido for usado, a forma de
dosagem dos compostos pode ser em comprimidos, capsulas, pos,
trociscos ou pastilhas ou cobertura como formas microdispersaveis. Se
um veiculo liquido for usado, capsulas de gelatina macias, ou xarope
ou suspensdes liquidas, emulsdes ou solugdes podem ser a forma de
dosagem. As formas de dosagem também podem conter adjuvantes,
como preservativos, estabilizantes, agentes umectantes ou emsulfi-
cantes, promotores de solugao, etc. Elas também podem conter outras
substancias terapeuticamente valiosas. Um processo para preparar
um veiculo comestivel granulado em temperatura alta para liberagao
da enzima quando ingerida é descrito no Pedido de Patente U.S. Co-
pendente Série No. 09/910.579, depositado em 20 de julho de 2001.
[00605] Desse modo, umas vantagens significativas da invengéo
incluem por exemplo, 1) facilidade de fabricagdo do ingrediente ativo
carregado de composi¢gdes biocompativeis; 2) versatilidade relaciona-
da a classe de polimeros e/ou ingredientes ativos que podem ser utili-
zados; 3) rendimentos mais altos e eficiéncias de carregamento; e 4) a

provisdo de formulagdes de liberagdo continua que liberam agentes
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ativos, intatos in vivo, desse modo fornecendo liberagao controlada de
um agente ativo em um periodo estendido de tempo. Além disso, outra
vantagem é devido a liberagéo local do agente no trato digestivo (por
exemplo, a moela) do organismo. Como aqui usado a frase "contido
dentro” denota um método para formular um agente em uma composi-
¢ao util para liberagao controlada, em um periodo estendido de tempo
do agente.

[00606] Nas composi¢des de liberagdo continua ou de liberagao
lenta da inveng&o, uma quantidade eficaz de um agente (por exemplo,
uma enzima ou antibiético) sera utilizada. Como aqui usado, liberagéo
continua ou liberagéo lenta refere-se a liberagéo gradual de um agente
de um material biocompativel, em um periodo estendido de tempo. A
liberagdo continua pode ser continua ou descontinua, linear ou nao-
linear, e esta pode ser realizada usando uma ou mais composi¢oes
biodegradaveis ou nao-biodegradaveis, carregamentos de droga, sele-
cao de excipientes, ou outras modificagdes. Porém, sera reconhecido
que pode ser desejavel fornecer uma composigéo de liberagao "rapida”
que fornece liberagdo rapida uma vez consumida pelo organismo.
Também sera entendido que "liberagéo" necessariamente n&o significa
que o agente é liberado do veiculo biocompativel. De preferéncia em
um aspecto, a liberagao lenta abrange ativagao lenta ou ativagéo inin-
terrupta de um agente presente na composigido biocompativel. Por
exemplo, uma fitase ndo necessita ser liberada da composi¢ao bio-
compativel para ser eficaz. Neste aspecto, a fitase é imobilizada na
composi¢ao biocompativel.

[00607] A alimentagdo de animais pode ser qualquer farinha organi-
ca contendo proteina empregada para normalmente satisfazer para os
requerimentos dietéticos dos animais. Muitas de tais farinhas contendo
proteina sao tipicamente compostas primariamente de milho, farinha

de feijdo-soja ou uma mistura de farinha de milho/feijao-soja. Por
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exemplo, produtos comercialmente disponiveis tipicos alimentados em
galinhas incluem Egg Maker Complete, um produto de alimentagao de
avicula de Land O'Lakes AG Services, como tambem Country Game
and Turkey Grower um produto de Agwa, Inc., {também ver The Emu
Farmer's Handbook por Phillip Minnaar e Maria Minnaar). Ambos des-
tes produtos comercialmente disponiveis s&o exemplos tipicos de ali-
mentagdes de animais com qual o auxiliar dietético efou a fitase de
enzima presente(s) pode(m) ser incorporado(s) para reduzir ou elimi-
nar a quantidade de absorgédo suplementar de fésforo, zinco, manga-
nés e ferro requerida em tais composicdes.

[00608] A presente invengao e aplicavel a dieta de numerosos ani-
mais que sao aqui definidos como incluindo mamiferos (incluindo se-
res humanos), ave e peixe. Em particular, a dieta pode ser empregada
com mamiferos comercialmente significativos como porcos, gado, ove-
Iha, cabras, roedores de laboratorio {ratos, camundongos, hamsters e
gerbilos}, animais de pele como visom € raposa, e animais de zoologi-
co como macacos e chipanzés, como também mamiferos domésticos
como gatos e cachorros. Espécies aviarias comercialmente significati-
vas tipicas incluem galinhas, perus, patos, gansos, faisbes, ema, aves-
truz, mergulhdes, quiui, pombas, papagaios, cockatiel, cacatua, cana-
rios, pinguins, flamingos e codorniz. Peixes comercialmente cultivados
como truta tambem podem ser beneficiados dos auxiliares dietéticos
divulgadas aqui. Outros peixes que podem beneficiar-se incluem, por
exemplo, peixe (especialmente em um aquario ou ambiente de aqua-
cultura, por exemplo, peixe tropical), peixe-dourado e outra carpa or-
namental, peixe-gato, truta, salmao, tubarao, arraia, solha, linguado,
tilapia, medaka, guppy, molinésia, plati, espada, paulistinha e loach.
[00609] MEDICOES DE PARAMETROS METABOLICOS

[00610] Os metodos da invengao envolvem evolugao de célula intei-

ra, ou engenharia de celula inteira, de uma celula para desenvolver



267/286

uma cepa de novas células tendo um novo fenétipo modificando a
composi¢ao genética das células onde a composi¢gao genética € modi-
ficada por adigdo a célula de um acido nucleico da invengéo. Para de-
tectar o novo fendétipo, pelo menos um parametro metabdlico de uma
célula modificada, € monitorado na célula em uma estrutura de "tempo
real" ou "on-line". Em um aspecto, uma pluralidade de células € moni-
torada, como uma cultura de células, em "tempo real" ou "on-line". Em
um aspecto, uma pluralidade de parametros metabdlicos € monitorada
em "tempo real" ou "on-line".

[00611] A analise de fluxo metabdlica (MFA) é com base em uma
estrutura bioquimica conhecida. Um matriz linearmente metabdlica in-
dependente é construida com base na lei de conservagao de massa e
na hipétese de estado pseudopronto (PSSH) nos metabdlitos intracelu-
lares. Praticando os métodos da invengao, redes metabdlicas sao es-
tabelecidas, incluindo a:

[00612] - identidade de todos os substratos, produtos e metabdlitos
intermediarios da via,

[00613] - identidade de todas as reagbes quimicas interconvertendo
os metabdlitos da via, a estequiometria das reagdes da via,

[00614] - a identidade de todas as enzimas catalisando as reagdes,
a cinética das reagbes enzimaticas,

[00615] - as interagdes reguladoras entre os componentes da via,
por exemplo, interagdes alostéricas, interagées de enzima-enzima etc,
[00616] - a compartimentalizagao intracelular de enzimas ou qual-
quer outra organizagao supramolecular das enzimas, e,

[00617] - a presenga de quaisquer gradientes de concentragéo de
metabdlitos, enzimas ou moléculas efetoras ou barreiras de difusdo ao
seu movimento.

[00618] Uma vez que a rede metabdlica para uma certa cepa é

construida, a apresentagao matematica por nogao de matriz pode ser
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introduzida para estimar os fluxcs metabdlicos intracelulares se 0s da-
dos de metabolismo on-line estiverem disponiveis.

[00619] O fendtipo metabdlico conta com as alteracgtes da rede me-
tabdlica inteira dentro de uma célula. O fenotipo metabdlico conta com
a alteracio de utilizagio da via com respeito as condigbes ambientais,
regulagdo genética, estado desenvolvente e ao gendtipo, etc. Em um
aspecto dos métodos da invengio, apds o calculo de MFA on-line, o
comportamento dindmico das células, seu fendtipo e outras proprieda-
des s&o analisadas investigando a utiliza¢do da via. Por exemplo, se o
fornecimento de glicose for aumentado e o oxigénio diminuido durante
a fermentagao de levedura, a utilizagao das vias respiratorias sera re-
duzida efou parada, e a utilizagao das vias fermentativas dominara.
[00620] O controle do estado fisiologico das culturas celulares sera
possivel apos a analise da via. Os métodos da invengdo podem ajudar
a determinar como manipular a fermentagao determinando como alte-
rar o fornecimento do substrato, temperatura, uso de indutores, etc.
para controle do estado fisiologico das células para remover direcio
desejavel. Praticando os métodos da invengao, os resultados de MFA
podem ser comparados também com os dados de transcriptoma e pro-
teoma para projetar experimentos e protocolos por engenharia meta-
bolica ou embaralhamento de gene, etc.

[00621] Praticando os métodos da invengao, qualquer fendtipo novo
ou modificado pode ser conferido e detectado, incluindo caracteristicas
novas ou melhoradas na célula. Qualquer aspecto de metabolismo ou
desenvolvimento pode ser monitorado.

MONITORAMENTQ DA EXPRESSAQ DE UMA TRANSCRICAQ DE
mRNA

[00622] Em um aspecto da invengao, o fendtipo criado compreende

aumentar ou diminuir a expressao de uma franscricdo de mRNA ou

gerar novas transcricdes em uma ceélula. A transcricdo de mRNA, ou
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mensagem pode ser detectada e quantificada por qualquer método
conhecido na técnica, incluindo, por exemplo, Northern Blots, reagoes
de amplificagdo quantitativas, hibridagéo com arranjos e outros. Rea-
¢cOes de amplificagdo quantitativas incluem, por exemplo, PCR quanti-
tativa, incluindo, por exemplo, reagdo em cadeia de polimerase de
transcrigao inversa quantitativa, ou RT-PCR; RT-PCR em tempo real
quantitativa, ou " RT-PCR cinética em tempo real " (ver, por exemplo,
Kreuzer (2001) Br. J. Haematol. 114:313-318; Xia (2001) Transplanta-
tion 72:907-914).

[00623] Em um aspecto da invengdo, o fendtipo criado € gerado
golpeando a expressao de um gene homologo. A sequéncia de codifi-
cagao do gene ou um ou mais elementos transcripcionais de controle
podem ser golpeados, por exemplo, intensificadores de promotores.
Desse modo, a expressao de uma transcricdo pode ser completamen-
te removida ou apenas diminuida.

[00624] Em um aspecto da invengao, o fenotipo criado compreende
aumentar a expressdo de um gene homdlogo. Isto pode ser realizado
golpeando um elemento de controle negativo, incluindo um elemento
regulador transcricional que age em cis ou trans, ou, mutagénese de
um elemento de controle positivo.

[00625] Como debatido em detalhes abaixo, uma ou mais, ou, todas
as transcrigdes de uma celula podem ser medidas por hibridagéo de
uma amostra compreendendo transcrigdes da célula, ou, acidos nu-
cleicos representativos ou complementares as transcrigbes de uma
célula, por hibridacdo com acidos nucleicos imobilizados em um arran-
jo.

MONITORAMENTO DE EXPRESSAQ DE POLIPEPTIDEQS,
PEPTIDEOS E AMINOACIDOS

[00626] Em um aspecto da invengao, o fendtipo criado compreende

aumentar ou diminuir a expressaoc de um polipeptidec ou gerar novos
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polipeptideos em uma célula. Os polipeptideos, peptideos e aminoaci-
dos podem ser detectados e quantificados por qualquer método co-
nhecido na técnica, incluindo, por exemplo, ressonéncia magnética
nuclear (RMN), espectrofotometria, radiografia (radiomarcagéo de pro-
teina), eletroforese, eletroforese capilar, cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC), cromatografia de camada fina (TLC), cromato-
grafia de hiperdifusdo, varios métodos imunolégicos, por exemplo imu-
noprecipitagdo, imunodifusdo, imunoeletroforese, radioimunoensaios
(RIAs), ensaios imunossorventes ligados a enzima (ELISAs), ensaios
imunofluorescentes, eletroforese em gel (por exemplo, SDS-PAGE),
manchagdo com anticorpos, separador de célula ativada fluorescente
(FACS), espectrometria de massa por pirolise, Espectrometria Infra-
vermelha de Transformagido de Fourier, espectrometria de Raman,
GC-MS e Eletropulverizagao de LC e espectrometrias de massa por
eletroporagdo em tandém de LC de revestimento e outros. Novas bioa-
tividades também podem ser triadas usando os métodos, ou variagdes
destes, descritos na Patente U.S. No. 6.057.103. Além disso, como
debatido em detalhes abaixo, um ou mais, ou, todos os polipeptideos
de uma célula podem ser medidos usando um arranjo de proteina.
[00627] Marcagdo com ">C fracionaria biossinteticamente direciona-
da de aminoacidos proteinogénicos pode ser monitorada alimentando
uma mistura de compostos uniformemente marcados com °C e des-
marcados com composto de fonte de carbono dentro de uma rede de
biorreagdo. Analise do padrao de marcagao resultante permite tanto
uma caracterizagao inclusiva da topologia da rede quanto a determi-
nagao de razdes de fluxo metabdlico dos aminoacidos; ver, por exem-
plo, Szyperski (1999) Metab. Eng. 1:189-197.

[00628] Os exemplos a seguir sdo intencionados ilustrar, mas nao
limitar, a invengdao. Embora os procedimentos descritos nos exemplos

sejam tipicos daqueles que podem ser usados para realizar certos as-
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pectos da invengao, outros procedimentos conhecidos aqueles versa-
dos na técnica também podem ser usados.

EXEMPLO 1

[00629] O gene de appA de fita do tipo selvagem de E. coli (cepa
K12) (SEQ ID N°: 3) (Figura 13) que codifica uma fitase do tipo selva-
gem (SEQ ID N°: 4) (Figura 14), foi usado para preparar um polinu-
cleotideo modificado por GSSM. O polinucleotideo modificado tendo
uma sequéncia como exposto na SEQ ID N° 1 (Figura 1A) codifica
uma fitase ndo-glicosilada (SEQ ID N°: 2) (Figura 1B). Especificamente
GSSM foi empregado para encontrar mutagdes de ponto simples que
intensificaram a termotolerancia do appA de K12 de E. coli. Oito poli-
nucleotideos variantes que continham mutagbées de ponto que intensi-
ficaram a termotolerancia foram identificados. Estas oito mutagdes fo-
ram combinadas em uma uUnica proteina como mostrado nas Figuras
8A e 8B.

[00630] Os polinucleotideos do tipo selvagem e mutagenizados fo-
ram expressados em E. coli e purificados a homogeneidade. No en-
saio de tolerancia térmica, 100 «L de 0,01 mg/ml de proteina em 100
mM MOPS / pH 7,0 foram aquecidos a 37C, 50C, 60T , 70C, 80T

ou 90C em um termociclizador de pesquisa de RJ. Na conclusdo dos
5 minutos na temperatura, as amostras foram esfriadas para 4C e in-
cubadas em gelo. Um ensaio de atividade foi operado usando 40 oL
da solugdo de enzima em 1,5 ml de 100 mM NaOAc / 4 mM fitato / pH
4,5 a 37C. Aliquotas de 60 oL foram retiradas em intervalos de 2 mi-
nutos e adicionadas a 60 «L da solugdo desenvolvente/interruptora de
cor do ensaio de TNO, que é conhecido na técnica como o padréao de
industria para detectar fosfato em uma solugdo, como descrito em A. J.
Engelen et al. ("Related Articles Simples and rapid determination of
phytase activity," J. AOAC Int. maio-junho de 1994 77(3):760-4). Cla-
ramente, a enzima modificada, SEQ ID N°: 2, contendo 8 alteragdes de
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aminoacidos quando comparada a enzima de appA do tipo selvagem
de E. coli, & tolerante em temperaturas maiores que as da enzima do
tipo selvagem. (ver Figura 3)

EXEMPLO 2

ESTABILIDADE DE ENZIMA DE FITASE EM CONDICOES DE
DIGESTIBILIDADE SIMULADAS

[00631] O presente exemplo mostra o efeito de um fluido intestinal

gastrico simulado em digestdo de fitase glicosilada e ndo-glicosilada
da SEQ ID N°: 2. O percentual das atividades residuais (com base nas
taxas iniciais) do K12 de E. coli /n vitro digeriu e a fitase nao-
glicosilada da SEQ ID N°: 2 foi representado em grafico versus o tem-
po. Uma concentragdo padrao de fluido intestinal gastrico simulado
(SGIF) contendo 2 mg/ml de NaCl, 6 M HCI e 3,2 mg/ml de pepsina foi
preparada como descrito. O pH da solug&o era cerca de 1,4 e nao foi
ajustado. O ensaio de digestibilidade in vitro foi executado adicionando
1:4 (vol:vol) de fitase a solugdo de digestdo e incubando imediatamen-
te a 37T para iniciar a reagao de digestio.

[00632] Aliquotas da mistura de rea¢ao de digestdo foram removi-
das em varios intervalos de tempo e ensaiadas para atividade de fitase
residual usando o ensaio de TNO. Cada um dos ensaios foi executado
pelo menos duas vezes. Uma curva exponencial com a equagao y =
Ae-kt foi ajustada aos dados. As meia-vidas das proteinas foram de-
terminadas usando a equagaot 1/2 = In 2 / k. A meia-vida da fita de E.
coli de K12 foi apenas 2,7 + 0,2 minuto enquanto a fitase nao-
glicosilada da SEQ ID N 2 teve uma meia-vida de 8,4 £ 1,1 minuto.
Portanto, as mutagdes na fitase de K12 de E. coli do tipo selvagem
intensificaram a estabilidade da enzima sob condi¢des de digestibili-
dade simuladas in vitro. Ver Figura 4.

EXEMPLO 3

GLICOSILACAOQ ESTABILIZA FITASE PARA DIGESTAO DE




273/286

PEPSINA

[00633] Experimentos foram conduzidos para avaliar o efeito de gli-
cosilagido na meia-vida de atividade de enzima da fitase exposta a
pepsina, usada como um fluido gastrico intestinal simulado uma vez
que pepsina é um dos componentes principais do fluido gastrico intes-
tinal. Os resultados dos estudos que examinam a meia-vida da fitase
exposta a pepsina sao apresentados na Figura 5. Estes resultados in-
dicaram que formas glicosiladas de fitase tém meia-vida mais longa
que as formas nao-glicosiladas da enzima.

[00634] Andlise de computador fornece um meio de prognosticar
residuos de aminoacidos putativos que sédo pos-translacionalmente
modificados através de glicosilagdo. A prognosticagéo dos sitios glico-
silados da fitase foi terminada usando o programa de Prognosticagéo
de Modificagdo Pds-translacional na ampla rede mundial no enderego
expasy.ch. A identificagdo dos peptideos glicosilados foi mapeada pelo
programa PeptideMass no mesmo website. Os sitios de glicosilagdo
prognosticados para fitase estdo presentes na Figura 6.

[00635] Estudos foram depois empreendidos para determinar o tipo
de glicosilagdo na fitase expressa em Pichia pastoris e S. cerevisiae.
Apos purificagdo da proteina dos respectivos organismos, as cadeias
O-glicosiladas putativas foram removidas da proteina por adigéo de 1
mU de O-glicosidase (Roche Molecular Biochemicals, Alemanha) a 50
«g de fitase em um tampao contendo 20 mM Tris, pH 7,5 seguido du-
rante a noite por incubagao a 37TC. As cadeias N-glicosiladas foram
removidas adicionando 50 mU de Endoglicosidase H (Roche Molecular
Biochemicals, Alemanha) a 50 «g de fitase em um tamp&o contendo
50 mM fosfato de sédio, pH 6,5 e incubados durante a noite a 37TC.
Apés digestdo, 1 «g da proteina foi analisada em um Gel de Tris-
glicina a 12% (Invitrogen, San Diego, CA). Os resultados estdo resu-
midos na Figura 7 no formato de tabela.
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[00636] As proteinas foram depois analisadas através de analise
espectral de massa para mapeamento de peptideo maximo (Figura
8A) e mapeamento de glicosilagéo (Figura 8B) (dados nao-mostrados).
Para este experimento, todas as proteinas necessitam ser desnatura-
das, reduzidas e alquiladas. Brevemente, volume igual de 8 M uréia
(Sigma, MI) foi adicionado a solugéo de fitase e incubado a 37C du-
rante 30 min. Para reduzir a proteina, DTT recentemente feito (10
mg/ml) (Sigma, MI) foi adicionado a esta mistura a uma concentragéo
final de 0,04 mg/ml seguido por uma incubag¢do a 37°C durante 30 mi-
nutos. Em seguida, 20 mg/ml de lodoacetamida (Sigma, MI) foram adi-
cionados a mistura de proteina reduzida a uma concentragao final de
20 «g/mL e incubados a 37T durante 30 min para alquila ¢&o.

[00637] Apds a proteina de fitase ser desnaturada, reduzida e alqui-
lada, a proteina foi depois submetida a didlise em um tampao conten-
do 34 mM NaCl e 0,08 N HCI. Pepsina (5-20 mg/ml) foi adicionada pa-
ra digerir a fitase durante a noite a 37C. A diges tdo completa da pro-
teina pode ser analisada através de SDS-PAGE.

[00638] Fragmentos de fitase digeridos por pepsina foram carrega-
dos em uma coluna de Con A (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) em
um tampao contendo 20 mM Tris, pH 7,4, 0,5 M NaCl, 1 mM CacCl2, 1
mM MnCI2, e 1 mM MgCI2. A coluna foi lavada extensivamente com o
mesmo tampdo. Os peptideos glicosilados foram eluidos usando tam-
pao de Tris a 20 mM, pH 7,5 contendo 0,5 M D-Metilmanosido.

[00639] Para analise espectral de massa de MALDI, dois tipos de
matrizes foram usados nestes experimentos para analise de peptideos
ou proteina. Acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicindmico (10 mg/ml) dissolvi-
do em 49,9% de agua, 50% de metanol e 0,1% de TFA foi usado para
analise de proteina. Acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (10 mg/ml) dis-
solvido em 50% de metanol, 49,9% de etanol e 0,1% de TFA foi usado

para analise de peptideo. Para aplicar em uma ponta da sonda de ago,



2751286

1 xL de amostra foi bem misturado com 1 «L de solugao de matriz. As
amostras misturadas com matriz foram secas com ar na sonda e anali-
sadas em um instrumento de STR de Voyager-DE (PE Biosystems,
Foster City, CA).

[00640]  Sitios de glicosilagao para fitase de S. cerevisiae e P. pas-
toris estdo apresentados nas Figuras SA e 9B. Os resultados destes
estudos estdo resumidos na Figura 10.

EXEMPLO 4

COMPARACOES DE HOSPEDEIRQ DE EXPRESSAQ

[00641] A construgdo de DNA de GSSM da SEQ ID N®: 1 foi inseri-
da em E. coli, P. pastoris e S. pombe para expressao. As proteinas

expressadas foram purificadas a homogeneidade. No ensaio de tole-
rancia térmica, 100 uL de 0,01 mg/ml de proteina em 100 mM de
MOPS, pH 7,0 foram aguecidos na temperatura de incubagao indicada
como mostrado na Figura 11 durante 5 minutos em um termociclizado
de pesquisa de RJ. Ao concluir em 5 minutos em temperatura, as
amostras foram esfriadas para 4C e incubadas em gelo. Um ensaio
de atividade foi operado usando 40 ul da solugdo de enzima em 1,46
ml de 100 mM NaOAc / 4 mM fitato / pH 4,5 a 37TC. Aliguotas de 60
uL foram retiradas em intervalos de 2 minutos e adicionadas a 60 uL
da solugcao desenvolvente/interruptora de cor do ensaio de TNO. (Ver
Figura 11).

EXEMPLO 5

[00642] O percentual das atividades residuais (com base nas taxas
iniciais) da fitase recombinante digerida in vitro (SEQ ID N°: 2) expres-
sada em E. coli (ndo-glicosilada), como também em S. pombe e P.
pastoris (glicosilados) foi representado em grafico versus tempo. Uma
concentragado padrao de fluido gastrico simulado contendo 2 mg/ml
NaCl, 6 M HCI e 3,2 mg/mL de pepsina foi preparada como descrito no

S.0.P. O pH da solugao foi cerca de 1,4 e nao foi ajustado. O ensaio
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de digestibilidade in vitro foi executado adicionando 1:4 (vol:vol) da fi-
tase a solugdo de digestdo e incubando imediatamente a 37C para
iniciar a reagao de digestao. Aliquotas da mistura de reagao de diges-
tdo foram removidas em varios intervalos de tempo e ensaiadas para
atividade de fitase residual usando o ensaio de TNO. Cada um dos
ensaios foi executado em triplicata. Uma curva exponencial com a
equacgao y = Ae-kt foi ajustada aos dados. As meio-vidas das proteinas
foram determinadas usando a equagao t 2 =In 2 / k. A meia-vida da
fitase ndo-glicosilada da SEQ ID N°: 2 expressada em E. coli foi 8,4 +
1.1 minuto enquanto a fitase glicosilada expressada em S. pombe tive
uma meia-vida de 10,4 + 0,9 minuto e a mesma fitase expressada em
P. pastoris tive uma meia-vida de 29,2 + 6,7 minutos. Portanto, a glico-
silagdo da fitase da SEQ ID de NO: 2 intensificou a estabilidade da en-
zima sob condigbes de digestibilidade simulada in vitro. (ver Figura
12).

EXEMPLO 5

[00643] Para testar a tolerancia térmica da invengao a fitase modifi-
cada por GSSM (SEQ ID N°: 2) quando expressada em E. coli, P. pas-
toris e S. pombe, as amostras foram aquecidas a 37°C, 50C, 60T,

70T 80T e 90T durante 5 minutos e depois submeti das ao ensaio
atividade-especifico. A fitase de K12 do tipo selvagem (SEQ ID N°: 3)
expressada em E. coli foi usada como o controle. A faixa de atividade
especifica a 37C quando medida em unidades por miligrama de en-
zima foi medida a pH 4,5 de acordo com o protocolo de TNO acima
descrito. A Tabela 3 abaixo resume os resultados da prova de ativida-
de do teste de tolerancia térmica/atividade especifica.

TABELA 3

TOLERANCIA TERMICA VERSUS ATIVIDADE ESPECIFICA DA
FITASE DA SEQ ID N°: 2 EXPRESSA EM E. COLI E LEVEDURA
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faixa de Faixa de atividade especifica a 37T {Unidades por miligra-
temperatu- |ma de proteina)
ra Fitase de K12 |SEQ ID NOQ: 2 fitase expressa em
do tipo selva- | E. coli Pichia Pasto-| Schizosaccha-
gem ris romyces pombe
37C-50C [1000-1200 1200 1200 1200
50C-70TC 0-1000 525-1200 | 750-1200 1000-1200
70C-90C D 100-500 B50-750 510-1000

[00644] Os resultados destes testes mostram que as enzimas de
fitase glicosilada obtidas através de expressao em P. pastoris e S.
pombe exibem tolerancia superior a exposicao em temperaturas acima
de 37T quando comparadas aquela enzima do tipo sel vagem e tam-
bem tolerancia térmica intensificada quando comparadas a fitas modi-
ficada por GSSM, mas nao-glicosilada. Além disso, expressédo da en-
zima em S. pombe conferiram a maior tolerancia térmica, com reten-
¢ao de pelo menos metade (610 - 100 unidades por miligrama de pro-
teina) da atividade da enzima especifica apds exposi¢cdo a temperatu-
ras de 70T a 90C. Em contraste, a enzima do tipo selvagem reteve
zero de atividade especifica nesta faixa de temperatura, e até mesmo
a fitase modificada por GSSM expressa em E. coli (ndo-glicosilada)
(SEQ ID N%: 2) reteve apenas 100-500 unidades de atividade de enzi-
ma por miligrama de enzima apoés exposi¢caoc a temperatura na faixa de
70C a 90T durante 5 minutos. Portanto, a glicosil agéo da fitase da
SEQ ID N°: 2 também intensificou a tolerancia térmica e atividade es-
pecifica da enzima apos exposi¢do a temperatura elevada.
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REIVINDICAGOES

1. Acido nucleico recombinante codificando um polipeptideo
possuindo atividade fitase, caracterizado pelo fato de que compreende
uma sequéncia de acidos nucleicos como definida em SEQ ID NO:1.

2. Cassete de expressdo, caracterizado pelo fato de que
compreende a sequéncia de acido nucleico como definida na reivindi-
cacao 1.

3. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende um
acido nucleico compreendendo uma sequéncia de acidos nucleicos
como definida na reivindicagao 1.

4. Veiculo de clonagem, caracterizado pelo fato de que
compreende um vetor como definido na reivindicagéo 3, em que o vei-
culo de clonagem compreende um vetor viral, um plasmideo, um fago,
um fagomideo, um cosmideo, um fosmideo, um bacteriéfago ou um
cromossomo artificial.

5. Veiculo de clonagem de acordo com a reivindicagao 4,
caracterizado pelo fato de que o vetor viral compreende um vetor de
adenovirus, um vetor retroviral ou um vetor viral adeno-associado.

6. Veiculo de clonagem de acordo com a reivindicagao 4,
caracterizado pelo fato de que compreende um cromossomo artificial
bacteriano (BAC), um plasmideo, um vetor derivado de P1 de bacteri6-
fago (PAC), um cromossomo artificial de levedura (YAC), um cromos-
somo artificial mamifero (MAC).

7. Célula de micro-organismo transformada, caracterizada
pelo fato de que compreende o acido nucleico como definido na reivin-
dicacao 1.

8. Construgdao de DNA, caracterizada pelo fato de que
compreende a sequéncia de acido nucleico como definida na reivindi-
cagdo 1, em que a referida sequéncia de acido nucleico esta inserida
em E. coli, P. pastoris, S. cerevisiae, ou S. pombe para expressao.
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FIG. 1A

Sequéncia de DNA ( SEQ ID NO:1)

ATGAAAGCGATCTTAATCCCATTTTTATCTCTTCTGATTCCGTTAACCCCGCAATCTGCATTCGCTCAGAG
TGAGCCGGAGCTGAAGCTGGAAAGTGTGGTGATTGTCAGTCGTCATGGTGTGCGTGCTCCAACCAAGGC
CACGCAACTGATGCAGGATGTCACCCCAGACGCATGGCCAACCTGGCCGGTAAAACTGGGTGAGCTGACA
CCGCGCGGTGGTGAGCTAATCGCCTATCTCGGACATTACTGGCGTCAGCGTCTGGTAGCCGACGGATTG
CTGCCTAAATGTGGCTGCCCGCAGTCTGGTCAGGTCGCGATTATTGCTGATGTCGACGAGCGTACCCGTA
AAACAGGCGAAGCCTTCGCCGCCGGGCTGGCACCTGACTGTGCAATAACCGTACATACCCAGGCAGATAC
GT CCAGTC(EC'GATCCGTI' ATTTAATCCTCTAAAAACTGGCGTTTGCCAACTGGATAACGCGAACGTGACT
GACGCGATCCTCGAGAGGGCAGGAGGGTCAATTGCTGACTTTACCGGGCATTATCAAACGGCGTTTCGC
GAACTGGAACGGGTGCTTAATTTTCCGCAATCAAACTTGTGCCTTAAACGTGAGAAACAGGACGAAAGCT
GTTCATTAACGCAGGCATTACCATCGGAACTCAAGGTGAGCGCCGACTGTGTCTCATTAACCGGTGCGGT
AAGCCTCGCATCAATGCTGACGGAGATATTTCTCCTGCAACAAGCACAGGGAATGCCGGAGCCGGGGTG
GGGAAGGATCACCGATTCACACCAGTGGAACACCTTGCTAAGTTTGCATAACGCGCAATTTGATTTGCTA
CAACGCACGCCAGAGGTTGCCCGCAGCCGCGCCACCCCGTTATTAGATTTGATCAAGACAGCGTTGACGC
CCCATCCACCGCAAAAACAGGCGTATGGTGTGACATTACCCACTTCAGTGCTGTTTATCGCCGGACACGA
TACTAATCTGGCAAATCTCGGCGGCGCACTGGAGCTCAACTGGACGCTTCCCGGTCAGCCGGATAACACG
CCGCCAGGTGGTGAACTGGTGTTTGAACGCTGGCGTCGGCTAAGCGATAACAGCCAGTGGATTCAGGTT
TCGCTGGTCTTCCAGACTTTACAGCAGATGCGTGATAAAACGCCGCTGTCATTAAATACGCCGCCCGGAG
AGGTGAAACTGACCCTGGCAGGATGTGAAGAGCGAAATGCGCAGGGCATGTGTTCGTTGGCAGGTTTTA
CGCAAATCGTGAATGAAGCACGCATACCGGCGTGCAGTTTGAGATCTCATCTA
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FIG. 1B

Seqiiéncia de proteina ( SEQ ID NO:1)
MKAILIPFLSLLIPLTPQSAFAQSEPELKLESVVIVSRHGVRAPTKATQLMQDV
TPDAWPTWPVKLGELTPRGGELIA YLGHYWRQRLVADGLLPKCGCPQSGQV
ATTADVDERTRKTGEAFAAGLAPDCAITVHTQADTSSPDPLFNPLKTGVCQLD
NANVTDAILERAGGSIADFTGHYQTAFRELERVLNFPQSNLCLKREKQDESCS
LTQALPSELKVSADCVSLTGAVSLASMLTEIFLLQQAQGMPEPGWGRITDSHQ
WNTLLSLHNAQFDLLQRTPEVARSRATPLLDLIKTALTPHPPQKQAYGVTLPT
SVLFIAGHDTNLANLGGALELNWTLPGQPDNTPPGGELVFERWRRLSDNSQW

IQVSLVFQTLQQMRDKTPLSLNTPPGEVKLTLAGCEERNAQGMCSLAGFTQIV
NEARIPACSLRSHL
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FIG. 2A

Perfil de pH/temperatura e estabilidafde
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FIG. 2B

Perfil de pH/temperatura e estabilidafde
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FIG. 3

Atividade residual
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FIG. 4

Atividade de fitase rasidual em SGF com pepsina
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FIG. 6

Sétios de glicosilagao prognosticados
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FIG. 8B

Mapeamento de glicosilag&o
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Resumo

m Fitase em pichia

= Existem trés formas de fitase expressadas em pichia.
Cada uma delas contém uma glico-cadeia simples no
aminoacido #317 e #344.

e Fitase em S. Cerevisiae

" Existem trés formas de fitase expressadas em S.cerevisiae
A primeira forma duas glico-cadeiaa simples que estta
ligada no aminoacido #317 e #344.

ccivl
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FIG. 11
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FIG. 12

Atividade de fitase residual em SGF com pepsina
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FIG. 13

Appa de E. coli (nimero de acesso do GenBank) (SEQ ID NO:3)

| taaggagcag aaacaatgtg gtatitactt tggticgtcg geattttgtt gatgtgticg
61 ctctccaccc ttgtgttggt atggciggac cegegtetga aaagttaacg aacgtaggee
121 tgatgeggeg cattageatc geatcaggea atcaataatg tcagatatga aaageggaaa
181 catatcgatg aaagcgatct taatceeatt tttatetctt ctgattcegt taaceccgea
241 atctgcattc getcagagtg agceggaget gaagetggaa agtgtggtea ttgtcagtcg
301 tcatggtgtg cgtgctccaa ccaaggecac geaactgatg caggatgtea cecccagacge
361 atggccaace tggeeggtaa aactgggttg getgacaceg cgnggtggtg agetaatcge
421 ctatctcgga cattaccaac gccagegtet ggtagecgac ggattgelgg cgaaaaaggg
481 ctgeccgeag tetggtcagg tegegattat tgctgatpte gacgagegta ceegtaaaac
541 aggcgaagcc ttcgeecgeeg ggetggeacc tgactgtgea ataaccgtac atacccagge
601 agatacgtcc agtcccgate cgttatttaa tectctaaaa actggegttt gccaactgga
661 taacgcgaac gtgactgacg cgatccicag cagggeagga gggteaattg ctgactttac
721 cgggcatcgg caaacggegt ticgcgaact ggaacgggtg cttaattttc cgeaatcaaa
781 cttgtgectt aaacgtgaga aacaggacga aagetgtica ttaacgcagg cattaccatc
841 ggaactcaag gtgagcgeeg acaatgtete attaaceggt geggtaagee tegeatcaat
901 gctgacggag atattictcc tgcaacaage acagggaatg ccggagecgg ggtggggaag
961 gatcaccgat tcacaccagt ggaacacctt gctaagtttg cataacgegc aattttattt
1021 gctacaacge acgecagagg ttgccegeag cegegeeace ccgttattag attigatcaa
1081 gacagcgttg acgeccceate caccgeaaaa acaggegtat ggtgtgacat tacceacttc
1141 agtgctgttt atcgecggac acgatactaa tctggeaaat cteggeggeg cactggaget
1201 caactggacg cttcceggtc agecggataa cacgecgeca ggtggtgaac tggtgtttga
1261 acgetggegt cggetaageg ataacageca gtggattcag gtttcgetgg tettcecagac
1321 tttacagcag atgcgtgata aaacgcegct gtcattaaat acgcegeceg gagaggtgaa
1381 actgaccetg gcaggatgtg azgagegaaa tgegeaggge atgtgttegt tggeaggttt
1441 tacgcaaatc gtgaatgaag cacgcatacc ggegtgeagt ttgtaatgea taaaaaagag
1501 cattcagtta cctgaatgct ctgaggctga tgacaaacga agaactgtct aatgegtaga
1561 ccggaaaagg cgttcacgee geatecggece actttcagtt ttectettte tcggagtaac
1621 tataaccgta atagtiatag ccgtaactgt aagcggtget ggegegttta atcacaccat
1681 tgaggatagce gectttaata ttgacgeetg cetgticcag acgetgeatt gacaaactca
1741 cctcittgge getgticaag ccaaaacgeg caaccageag getggtgeca acagaacgec
1801 ccacgaccgce ggcatcactc accgecagea teggeggegt atcgacaate accagategt
1861 aatggtcgtt cgeccattee agtaattgac geatccgate g '
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FIG. 14

Seqiiéncia de aminoacido para fitase de appA de E. cali (tipo selvagem) (SEQ ID NO:4)

MKAILIPFLSLLIPLTPQSAFAQSEPELKLESVVIVSRHGVRAPTKATQLMQDVT
PDAWPTWPVKLGWLTPRGGELIAYLGHYQRQRLVADGLLAKKGCPQSGQVA
TTADVDERTRKTGEAFAAGLAPDCAITVHTQADTSSPDPLFNPLKTGVCQLDNA
NVTDAILSRAGGSIADFTGHRQTAFRELERVLNFPQSNLCLKREKQDESCSLTQ
ALPSELKVSADNVSLTGAVSLASMLTEIFLLQQAQGMPEPGWGRITDSHQWNT
LLSLHNAQFYLLQRTPEVARSRATPLLDLIKTALTPHPPQKQAYGVTLPTSVLFI
AGHDTNLANLGGALELNWTLPGQPDNTPPGGELVFERWRRLSDNSQWIQVSL

VFQTLQQMRDKTPLSLNTPPGEVKLTLAGCEERNAQGMCSLAGFTQIVNEARI
PACSL
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RESUMO
Patente de Invencdo: "ACIDO NUCLEICO CODIFICANDO UMA FI-
TASE, CASSETE DE EXPRESSAO, VETOR, VEICULO DE CLONA-
GEM, CONSTRUGAO DE DNA E CELULA DE MICRO-ORGANISMO
TRANSFORMADA COMPREENDENDO O MESMO".

A invengdo fornece enzimas de fitase isoladas e recombi-
nantes. Em um aspecto, as fitases sdo produzidas por modificagdo do
appA do tipo selvagem de E. coli. A enzima pode ser produzida de ceé-
lulas hospedeiras recombinantes. As fitases da invengdo podem ser
usadas para ajudar na digestao de fitato onde desejado. Em particular,
as fitases da invengédo podem ser usadas em géneros alimenticios pa-
ra melhorar o valor alimenticio de ingredientes ricos em fitato. As fita-
ses da invengdo podem ser termotolerantes e/ou termoestaveis. Tam-
bém fornecido sdo métodos para obter um polinucleotideos variante
codificando uma fitase e para obter uma fitase com termoestabilidade

ou termotolerancia em temperaturas altas ou baixas.



Este anexo apresenta o cédigo de controle da listagem de sequéncias
biolégicas de que trata a Resolugao INPI 228 de 11/11/2009:

Cédigo de Controle

Campo 1

B4A44

E9B6C11A26D

Campo 2

1F310. DDE

2DD43E68

Outras Informacgbes:

Nome do Arquivo: LISTAGEM DE SEQUENCIA P207234.txt
Data de Geragao do Codigo: 05-08-2014
Hora de Geracdo do Cédigo: 14:41:38
Cddigo de Controle:
- Campo 1: B4A44E9B6C11A26D
- Campo 2: 1F3102DD43E68DDE

Gerado pelo Sistema de Listagem de Sequéncias Bioldgicas (SisBioList) :: Vers&do 2.1.0




LISTAGEM DE SEQUE‘.NCIAS
<110> Verenium Corporation
<120> ACIDO NUCLEICO CODIFICANDO UMA FITASE, CASSETE DE EXPRESSAO,
VETOR, VEICULO DE CLONAGEM, CONSTRUCAO DE DNA E CELULA TRANSFORMADA
COMPREENDENDO O MESMO, BEM COMO METODOS PARA PRODUZIR FITASE
RECOMBINANTE E PARA MODIFICAR 0S CODONS DO REFERIDO ACIDO NUCLEICO

<130> D1370-9BRD1

<150> US 09/866,379
<151> 24/05/2001

<150> US 09/580,515
<151> 25/05/2000

<150> US 09/318,528
<151> 25/05/1999

<150> US 09/291,931
<151> 13/04/1999

<150> US 09/259,214
<151> 01/03/1999

<150> US 08/910,798
<151> 13/08/1997

<160> 4

<170> PatentIn versdo 3.1

<210> 1
<211> 1308
<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Enzima Fitase Modificada

<400> 1
atgaaagcga tcttaatcec atttttatet cttetgatte cgttaaccee gecaatctgea 60
ttecgetecaga gtgagecgga getgaagetg gaaagtgtgg tgattgtcag tegtcatggt 120

gtgcgtgecte caaccaagge cacgcaactg atgcaggatg tcaccccaga cgcatggeca 180



acctggccgg

ggacattact

cagtctggtc

gccttegecg

tccagtceeg

aacgtgactg

tatcaaacgg

cttaaacgtg

aaggtgagcg

gagatatttc

gattcacacc

cgcacgccag

ttgacgcccce

tttatcgeceg

acgcttcccg

cgtcggctaa

cagatgcgtg

ctggcaggat

atcgtgaatg

<210> 2

<211> 436

<212> PRT

<213>

<220>
<223>

taaaactggg

ggcgtcageg

aggtcgcgat

ccgggctgge

atccgttatt

acgcgatcct

cgtttcgcga

agaaacagga

ccgactgtgt

tcctgcaaca

agtggaacac

aggttgcccg

atccaccgceca

gacacgatac

gtcagccgga

gcgataacag

ataaaacgcc

gtgaagagcg

aagcacgcat

tgagctgaca

tctggtagcece

tattgctgat

acctgactgt

taatcctcta

cgagagggca

actggaacgg

cgaaagctgt

ctcattaacc

agcacaggga

cttgctaagt

cagcecgegece

aaaacaggcg

taatctggca

taacacgccg

ccagtggatt

gctgtcatta

aaatgcgcag

accggecgtgce

Sequéncia Artificial

Enzima Fitase Modificada

ccgecgeggtg

gacggattgc

gtcgacgagc

gcaataaccg

aaaactggcg

ggagggtcaa

gtgcttaatt

tcattaacgce

ggtgcggtaa

atgccggagce

ttgcataacg

accccgttat

tatggtgtga

aatctcggeg

ccaggtggtg

caggtttcgce

aatacgccgce

ggcatgtgtt

agtttgagat

gtgagctaat

tgcctaaatg

gtacccgtaa

tacataccca

tttgccaact

ttgctgactt

ttcecgcaatce

aggcattacc

gcctecgeate

cggggtgggg

cgcaatttga

tagatttgat

cattacccac

gcgcactgga

aactggtgtt

tggtcttcca

ccggagaggt

cgttggcagg

ctcatcta

cgcctatcecte

tggctgceceg

aacaggcgaa

ggcagatacg

ggataacgcg

taccgggcat

aaacttgtgce

atcggaactce

aatgctgacg

aaggatcacc

tttgctacaa

caagacagcg

ttcagtgctg

gctcaactgg

tgaacgctgg

gactttacag

gaaactgacc

ttttacgcaa

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1308



<400>

Met Lys Ala

1

Pro

vVal

Gln

Lys

65

Gly

Cys

Glu

Asp

Pro

145

Asn

Gln

vVal

Leu

50

Leu

His

Gly

Arg

Cys

130

Leu

vVal

Ser

Ile

35

Met

Gly

Tyr

Cys

Thr

115

Ala

Phe

Thr

Ile

Ala

20

vVal

Gln

Glu

Trp

Pro

100

Arg

Ile

Asn

Asp

Leu

Phe

Ser

Asp

Leu

Arg

85

Gln

Lys

Thr

Pro

Ala
165

Ile

Ala

Arg

vVal

Thr

70

Gln

Ser

Thr

vVal

Leu

150

Ile

Pro

Gln

His

Thr

55

Pro

Arg

Gly

Gly

His

135

Lys

Leu

Phe

Ser

Gly

40

Pro

Arg

Leu

Gln

Glu

120

Thr

Thr

Glu

Leu

Glu

25

vVal

Asp

Gly

vVal

vVal

105

Ala

Gln

Gly

Arg

Ser

10

Pro

Arg

Ala

Gly

Ala

90

Ala

Phe

Ala

vVal

Ala
170

Leu

Glu

Ala

Trp

Glu

75

Asp

Ile

Ala

Asp

Cys

155

Gly

Leu

Leu

Pro

Pro

60

Leu

Gly

Ile

Ala

Thr

140

Gln

Gly

Ile

Lys

Thr

45

Thr

Ile

Leu

Ala

Gly

125

Ser

Leu

Ser

Pro

Leu

30

Lys

Trp

Ala

Leu

Asp

110

Leu

Ser

Asp

Ile

Leu

15

Glu

Ala

Pro

Tyr

Pro

95

vVal

Ala

Pro

Asn

Ala
175

Thr

Ser

Thr

vVal

Leu

80

Lys

Asp

Pro

Asp

Ala

160

Asp



Phe

Asn

Ser

Asp

225

Glu

Gly

Asn

Arg

Pro

305

Phe

Glu

Gly

Thr

Phe

Cys

210

Cys

Ile

Arg

Ala

Ala

290

Pro

Ile

Leu

Glu

Gly

Pro

195

Ser

val

Phe

Ile

Gln

275

Thr

Gln

Ala

Asn

Leu
355

His

180

Gln

Leu

Ser

Leu

Thr

260

Phe

Pro

Lys

Gly

Trp

340

val

Tyr

Ser

Thr

Leu

Leu

245

Asp

Asp

Leu

Gln

His

325

Thr

Phe

Gln

Asn

Gln

Thr

230

Gln

Ser

Leu

Leu

Ala

310

Asp

Leu

Glu

Thr

Leu

Ala

215

Gly

Gln

His

Leu

Asp

295

Tyr

Thr

Pro

Arg

Ala

Cys

200

Leu

Ala

Ala

Gln

Gln

280

Leu

Gly

Asn

Gly

Trp
360

Phe

185

Leu

Pro

val

Gln

Trp

265

Arg

Ile

val

Leu

Gln

345

Arg

Arg

Lys

Ser

Ser

Gly

250

Asn

Thr

Lys

Thr

Ala

330

Pro

Arg

Glu

Arg

Glu

Leu

235

Met

Thr

Pro

Thr

Leu

315

Asn

Asp

Leu

Leu

Glu

Leu

220

Ala

Pro

Leu

Glu

Ala

300

Pro

Leu

Asn

Ser

Glu

Lys

205

Lys

Ser

Glu

Leu

val

285

Leu

Thr

Gly

Thr

Asp
365

Arg

190

Gln

val

Met

Pro

Ser

270

Ala

Thr

Ser

Gly

Pro

350

Asn

val

Asp

Ser

Leu

Gly

255

Leu

Arg

Pro

val

Ala

335

Pro

Ser

Leu

Glu

Ala

Thr

240

Trp

His

Ser

His

Leu

320

Leu

Gly

Gln



Trp Ile Gln Val Ser Leu Val Phe Gln Thr Leu
370 375
Lys Thr Pro Leu Ser Leu Asn Thr Pro Pro Gly
385 390 395
Leu Ala Gly Cys Glu Glu Arg Asn Ala Gln Gly
405 410
Gly Phe Thr Gln Ile Val Asn Glu Ala Arg Ile
420 425

Arg Ser His Leu

435
<210> 3
<211> 1901
<212> DNA
<213> Escherichia coli fitase appA
<220>
<221> misc_feature
<222> (403)..(403)
<223> n é qualquer nucleotideo
<400> 3
taaggagcag aaacaatgtg gtatttactt tggttcgtcg
ctctccacce ttgtgttggt atggctggac ccgegtctga
tgatgcggeg cattagcatc gcatcaggca atcaataatg
catatcgatg aaagcgatct taatcccatt tttatctett
atctgcattc gctcagagtg agccggagct gaagctggaa
tcatggtgtg cgtgctccaa ccaaggccac gcaactgatg
atggccaacc tggccggtaa aactgggttg gctgacaccg
ctatctcgga cattaccaac gccagcecgtct ggtagceccgac

Gln
380

Gln Met

Glu Val Lys

Met Cys Ser

Pro Ala Cys

430

gcattttgtt

aaagttaacyg

tcagatatga

ctgattcegt

agtgtggtga

caggatgtca

cgnggtggtg

ggattgctgg

Arg Asp

Thr
400

Leu

Leu Ala

415

Ser Leu

gatgtgtteg

aacgtaggece

aaagcggaaa

taacccegea

ttgtcagteg

ccecagacge

agctaatcge

cgaaaaaggqg

60

120

180

240

300

360

420

480



ctgccecgecag

aggcgaagcc

agatacgtcc

taacgcgaac

cgggcatcgg

cttgtgectt

ggaactcaag

gctgacggag

gatcaccgat

gctacaacgc

gacagcgttg

agtgctgttt

caactggacg

acgctggcgt

tttacagcag

actgaccctg

tacgcaaatc

cattcagtta

ccggaaaagg

tataaccgta

tgaggatagc

cctetttgge

ccacgaccgce

tctggtcagg

ttcgecegecg

agtcccgatce

gtgactgacg

caaacggcgt

aaacgtgaga

gtgagcgccg

atatttctcc

tcacaccagt

acgccagagg

acgccccatce

atcgcecggac

cttcececggte

cggctaagcg

atgcgtgata

gcaggatgtg

gtgaatgaag

cctgaatgcect

cgttcacgcce

atagttatag

gcctttaata

ggtgttcaag

ggcatcactc

tcgcgattat

ggctggcacc

cgttatttaa

cgatcctcag

ttcgcgaact

aacaggacga

acaatgtctc

tgcaacaagce

ggaacacctt

ttgccegeag

caccgcaaaa

acgatactaa

agccggataa

ataacagcca

aaacgccgcet

aagagcgaaa

cacgcatacc

ctgaggctga

gcatccggece

ccgtaactgt

ttgacgcctg

ccaaaacgcg

accgccagca

tgctgatgtce

tgactgtgca

tcctctaaaa

cagggcagga

ggaacgggtg

aagctgttca

attaaccggt

acagggaatg

gctaagtttg

ccgcegecace

acaggcgtat

tctggcaaat

cacgccgeca

gtggattcag

gtcattaaat

tgcgcagggce

ggcgtgcagt

tgacaaacga

actttcagtt

aagcggtgcet

cctgtteccag

caaccagcag

tcggcggegt

gacgagcgta

ataaccgtac

actggcgttt

gggtcaattg

cttaattttc

ttaacgcagg

gcggtaagcc

ccggagccgg

cataacgcgc

ccgttattag

ggtgtgacat

ctcggcggceg

ggtggtgaac

gtttcgetgg

acgccgeccg

atgtgttcgt

ttgtaatgca

agaactgtct

ttecctettte

ggcgcgttta

acgctgecatt

gctggtgcca

atcgacaatc

cccgtaaaac

atacccaggce

gccaactgga

ctgactttac

cgcaatcaaa

cattaccatc

tcgcatcaat

ggtggggaag

aattttattt

atttgatcaa

tacccacttc

cactggagct

tggtgtttga

tcttccagac

gagaggtgaa

tggcaggttt

taaaaaagag

aatgcgtaga

tcggagtaac

atcacaccat

gacaaactca

acagaacgcc

accagatcgt

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860
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aatggtcgtt cgcccattcecce agtaattgac gcatccgate g 1901
<210> 4

<211> 432

<212> PRT

<213> Escherichia coli fitase appA

<400> 4

Met Lys Ala Ile Leu Ile Pro Phe Leu Ser Leu Leu Ile Pro Leu Thr

Pro Gln Ser Ala Phe Ala Gln Ser Glu Pro Glu Leu Lys Leu Glu Ser
20 25 30

Val Val Ile Val Ser Arg His Gly Val Arg Ala Pro Thr Lys Ala Thr
35 40 45

Gln Leu Met Gln Asp Val Thr Pro Asp Ala Trp Pro Thr Trp Pro Val
50 55 60

Lys Leu Gly Trp Leu Thr Pro Arg Gly Gly Glu Leu Ile Ala Tyr Leu
65 70 75 80

Gly His Tyr Gln Arg Gln Arg Leu Val Ala Asp Gly Leu Leu Ala Lys
85 90 95

Lys Gly Cys Pro Gln Ser Gly Gln Val Ala Ile Ile Ala Asp Val Asp
100 105 110

Glu Arg Thr Arg Lys Thr Gly Glu Ala Phe Ala Ala Gly Leu Ala Pro
115 120 125

Asp Cys Ala Ile Thr Val His Thr Gln Ala Asp Thr Ser Ser Pro Asp
130 135 140

Pro Leu Phe Asn Pro Leu Lys Thr Gly Val Cys Gln Leu Asp Asn Ala



145 150 155 160

Asn Val Thr Asp Ala Ile Leu Ser Arg Ala Gly Gly Ser Ile Ala Asp
165 170 175

Phe Thr Gly His Arg Gln Thr Ala Phe Arg Glu Leu Glu Arg Val Leu
180 185 190

Asn Phe Pro Gln Ser Asn Leu Cys Leu Lys Arg Glu Lys Gln Asp Glu
195 200 205

Ser Cys Ser Leu Thr Gln Ala Leu Pro Ser Glu Leu Lys Val Ser Ala
210 215 220

Asp Asn Val Ser Leu Thr Gly Ala Val Ser Leu Ala Ser Met Leu Thr
225 230 235 240

Glu Ile Phe Leu Leu Gln Gln Ala Gln Gly Met Pro Glu Pro Gly Trp
245 250 255

Gly Arg Ile Thr Asp Ser His Gln Trp Asn Thr Leu Leu Ser Leu His
260 265 270

Asn Ala Gln Phe Tyr Leu Leu Gln Arg Thr Pro Glu Val Ala Arg Ser
275 280 285

Arg Ala Thr Pro Leu Leu Asp Leu Ile Lys Thr Ala Leu Thr Pro His
290 295 300

Pro Pro Gln Lys Gln Ala Tyr Gly Val Thr Leu Pro Thr Ser Val Leu
305 310 315 320

Phe Ile Ala Gly His Asp Thr Asn Leu Ala Asn Leu Gly Gly Ala Leu
325 330 335



Glu

Gly

Trp

Lys

385

Leu

Gly

Leu

Glu

Ile

370

Thr

Ala

Phe

Asn

Leu

355

Gln

Pro

Gly

Thr

Trp

340

val

val

Leu

Cys

Gln
420

Thr

Phe

Ser

Ser

Glu

405

Ile

Leu

Glu

Leu

Leu

390

Glu

val

Pro

Arg

val

375

Asn

Arg

Asn

Gly

Trp

360

Phe

Thr

Asn

Glu

Gln

345

Arg

Gln

Pro

Ala

Ala
425

Pro Asp Asn

Arg

Thr

Pro

Gln

410

Arg

Leu

Leu

Gly

395

Gly

Ile

Ser

Gln

380

Glu

Met

Pro

Thr

Asp

365

Gln

val

Cys

Ala

Pro

350

Asn

Met

Lys

Ser

Cys
430

Pro

Ser

Arg

Leu

Leu

415

Ser

Gly

Gln

Asp

Thr

400

Ala

Leu
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