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(57) Resumo: POLIPEPTIDEO MODIFICADO, POLINUCLEOTIDEO, MICRO-ORGANISMO E
METODO PARA PRODUZIR L-GLUTAMINA. A presente invencio se refere a um polipeptideo
modificado de glutamina sintetase com atividade melhorada, e a um método para produzir L-glutamina
usando o0 mesmo. Uma vez que a producéo de L-glutamina pode ser aumentada usando o polipeptideo
modificado inédito sem uma diminuicdo na taxa de crescimento, comparado as cepas tipo selvagem
com atividade de glutamina sintetase, o polipeptideo modificado pode ser amplamente usado para
producdo em massa de L-glutamina.
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RELATORIO DESCRITIVO

“POLIPEPTIDEO MODIFICADO, POLINUCLEOTIDEO, MICRO-ORGANISMO E
METODO PARA PRODUZIR L-GLUTAMINA”

CAMPO DA TECNICA
[001] A presente revelacao se refere a um polipeptideo modificado de glutamina
sintetase com atividade intensificada, e a um método para produzir L-glutamina
usando o mesmo.

ANTECEDENTES DA TECNICA
[002] L-Glutamina €é um aminoacido amplamente usado em produtos
farmacéuticos, cosméticos e alimentos funcionais saudaveis, tais como agentes
terapéuticos para problemas digestivos, intensificadores da funcdo hepatica,
intensificadores da funcdo cerebral, intensificadores imunolégicos, medicacdes para
Ulcera estomacal, medicacdes para alcoolismo, hidratantes cosméticos, suplementos
nutricionais para atletas, e suplementos nutricionais para pacientes.
[003] Corynebacterium glutamicum e Escherichia coli tém sido usados como
micro-organismos representativos para producdo de L-glutamina. Na via de
biossintese de L-glutamina, L-glutamato € produzido por glutamato desidrogenase
usando acido a-ceto glutamico, que é produzido por meio de glicolise e o ciclo do &cido
tricarboxilico (TCA), como um precursor, e L-glutamina é finalmente produzida através
de uma reacdo por meio de glutamina sintetase.
[004] Para producdo de L-glutamina com uma alta concentracdo, é muito
importante otimizar a expressao de glutamina sintetase e intensificar a atividade desta.
Um ion metdlico divalente é exigido para a ativacdo de glutamina sintetase, e a
atividade é inibida por glicina, alanina, triptofano, histidina, glucosamina-6-fosfato,
citidina-3-fosfato e similares. A atividade também ¢é inibida por adenilacdo do 405°
aminoéacido. De acordo com um estudo prévio, foi relatado que a atividade inibida por
adenilacéo foi recuperada substituindo tirosina na 4052 posicéo por fenilalanina (EP
1229121 B1). Entretanto, ainda existe uma necessidade de desenvolver um método

para produzir L-glutamina com alta eficiéncia.
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REVELACAO

PROBLEMA DA TECNICA
[005] Com este contexto, em funcdo de esforcos intensivos para desenvolver
micro-organismos com capacidade intensificada de produzir L-glutamina, os
presentes inventores descobriram um polipeptideo modificado de glutamina sintetase
capaz de aumentar a producdo de L-glutamina, completando assim a presente
revelacao.

SOLUCAO TECNICA
[006] A presente revelacdo prové um polipeptideo modificado com atividade de
glutamina sintetase, em que um aminoacido que corresponde a 4012, 4022 ou 4042
posicdo de uma sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 1 é substituido por um

aminoéacido diferente.

[007] A presente revelacdo prové um polinucleotideo que codifica o polipeptideo
modificado.
[008] A presente revelacdo prové um micro-organismo que inclui o polipeptideo

modificado ou o polinucleotideo que codifica o polipeptideo modificado.
[009] A presente revelacdo prové um método para produzir L-glutamina, o
método incluindo cultivar o micro-organismo da presente revelacdo em um meio de
cultura.

EFEITOS VANTAJOSOS DA INVENCAO
[010] Quando o polipeptideo modificado inédito com atividade de glutamina
sintetase intensificada de acordo com a presente revelacdo € usado, a producéo de
glutamina pode ser aumentada sem uma diminuicdo na taxa de crescimento,
comparada a uma cepa tipo selvagem com atividade de glutamina sintetase e, assim,
o polipeptideo modificado pode ser amplamente usado para a producdo em massa de
glutamina.

MELHOR MODO DA INVENCAO
[011] A presente revelagdo sera descrita em detalhes. Ao mesmo tempo, cada

descricdo e modalidade revelada na presente revelacdo pode ser aplicada aqui a
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diferentes descricdes e modalidades. Em outras palavras, todas as combinacdes de
varios componentes revelados na presente revelacdo sao incluidas no escopo da
presente revelacdo. Além disso, o0 escopo da presente revelacdo néo deve ser limitado
pelas descricbes aqui providas.

[012] Os versados na técnica reconhecerdo ou serdo capazes de determinar,
usando nao mais que experimentacdo de rotina, muitos equivalentes para
modalidades especificas da presente revelacdo. Pretende-se que tais equivalentes
sejam incluidos no escopo das reivindicacdes a seguir.

[013] Um aspecto da presente revelacdo prové uma variante de glutamina
sintetase preparada substituindo um aminoacido que corresponde a 4012, 4022 ou
4042 posicdo de uma sequéncia de aminoacido de glutamina sintetase com um
aminoécido diferente.

[014] Especificamente, 0 aspecto da presente revelacdo prové um polipeptideo
modificado com atividade de glutamina sintetase, em que um aminoacido que
corresponde a 4012, 4022 ou 4042 posicdo de uma sequéncia de aminoacido de SEQ
ID NO: 1 é substituido por um aminoacido diferente.

[015] Da maneira aqui usada, o termo “variante”, “polipeptideo modificado”, ou
“proteina modificada (enzima)” pode ser usado indiferentemente.

[016] Da maneira aqui usada, o termo “glutamina sintetase” se refere a uma
enzima que converte acido glutamico e amonia em glutamina na presenca de ATP em
micro-organismos. Por exemplo, a glutamina sintetase pode ser codificada pelo gene
glnA, sem ser limitado a este. Em vista dos objetivos da presente revelagao, qualquer
proteina com a atividade para converter acido glutamico e amonia em glutamina pode
ser usada, independente da origem desta, e enzimas derivadas de quaisquer
organismos (plantas, micro-organismos e similares) podem ser usadas, sem ser
limitado a estas. A glutamina sintetase pode ser uma enzima derivada de um micro-
organismo que pertence ao género Corynebacterium ou uma variante desta, por
exemplo, uma enzima derivada de Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium

ammoniagenes, Brevibacterium  lactofermentum, Brevibacterium  flavum,
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Corynebacterium thermoaminogenes, Corynebacterium efficiens ou Corynebacterium
stationis, ou uma variante destas, mas nao é limita a estas.

[017] Especificamente, a glutamina sintetase pode apresentar a sequéncia de
aminoécido de SEQ ID NO: 1 ou uma sequéncia de aminoacido com uma homologia
ou identidade de 80% ou mais, e menor que 100%, com a mesma, mas a sequéncia
de aminoacido ndo é limitada a esta, contanto que a atividade de glutamina sintetase
seja assim obtida. Mais especificamente, a glutamina sintetase da presente revelacdo
pode incluir um polipeptideo com uma sequéncia de aminoacido com pelo menos
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% de homologia ou identidade com a
sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 1. Igualmente, € evidente que qualquer
proteina acessoria com eliminagdo, modificacdo, substituicdo, ou adicdo de um ou
varios aminoacidos na sequéncia de aminoacido esta no escopo da presente
revelacdo, contanto que a sequéncia de aminoacido mantenha a homologia ou
identidade anteriormente descrita e um efeito equivalente a este da proteina.

[018] Da maneira aqui usada, o termo “polipeptideo modificado com atividade de
glutamina sintetase” ou “variante de glutamina sintetase” se refere a um polipeptideo
com atividade de glutamina sintetase alterada, substituindo uma parte de uma
sequéncia de aminoacido de um polipeptideo com atividade de glutamina sintetase
por um aminoacido diferente. Especificamente, o polipeptideo modificado pode ser um
polipeptideo modificado com varias sequéncias com atividade de glutamina sintetase,
preparado substituindo um aminoacido que corresponde a 4012, 4022 ou 4042 posicao
da sequéncia de aminoéacido de SEQ ID NO: 1 por um aminoécido diferente.

[019] A “N-ésima posigcao” pode incluir a N-ésima posicdo e uma posi¢cao de um
aminoacido que corresponde a N-ésima posi¢ado. Especificamente, a N-ésima posicao
pode incluir uma posicdo de aminoacido correspondente de um polipeptideo com a
mesma atividade daquela da proteina alvo. Mais especificamente, a sequéncia de
aminoéacido do polipeptideo com a mesma atividade daquela da proteina alvo pode
ser a sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 1 ou uma sequéncia de aminoéacido

com pelo menos 98% identidade com esta, e a 4012, 4022 ou 4042 posicdo da
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sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 1 pode incluir uma posicdo de um
aminoacido que corresponde a 4012, 4022 ou 4042 posicdo em uma sequéncia de
aminoacido com uma homologia ou identidade de 80% ou mais, e menor que 100%,
com a sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 1.

[020] A posicao de aminoacido que corresponde a N-ésima posicéo ou a posi¢ao
de aminoécido correspondente do polipeptideo, com a mesma atividade daquela da
proteina alvo, pode ser determinada usando o algoritmo de Needleman-Wunsch
(documento: Needleman e Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48:443—-453), especificamente
a versao 5.0.0 ou superior, da maneira implementada no programa Needleman do
pacote EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite,
documento: [Rice et al., 2000, Trends Genet. 16:276-277]). Os parametros usados
para os mesmos podem ser uma penalidade de abertura de espacamento de 10, uma
penalidade de extensdo de espacamento de 0,5, e uma matriz de substituicdo
EBLOSUM62 (EMBOSS de versdo BLOSUMG62).

[021] Um residuo de aminoacido na posi¢cao de aminoacido que corresponde a
N-ésima posicéo, ou a posi¢cao de aminoacido correspondente do polipeptideo com a
mesma atividade daquela da proteina alvo pode ser determinada por alinhamento de
multiplas sequéncias de polipeptideo usando varios programas de computador
incluindo, mas sem limitacdo, MUSCLE (comparacdo de sequéncia multipla por
expectativa de log; versdo 3.5 ou superior; documento: [Edgar, 2004, Nucleic Acids
Research 32:1792-1797]), MAFFT (versédo 6.857 ou superior; documento: [Katoh e
Kuma, 2002, Nucleic Acids Research 30:3059-3066]; documento: [Katoh et al., 2005,
Nucleic Acids Research 33:511-518]; documento: [Katoh e Toh, 2007, Bioinformatics
23:372-374]; documento: [Katoh et al., 2009, Methods in Molecular Biology 537:39—
64]; documento: [Katoh e Toh, 2010, Bioinformatics 26:1899-1900]), e EMBOSS
EMMA usando ClustalW (1.83 ou superior; documento: [Thompson et al., 1994,
Nucleic Acids Research 22:4673-4680]), usando o0s respectivos parametros padrdes
destes.

[022] Quando uma relacdo entre polipeptideos ndo pode ser detectada por
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comparacao baseada em sequéncia convencional (documento: [Lindahl e Elofsson,
2000, J. Mol. Biol. 295:613-615]), outros algoritmos de comparacéo de sequéncia em
pares podem ser usados. Maior sensibilidade na pesquisa baseada em sequéncia
pode ser obtida usando programas de pesquisa que usam representacbes de
probabilidade de familias de polipeptideo (perfis) em uma base de dados de pesquisa.
Por exemplo, o programa PSI-BLAST gera perfis através um processo de pesquisa
de base de dados de repeticdo, e é capaz de detectar homdlogos remotos
(documento: [Atschul et al., 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402]). Mesmo uma
alta sensibilidade pode ser obtida quando a familia ou superfamilia para o polipeptideo
apresenta um ou mais representativos na base de dados da estrutura da proteina. Os
programas tais como GenTHREADER (documento: [Jones, 1999, J. Mol. Biol.
287:797-815]; e documento: [McGuffin e Jones, 2003, Bioinformatics 19:874—-881])
utilizam a informacéo de uma variedade de fontes (PSI-BLAST, previsao de estrutura
secundaria, perfis de alinhamento estrutural e potenciais de solvata¢cdo) como entrada
em uma rede neural que prevé a dobra estrutural para uma sequéncia de consulta.
Similarmente, um método revelado em um documento [Gough et al., 2000, J. Mol. Biol.
313:903-919] pode ser usado para alinhar uma sequéncia de uma estrutura
desconhecida com os modelos de superfamilia presentes na base de dados SCOP.
Estes alinhamentos, por sua vez, podem ser usados para gerar uma homologia,
similaridade, ou modelo de identidade para o polipeptideo, e tais modelos podem ser
avaliados para precisdo usando uma variedade de ferramentas desenvolvidas para
este proposito.

[023] O “aminoacido diferente” ndo é particularmente limitado, contanto que o
aminoacido seja diferente do aminoacido de cada posicdo antes da substituicéo.
Especificamente, o aminoacido pode incluir pelo menos um aminoéacido selecionado
do grupo que consiste em glicina, alanina, arginina, valina, leucina, metionina,
isoleucina, treonina, asparagina, glutamina, prolina, serina, triptofano, fenilalanina,
histidina, cisteina, tirosina, lisina, acido aspartico e acido glutamico, mas néao é limitado

a estes.
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[024] Os “aminoacidos” sao classificados em quatro tipos: aminoacidos acidicos,
basicos, polares (hidrofilicos), e néo polares (hidrofébicos), de acordo com
propriedades de cadeias laterais.

[025] A variante pode ser uma proteina na qual um aminoécido em cada posi¢ao
da sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 1 é substituido por pelo menos um
aminoécido selecionado do grupo que consiste em: um aminoacido ndo polar, por
exemplo, glicina (G), alanina (UM), valina (V), leucina (L), isoleucina (I), metionina (M),
fenilalanina (F), triptofano (W) e prolina (P); um aminoacido polar, por exemplo, serina
(S), treonina (T), cisteina (C), tirosina (), acido aspartico (D) e glutamina (Q); um
aminoacido acidico, por exemplo, asparagina (N) e acido glutamico (E); e um
aminoacido basico, por exemplo, lisina (K), arginina (R) e histidina (H), sem ser
limitado a estes.

[026] Especificamente, o aminoacido que corresponde a 4012 posi¢cao pode ser
substituido por um aminodacido acidico ou um aminodacido polar, 0 aminoacido que
corresponde a 4022 posicdo pode ser substituido por um aminoacido basico, e 0
aminoacido que corresponde a 4042 posi¢cado pode ser substituido por um aminoacido
nao polar, sem ser limitado a estes.

[027] Mais especificamente, o aminoacido que corresponde a 4012 posicéo pode
ser substituido por asparagina, acido glutdamico ou serina, 0 aminoacido que
corresponde a 4022 posicdo pode ser substituido por histidina, e 0 aminoacido que
corresponde a 4042 posicao pode ser substituido por valina, sem ser limitado a estes.
[028] Na presente revelacao, o polipeptideo modificado, no qual um aminoacido
que corresponde a 4012, 4022 ou 4042 posicdo da sequéncia de aminoacido de SEQ
ID NO: 1 é substituido por um aminoacido diferente, pode apresentar uma das
sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 2 a 6.

[029] Especificamente, um polipeptideo modificado no qual o aminoacido que
corresponde a 4012 posicdo é substituido por asparagina pode apresentar a
sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 2, um polipeptideo modificado no qual o

aminoacido que corresponde a 4012 posicao € substituido por acido glutamico pode
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apresentar a sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 3, e um polipeptideo
modificado no qual o aminoacido que corresponde a 4012 posicao é substituido por
serina pode apresentar a sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 4.

[030] Além disso, um polipeptideo modificado no qual o aminoacido que
corresponde a 4022 posi¢do é substituido por histidina pode apresentar a sequéncia
de aminoacido de SEQ ID NO: 5, e um polipeptideo modificado no qual o aminoacido
gue corresponde a 4042 posicédo é substituido por valina pode apresentar a sequéncia
de aminoéacido de SEQ ID NO: 6.

[031] O polipeptideo modificado pode ser um polipeptideo modificado com
atividade de glutamina sintetase e uma homologia de sequéncia de 80% ou mais, e
menor que 100%, com a sequéncia de aminoécido de SEQ ID NO: 1, mas néo é
limitado a estes. Especificamente, o polipeptideo modificado da presente revelacéo
pode ser um com pelo menos 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% de homologia
com a sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 1, e é evidente que qualquer proteina
qgue inclui eliminacdo, modificacdo, substituicdo, ou adicdo de um ou Varios
aminoacidos na sequéncia de aminoacido além da substituicdo na 4012, 4022 ou 4042
posicdo estd no escopo da presente revelacdo, contanto que a sequéncia de
aminoacido mantenha a homologia descrita anteriormente e um efeito equivalente
aguele da proteina.

[032] Na presente revelagdo, embora expressa como uma “proteina com uma
sequéncia de aminoacido da maneira apresentada em uma SEQ ID NO pré-
determinada”, é evidente que que proteina que inclui eliminagcdo, modificacio,
substituicdo, substituicdo conservativa, ou adicdo de um ou varios aminoacidos pode
ser usada na presente revelagdo, contanto que a proteina apresente atividade idéntica
ou equivalente aguela da proteina que consiste na sequéncia de aminoacido do SEQ
ID NO. Por exemplo, adicdo de uma sequéncia que nao altera a funcdo da proteina
na direcdo direta ou reversa da sequéncia de aminoacido, uma mutacéo de ocorréncia
natural, uma mutacao silenciosa desta, ou uma substituicdo conservativa desta nao é

excluida, contanto que atividade idéntica ou equivalente aquela da proteina seja
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obtida, e é evidente que tal adicdo de sequéncia ou mutacdo esta no escopo da
presente revelagao.

[033] O polipeptideo modificado pode incluir um polipeptideo obtido por
substituicdo conservativa e/ou modificacdo de pelo menos um aminoacido diferente
daquele da sequéncia citada, mantendo ao mesmo tempo funcdes ou propriedades
da proteina, além da substituicAo de um aminoacido na posi¢do particular por um
aminoacido diferente.

[034] Da maneira aqui usada, o termo “substituicdo conservativa” se refere a
substituicdo de um aminoacido por um outro aminoacido com propriedades estruturais
e/ou quimicas similares. Cada substituicdo de aminoacido pode ocorrer em geral com
base na similaridade de polaridade, carga, solubilidade, hidrofobicidade,
hidrofilicidade e/ou natureza anfipatica de um residuo. Em geral, a substituicdo
conservativa apresenta pouca ou nenhuma influéncia na atividade de uma proteina
ou um polipeptideo.

[035] Igualmente, variantes com pelo menos aminoacido modificado, além do
aminoacido na posi¢do descrita anteriormente, podem apresentar eliminacdo ou
adicdo de aminoacidos que apresentam influéncia minima em propriedades, e uma
estrutura secundaria do polipeptideo. Por exemplo, o polipeptideo pode ser conjugado
com uma sequéncia sinal (ou lider) da terminacdo N de uma proteina que direciona
cotraducionalmente ou pos-traducionalmente a transferéncia da proteina. Além disso,
o polipeptideo pode ser conjugado com uma outra sequéncia ou ligante para
identificar, purificar, ou sintetizar o polipeptideo.

[036] Além disso, o polipeptideo modificado pode incluir uma sequéncia de
aminoécido com a modificacéo anteriormente descrita de SEQ ID NO: 1, e/ou tanto a
modificacdo de SEQ ID NO: 1 quanto uma homologia ou identidade de 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% ou mais, além da posi¢do de modificacdo. Isto &,
o polipeptideo pode incluir uma sequéncia de aminoacido com uma homologia de 80%
ou mais, e menor que 100%, com uma das sequéncias de SEQ ID NOS: 2 a 6, mas

nao é limitado a este. Especificamente, o polipeptideo modificado da presente
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revelacdo pode incluir uma sequéncia de aminoacido com uma homologia ou
identidade de 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% ou mais com uma das
sequéncias de SEQ ID NOS: 2 a 6. A modificacdo de SEQ ID NO: 1 é da maneira
descrita anteriormente, e a homologia ou identidade desta pode ser homologia ou
identidade em uma posicado sem ser a modificagédo descrita anteriormente.

[037] Em vista dos objetivos da presente revelacdo, a atividade do polipeptideo
modificado com atividade de glutamina sintetase pode ser intensificada, comparada
aguela de um tipo selvagem. Especificamente, a atividade de glutamina sintetase
pode ser aumentada e intensificada, comparada a tipo selvagem de SEQ ID NO: 1.
[038] Da maneira aqui usada, o termo ‘“intensificagdo” da atividade do
polipeptideo se refere a um aumento na atividade do polipeptideo, comparada a
atividade intrinseca. A intensificacdo pode ser usada indiferentemente com ativacéo,
suprarregulacao, superexpressao, aumento e similares. Em relacdo a isso, a ativacao,
intensificacdo, suprarregulacdo, superexpressdo e aumento podem incluir todas
aguelas que exibem atividade que ndo possuiam originalmente, ou que exibem melhor
atividade comparada a atividade intrinseca ou atividade antes de modificagdo. A
“atividade intrinseca” se refere a atividade de um polipeptideo particular originalmente
presente em uma cepa parental ou micro-organismo ndo modificado antes da
transformacado, quando o micro-organismo € transformado por modificacdo genética
causada por um fator natural ou artificial. Este termo pode ser usado indiferentemente
com “atividade antes da transformacado”. A ‘“intensificacdo”, “suprarregulacao”,
“superexpressdo” ou “aumento” de atividade de um polipeptideo, comparada a
atividade intrinseca, significa que a atividade e/ou concentragdo (nivel de expresséao)
de um polipeptideo particular € melhorada, comparada aquela originalmente presente
em uma cepa parental ou micro-organismo ndo modificado, antes da transformacéo.
[039] A intensificacdo pode ser atingida pela introdu¢cdo de um polipeptideo
externo, ou intensificacdo e/ou concentracdo de atividade (nivel de expressédo) do
polipeptideo intrinseco. A intensificacdo da atividade do polipeptideo pode ser

identificada com base no aumento do grau de atividade, no nivel de expresséo do
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polipeptideo, ou na quantidade de um produto liberado a partir do polipeptideo.

[040] A intensificacdo do polipeptideo pode ser obtida aplicando varios métodos
bem conhecidos na técnica, e os métodos ndo séo limitados, contanto que a atividade
do polipeptideo alvo seja melhorada, comparada aquela do micro-organismo antes da
modificacdo. Especificamente, qualquer método de engenharia genética e/ou
engenharia proteica bem conhecido na técnica como métodos de rotina de biologia
molecular pode ser usado, sem ser limitado a estes (por exemplo, Sitnicka et al.
Functional Analysis of Genes. Advances in Cell Biology. 2010, Vol. 2. 1-16, Sambrook
et al. Molecular Cloning 2012, etc.).

[041] Especificamente, a intensificacdo do polipeptideo da presente revelacédo
pode ser atingida por:

1) aumento no nimero de copia de um polinucleotideo que codifica o
polipeptideo nas células;

2) substituicdo de uma regido regulatéria da expressao de gene em um
cromossomo que codifica o polipeptideo com uma sequéncia com maior atividade;

3) modificagdo de uma sequéncia de nucleotideo que codifica um codon de
iniciacdo ou regido 5-UTR de uma transcri¢cdo de gene que codifica o polipeptideo;

4) modificacdo de uma sequéncia de aminoacido do polipeptideo para
intensificar a atividade do polipeptideo;

5) modificagdo de uma sequéncia de nucleotideo que codifica o
polipeptideo para intensificar a atividade do polipeptideo (por exemplo, modificacao
de uma sequéncia de nucleotideo de um gene de polipeptideo para codificar um
polipeptideo modificado com atividade intensificada do polipeptideo);

6) introducdo de um polipeptideo externo que exibe a atividade do
polipeptideo ou um polinucleotideo externo que codifica 0 mesmo;

7) otimizacéo de codon de um polinucleotideo que codifica o polipeptideo;

8) modificacdo ou modificagdo quimica de uma regido exposta selecionada
analisando uma estrutura tridimensional do polipeptideo; ou

9) qualquer combinacdo de pelo menos dois selecionados de 1) a 8)
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anterior, sem ser limitado a estes.

[042] Mais especificamente, o aumento no numero de coépia de um
polinucleotideo que codifica o polipeptideo nas células de 1) pode ser atingido pela
introdugdo de um vetor, que pode replicar e funcionar independentemente de um
hospedeiro, e é operavelmente ligado a um polinucleotideo que codifica o polipeptideo
em uma célula hospedeira. Alternativamente, isto pode ser atingido introduzindo uma
cOpia, ou duas ou mais copias, do polinucleotideo que codifica o polipeptideo no
cromossomo em uma célula hospedeira. A introdu¢cdo do cromossomo pode ser
realizada introduzindo o vetor capaz de inserir o polinucleotideo no cromossomo do
hospedeiro na célula hospedeira, mas néo é limitada a isto. O vetor € da maneira
descrita anteriormente.

[043] A substituicdo de uma regido regulatéria de expressdo de gene (ou
sequéncia regulatéria de expressao) em um cromossomo que codifica o polipeptideo
com uma sequéncia com maior atividade de 2) pode ser, por exemplo, mutacdo na
sequéncia por eliminacdo, insercdo, substituicAo ndo conservativa, substituicdo
conservativa, ou qualquer combinagdo destas para intensificar adicionalmente a
atividade da regido regulatoria de expressao, ou substituicdo por uma sequéncia com
maior atividade. A regido regulatéria de expressado pode incluir, mas sem limitacéo,
um promotor, uma sequéncia operadora, uma sequéncia que codifica um sitio de
ligacdo ao ribossomo, e uma sequéncia que regula a finalizacdo de transcricdo e
traducao. Por exemplo, a substituicdo pode ser substituicdo de um promotor intrinseco
por um promoter mais forte, mas nao € limitada a esta.

[044] Exemplos do promotor mais forte conhecido na técnica pode incluir os
promotores CJ1 a CJ7 (patente U.S. 7662943 B2), promotor lac, promotor trp,
promotor trc, promotor tac, promotor PR do fago Lambda, promotor PL, promotor tet,
promotor gapA, promotor SPL7, promotor SPL13(sm3) (patente U.S 10584338 B2),
promotor O2 (patente U.S 10273491 B2), promotor tkt e promotor yccA, mas ndo sao
limitados a estes.

[045] A modificacdo de uma sequéncia de nucleotideo que codifica um cédon de
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iniciagcao ou regido 5-UTR de uma transcricdo de gene que codifica o polipeptideo de
3) pode ser, por exemplo, substituicdo por uma sequéncia de nucleotideo que codifica
um outro codon de iniciagcdo com um nivel de expresséo do polipeptideo maior que
um cédon de inicia¢do intrinseco, mas néo é limitada a esta.

[046] A modificagdo de uma sequéncia de aminoacido ou uma sequéncia de
polinucleotideo de 4) e 5) pode ser modificacdo na sequéncia de aminoacido do
polipeptideo, ou a sequéncia de polinucleotideo que codifica o polipeptideo por
eliminacao, insercdo, substituicAo ndo conservativa, substituicdo conservativa, ou
qualquer combinacdo destas para intensificar a atividade do polipeptideo, ou
substituicdo por uma sequéncia de aminoacido ou uma sequéncia de polinucleotideo
modificada para apresentar maior atividade, ou uma sequéncia de aminoacido ou uma
sequéncia de polinucleotideo modificada para aumentar a atividade, mas nédo €
limitada a estas. A substituicdo pode ser realizada inserindo o polinucleotideo no
cromossomo, especificamente por recombinacdo homdloga, mas ndo é limitada a
esta. No caso, um vetor usado pode incluir adicionalmente um marcador de selecdo
para identificar a inser¢do no cromossomo. O marcador de sele¢do é da maneira
descrita anteriormente.

[047] A introducdo de um polipeptideo externo que exibe a atividade do
polipeptideo de 6) pode ser introduc¢do de um polinucleotideo externo que codifica o
polipeptideo que exibe atividade idéntica/similar aguela do polipeptideo em uma célula
hospedeira. A origem e sequéncia do polinucleotideo externo ndo sao particularmente
limitadas, contanto que o polinucleotideo exiba atividade idéntica/similar aquela do
polipeptideo. Qualquer método de transformacéo selecionado apropriadamente pelos
versados na técnica pode ser usado para a introdu¢do. Uma vez que o polinucleotideo
introduzido é expresso na célula hospedeira, o polipeptideo é produzido, aumentando
assim a atividade do polipeptideo.

[048] A otimizag&o de codon de um polinucleotideo que codifica o polipeptideo
de 7) pode ser otimizacdo de cdédon de um polinucleotideo intrinseco para aumentar

a transcricdo ou traducdo em uma célula hospedeira, ou otimizacdo de codon de um
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polinucleotideo externo para otimizar a transcricdo e traducédo deste em uma célula
hospedeira.

[049] A modificacdo ou modificacdo quimica de uma regido exposta selecionada
analisando uma estrutura tridimensional do polipeptideo de 8) pode ser, por exemplo,
modificacdo ou modificacdo quimica de uma regido exposta para ser modificada ou
quimicamente modificada, comparando a informagdo de sequéncia de um
polipeptideo a ser analisada com uma base de dados que que armazena a informacao
de sequéncia de proteinas existentes, determinando um candidato de proteina molde
de acordo com a similaridade das sequéncias, e identificando a estrutura baseada
neste.

[050] Tal intensificacdo de atividade da atividade de polipeptideo pode ser um
aumento na atividade ou concentracdo do polipeptideo expresso, comparado a
atividade ou concentracdo de um polipeptideo expresso em micro-organismos tipo
selvagem ou cepas de micro-organismo antes da transformacéo, ou um aumento na
guantidade de um produto obtido a partir do polipeptideo, sem ser limitado a estes.
[051] Por exemplo, foi confirmado que o aumento na capacidade de producéo de
glutamina do polipeptideo modificado da presente revelagdo aumentou em
comparacdo ao tipo selvagem, indicando atividade de glutamina sintetase
intensificada (Tabelas 1 a 3).

[052] No micro-organismo da presente revelacdo, a modificacdo do
polinucleotideo como um todo ou em parte pode ser induzida por (a) recombinacéao
homéloga usando um vetor para insercdo cromossdémica no micro-organismo, ou
edicdo do genoma usando uma nuclease geneticamente modificada (por exemplo,
CRISPR-Cas9), e/ou (b) tratamento com luz, tal como raios UV e raios radioativos,
e/ou uma substancia quimica, sem ser limitado a estes. Um método para modificar o
gene como um todo ou em parte pode incluir uma técnica de recombinacdo de DNA.
Por exemplo, uma parte ou o gene inteiro pode ser eliminado induzindo a
recombinacdo homologa, injetando uma sequéncia de nucleotideo ou vetor que inclui

uma sequéncia de nucleotideo com uma homologia com um gene alvo no micro-
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organismo. A sequéncia injetada de nucleotideo ou vetor pode incluir um marcador de
selecdo dominante, sem ser limitado a este.

[053] Um outro aspecto da presente revelacdo prové um polinucleotideo que
codifica o polipeptideo modificado, ou um vetor incluindo o polinucleotideo.

[054] A sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 1, a glutamina sintetase, e 0
polipeptideo modificado com atividade de glutamina sintetase sdo da maneira descrita
anteriormente.

[055] Da maneira aqui usada, o termo “polinucleotideo” se refere a uma fita de
DNA ou RNA com um certo tamanho minimo, como um polimero de nucleotideos, em
que os mondmeros de nucleotideo sao ligados uns nos outros na forma de uma cadeia
longa por ligagdes covalentes, mais especificamente um fragmento de polinucleotideo
que codifica a proteina modificada.

[056] O polinucleotideo da presente revelacdo pode incluir qualguer sequéncia
de polinucleotideo que codifica o polipeptideo modificado com atividade de glutamina
sintetase da presente revelacdo sem limitacdo. Especificamente, o polinucleotideo da
presente revelacdo pode incluir qualquer sequéncia que codifica o polipeptideo
modificado com atividade de glutamina sintetase, em que o aminoacido que
corresponde a 4012, 4022 ou 4042 posicdo da sequéncia de aminoacido de SEQ ID
NO: 1 é substituido por um aminoacido diferente sem limitacdo. Por exemplo, o
polinucleotideo pode apresentar uma sequéncia de polinucleotideo que codifica uma
das sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 2 a 6, sem ser limitado a estas.
Varias modificacbes podem ser realizadas em uma regido -codificante do
polinucleotideo, em uma faixa que nao altera a sequéncia de aminoacido da proteina,
em virtude da degeneracdo do cédon ou em consideragcédo de um cédon preferido por
um organismo no qual a proteina é expressa. Assim, é evidente que o polinucleotideo
pode incluir um polinucleotideo que pode ser traduzido no polipeptideo consistindo na
sequéncia de aminoacido, ou um polipeptideo com uma homologia ou identidade com
a mesma, mais especificamente uma homologia ou identidade de 80% ou mais, e

menor que 100%, em virtude da degeneracéo do codon.
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[057] Além disso, o polinucleotideo pode incluir qualquer sequéncia hibridizada
com uma sonda construida usando sequéncias conhecidas de gene, por exemplo,
uma sequéncia de nucleotideo completamente ou parcialmente complementar ao
polinucleotideo em condigcbes de estringéncia, para codificar o polipeptideo
modificado com atividade de glutamina sintetase, sem limitacéo.

[058] O termo “condi¢des de estringéncia” se refere as condigdes que permitem
hibridizacdo especifica entre polinucleotideos. Tais condi¢cdes sao reveladas em
detalhes em documentos conhecidos (J. Sambrook et al., Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, 22 Edicdo, Cold Spring Harbor Laboratory press, Cold Spring
Harbor, Nova lorque, 1989; F.M. Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons, Inc., Nova lorque 9.50-9.51, 11.7-11.8).

[059] Por exemplo, as condi¢cbes de estringéncia podem incluir condigbes para
realizar hibridizacdo entre polinucleotideos com uma alta homologia ou identidade,
por exemplo, uma homologia ou identidade de 70% ou mais, 75% ou mais, 80% ou
mais, 85% ou mais, 90% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais, 97% ou mais, 98% ou
mais, ou 99% ou mais, sem realizar hibridizacdo entre polinucleotideos com uma
homologia ou identidade menor que as homologia ou identidades anteriores, ou
lavagem uma vez, especificamente duas vezes ou trés vezes, em condi¢bes de
lavagem geral para hibridizacdo Southern em uma concentracao de sal e temperatura
de 60°C, 1xSSC, 0,1% de SDS, especificamente 60°C, 0,1xSSC, 0,1% SDS, e mais
especificamente 68°C, 0,1xSSC, 0,1% SDS.

[060] A hibridizacdo exige que dois polinucleotideos apresentem sequéncias
complementares, embora bases possam se ligar de maneira inespecifica de acordo
com o grau de estringéncia de hibridizagdo. O termo “complementar” € usado para
descrever a relacao entre bases de nucleotideos capazes de hibridizar umas com as
outras. Por exemplo, com relagdo a DNA, adenosina € complementar a timina, e
citosina € complementar a guanina. Assim, o polinucleotideo da presente revelagéo
pode incluir ndo apenas uma sequéncia de acido nucleico substancialmente similar,

mas tambéem um fragmento de acido nucleico isolado, mas complementar a sequéncia
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completa.

[061] Especificamente, um polinucleotideo com uma homologia ou identidade
com o polinucleotideo da presente revelacao pode ser detectado usando as condi¢des
de hibridizagao anteriormente descritas, incluindo um processo de hibridizagdo em um
valor de Tm de 55°C. Igualmente, o valor de Tm pode ser, mas sem limitacédo, 60°C,
63°C, ou 65°C, e pode ser ajustado adequadamente pelos versados na técnica, de
acordo com os propositos pretendidos.

[062] Um grau apropriado de estringéncia para hibridizacdo dos polinucleotideos
pode depender do tamanho, e o grau de complementaridade dos polinucleotideos e
parametros destes sdo bem conhecidos na técnica (por exemplo, Sambrook et al.,
descrito anteriormente).

[063] Da maneira aqui usada, o termo “homologia” ou “identidade” se refere ao
grau de relacdo entre as duas dadas sequéncias de aminoacido ou sequéncias de
nucleotideo, e pode ser expresso como um percentual. Os termos homologia e
identidade podem ser usados frequentemente indiferentemente.

[064] A homologia de sequéncia ou identidade de polinucleotideos ou
polipeptideos conservados pode ser determinada usando um algoritmo de
alinhamento padrédo, e penalidades de espacamento padréo estabelecidas por um
programa podem ser usadas juntas a estes. Substancialmente, sequéncias
homologas ou idénticas podem em geral hibridizar umas com as outras, como um todo
ou em parte, em condicdes moderadas ou altamente de estringéncia. E evidente que
a hibridizacao inclui hibridiza¢cdo com um polinucleotideo incluindo um cédon comum,
ou um codon relacionado a degeneracéo de cédon no polinucleotideo.

[065] A homologia de sequéncia, similaridade, ou identidade entre dois
polinucleotideos ou sequéncias de polipeptideo pode ser determinada usando
qualquer algoritmo de computador conhecido na técnica, tal como o programa
“FASTA”, que usa parametros padroes revelados por Pearson et al. (1988) Proc. Natl.
Acad. Sci. Estados Unidos 85:2444. Alternativamente, a homologia, similaridade ou

identidade pode ser determinada usando o algoritmo de Needleman-Wunsch
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(Needleman e Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48:443-453) da maneira implementada no
programa Needleman do pacote EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular
Biology Open Software Suite, Rice et al., 2000, Trends Genet. 16:276-277) (versao
5.0.0 ou superior) (incluindo pacote de programa GCG (Devereux, J. et al., Nucleic
Acids Research 12:387 (1984)), BLASTP, BLASTN, FASTA (Atschul, S. F. et al., J
MOLEC BIOL 215:403 (1990); Guide to Huge Computers, Martin J. Bishop, ed.,
Academic Press, San Diego,1994, e CARILLO et al. (1988) SIAM J Applied Math
48:1073). Por exemplo, a homologia, similaridade ou identidade pode ser determinada
usando BLAST da base de dados do National Center for Biotechnology Information,
ou ClustalW.

[066] A homologia, similaridade, ou identidade entre polinucleotideos ou
polipeptideos pode ser determinada comparando informacédo de sequéncia usando o
programa de computador GAP da maneira introduzida por, por exemplo, Needleman
et al. (1970), J Mol Biol. 48:443 da maneira descrita por Smith e Waterman, Adv. Appl.
Math (1981) 2:482. Resumidamente, o programa GAP define similaridade como o
namero de simbolos alinhados (isto é, nucleotideos ou aminoacidos) que sao
similares, dividido pelo niumero total de simbolos na mais curta de duas sequéncias.
Parametros padrbes para o programa GAP podem incluir: (1) uma matriz de
comparacao binaria (contendo um valor de 1 para identidade e 0 para nao identidade),
e uma matriz de comparacdo de peso de Gribskov et al. (1986) Nucl. Acids Res.
14:6745 revelada em Schwartz e Dayhoff, eds., Atlas Of Protein Sequence E
Structure, National Biomedical Research Foundation, pp. 353-358 (1979) (ou a matriz
de substituicdo EDNAFULL (EMBOSS verséo de NCBI NUC4.4)); (2) uma penalidade
de 3,0 para cada espacamento, e uma penalidade adicional de 0.10 para cada
simbolo, em cada espacamento (ou uma penalidade de abertura de espacamento de
10, e uma penalidade de extenséo de espagamento de 0.5); e (3) nenhuma penalidade
para espagamentos finais.

[067] Um outro aspecto da presente revelacdo prové um micro-organismo que

inclui: o polipeptideo modificado com atividade de glutamina sintetase da presente
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revelacdo; o polinucleotideo que codifica o polipeptideo modificado da presente
revelacao; ou o vetor da presente revelacao.

[068] O vetor da presente revelacdo pode ser um vetor de expressao para
expressar o polinucleotideo em uma célula hospedeira, mas néo é limitado a este.
[069] O vetor da presente revelacdo pode incluir uma construgcdo de DNA
contendo uma sequéncia de nucleotideo de um polinucleotideo que codifica o
polipeptideo alvo, operavelmente ligada a uma regido regulatoria de expressao (ou
sequéncia regulatéria de expresséo), adequada para expressar o polipeptideo alvo
em um hospedeiro adequado. A regido regulatéria de expressdo pode incluir um
promotor capaz de iniciar a transcri¢cdo, qualquer sequéncia operadora para regular a
transcricdo, uma sequéncia que codifica um sitio de ligacdo ao ribossomo RNAmM
adequado, e uma sequéncia para regular a finalizac&o de transcricao e traducédo. Uma
vez transformado em uma célula hospedeira adequada, o vetor pode replicar ou
funcionar independentemente de um genoma hospedeiro, ou pode integrar no
genoma.

[070] O vetor usado na presente revelacdo ndao é particularmente limitado, e
qualquer vetor conhecido na técnica pode ser usado. Exemplos de vetores
convencionais podem incluir um plasmideo natural ou recombinante, cosmideo, virus
e bacteriéfago. Por exemplo, pWE15, M13, MBL3, MBLA4, IXIl, ASHII, APII, t10, t11,
Charon4A e Charon21A podem ser usados como um vetor de fago ou um vetor de
cosmideo. Como um vetor de plasmideo, tipo pDZ, tipo pBR, tipo pUC, tipo
pBluescriptll, tipo pGEM, tipo pTZ, tipo pCL, e tipo pET podem ser usados.
Especificamente, os vetores pDZ, pDC, pDCM2, pACYC177, pACYC184, pCL,
pECCG117, pUC19, pBR322, pMW118 e pCC1BAC podem ser usados.

[071] Por exemplo, o polinucleotideo que codifica o polipeptideo alvo pode ser
inserido em um cromossomo usando um vetor para insercdo cromossémica. A
insercéo do polinucleotideo no cromossomo pode ser realizada por meio de qualquer
meétodo conhecido na técnica, por exemplo, recombinacdo homaloga, sem ser limitado

a esta. O polinucleotideo pode incluir adicionalmente um marcador de selegéo para
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confirmar a inser¢cdo cromossémica. O marcador de selecao € usado para selecionar
células que séo transformadas com o vetor, isto é, para confirmar inser¢cdo de uma
molécula de acido nucleico desejada, e exemplos do marcador de selecdo podem
incluir marcadores que proveem fendtipos selecionaveis, tais como resisténcia a
farmaco, exigéncia de nutriente, resisténcia aos agentes citotoxicos, ou expressao de
polipeptideo de superficie. Apenas células que expressam o marcador de sele¢éo sdo
capazes de sobreviver ou mostrar diferentes fenétipos no ambiente tratado com um
agente seletivo e, assim, as células transformadas podem ser selecionadas.

[072] O micro-organismo pode ser um micro-organismo com capacidade de
produzir L-glutamina.

[073] Da maneira aqui usada, o “micro-organismo (ou cepa)” inclui tanto micro-
organismos tipo selvagem quanto micro-organismos incluindo modificagdo genética
natural ou artificial, tais como micro-organismos com um mecanismo particular
enfraquecido ou intensificado por meio da introdu¢cdo de um gene exdgeno, ou
intensificacdo ou inativacdo de um gene enddgeno, e incluindo modificacdo genética
para produzir um polipeptideo, proteina ou produto alvo.

[074] Especificamente, o micro-organismo que inclui o polipeptideo modificado
com atividade de glutamina sintetase da presente revelacdo pode ser um micro-
organismo naturalmente com capacidade de produzir L-glutamina. ou um micro-
organismo preparado provendo a capacidade de produzir L-glutamina a uma cepa
parental incapaz de produzir L-glutamina.

[075] Da maneira aqui usada, o termo “micro-organismo que inclui o polipeptideo
modificado com atividade de glutamina sintetase” pode se referir a um micro-
organismo recombinante que expressa 0 polipeptideo modificado da presente
revelacao.

[076] Por exemplo, o micro-organismo se refere a um micro-organismo que inclui
um polinucleotideo que codifica o polipeptideo modificado com atividade de glutamina
sintetase, ou uma célula hospedeira ou micro-organismo transformado com um

polinucleotideo que codifica o polipeptideo modificado, ou um vetor incluindo o
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mesmo, para ser capaz de expressar o polipeptideo modificado.

[077] Da maneira aqui usada, o termo “glutamina” € um aminoacido amplamente
usado em produtos farmacéuticos, cosmeéticos, e alimentos saudaveis, tais como
agentes terapéuticos para problemas digestivos, intensificadores da funcao hepética,
intensificadores da funcéo cerebral, intensificadores imunolégicos, medicacdes para
Ulcera estomacal, medicagBes para alcoolismo, hidratantes cosméticos, suplementos
nutricionais para atletas e suplementos nutricionais para pacientes. A glutamina pode
ser produzida a partir de acido glutamico e amoénia, por glutamina sintetase, na
presenca de ATP. Isto €, na presente revelacdo, uma vez que a atividade de glutamina
sintetase € intensificada pela inclusédo do polipeptideo modificado com a atividade de
glutamina sintetase, a capacidade de produzir glutamina de um micro-organismo que
inclui o mesmo pode ser intensificada.

[078] Especificamente, na presente revelacéo, a glutamina pode ser L-glutamina.
Em toda a especificagao, o termo “glutamina” pode ser usado indiferentemente com
“L-glutamina”.

[079] Da maneira aqui usada, o termo “transformacao” se refere a um processo
de introduzir um vetor incluindo um polinucleotideo que codifica um polipeptideo alvo
em uma célula hospedeira ou micro-organismo, de maneira tal que o polipeptideo
codificado pelo polinucleotideo € expresso na célula hospedeira. O polinucleotideo
transformado pode estar tanto em uma forma inserida no cromossomo da célula
hospedeira, quanto na forma localizada fora do cromossomo, contanto que a proteina
seja expressa na célula hospedeira. Além disso, o polinucleotideo inclui DNA e/ou
RNA que codifica o polipeptideo alvo. O polinucleotideo pode ser introduzido na célula
hospedeira em qualquer forma, contanto que o polinucleotideo seja introduzido na
célula hospedeira e o polipeptideo seja expresso na mesma. Por exemplo, o
polinucleotideo pode ser introduzido na célula hospedeira na forma de um cassete de
expressdo, que é uma construcdo de gene incluindo todos os elementos essenciais
exigidos para autorreplicacdo. O cassete de expressao pode incluir em geral um

promotor operavelmente ligado ao polinucleotideo, um sinal de finalizacdo de
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transcricdo, um sitio de ligacdo ao ribossomo, e um sinal de finalizacao de traducéao.
O cassete de expressdo pode estar na forma de um vetor de expressao
autorreplicavel. Igualmente, o polinucleotideo pode ser introduzido na célula
hospedeira em sua forma original, e operavelmente ligado a uma sequéncia exigida
para a expressdo na célula hospedeira, sem ser limitado a este.

[080] Além disso, da maneira aqui usada, o termo “operavelmente ligado” se
refere a uma ligacdo operavel entre uma sequéncia promotora, o que possibilita o
inicio e mediacao de transcricdo de um polinucleotideo que codifica a variante alvo da
presente revelacdo, e a sequéncia de polinucleotideo.

[081] Em vista dos objetivos da presente revelagcéo, o micro-organismo pode ser
especificamente um micro-organismo que expressa o polipeptideo modificado com
atividade de glutamina sintetase, em que um aminoacido que corresponde a 4012,
4022 ou 4042 posicao da sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 1 é substituido por
um aminoacido diferente. Especificamente, o micro-organismo pode ser um micro-
organismo que expressa 0 polipeptideo modificado com atividade de glutamina
sintetase, substituindo o aminoacido que corresponde a 4012 posicao da terminacao
N da sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 1 por asparagina, acido glutamico ou
serina, substituindo o aminoacido que corresponde a 4022 posicéo por histidina, ou
substituindo o aminoacido que corresponde a 4042 posicdo por valina. Mais
especificamente, 0 micro-organismo pode ser um micro-organismo que expressa 0
polipeptideo modificado com atividade de glutamina sintetase, substituindo o
aminoacido na 4012 posicdo da terminacédo N da sequéncia de aminoacido de SEQ ID
NO: 1 por asparagina, &cido glutamico ou serina, substituindo o aminoacido na 4022
posicdo por histidina, ou substituindo o aminoacido na 4042 posi¢édo por valina, sem
ser limitado a estes. Por exemplo, o micro-organismo pode ser um micro-organismo
que expressa um polipeptideo modificado, incluindo modificacdo na 4012, 4022, ou
4052 posicédo, e com uma homologia ou identidade de 80% ou mais, e menor que
100%, com a sequéncia de SEQ ID NO: 1, ou um micro-organismo que expressa um

polipeptideo modificado com uma das sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 2
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a 6. Uma vez que o micro-organismo inclui o polipeptideo modificado com atividade
de glutamina sintetase, em que o0 aminoacido € substituido na posicdo descrita
anteriormente, a atividade de glutamina sintetase € intensificada, aumentando assim
a producéo de glutamina sem inibir crescimento.

[082] Na presente revelacdo, o micro-organismo que inclui o polipeptideo
modificado pode ser um micro-organismo que pertence ao género Enterobacter, o
género Escherichia, o género Erwinia, o género Serratia, 0 género Pseudomonas, o
género Providencia, o género Corynebacterium, e o género Brevibacterium, mas tipos
destes ndo sdo particularmente limitados a estes. Mais especificamente, o micro-
organismo pode ser um micro-organismo que pertence ao género Corynebacterium.
[083] Na presente revelagdo, o “micro-organismo que pertence ao género
Corynebacterium” pode ser Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium
ammoniagenes, Brevibacterium  lactofermentum, Brevibacterium  flavum,
Corynebacterium thermoaminogenes, ou Corynebacterium efficiens, mas ndo é
limitado a estes. Em uma modalidade, o micro-organismo que pertence ao género
Corynebacterium pode ser Corynebacterium glutamicum.

[084] O micro-organismo da presente revelacdo pode incluir quaisquer micro-
organismos capazes de expressar o polipeptideo modificado com atividade de
glutamina sintetase da presente revelacdo por meio de varios métodos conhecidos,
bem como a introduc¢éo do polinucleotideo ou vetor.

[085] Um outro aspecto da presente revelacdo prové um método para produzir L-
glutamina, o método incluindo cultivar um micro-organismo que inclui um polipeptideo
modificado com atividade de glutamina sintetase, em que um aminoacido que
corresponde a 4012, 4022 ou 4042 posicdo da sequéncia de aminoacido de SEQ ID
NO: 1 é substituido por um aminoacido diferente ou um polinucleotideo que codifica o
polipeptideo modificado (o0 micro-organismo da presente revelagdo), em um meio de
cultura.

[086] Igualmente, em uma modalidade da presente revelacdo, o0 micro-organismo

pode ser um micro-organismo que pertence ao género Corynebacterium, e o micro-
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organismo que pertence ao género Corynebacterium pode ser Corynebacterium
glutamicum.

[087] Na presente revelacdo, o termo “cultivar” se refere a crescer o micro-
organismo em um ambiente ajustado apropriadamente. Na presente revelacdo, um
processo de cultivo pode ser realizado em um meio apropriado e condi¢des de cultivo
bem conhecidas na técnica. O processo de cultivo pode ser facilmente usado apos
ajuste, de acordo com uma cepa que € selecionada pelos versados na técnica.
Especificamente, o cultivo do micro-organismo pode ser realizado em um processo
em lotes, um processo continuo e/ou um processo em lote alimentado, mas néo é
limitado a estes.

[088] Da maneira aqui usada, o termo “meio de cultura” se refere a uma mistura
contendo nutrientes exigidos para cultivar o micro-organismo da presente revelacao
como ingredientes principais, e que fornece nutrientes e fatores de crescimento
incluindo agua, que sdo essenciais para sobrevivéncia e crescimento.
Especificamente, embora o0 meio de cultura usado para cultivo da cepa
Corynebacterium glutamicum e outras condi¢des de cultivo de acordo com a presente
revelacdo nao sejam particularmente limitados, contanto que o meio de cultura seja
comumente usado para cultivar micro-organismos, 0 micro-organismo da presente
revelacao pode ser cultivado em um meio de cultura comum contendo uma fonte de
carbono apropriada, fonte de nitrogénio, fonte de fésforo, composto inorganico,
aminoacido e/ou vitamina em condi¢des aerdbicas, ajustando a0 mesmo tempo a
temperatura, pH e similares.

[089] Especificamente, um meio de cultura para uma cepa que pertence ao
género Corynebacterium é revelado em um documento [“Manual of Methods for
General Bacteriology” pela American Society for Bacteriology (Washington D.C.,
Estados Unidos, 1981)].

[090] Na presente revelacdo, exemplos da fonte de carbono podem incluir:
carboidratos tais como glicose, sacarose, lactose, frutose e maltose; alcoois de agucar

tais como manitol e sorbitol; &cidos organicos tais como acido piravico, acido latico e
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acido citrico; e aminoacidos tais como acido glutamico, metionina e lisina. Além disso,
nutrientes organicos naturais tais como hidrolisados de amido, melaco, melaco negro,
farelo de arroz, mandioca, bagaco de cana de acucar, e licor de maceracédo de milho
podem ser usados e, especificamente, carboidratos tais como glicose e melagos preé-
tratados estéreis (isto é, melacos convertidos em acucares reduzidos) podem ser
usados, e quantidades adequadas de qualquer outra fonte de carbonos também pode
ser usada sem limitacdo. Estas fontes de carbono podem ser usadas sozinhas ou em
uma combinacéo de pelo menos duas destas, mas nao sao limitadas a estas.

[091] Como as fontes de nitrogénio, fontes de nitrogénio inorganico tais como
amonia, sulfato de amonio, cloreto de amoénio, acetato de amoénio, fosfato de amoénio,
carbonato de amonio e nitrato de amodnio; e fontes de nitrogénio organico tais como
aminoécidos, por exemplo, acido glutdmico, metionina e glutamina, peptona, NZ-
amina, extrato de carne, extrato de levedura, extrato de malte, licor de maceracéo de
milho, hidrolisado de caseina, peixe ou produtos de degradacao deste, e torta de soja
desengordurada ou produtos de degradacéo desta podem ser usados. Estas fontes
de nitrogénio podem ser usadas sozinhas ou em uma combinagdo de pelo menos
duas destas, sem ser limitado a estas.

[092] Como as fontes de fosforo, fosfato monopotassico, fosfato dipotassico, ou
sais contendo sédio correspondentes destes podem ser usados. Como 0S compostos
inorganicos, cloreto de sédio, cloreto de calcio, cloreto de ferro, sulfato de magnésio,
sulfato de ferro, sulfato de manganés, carbonato de calcio e similares podem ser
usados. O meio de cultura pode incluir adicionalmente, vitaminas e/ou precursores
apropriados. Estes componentes ou precursores podem ser adicionados ao meio de
cultura em um processo em lotes ou continuo. Entretanto, a presente revelacdo néo é
limitada a estes.

[093] Além disso, durante o processo de cultivo do micro-organismo da presente
revelacdo, compostos tais como hidroxido de aménio, hidréxido de potassio, amonia,
acido fosférico e acido sulfurico podem ser adicionados ao meio de cultura de uma

maneira apropriada para ajustar o pH do meio de cultura. Além disso, um agente
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antiespuma tal como um poliglicol éster de acido graxo pode ser adicionado durante
0 processo de cultivo para inibir a geracdo de espuma. Igualmente, oxigénio ou um
gas contendo oxigénio pode ser injetado no meio de cultura para manter as condicfes
aerdbicas do meio de cultura, ou nitrogénio, hidrogénio, ou gas de dioxido de carbono
ou nenhum gés pode ser injetado para manter uma condicdo anaerObica e
microaerdbica, sem ser limitado a estes.

[094] O cultivo pode ser realizado em uma temperatura de cultivo de 20°C a
40°C, especificamente 25°C a 40°C, por cerca de 10 horas a 160 horas, mas néo é
limitado a estes.

[095] L-Glutamina produzida durante o cultivo da presente revelacdo pode ser
liberada no meio de cultura ou permanecer nas células.

[096] O método para produzir L-glutamina de acordo com a presente revelacao
pode incluir adicionalmente preparar o0 micro-organismo da presente revelacao,
preparar um meio de cultura para cultivar a cepa, ou qualquer combinacdo destes
(independente da ordem, em qualquer ordem), por exemplo, antes da etapa de cultivo.
[097] O método para produzir L-glutamina de acordo com a presente revelacao
pode incluir adicionalmente recuperar L-glutamina do meio de cultura apés cultivo
(meio de cultura onde o cultivo é realizado), ou do micro-organismo da presente
revelacdo. A etapa de recuperacao pode ser adicionalmente incluida apds a etapa de
cultivo.

[098] A recuperacdo pode ser por coleta de L-glutamina desejada, usando o
método de cultivo da presente revelacdo, por exemplo, um método apropriado
conhecido na técnica, tal como um método em lotes, continuo ou em lote alimentado.
Por exemplo, centrifugacéo, filtracédo, tratamento com um agente de precipitacao de
proteina (precipitacdo com alta concentracdo de sal), extracdo, desintegracao
ultrassobnica, ultrafiltracdo, dialise, varios métodos cromatograficos tais como
cromatografia de peneira molecular (permeacgéo em gel), cromatografia por adsor¢ao,
cromatografia de troca idnica, e cromatografia por afinidade, cromatografia liquida de

alto desempenho (HPLC), qualquer combinacdo destes pode ser usada, e a L-
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glutamina desejada pode ser recuperada do meio de cultura ou do micro-organismo
usando um método apropriado bem conhecido na técnica.

[099] Além disso, o0 método para produzir L-glutamina da presente revelacao
pode incluir adicionalmente purificar a L-glutamina. A etapa de purificagdo pode ser
realizada usando um método apropriado bem conhecido na técnica. Em uma
modalidade, quando o método para produzir L-glutamina da presente revelagéo inclui
as etapas tanto de recuperacdo quanto de purificacdo, as etapas de recuperacao e
purificacdo podem ser realizadas continuamente ou descontinuamente, independente
da ordem, ou podem ser realizadas simultaneamente ou como uma etapa integrada,
sem ser limitado a estas.

[0100] No método da presente revelacdo, a variante, o polinucleotideo, o vetor, o
micro-organismo, a L-glutamina e similares sao da maneira descrita anteriormente.
[0101] Um outro aspecto da presente revelacdo prové um método de aumentar a
capacidade de produzir L-glutamina, incluindo modificar um micro-organismo para
expressar um polipeptideo modificado com atividade de glutamina sintetase, em que
um aminoacido que corresponde a 4012 posi¢cado, um amino&cido que corresponde a
4022 posicao, ou um aminoacido que corresponde a 4042 posi¢do da sequéncia de
aminoacido SEQ ID NO: 1 é substituido por um aminoacido diferente.

[0102] Um outro aspecto da presente revelacdo prové um uso para aumentar a
capacidade de produzir L-glutamina de um micro-organismo que expressa: O
polipeptideo modificado; um polinucleotideo que codifica o polipeptideo modificado;
um vetor incluindo o polinucleotideo; ou pelo menos um destes.

[0103] O polipeptideo modificado, o aminoacido diferente, o polinucleotideo, o
vetor, 0 micro-organismo e a L-glutamina sdo da maneira descrita anteriormente.
[0104] Um outro aspecto da presente revelacdo prové uma composicado para
produzir L-glutamina incluindo: o polipeptideo modificado com atividade de glutamina
sintetase; um polinucleotideo que codifica o polipeptideo modificado; um vetor
incluindo o polinucleotideo; ou um micro-organismo que expressa pelo menos um

destes, ou uma solucéo de cultivo destes.
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[0105] O polipeptideo modificado, o polinucleotideo, o vetor, 0 micro-organismo e
a L-glutamina sdo da maneira descrita anteriormente.
[0106] A composicao para produzir L-glutamina pode se referir a uma composicao
capaz de produzir L-glutamina usando o polipeptideo modificado com atividade de
glutamina sintetase da presente revelacdo. A composi¢ao pode incluir o polipeptideo
modificado com atividade de glutamina sintetase, ou quaisquer componentes capazes
de utilizar o polipeptideo modificado com atividade de glutamina sintetase sem
limitacéo. O polipeptideo modificado com atividade de glutamina sintetase pode estar
em uma forma incluida em um vetor, de maneira tal que um gene operavelmente
ligado a este € expresso em uma célula hospedeira no vetor que € introduzido.
[0107] A composi¢do pode incluir adicionalmente um crioprotetor ou um
excipiente. O crioprotetor ou excipiente pode ser uma substancia que nao ocorre
naturalmente ou uma substancia de ocorréncia natural, mas nédo é limitado a estes.
[0108] Como um outro exemplo, o crioprotetor ou excipiente pode ser uma
substancia que o micro-organismo ndo entra em contato naturalmente com, ou uma
substancia que nao é naturalmente incluida com o micro-organismo ao mesmo tempo,
mas nédo é limitado a estes.

MODO PARA INVENCAO
[0109] Daqui por diante, a presente revelacao sera descrita em mais detalhes com
referéncia aos exemplos a seguir. Entretanto, os exemplos a seguir sdo meramente
apresentados para exemplificar a presente revelacdo, e o escopo da presente
revelac@o ndo é limitado a estes.

EXEMPLO 1. CONSTRUQAO DE BIBLIOTECA DE VETOR PARA
INTRODUCAO DE MUTACAO EM ORF DE GENE GLNA
[0110] Uma biblioteca foi construida no método a seguir para descobrir variantes
com niveis de expressdo aumentados ou atividade de gene gInA que codifica
glutamina sintetase de Corynebacterium glutamicum.
[0111] Primeiro, um kit de mutagénese aleatdria Genemorphll (Stratagene) foi

usado para introduzir 0 a 4,5 mutacdes por kb em um Fragmento de DNA (1.434 bp),
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incluindo gene gInA (1.434 bp). PCR propensa ao erro foi realizada usando um
cromossomo de Corynebacterium glutamicum ATCC13032 (WT) como um molde, e
usando um conjunto de iniciador de SEQ ID NOS: 7 e 8. Especificamente, a PCR foi
realizada usando uma solucao de reacgéo incluindo o cromossomo de uma cepa WT
(500 ng), iniciadores 7 e 8 (cada qual com 125 ng), tampé&o de reagdo Mutazyme I
(1Y), mistura de dNTP (40 mM), e DNA polimerase de Mutazyme Il (2,5U) nas
condicbes a seguir: desnaturacdo a 94°C por 2 minutos; 25 ciclos de desnaturacéo a
94°C por 1 minuto, anelamento a 56°C por 1 minuto, e polimerizacdo a 72°C por 2
minutos; e a seguir polimerizacdo a 72°C por 10 minutos.
[0112] O fragmento de gene amplificado foi ligado um vetor de pCRIIl usando um
kit de clonagem TOPO TA (Invitrogen), e E. coli DH5a foi transformada com este e
plagueada em um meio sélido LB contendo canamicina (25 mg/L). Vinte coldnias
transformadas foram selecionadas, e os plasmideos foram obtidos destas. Como um
resultado de analisar a sequéncia de nucleotideos, foi confirmado que a mutacéo foi
introduzida em diferentes posicoes em uma frequéncia de 0,5 mutacBes/kb.
Finalmente, cerca de 10.000 colonias transformadas de E. coli foram obtidas, e os
plasmideos foram extraidos destas e denominados biblioteca pTOPO-gInA(mt).
EXEMPLO 2: PREPARAQAO DE CEPA COM GLNA ELIMINADO E
SELECAO DE CEPA MUTADA POR GLNA
[0113] A fim de construir uma cepa na qual o gene gInA foi eliminado de uma
Corynebacterium glutamicum ATCC13032 tipo selvagem, um vetor pDZ-AgInA, no
qgual o gene gInA foi eliminado, foi preparado da maneira a seguir. Especificamente, o
vetor foi construido de uma forma onde fragmentos de DNA (cada qual com 1.000 bp)
localizados nas extremidades 5' e 3' do gene gInA séo ligados a um vetor pDZ (Patente
Coreana 2009-0094433).
[0114] Com base em uma sequéncia de nucleotideo de gene gInA de SEQ ID NO:
29, iniciadores de SEQ ID NOS: 10 e 11 preparados inserindo um sitio de
reconhecimento Sall de enzima de restricdo no fragmento 5' e fragmento 3', e

iniciadores de SEQ ID NOS: 9 e 12 em posi¢cles espacadas dos mesmos por 1.000
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bp, respectivamente, foram sintetizados.

[0115] O fragmento de gene da extremidade %' foi preparado por meio de PCR,
usando um cromossomo de Corynebacterium glutamicum ATCC13032 como um
molde, com um conjunto de iniciador de SEQ ID NOS: 9 e 10. Da mesma maneira, 0
fragmento de gene da extremidade 3' do gene gInA foi preparado por meio de PCR
usando um conjunto de iniciador de SEQ ID NOS: 11 e 12. A PCR foi realizada nas
condicbes a seguir: desnaturacdo a 94°C por 2 minutos, 30 ciclos de desnaturacéo a
94°C por 1 minuto, anelamento a 56°C por 1 minuto, e polimerizacdo a 72°C por 40
segundos, e a seguir polimerizacédo a 72°C por 10 minutos.

[0116] Ao mesmo tempo, apos tratamento com a enzima de restricdo Sall, o vetor
pDZ tratado pelo calor a 65°C por 20 minutos foi ligado com os fragmentos de DNA a
serem inseridos, amplificados pela PCR usando um kit de clonagem por infuséo, E.
coli DH5a foi transformada com este e a seguir plaqueada em um meio sélido LB
contendo canamicina (25 mg/L). Colbnias transformadas com o vetor no qual o gene
alvo foi inserido foram selecionadas por meio de PCR usando um conjunto de iniciador
de SEQ ID NOS: 13 e 14, e a seguir um plasmideo foi obtido usando um método de
extracdo de plasmideo conhecido na técnica e denominado pDZ-AgInA.

[0117] Corynebacterium glutamicum ATCC13032 foi transformada com o vetor
pDZ-AgInA, preparado por meio de um método de pulso elétrico (Van der Rest et al.,
Appl. Microbial. Biotechnol. 52:541-545, 1999), para preparar uma cepa com gene
gInA eliminado por recombinacdo cromossdmica homadloga. A cepa na qual o gene
glnA foi eliminado foi denominada Corynebacterium glutamicum ATCC13032::AgInA.
[0118] Igualmente, a cepa ATCC13032::AgIlnA foi transformada com uma
biblioteca pTOPO-gInA(mt) por meio de um método de pulso elétrico, e plagueada em
um meio em placa complexo contendo canamicina (25 mg/L), e cerca de 100 colénias
foram obtidas. As 100 cepas foram submetidas a uma capacidade de produzir o teste
de L-glutamina. Cada uma das 100 cepas obtidas foi inoculada em um frasco de 250
mL de frasco de canto defletor, contendo 25 mL de um meio de producdo de

glutamina, e cultivada com agitacdo a 32°C por 48 horas em 200 rpm. 1 mL de uma
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cultura semeada foi inoculado em um frasco de canto defletor de 250 mL, contendo
24 mL de um meio de producéo de L-glutamina, e cultivado com agitacdo a 30°C por
48 horas em 200 rpm.

[0119] Cepas de Corynebacterium glutamicum ATCC13032 e ATCC13032::AgInA
foram usadas como controles. Apos finalizacdo do cultivo, L-glutamina presente em
um sobrenadante de um meio livre de célula foi medido usando um sistema
bioanalitico multiparametros YSI 7100 (YSI Inc.). As cepas com capacidade de
produzir L-glutamina superior aquela da cepa ATCC13032:AginA e uma
concentracdo de L-glutamina maior que a ATCC13032 foram selecionadas, e
concentragcdes de glutamina nas solugdes de cultivo sdo mostradas na tabela 1. As
cepas selecionadas foram denominadas ATCC13032:glnA(mt)-1 a 3. As outras
noventa e sete colbnias apresentaram concentracbes menores de L-glutamina,
comparadas aquelas de ATCC13032, que foi usada como um controle.

Tabela 1
Andlise de capacidade de produzir L-glutamina de ATCC13032::gInA(mt) derivada

de ATCC13032
Cepa L-Glutamina (g/L)
ATCC13032 0,89
Controle
ATCC13032::AginA 0,77
ATCC13032::gInA(mt)-1 1,25
Experimental ATCC13032::gInA(mt)-2 0,99
ATCC13032::gInA(mt)-3 1,05

[0120] Da maneira mostrada na tabela 1, foi confirmado que a
ATCC13032::glnA(mt)-1 apresentou melhor capacidade de produzir L-glutamina em
cerca de 40%, a ATCC13032:.gInA(mt)-2 apresentou melhor capacidade de produzir
L-glutamina em cerca de 11%, e a ATCC13032::gInA(mt)-3 apresentou melhor
capacidade de produzir L-glutamina em cerca de 18% comparada ao controle.

EXEMPLO 3: IDENTIFICA(;AO DE SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEO DE
TRES CEPAS COM GLNA MUTADO
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[0121] A fim de identificar a sequéncia de nucleotideo do gene gInA das trés cepas
selecionadas, ATCC13032::gInA(mt)-1 a 3, fragmentos de DNA incluindo o gene gInA
no cromossomo foram amplificados por meio de PCR usando o conjunto de iniciador
de SEQ ID NOS: 7 e 8 do Exemplo 1. A PCR foi realizada nas condi¢cbes a seguir:
desnaturacao a 94°C por 2 minutos; 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 56°C por 1 minuto, e polimerizag&o a 72°C por 40 segundos; e a seguir
polimerizacao a 72°C por 10 minutos.
[0122] Como um resultado de analisar a sequéncia de nucleotideos do gene
amplificado, foi confirmado que as trés cepas sao variantes: ATCC13032::gInA(mt)-1
€ uma variante na qual as 12012 a 12032 posi¢cdes de uma sequéncia de nucleotideo
de SEQ ID NO: 5 sao alteradas de GAC para ACC, de maneira tal que &cido aspartico,
que é o 401° aminoicido da terminagdo N, é substituido por asparagina,
ATCC13032::glnA(mt)-2 é uma variante na qual as 12042 a 12062 posicOes da
sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 5 sdo alteradas de AAG para CAC, de
maneira tal que lisina, que é o 402° aminoacido da terminacdo N, € substituido por
histidina, e ATCC13032::glnA(mt)-3 € uma variante na qual as 12102 a 12122 posi¢fes
da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID NO: 5 séo alteradas de CTC para GTC, de
maneira tal que leucina, que € o 404° aminoécido, é substituido por valina. Entre as
trés cepas, a cepa ATCC13032::glnA(mt)-1 que exibe uma maior producédo de L-
glutamina, e uma taxa de crescimento similar comparada a ATCC13032, foi
selecionada como uma atividade de cepa que intensifica glutamina sintetase.
EXEMPLO 4: CONSTRUCAO DE VARIAS CEPAS NAS QUAIS 401°
AMINOACIDO (ACIDO ASPARTICO) E SUBSTITUIDO POR AMINOACIDO
DIFERENTE
[0123] Uma vez que foi confirmado que o 401° aminoacido é uma posicao
importante para a atividade enzimatica no Exemplo 3, foram realizadas tentativas para
substituir o 4012 aminoacido da sequéncia de aminoacido, da maneira apresentada
em SEQ ID NO: 1, por aminoacidos sem ser o0 acido aspartico do tipo selvagem.

[0124] A fim de introduzir substituicdo heterologa de quatro tipos, incluindo D401N
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confirmado no Exemplo 3, os respectivos vetores recombinantes para este foram
construidos por meio do método a seguir.

[0125] Primeiro, iniciadores de SEQ ID NOS: 15 e 16 foram sintetizados usando
um DNA do genoma, extraido da cepa WT como um molde, inserindo um sitio de
reconhecimento Sall de enzima de restricdo no fragmento 5 e fragmento 3', nas
posicoes espacadas das 12012 a 12032 posi¢cdes do gene gIinA em cerca de 600 bp,
respectivamente. A fim de introduzir substituicdo heteréloga dos quatro tipos,
iniciadores de SEQ ID NOS: 17 a 26 foram sintetizados por substituicdo das 12012 a
12032 posicbes da sequéncia de nucleotideo do gene gInA.

[0126] Igualmente, com relacdo a Y405F, que é uma mutacdo previamente
conhecida para desadenilacdo do gene gInA, iniciadores de SEQ ID NOS: 27 e 28
foram sintetizados por comparacgao da capacidade de producédo de glutamina.

[0127] Especificamente, o plasmideo pDZ-gInA(D401N) foi construido em uma
forma onde fragmentos de DNA (cada qual com 600 bp) localizados nas extremidades
5" e 3' do gene gInA séo ligados a o vetor pDZ (Patente Coreana 2009-0094433). O
fragmento de gene da extremidade 5' do gene gInA foi construido por meio de PCR
usando o cromossomo da cepa WT como um molde, e usando o conjunto de iniciador
de SEQ ID NOS: 15 e 18. A PCR foi realizada nas condi¢cdes a seguir: desnaturacao
a 94°C por 2 minutos; 30 ciclos de desnaturacédo a 94°C por 1 minuto, anelamento a
56°C por 1 minuto, e polimerizacdo a 72°C por 40 segundos; e a seguir polimerizacao
a 72°C por 10 minutos. Da mesma maneira, o fragmento de gene localizado na
extremidade 3' do gene gInA foi construido por meio de PCR usando o conjunto de
iniciador de SEQ ID NOS: 16 e 17. Os fragmentos de DNA amplificados foram
purificados usando um kit de purificacdo de PCR da Quiagen, e usados como
fragmentos de DNA para serem inseridos para construcdo de um vetor.

[0128] Ao mesmo tempo, apds o vetor pDZ tratado com a enzima de restrigcdo Sall
e tratado termicamente a 65°C por 20 minutos ser ligado ao fragmento de DNA, por
insergcédo amplificada pela PCR usando um kit de clonagem por infuséo, E. coli DH5a

foi transformada com este. A cepa foi plaqueada em um meio sélido LB contendo
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canamicina (25 mg/L). Colbnias transformadas com um vetor inserido com um gene
desejado foram selecionadas por meio de PCR, usando um conjunto de iniciador de
SEQ ID NOS: 13 e 14, e um plasmideo foi obtido usando um método de extracéo de
plasmideo bem conhecido na técnica. O plasmideo foi denominado pDZ-gInA(D401N).
[0129] Da mesma maneira, pDZ-glnA(D401E) foi construido usando um conjunto
de iniciador de SEQ ID NOS: 15 e 20 e um conjunto de iniciador de SEQ ID NOS: 16
e 19, e pDZ-gInA(D401S) foi construido usando um conjunto de iniciador de SEQ ID
NOS: 15 e 24 e um conjunto de iniciador de SEQ ID NOS: 16 e 23. Igualmente, pDZ-
gInA(Y405F) foi construido usando um conjunto de iniciador de SEQ ID NOS: 15 e 28
e um conjunto de iniciador de SEQ ID NOS: 16 e 27.
[0130] A fim de determinar mais claramente a concentragéo de glutamina e taxa
de crescimento de acordo com a introducdo do gene gInA, Corynebacterium
glutamicum ATCC13032 que produz glutamina foi transformada com cada um dos
vetores construidos usando um método de pulso elétrico, e quatro cepas preparadas
introduzindo substituicdo heteréloga no gene ginA por recombinacdo cromossémica
homoéloga, isto €, ATCC13032:ginA (D401N), ATCC13032:ginA (D401E),
ATCC13032::gInA (D401S) e ATCC13032::gInA (Y405F) foram construidas. Entre
estas, a ATCC13032::.gInA (D401N) foi denominada CA11-4021 e depositada no
Korean Culture Center of Microorganisms (KCCM), reconhecido como uma autoridade
depositaria internacional no Tratado de Budapeste, em 19 de dezembro de 2019, com
0 numero de acesso KCCM12645P.

EXEMPLO 5: ANALISE DA CAPACIDADE DE PRODUZIR GLUTAMINA
DA CEPA COM GLNA MUTADO
[0131] As quatro cepas construidas no Exemplo 4 anterior foram cultivadas no
método a seguir para avaliar as taxas de consumo de glicose, e capacidade de
produzir glutamina destas usando a cepa ATCC13032 como um controle.
[0132] Primeiro, cada uma das cepas foi inoculada em um frasco de canto defletor
de 250 mL contendo 25 mL de um meio para semeadura, e cultivadas com agitacao

a 30°C por 20 horas em 200 rpm. A seguir, 1 mL de um cultivo inicial foi inoculado em
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um frasco de canto defletor de 250 mL contendo 24 mL de um meio de producéo, e
cultivado com agitacdo a 32°C por 48 horas em 200 rpm. As composi¢cdes do meio
inicial e do meio de producado sdo da maneira a seguir. Apos finalizacéo do cultivo, as
concentragcbes de L-glutamina foram medidas usando HPLC (Waters 2478). Os
resultados da medicdo da capacidade de produzir glutamina e taxas de consumo de
glicose séo da maneira mostrada na tabela 2 a seguir.

MEIO INICIAL (PH 7,0)
[0133] 20 g de glicose, 10 g de peptona, 5 g de extrato de levedura, 1,5 g de ureia,
4 g de KH2PO4, 8 g de K2HPO4, 0,5 g de MgS0O47H20, 100 pg de biotina, 1.000 ug de
tiamina HCI, 2.000 pg de pantotenato de calcio, e 2.000 pg de nicotinamida (com base
em 1 L de 4gua destilada).

MEIO DE PRODUC}AO DE GLUTAMINA (PH 8,0)
[0134] 60 g de agucar nao refinado, 45 g de (NH4)2SOa4, 0,48 g de proteina de soja,
50 g de CaCOgs, 0,4 g de MgS0Oa4-7H20, 1 g de KH2PO4, 0,2 mg de cloridrato de tiamina,
0,3 mg de biotina, 60 mg de nicotinamida, 10 mg de FeSO4-7H20, e 10 mg de
MnSOa4-H20 (baseado em 1 L de 4gua destilada).

Tabela 2
Andlise de capacidade de produzir L-glutamina e taxa de consumo de glicose de

ATCC13032::glnA(mt) derivada de ATCC13032

L-Glutamina Taxa de consumo
Cepa
(g/L) de glicose (g/hr)
ATCC13032::AginA 0,77 4,69
Controle
ATCC13032 0,89 4,72
ATCC13032::gInA
1,25 4,76
(D401N)
ATCC13032::gInA
1,19 5,16
(D401E)
ATCC13032::gInA
0,88 6,50
(D401S)
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Mutacao por ATCC13032::gInA
desadenilacéo (Y405F)

1,20 4,45

[0135] No caso da cepa que inclui o polipeptideo modificado, no qual o 401°
aminoéacido de SEQ ID NO: 1 foi substituido por um aminoéacido diferente quando o
aminoacido substituido foi asparagina (ATCC13032::gIlnA (D401N)) e acido glutamico
(ATCC13032::gInA (D401E)), foi confirmado que a capacidade de produzir glutamina
foi aumentada em cerca de 40% e 33%, respectivamente. Estes resultados indicam
gue a capacidade de produzir glutamina é melhorada, quando comparada com a cepa
ATCC13032::gInA (Y405F) introduzida com a mutacéo por desadenilacéo de ginA.

EXEMPLO 6: CONSTRUCAO DE CEPA MUTADA POR GLNA BASEADA
NA CEPA QUE PRODUZ GLUTAMINA
[0136] A cepa Corynebacterium glutamicum KFCC-10680 (Patente Coreana 10-
0048440), que € uma cepa produtora de glutamina existente, foi transformada com
pDZ-gInA(D401N), pDZ-gInA(D401E) e pDZ-ginA(Y405F), respectivamente, da
mesma maneira como no Exemplo 4, por meio de um método de pulso elétrico. Trés
cepas preparadas introduzindo substituicdo heterdloga no gene gInA foram
denominadas KFCC-10680::gInA (D401N), KFCC-10680::gInA (D401E), e KFCC-
10680::gInA (Y405F), respectivamente.

EXEMPLO 7: ANALISE DA CAPACIDADE DE PRODUZIR GLUTAMINA
DA CEPA MUTADA POR GLNA BASEADA NA CEPA QUE PRODUZ GLUTAMINA
[0137] As trés cepas selecionadas foram cultivadas da maneira a seguir para
avaliar taxas de consumo de glicose, e capacidade de produzir glutamina destas,
usando a cepa KFCC-10680 como um controle.
[0138] Primeiro, cada uma das cepas foi inoculada em um frasco de canto defletor
de 250mL contendo 25 mL de um meio inicial, e cultivada com agitacao a 30°C por 20
horas em 200 rpm. A seguir, 1 mL de uma cultura inicial foi inoculado em um frasco
de canto defletor de 250 mL contendo 24 mL de um meio de producgdo, e cultivado
com agitacéo a 32°C por 48 horas em 200 rpm. As composi¢cdes do meio inicial e o

meio de producao sdo da maneira a seguir. Apoés finalizar o cultivo, as concentracdes
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de L-glutamina foram avaliadas usando HPLC (Waters 2478). Os resultados da
medicao da capacidade de produzir glutamina e taxas de consumo de glicose sao da
maneira mostrada na tabela 3 a seguir.

MEIO INICIAL (PH 7,0)
[0139] 20 g de glicose, 10 g de peptona, 5 g de extrato de levedura, 1,5 g de ureia,
4 g de KH2PO4, 8 g de K2HPO4, 0,5 g de MgSO47H20, 100 pg de biotina, 1.000 ug de
tiamina HCI, 2.000 ug de pantotenato de calcio, e 2.000 ug de nicotinamida (baseado
em 1 L de agua destilada).

MEIO DE PRODUCAO DE GLUTAMINA (PH 8,0)
[0140] 60 g de acucar nao refinado, 45 g de (NH4)2SOa4, 0,48 g de proteina de soja,
50 g de CaCOs, 0,4 g de MgSO4-7H20, 1 g de KH2PO4, 0,2 mg de cloridrato de tiamina,
0,3 mg de biotina, 60 mg de nicotinamida, 10 mg de FeSO4-7H20, e 10 mg de
MnSOa4-H20 (com base em 1 L de agua destilada).

Tabela 3
Andlise de capacidade de produzir L-glutamina e taxa de consumo de glicose de

KFCC-10680::gInA(mt) derivada de KFCC-10680

L-Glutamina Taxa de consumo
Cepa
(g/L) de glicose (g/hr)
Controle KFCC-10680 13,8 2,36
KFCC-10680::gInA
16,7 2,38
(D401N)
KFCC-10680::gInA
15,1 2,58
(D401E)
Mutacéao por KFCC-10680::gInA
14,1 2,21
desadenilagéo (Y405F)

[0141] No caso da cepa que inclui o polipeptideo modificado, no qual o 401°
aminoacido de SEQ ID NO: 1 foi substituido por um aminoacido diferente, quando o
aminodcido substituido foi asparagina (KFCC-10680::gInA (D401N)) e acido glutamico
(KFCC-10680::gInA (D401E)), foi confirmado que a capacidade de produzir glutamina
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foi aumentada em cerca de 21% e 9%.
[0142] Estes resultados indicam que a capacidade de produzir glutamina foi
melhorada quando comparada com a cepa KFCC-10680::gInA (Y405F), introduzida
com mutacéo por desadenilagéo do gene gInA.
[0143] A descricdo anterior da presente revelagdo € provida com o proposito de
ilustracdo, e deve ser entendido pelos versados na técnica que varias alteracdes e
modificacdes podem ser realizadas sem alterar a concepc¢ao técnica e caracteristicas
essenciais da presente revelacdo. Assim, € evidente que as modalidades descritas
anteriormente sao ilustrativas em todos os aspectos, e ndo limitam a presente
revelacdo. As véarias modalidades aqui descritas ndo sdo pretendidas para ser
limitantes, com o verdadeiro escopo e espirito sendo indicado pelas reivindicacdes a
seguir. A presente revelacdo deve ser limitada apenas pelos termos das
reivindicacbes em anexo, junto com o escopo completo de equivalentes aos quais tais
reivindicacbes tém direito.

Autoridade Depositaria: Korean Culture Center of Microorganisms
(Internacional)

Numero de Acesso: KCCM12645P

Data do deposito: 19/12/2019
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REIVINDICAGOES

1. Polipeptideo modificado que consiste na sequéncia de aminoacido
de SEQ ID NO: 1, caracterizado por um aminoacido que corresponde a posigao
401, 402 ou 404 da sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 1 ser substituido
por um aminoacido diferente,

em que o0 aminoacido que corresponde a posicao 401 é substituido
por asparagina, acido glutamico ou serina,

em que o0 aminoacido que corresponde a posicao 402 é substituido
por histidina, e

em que o aminoacido que corresponde a posicao 404 é substituido
por valina.

2. Polipeptideo modificado, de acordo com a reivindicagdo 1, sendo
que o polipeptideo modificado é caracterizado por consistir em uma sequéncia
de aminoacido da maneira apresentada em SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 ou SEQ ID NO: 6.

3. Polinucleotideo caracterizado por codificar o polipeptideo
modificado, conforme definido na reivindicagcdo 1 ou 2, em que na sequéncia de
nucleotideos da SEQ ID NO: 29 ou sequéncia degenerada da mesma,

o cédon que consiste em 1201° a 1203° nucleotideos é substituido por
um coédon que codifica asparagina, acido glutamico ou serina,

o cédon que consiste em 1204° a 1206° nucleotideos é substituido por
um codon que codifica histidina, e

o cédon que consiste em 1210° a 1212° nucleotideos é substituido por
um codon que codifica valina.

4. Micro-organismo caracterizado por compreender o polipeptideo
modificado, conforme definido na reivindicacdo 1 ou 2, ou um polinucleotideo
que codifica o polipeptideo modificado.

5. Micro-organismo, de acordo com a reivindicagao 4, sendo que o
micro-organismo € caracterizado por pertencer ao género Corynebacterium.

6. Micro-organismo, de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado
por o micro-organismo que pertence ao género Corynebacterium ser
Corynebacterium glutamicum.

7. Método para produzir L-glutamina, sendo que o método é

caracterizado por compreender cultivar um micro-organismo compreendendo o
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polipeptideo modificado, conforme definido na reivindicagdo 1 ou 2, ou um
polinucleotideo que codifica o polipeptideo modificado, em um meio de cultura.

8. Método, de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado por
compreender adicionalmente recuperar ou isolar L-glutamina do meio de cultura
ou do micro-organismo.

9. Método, de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado por o
micro-organismo ser um micro-organismo que pertence ao género
Corynebacterium.

10. Método, de acordo com a reivindicagcédo 9, caracterizado por o
micro-organismo que pertence ao género Corynebacterium ser Corynebacterium

glutamicum.
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