@ eiosusoronz — [[{INNNENI

(22) Data do Depésito: 12/03/2008

Republica Federativa do Brasil  (43) Data da Publicacao Nacional: 01/06/2021

Ministério da Economia
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: SISTEMA DE EXPRESSAO PARA A PROPU(;AO DE UM OU MAIS POLIPEPTIDEO-ALVO/POLIPEPTIDEOS-
ALVO, USO DO MESMO E METODO PARA A PRODUGAO SEM ANTIBIOTICO DE UM POLIPEPTIDEO-ALVO

(51) Int. Cl.: C12N 15/75; C12N 9/04.

(30) Prioridade Unionista: 04/05/2007 DE 102007021001.0.

(71) Depositante(es): AB ENZYMES GMBH.

(72) Inventor(es): CELINE CADOT; TINA PLOSS; RUTH SCHWERDTFEGER; BRUNO WINTER.
(86) Pedido PCT: PCT EP2008001977 de 12/03/2008

(87) Publicacdo PCT: WO 2008/135113 de 13/11/2008

(85) Data da Fase Nacional: 04/11/2009

(57) Resumo: SISTEMA DE EXPRESSAO PARA A PRODUGCAO SEM ANTIBIOTICO DE POLIPEPTIDEOS. A presente
invencao refere-se a um sistema de expressdo para producdo de um ou mais polipeptideo-alvo/polipeptideos-alvo
compreendendo uma célula hospedeira em cujo genoma a sequéncia de DNA que codifica desidrogenase de glicerina-3-fosfato
inativado ou parcial ou completamente deletado e a qual é transformada por um elemento extracromossémico que compreende
uma sequéncia de DNA que codifica o (s) polipeptideo(s)-alvo e desidrogenase de glicerina-3-fosfato, pelo que n&do apenas o
genoma da célula hospedeira, mas também o elemento extracromossémico, ndo trazem gene de resisténcia a antibiético, bem
como uma sequéncia de DNA que codifica um polipeptideo com atividade de desidrogenase de glicerina-3-fosfato caracterizado
pelo fato de que a sequéncia de DNA é selecionada de a) sequéncias de DNA que compreendem uma sequéncia de nucleotideo
de acordo com SEQ ID NO: 1 b) sequéncias de DNA que compreendem uma sequéncia de nucleotideo representada pelos
nucleotideos 1338 a 2375 de SEQ ID NO: 1, c) sequéncias de DNA que séo codificadas pelo plasmideo pTP0O1 com o mapa de
plasmideo de acordo com SEQ ID NO: 2, e) sequéncias de DNA que hibridizam, sob condi¢ges estringentes, a uma das
sequéncias de (...).

¢ atgateggtg ttgaaatagy
ttgc ageggggatt acagacggat
geet taatcaceog aggtcttgoe

atttaategt gacgtgtaca agegttcatt

t9tt yaaggegtge goacgacqans
2tea ggtgaaaats cogateacag
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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "SISTEMA DE
EXPRESSAO PARA A PRODUGAO DE UM OU MAIS POLIPEPTIDEO-
ALVO/POLIPEPTIDEOS-ALVO, USO DO MESMO E METODO PARA A
PRODUGAO SEM ANTIBIOTICO DE UM POLIPEPTIDEO-ALVO".

A presente invencao refere-se a um sistema de expressao mi-
crobiana para a producgao de polipeptideos baseado no uso de DNA extra-
cromossdmico, pelo que nenhum gene marcador de antibiético (genes cujas
proteinas derivadas proporcionam a célula resisténcia a um antibiético, tam-
bém denominados genes de resisténcia a antibidtico, genes de resisténcia,
marcador antibiético ou marcador de selegao por antibiético) para a selegao
da células hospedeira, mas sequéncias de DNA que codificam glicerina-3-
fosfato desidrogenase (também denominada reductase de di-hidroxiacetona
fosfato NAD(P)H-dependente, glicerina-3-fosfato desidrogenase NAD(P)H-
dependente, glicerina-3-fosfato desidrogenase (NADP), sintase de glicerina-
3-fosfato, glicerina-3-fosfato desidrogenase biossintética, L-glicerina-3-
fosfato: oxidoreductase de NAD(P)) sdo usadas e, assim, a produgédo do
polipeptideo desejado, por exemplo, xilanase, nao requer a adicdo de antibi-
oticos. O sistema de expressdo € sem genes de resisténcia a antibi6tico. A
invengéo ainda se refere a uma sequéncia de DNA que codifica um
polipeptideo com atividade de glicerina-3-fosfato desidrogenase, bem como
um polipeptideo com atividade de glicerina-3-fosfato desidrogenase.

Polipeptideos e enzimas que sdo necessarios em grandes quan-
tidades sdo, hoje, obtidos principalmente através de fermentacdo de micro-
organismos. Dois grupos de micro-organismos sdo aqui usados - i) tais mi-
cro-organismos que as proteinas de interesse produzem naturalmente e ii)
micro-organismos geneticamente modificados. Os métodos genéticos que
s&0 necessarios para a modificagdo dos micro-organismos sao conhecidos
no estado da técnica ha muito tempo. O principio dos mesmos é que genes
que codificam proteinas de interesse sao inseridos nas células hospedeiras
e transcritos, traduzidos, possivelmente modificados pés-traducionalmente e
opcionalmente secretados pelas respectivas membranas no periplasma ou

no meio adjacente pelas células hospedeiras. Os polipeptideos de interesse
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podem, entao, ser isolados das respectivas células ou dos sobrenadantes de
cultura.

Em métodos técnicos para a produgao de polipeptideos, primeiro
as habilidades naturais dos micro-organismos usados para a produgéao sio
exploradas para sintese e, opcionalmente, para secrecio das proteinas. Tais
sistemas que sao de custo eficaz na fermentagéo, mostram uma alta taxa de
formagao de produto e prometem uma duplicagao, modificacéo, etc. corretas
do polipeptideo a ser produzidos sio, basicamente selecionados como sis-
temas para a producao de polipeptideos. Os micro-organismos estabeleci-
dos para isso sdo de origem eucariota tais como, por exemplo, fungos fila-
mentosos (Aspergilla, Trichoderma, Penicillium) e levedos (por exemplo,
Saccharomyces, Hansenula, Pichia) ou procariotas sdo usados tais como,
por exemplo, E. coli, bacilli, lactobacilli, staphylococci, streptomycetes ou
pseudomonades.

A adequabilidade de um método biotecnolégico depende, decisi-
vamente, do rendimento obtido do polipeptideo. Esse rendimento nao ape-
nas & determinado pelo sistema de expressao usado, mas também pelo pro-
cesso de fabricagdo usado, particularmente pelos parametros de fermenta-
¢ao e o meio de cultura. Otimizando o sistema de expressao e o processo de
fermentagdo, o potencial e rendimento obtenivel podem ser claramente au-
mentados.

Micro-organismos geneticamente modificados contém a nova
informagéo genética integrada no genoma, conforme frequentemente é o
caso para fungos filamentosos ou levedos ou sobre elementos extracromos-
sommicos tais como, por exemplo, plasmideos que sao frequentemente u-
sados em procariotas ou também levedos. Os primeiros construtos, nos
quais a nova informacdo genética € integrada no genoma do hospedeiro,
também s&o muito estaveis sem pressao de selegdo. A desvantagem desse
meétodo para procariotas é que apenas uma coOpia do gene esta presente no
hospedeiro apés a transformacao e integragao de outras cépias do mesmo
gene para aumento da taxa de formagao de produto através do efeito de ge-

ne-dosagem & metodicamente muito complexa. Uma solugdo para essa a-
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bordagem pode ser encontrada no EP 0 284 126 B1, o qual resolve o pro-
blema da multipla integragao estavel de um gene fornecendo separadamen-
te as copias do gene exdégeno a ser integrado no genoma da célula hospe-
deira através de DNA cromossdmico enddégeno que é vital para a célula. O
pedido de patente DD 277467 A1 proporciona um método para a producéo
de enzimas extracelulares, o qual € baseado na integragao estavel, vantajo-
samente multipla, dos genes que codificam um polipeptideo de interesse no
cromossoma bacteriano. A integragcdo € aqui realizada através de recombi-
nagao atraveés de faixas homoélogas. Um gene de eritromicina que esta conti-
do sobre o plasmideo pelo qual os genes sao inseridos na célula e inativa-
dos no caso de uma integragao com sucesso serve como um controle dos
eventos de integragcdo com sucesso.

O pedido WO 96/23073 A1 descreve um sistema baseado na
transposicéo para a integragao de varias copias de um gene de interesse no
cromossoma bacteriano caracterizado pelo fato de que os genes marcado-
res do vetor sao deletados durante ou apos a integragao e, assim, as cepas
obtidas s&o isentas de um gene marcador. De acordo com esse documento,
um marcador € necessario apenas durante a construgao da respectiva cepa
bacteriana.

Um sistema para aumento do niumero de copias de determina-
dos genes integrado em um cromossoma bacteriano é descrito no pedido
WO 01/90393 A1.

Se DNA extracromossdémico é usado para a produgiao de um
micro-organismo geneticamente modificado, o gene de interesse é transferi-
do para um elemento de replicagdo auténoma, por exemplo, um plasmideo,
e epissomicamente mantido no organismo hospedeiro. O efeito de gene-
dosagem através do numero usualmente alto de cépias de plasmideo por
célula influencia, vantajosamente, o rendimento do polipeptideo que é codifi-
cado pelo gene de interesse. Desvantajoso é o fato de que uma presséao de
selecao tem de ser mantida durante todo o tempo de cultura para manter os
elementos extracromossémicos estaveis na célula. Como uma regra, isso

ocorre através da adicao de antibiéticos ao meio de cultura. Uma vez que o
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gene pelo qual o micro-organismo se torna resistente ao antibiético esta lo-
calizado sobre o elemento extracromossémico, apenas as células que tém
tal elemento podem crescer. O gene de interesse é mantido nas células em
um alto nimero de coépias localizando-o sobre o mesmo plasmideo, pelo que
os hospedeiros se tornam resistentes ao antibiético/antibiéticos. Usando an-
tibidticos como presséao de selegao, perda do plasmideo em virtude de insta-
bilidade segregativa ou estrutural pode ser evitada (Bron e Luxen, 1985,
Plasmid 14, 235-244). Dessa forma, plasmideos maiores podem também ser
mantidos estaveis na célula e a célula mantém a capacidade de produzir o
polipeptideo desejado. Geralmente, uma perda de DNA extracromossémico
ocorre muito facilmente, em particular se é sobre DNA que é desconhecido
desse organismo. Conforme com plasmideos que contém bactérias natural-
mente, a aplicagao de pressao de selegao é também frequentemente razoa-
vel, uma vez que os elementos extracromossémicos que ocorrem natural-
mente estao frequentemente presentes apenas em um baixo numero de co6-
pias; contudo, um alto nimero de copias € necessario para uma taxa de
produgdo comercialmente alta. Esse alto nimero de cépias pode, contudo,
usualmente ser mantido apenas através de uma pressao de selegao.

O uso de resisténcias a antibiético como marcador de selegdo
tem sido considerado mais e mais criticamente em anos recentes. Primeira-
mente, o uso de antibiéticos é caro, particularmente se a resisténcia é base-
ada em uma enzima que degrada o antibidtico, de modo que o antibiético
deve ser fornecido durante todo o cultivo. Em segundo, seu uso mundial, o
qual também se estende a outros campos de engenharia e medicina, contri-
bui para a disseminagao de genes de resisténcia para outras cepas também
patogénicas, o que poderia ter consequéncias negativas sobre o controle da
doencga.

Sistemas de selegdo sem antibidtico também ja foram desenvol-
vidos na técnica anterior. Por exemplo, a publicacdo de Herrero e outros
(1990, J. Bacteriol. 172, 6557-6567) descreve resisténcias a herbicidas e
metais pesados como marcador de selegdo. Contudo, as mesmas preocu-

pagGes contra antibidticos surgem contra o uso desses compostos.
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Outro método aplicado para manter plasmideos estaveis na
célula € a complementacao epissdmica de cepas auxotropicas. Nesse caso,
genes do genoma da cepa de produgao que codificam fungées metabolicas
essenciais sao removidos ou inativados. As cepas hospedeiras assim auxo-
trépicas podefn crescer apenas se a funcdo metabdlica é alternativamente
reproduzida. O produto metabdlico necessario pode, por exemplo, ser adi-
cionado ao meio se a cepa é capaz de aceitar esse metabdlito ou o gene
que € desativado sobre o genoma do hospedeiro e que codifica a funcao
essencial pode ser tornado epissomicamente disponivel. Vantajosamente,
isso ocorre sobre o plasmideo que também traz o gene de interesse para a
producao de um polipeptideo. A patente EP 0 284 126 B1 lista os genes me-
tabolicos leu, his, trp ou semelhante, particularmente aqueles das vias de
sintese de aminoacido, como marcadores de sele¢ao auxotréfica.

Na pratica, o uso de tais auxotropias como marcadores de sele-
cao tem sido muito dificil até o momento uma vez que, particularmente em
meios de fermentagao industriais, quase todas as substancias necessarias,
tais como aminoacidos e vitaminas, estao disponiveis em quantidades sufi-
cientes e as respectivas células podem equilibrar a incapacidade de sintese
de um determinado metabdlito através de absorgdao desse metabélito do
meio de cultura.

Os meios de fermentagao industrialmente usados contém, usu-
almente, componentes que sao produtos residuais de outros, frequentemen-
te processos fermentativos, por exemplo, residuos de grao da producéo de
etanol (gréo consumido de destilarias), residuos de milho da produgéo de
amido (p6é de sabugo de milho ou licor de sabugo de milho) ou residuos de
batata da producdo de batata (sedimento de batata). Esses componentes
servem nao apenas como fonte de carbono (C) ou fonte de nitrogénio (N),
mas também sao, frequentemente, ricos, por exemplo, em vitaminas ou ami-
noacidos em virtude da fermentacao microbiana que foi envolvida em sua
recuperagédo. Os meios de fermentagao industrialmente usados sdo, conse-
quentemente, muito complexos. Assim, € dificil, se nao mesmo impossivel,

manter uma pressao de selegao nesses mesmos, mesmo se cepas auxotro-
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picas sao usadas.

Até o momento, as Unicas excegdes sao auxotropias para a timi-
dina e D-alanina essenciais necessarias para Bacilli e micro-organismos
gram-positivos, os quais estao presentes apenas em tragos ou nem isso em
meios de fermentagao industriais e, assim, devem ser produzidos pelos mi-
cro-organismos em si. Portanto, o pedido EP 0 251 579 A1 proporciona a
solugdo ao usar, como cepas hospedeiras, cepas que sao deficientes com
relacéo ao gene essencial para o metabolismo de nucleotideo para a sintase
de timidilato. Consequentemente, o gene pode ser tornado disponivel quanto
a sua funcao (thyA de Escherichia coli K12) por meio de um vetor e cura do
defeito génico. A patente EP 0 185 512 B1 resolve o problema através da
insercao do gene dal (racemase de D,L-alanina) no plasmideo usando cepas
hospedeiras dal-deficientes.

Uma outra solugdo para esse problema foi descrito no pedido
WO 2004/078953. E descrito que os fatores essenciais envolvidos na secre-
¢ao eram adequados para uma selecdo. Um gene cuja proteina derivada
esta envolvido na translocacéo de proteina como um fator que é essencial
para o respectivo gene, por exemplo, com relagdo a Bacillus, as proteinas
SecA, SecY, SecE, b-SRP, FtsY ou PrsA, proporcionam a base para sele-
¢ao. Isso significa que a falha de tal fator € letal e, assim, permite uma sele-
¢ao antibiético-similar dos micro-organismos recombinantes.

Acima de tudo deve ser estabelecido que, a despeito da experi-
éncia na produgao de polipeptideos através de métodos biotecnoldgicos du-
rante anos, até o momento, nao foi proporcionado um sistema praticavel pe-
lo qual a produgao com um alto numero de copias do gene de interesse sem
selecdo através de substancias caras ou ecologicamente questionaveis, tais
como antibiéticos, seja possivel. Até o momento, as diferentes abordagens
para a selegao através de marcadores auxotrépicos também resultou em
resultados negligenciaveis em virtude do meio de cultura complexo usado na
industria (WO 2004/078953) ou sistemas que ainda contém genes de resis-
téncia a antibiético.

O uso de meios definidos compostos de componentes purifica-
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dos (fontes de C e fontes de N puras, bem como vitaminas, aminoacidos e
minerais) ndo € possivel para a produgao de polipeptideos industrialmente
usados tais como, por exemplo, enzimas, na industria alimenticia, industria
de ragao ou industria de detergente em virtude do alto custo dos mesmos.

Portanto, é o objetivo da presente invengao proporcionar um sis-
tema de expressao para a produgao de polipeptideos pelos quais nao ha
selecdo através de substancias caras e/ou poluentes e/ou ndo-saudaveis.
Uma selecdo nao ocorre através de resisténcias a antibiético, em particular.
O sistema de expressao de acordo com a invencgao é facilmente aplicavel e
universalmente adequado para expressao de quaisquer polipeptideos-alvo.
Além disso, o sistema de expressao de acordo com a inven¢ao € adequado
para o estabelecimento em quaisquer células hospedeiras. Além disso, o
sistema de expressao de acordo com a invencao € também para permitir
uma selecao em meios de cultura industrialmente usuais ou de custo eficaz.

O objetivo € resolvido por um sistema de expressao para a pro-
ducao de um ou mais polipeptideo-alvo/polipeptideos-alvo compreendendo
uma célula hospedeira em cujo genoma a sequéncia de DNA que codifica
glicerina-3-fosfato desidrogenase € inativado ou parcial ou completamente
deletado e a qual é transformada por um elemento extracromossémico que
compreende uma sequéncia de DNA que codifica o(s) polipeptideo(s) alvo e
glicerina-3-fosfato desidrogenase, pelo que nao apenas o genoma da célula
hospedeira, mas também o elemento extracromossémico, nao trazem gene
de resisténcia a antibiético.

Surpreendentemente, descobriu-se que um gene de glicerina-3-
fosfato desidrogenase que é proporcionado sobre um elemento extracro-
mossOmico pode ser usado nas respectivas células hospedeiras auxotropi-
cas para a selegcao das células hospedeiras correspondentes. O elemento
auxotrépico que traz o gene de glicerina-3-fosfato desidrogenase também
traz o gene para o polipeptideo de interesse a ser produzidos.

Portanto, o gene de glicerina-3-fosfato desidrogenase serve co-
mo um marcador de selecao para estabilizacao do elemento extracromos-

sdmico nas células hospedeiras auxotropicas. Essa estabilizacao do elemen-
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to extracromossémico, o qual compreende uma sequéncia de DNA que codi-
fica o(s) polipeptideo(s) alvo e glicerina-3-fosfato desidrogenase, é baseada
na complementacéo epissémica da célula hospedeira tornada auxotrépica.
No genoma da cepa hospedeira, uma sequéncia de DNA que codifica
glicerina-3-fosfato desidrogenase ou um respectivo gene é inativada. Esse
gene codifica a enzima glicerina-3-fosfato desidrogenase (também denomina
reductase de di-hidroxiacetona fosfato NAD(P)H-dependente; sintase de gli-
cerina-3-fosfato, glicerina-3-fosfato desidrogenase biossintética; Morbidoni e
outros, 1995, J. Bacteriol. 177 (2), 5899-5909; nimeros EC 1.1.1.8, 1.1.1.94,
aqui também, inter alia, glicerina-3-fosfato desidrogenase NAD(P)H-
dependente, glicerina-3-fosfato desidrogenase (NADP), oxidoreductase de L-
glicerina-3-fosfato: NAD(P)). A glicerina-3-fosfato desidrogenase catalisa a
conversao de di-hidroxiacetona fosfato em sn-glicerina-3-fosfato sob a liga-
¢ao de NAD(P)H. A sn-glicerina-3-fosfato em si € a substancia inicial para a
sintese de fosfolipidio da célula e, assim, metabdlito central para a sintese
de membrana celular. Dependendo do organismo, o gene para a glicerina-3-
fosfato desidrogenase NAD(P)H-dependente &, inter alia, referido como gp-
sA (também denominado gol, gly, glyc), gpd (gpd 1/2/3/A/A1/A2/h) ou dar1.
Geralmente, ela € a enzima que catalisa a sintese de glicerina-3-fosfato sob
condigoes fisioloégicas e usualmente usa NAD(P)H como cofator. Uma enzi-
ma que usa um cofator diferente, por exemplo, FAD, também seria concebi-
vel. Dependendo da cepa hospedeira, o gene correspondente que codifica
glicerina-3-fosfato desidrogenase ou genes de glicerina-3-fosfato desidroge-
nase sao inativados.

Deletando o gene de glicerina-3-fosfato desidrogenase no ge-
noma da cepa hospedeira, essa cepa se torna auxotrépica para glicerina-3-
fosfato (G3P); contudo, pode cresce se o meio de cultura é
correspondentemente suplementado (com G3P ou glicerina) ou o gene
correspondente € epissomicamente proporcionado. Inserindo o gene de
glicerina-3-fosfato desidrogenase no plasmideo, o qual também traz a
sequéncia de DNA para o polipeptideo de interesse, o plasmideo & mantido

estavel na célula hospedeira auxotropica. Concorrentemente, os genes de
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resisténcia a antibiético, os quais usualmente existem sobre plasmideos, séao
eliminados. Além disso, genes de resisténcia a antibidtico que estao
opcionalmente presentes no genoma de uma célula hospedeira sdo também
eliminados. A eliminagcdo dos genes de resisténcia a antibidtico é realizada
em uma maneira conhecida per se, por exemplo, do genoma através de
recombinagcado homologa (vide abaixo) ou do plasmideo através de excicao
por meio de enzimas de restricdo adequadas e subsequente ligagao.

A respectiva sequéncia de DNA que codifica glicerina-3-fosfato
desidrogenase é deletado no genoma da célula hospedeira do sistema de
expressao de acordo com a invencdo. A delegdo pode ser completa ou
parcial. Em qualquer caso, a delecao deve estar presente para o efeito de
que o gene de glicerina-3-fosfato desidrogenase seja inativado. A inativagéo
desse gene na cepa hospedeira ocorre através de recombinagido homdloga
com uma copia do gene inativado ou (parcialmente) deletado, por exemplo.
Como um resultado desse evento de recombinagéo, a cOpia cromossomica
do gene se torna inoperavel. Além disso, sistemas preferidos sao
caracterizados pelo fato de que a inativacdo do gene de glicerina-3-fosfato
desidrogenase sobre o vetor de complementacdo de cura é evitada, de
preferéncia, em uma perda completa do gene ou secdo génica
compreendida no respectivo locus cromossdomico. Uma recombinacéo e
integragado do vetor de complementagdo no genoma do hospedeiro, pelo
quais a célula é epissomicamente fornecida com a fungéo essencial,
curariam a inativagdo novamente e, assim, compensando a pressao de
selegdo pela qual o plasmideo € mantido estavel na célula. O gene
realmente de interesse e a ser expresso poderia, desse modo, ser pedido
através de subsequentes divisées celulares ou estaria presente apenas em
uma ou poucas copias sobre o cromossoma. Isso é impedido através de
uma delecao completa ou extensiva durante a etapa de inativagéo, a qual
pode, teoricamente, também envolver secées de DNA que estao localizadas
a montante ou a jusante. Deve ser levado em conta que as regides a
montante ou a jusante do gene gpsA podem ter funges na cepa hospedeira

que também sao essenciais para o hospedeiro.
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Para excluir uma recombinagdo homéloga entre o gene de
glicerina-3-fosfato desidrogenase proporcionado pelo elemento
extracromossémico e um gene cromossémico opcionalmente presente, é
necessario inativar o gene de glicerina-3-fosfato desidrogenase sobre o
genoma do hospedeir nao apenas através de uma mutagcdo de ponto
individual, mas remové-lo extensiva ou completamente. A eliminacido do
gene do genoma do hospedeiro é, por exemplo, realizada através de
recombinagéo homologa por meio de um vetor de delecao compreendendo
apenas uma parte inativa do gene ou, ainda melhor, apenas as regiées de
flanqueamento do gene sem o gene em si, de modo que a copia do gene
sobre o genoma do hospedeiro é substituida pela copia truncada presente
sobre o vetor de delegdo ou completamente deletado. E essencial que
nenhum gene marcador de antibiético seja aqui deixado para tras. A fim de
eliminar o gene completamente do hospedeiro, € necessario isolar as
regides que flanqueiam o gene a montante e a jusante do genoma do
hospedeiro e inserir essas regides de flanqueamento sem o gene de
glicerina-3-fosfato desidrogenase em si em um vetor de delegéo. Entdo, a
recombinacao homoéloga ocorre entre as sequéncias que flanqueiam o gene
de glicerina-3-fosfato desidrogenase, pelo que o gene de glicerina-3-fosfato
desidrogenase é completamente removido do genoma.

De acordo com a invengdo, o gene de glicerina-3-fosfato
desidrogenase deletado ou inativado sobre o cromossoma do hospedeiro é
novamente tornado disponivel a célula sobre um elemento
extracromossémico também trazendo uma sequéncia de DNA que codifica
um polipeptideo de interesse. Nao apenas o mesmo gene que foi deletado
na respectiva célula hospedeira, mas também um gene correspondente que
codifica glicerina-3-fosfato desidrogenase NAD(P)H-dependente, podem ser
tornados disponiveis a célula hospedeira novamente.

Portanto, a invengcdo também se refere a um vetor para a
complementagao do genoma de uma célula hospedeira na qual a sequéncia
de DNA que codifica glicerina-3-fosfato desidrogenase €& deletada,

compreendendo uma sequéncia de DNA que codifica o(s) polipeptideo(s)
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alvo e um cassete de expressao que compreende uma sequéncia de DNA
que codifica glicerina-3-fosfato desidrogenase, pelo que o vetor ndo contém
genes de resisténcia a antibiético. Assim, o vetor cura a inativacao do DNA
que codifica a  glicerina-3-fosfato  desidrogenase  ("vetor de
complementagao”), isto &, ele proporciona extracromossomicamente uma
copia do gene ativo que codifica glicerina-3-fosfato desidrogenase. Os
termos "vetor" e "plasmideo" sdo basicamente usados permutavelmente.
Outros elementos extracromossdmicos tais como, por exemplo, fagos,
pagmideos ou transposons, também podem servir como vetores.

Um plasmideo que mantém um alto numero de coépias na célula
hospedeira é preferido como um vetor. E particularmente vantajoso se o
plasmideo & um plasmideo que estabelece uma base (por exemplo, 10 a 30
plasmideos por célula), de preferéncia em um numero multiplo de coépias
(mais de 30 plasmideos por célula). Quanto mais copias do plasmideo estao
presentes, maior € o rendimento do produto de proteina desejado em virtude
do efeito de gene-dosagem.

De acordo com a invengao, o vetor de complementacdo nao
contém quaisquer genes de resisténcia a antibidtico. Além disso, o vetor de
complementagéo contém nao apenas as sequéncias de interesse para a
producao de polipeptideo, mas também um cassete de expressdo com o
gene de glicerina-3-fosfato desidrogenase.

De preferéncia, a sequéncia deletada que codifica a glicerina-3-
fosfato desidrogenase e estd endogenamente presente nas células
hospedeiras é aqui usada. Contudo, também é possivel usar sequéncias de
outros organismos que codificam uma enzima tendo a mesma fungao, de
preferéncia de cepas relacionadas, se elas sdao capazes de curar o
respectivo defeito e, desse modo, proporcionar um sistema que assegura
uma alta produtividade da proteina de interesse sem pressao de selecéao
adicional. Uma perda desse DNA extracromossdmico seria letal para a
celula hospedeira auxotrépica se crescendo em meio minimo, de modo que
tal célula € forcada a transmitir esse elemento extracromossémico para a

geracao seguinte em cada divisao celular. H4A uma pressao de selecao
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endbégena no sistema de acordo com a invencéo, na medida em que a cepa
recombinante cresca em um meio sem fornecimento de glicerina-3-fosfato
ou glicerina. Nao é necessario adicionar um antibidtico para evitar a perda
do vetor com o gene a ser expresso.

Os cassetes de expressdo que podem ser usados para a
introdugcao de uma sequéncia de DNA que codifica a atividade de uma
glicerina-3-fosfato desidrogenase ou uma rede de leitura aberta de acordo
com a invengdo em uma célula hospedeira compreende, de preferéncia,
uma regiao de inicio de transcricdo que esta ligada a rede de leitura aberta.
Tal cassete de expressdo pode compreender uma variedade de sitios de
clivagem por restricdo para a insercao da rede de leitura aberta e/ou outro
DNA, por exemplo, uma regido de regulagdo de transcricdo. O cassete de
transcricdo compreende, na diregao 5'->3' da transcrigao, uma regido de ini-
cio de transcrigao e tradugao, a sequéncia de DNA que codifica a atividade
de glicerina-3-fosfato desidrogenase e uma regiao de término de transcrigao
e tradugao que é funcional em uma célula microbiana. A regido de término
pode ser nativa com relagao a regiao de inicio de transcricdo, pode ser nati-
va com relacéo a sequéncia de DNA de interesse ou pode ser derivada de
qualquer outra fonte.

O termo "rede de leitura aberta" (ORF) se refere a sequéncia de
aminoacido que € codificada entre os cédons inicial e terminal de tradugéo
de uma sequéncia de codificagdo. Os termos "codon inicial” e "codon termi-
nal" se referem a uma unidade de trés nucleotideos adjacentes (cédons) em
uma sequéncia de codificagdo, os quais especificam o inicio e final de ca-
deia da sintese de proteina (tradugdo de mRNA).

Com relagéo a um acido nucleico, "ligacao operavel" se refere a
um composto como parte da mesma molécula de acido nucleico em uma
posicao e orientagdo adequadas ao inicio de transcricao do promotor. DNA
em ligagao operavel a um promotor esta localizado abaixo da regulacao de
inicio de transcricdo do promotor. Sequéncias de codificagdo podem ser o-
peravelmente ligadas a sequéncia regulatéria, na orientacido senso ou anti-

senso. Com referéncia a polipeptideos, ligagao operavel significa o compos-
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to como parte do mesmo polipeptideo, isto &, através de ligagées de peptidi-
la.

De acordo com a invengao, quaisquer promotores podem ser
usados, na medida em que eles mantenham o sistema de acordo com a in-
vengao estavel. Em uma modalidade preferida, promotores fracos e constitu-
tivos sdo usados. Promotor usualmente se refere a sequéncia de nucleoti-
deo a montante (5') com relacdo a sequéncia de codificagdo e controla a ex-
pressao da sequéncia de codificagao proporcionando o reconhecimento da
RNA polimerase e outros fatores que sao necessarios para a transcrigio
correta. O promotor usado de acordo com a invengéao pode compreender um
promotor minimo, isto €, uma sequéncia de DNA curta a partir de uma caixa
TATA e outras sequéncias que especificam o sitio de inicio de transcrigiao ao
qual elementos regulatorios sao presos para controlar a expressao.

Com o sistema de expressdao de acordo com a invengéo, o
polipeptideo de interesse pode ser produzido com um rendimento se nao
maior, pelo menos o mesmo, sem a adigcao de antibiético em qualquer ponto
da produgédo e sem genes marcadores de antibiético estarem presentes e
sem antibidticos ou genes de resisténcia a antibidtico estarem presentes no
produto de proteina. Usando o sistema de express&do de acordo com a in-
vengao, os produtos podem, portanto, também ser usados naquelas aplica-
¢Oes nas quais a presencga de genes marcadores de antibiético completos ou
parciais nao sao admissiveis ou desejados.

A invengao ainda se refere ao uso do sistema de expressao para
a produgao sem antibiético do polipeptideo-alvo. O sistema de expressao &,
desse modo, crescido em um meio que € isento de glicerina-3-fosfato ou
compostos que proporcionam glicerina-3-fosfato. Exemplos de tais meios
sao estabelecidos acima. O crescimento do sistema de expressao é realiza-
do de uma maneira conhecida per se.

O sistema de expressédo de acordo com a invengéo é adequado
para quaisquer células hospedeiras. O sistema de expressao de acordo com
a invengao pode, em geral, ser usado para praticamente todas as células

hospedeiras industriais que sdo importantes para producao fermentativa de
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proteina. Sao exemplos organismos hospedeiros gram-positivos, por exem-
plo, dos géneros Staphylococcus, Corynebacterium ou Bacillus, particular-
mente das espécies Staphylococcus camosus, Corynebacterium glutami-
cum, Bacillus subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, B. brevis, B.
globigii, B. megaterium, B. clausii ou B. lentus e, muito particularmente, deri-
vados das cepas B. licheniformis ou B. amyloliquefaciens.

O uso de cepas de Bacillus como células hospedeiras é preferi-
do. Particularmente preferido é o uso de Bacillus amyloliquefaciens. Em Ba-
cillus amyloliquefaciens, o gene de glicerina-3-fosfato desidrogenase esta
presente como gpsA. Surpreendentemente, descobriu-se que o sistema de
expresséo de acordo com a invengao pode ser estabelecido em Bacillus am-
yloliquefaciens sem uma redugdo do numero de coépias do plasmideo de
produgdao comparado com o plasmideo contendo marcador de antibiético
analogo (derivado de pUB110). Antes, foi possivel obter uma alta produtivi-
dade com uma cepa hospedeira de Bacillus amyloliquefaciens assim trans-
formada (GpsA’), mesmo se comparado com a cepa hospedeira transforma-
da pelo plasmideo inicial com gene marcador de antibiético (pIK91 derivado
de pUB110, vide EP 0 585 617 B1) (GpsA®).

Ainda, descobriu-se que o gene gpsA endégeno de Bacillus am-
yloliquefaciens pode ser melhor removido do genoma de Bacillus amylolique-
faciens através do uso das sequéncias que flanqueiam esse gene. Além dis-
so, & vantajoso se o gene gpsA enddégeno como tal &€ proporcionado episso-
micamente. O gene gpsA de Bacillus amyloliquefaciens, o qual era desco-
nhecido até o momento, foi isolado para essa finalidade. Embora bancos de
dados de sequéncia tais como, por exemplo, EMBL (European Bioinforma-

tics Institute (EBI), Cambridge, Gra Bretanha; http://www.ebi.ac.uk) ou Gen-

Bank (National Center for Biotechnology Information NCBI, National Institu-

tes of Health, Bethesda, MD, EUA; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) contenham

dados do gene gpsA, uma comparagao do gene de acordo com a invengao
com genes gpsA de outros organismos mostra apenas 76% de identidade, a
nivel de DNA, com o gene descrito para Bacillus subtilis ou 71% de identida-

de com o gene de Bacillus licheniformis.
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A enzima glicerina-3-fosfato desidrogenase proporciona, em Ba-
cilli, sn-glicerina-3-fosfato (G3P), um metabdlito essencial da sintese de
membrana celular. Morbidoni e outros (1995) descrevem que o teor de G3P
na célula de Bacillus subtilis deve ser regulado muito finamente e que o equi-
librio entre sintese e degradagao de G3P na célula € muito critico. Experi-
mentos por Freese e outros (1972, em: Halverson e outros (ed.) Spores V,
212-221) mostram que células de B. subtilis nas quais fosfato de glicerina se
acumula em virtude de um defeito da desidrogenase de glicerina de fosfato
(Gof) catabolica crescem pior do que células normais e que a esporulacao é
suprimida.

Geralmente, & desejavel que o gene de interesse que codifica o
polipeptideo a ser produzido esteja presente na célula hospedeira em um
numero possivelmente alto de copias para aumentar o rendimento através
do efeito de gene-dosagem. Assim, em uma modalidade preferida, plasmi-
deos que estao presentes na célula com varias cOpias sao usados tais co-
mo, por exemplo, derivados de pUB110, o qual esta presente com cerca de
50 copias por célula (Gryczan e outros, 1978, J. Bacteriol. 134, 318-329). A
introducao de tais cépias numerosas do gene gpsA a ser complementado
poderia, contudo, perturbar o equilibrio sensivel entre a sintese e degrada-
cao de G3P.

Surpreendentemente, agora descobriu-se que esses problemas
descritos para Bacillus subtilis ndo ocorrem em Bacillus amyloliquefaciens
sob as condi¢des de acordo com a invengao. Em uma modalidade preferida,
0 gene gpsA é, desse modo, colocado abaixo de um promotor fraco. Zyprian
e Matzura (1986, DNA 5, 219-225) reportam que, no vetor puUB110, tal pro-
motor esta naturalmente presente. Se o gene gpsA é colocado sob a regula-
cao desse promotor, o equilibrio delicado entre sintese e degradacao de
G3P na célula é aparentemente mantido, a despeito do numero aumentado
de copias do gene comparado com uma célula de Bacillus nao modificada.
Uma vez que o promotor € também constitutivo, glicerina-3-fosfato desidro-
genase suficiente é proporcionada no ciclo celular de Bacillus em qualquer

ponto de tempo. Além disso, esse sistema também resulta em uma manu-
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tencao estavel do alto niumero de cépias na célula hospedeira gpsA-negativa
se crescida em meio complexo. Isso permite a producao de polipeptideos de
interesse, os quais também sao codificados pelo vetor de complementacgao,
em altas concentragbes no meio de cultura usualmente utilizado pela
industria.

Conforme ja afirmado, de acordo com a invencao, quaisquer
promotores podem ser usados, na medida em que eles mantenham o siste-
ma de acordo com a invenc¢ao estavel. Promotores constitutivos fracos sao
particularmente preferidos tais como, por exemplo, o promotor antes men-
cionado descrito para o plasmideo pUB110 por Zyprian e Matzura (1986). O
promotor ptsH de B. sublfilis € também um promotor fraco e constitutivo ade-
quado (Stulke e Hillen, 2000, Annu. Rev. Microbiol. 54, 849-80).

Conforme afirmado acima, no sistema de expressao de acordo
com a invengao, o gene de glicerina-3-fosfato desidrogenase ¢ inativado so-
bre o cromossoma do hospedeiro. A incapacidade de sintetizar glicerina-3-
fosfato desidrogenase é equilibrada por um fornecimento epissémico do res-
pectivo gene. Mutantes de Bacillus subfilis gpsA-negativos ja foram produzi-
dos através de mutacgao classica ha muito tempo (Mindich, 1970, J. Mol. Biol.
49, 415-432). As mutagdes sao alelos do gene gpsA (Morbidoni e outros,
1995), os quais provavelmente tém apenas mutacdes de ponto no gene gp-
SA ou sua regulacao.

Essas cepas (e esse método) ndo sdo utilizaveis para uma pro-
ducao de proteina industrial, uma vez que poderia haver remutagao espon-
tanea a forma ativa, bem como recombinag¢ao do gene gpsA intacto episso-
micamente fornecido com o gene cromossdémico defectivo em virtude das
longas regiées de homologia (conforme também Ostroff e outros, 1984, Mol.
Gen. Genet. 193, 299-305). Khasanov e outros (1992, Mol. Gen. Genet. 234,
494-497) mostraram que ja poderia haver uma recombinagao homéloga no
genoma em homologias de 70 bp em Bacillus. Em tal caso, as células hos-
pedeiras poderiam se tornar prototrépicas novamente e nao seriam mais
dependentes do plasmideo com o gene gpsA. Isso poderia levar a uma inte-

gracao mais facil ou perda do plasmideo, de modo que o polipeptideo de
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interesse, o gene do qual também esta presente sobre o plasmideo, nao po-
deria mais ser produzido pela célula hospedeira ou apenas em pequenas
quantidades.

O gene gpsA, bem como as regiées a montante e a jusante do
gene, nao sao descritos para B. amyloliquefaciens, os bancos de dados (por
exemplo, EMBL, GenBank, SubtiList (Moszer e outros, 1995, Microbiology
141, 261-268, Moszer, 1998, FEBS Lett. 430, 28-36;

http://genolist.pasteur.fr./SubtilList/)) fornecem apenas dados sobre Bacillus

subtilis e micro-organismos que sao mais distantemente relacionados. A or-
ganizagao do genoma de B. amyloliquefaciens nao é conhecida. Genes que
estao localizados sobre o cromossoma de B. subtilis em proximidade direta
com o gene gpsA, isto €, que representam as regides de flanqueamento ne-
cessarias para a produgcao do hospedeiro auxotréopico podem estar presen-
tes sobre o genoma de B. amyloliquefaciens em posigbes completamente
diferentes ou podem mesmo estar faltando em geral. Também, deve ser le-
vado em consideracao que as regides a montante e a jusante do gene gpsA
podem codificar fungdes na cepa hospedeira que sao essenciais para o hos-
pedeiro. Para B. subtilis, genes com fungdes desconhecidas sdo descritos a
montante e a jusante, enquanto que nao ha informagao sobre genes adja-
centes para B. amyloliquefaciens. Assim, & aconselhavel manter completa-
mente as regides adjacentes ao gene gpsA para B. subtilis e também para
B. amyloliquefaciens e outros Bacilli de modo a nao destruir fungbées desco-
nhecidas e, assim, complementaveis, do genoma. Uma delegcdo completa,
mas possivelmente precisa do gene gpsA que nao causa qualquer mutagao
ou desvio da rede de leitura nos possiveis genes adjacentes &, assim, aspi-
rada de acordo com a invengao.

Uma recombinagdo homdloga para a remogao precisa de um
gene cromossOmico ou fragmentos génicos obtera mais sucesso quanto
mais longas as regides homologas sdo (conforme Hamilton e outros, 1989,
J. Bacteriol. 171 (9) 4617-4622). Descobriu-se que as regidoes que flanquei-
am o gene gpsA de B. amyloliquefaciens mostram apenas uma identidade

de sequéncia de cerca de 84% para a regiao de cerca de 1,3 kbp a montante



10

15

20

25

30

18/37

e uma identidade de cerca de 69% para a regiao de cerca de 1,1 kbp a ju-
sante das regides correspondentes de B. subtilis - conforme descrito no ban-
co de dados SubtiList (Moszer e outros, 1995; 1998). A amplificacao das re-
gides de flanqueamento sobre o DNA cromossdmico da cepa hospedeira B.
amyloliquefaciens foi, assim, extremamente dificil, particularmente uma vez
que possivelmente regides homdlogas longas para a construgéo do vetor de
delecao tiveram de ser produzidas.

A delecao do gene de glicerina-3-fosfato desidrogenase sobre o
cromossoma do hospedeiro foi realizada, por exemplo, por meio de vetores
de plasmideo tendo uma origem de replicagdo que é sensivel a temperatura
ou nao funciona em Bacilli e nos quais as possiveis regides de DNA homo-
logas (flanqueamento) do gene a ser deletado foram adicionalmente inseri-
das (vetor de delecao). Uma inativagao reversivel, por exemplo, através de
integragéo de um elemento genético movel, por exemplo, um transposon, no
gene a ser inativado poderia, contudo, também ser concebivel.

Métodos para a inativagdo de genes através de um vetor de de-
lecéo sao descritos na publicagdo de Vehmaanpera e outros (1991, J. Biote-
chnol. 19, 221-240). A origem de replicacao desse vetor de delegédo é carac-
terizada por sua dependéncia da temperatura. Assim, é possivel selecionar
uma transformagdo com sucesso em baixa temperatura primeiro e, entdo,
exercer uma pressao de selecado para uma integragdo com sucesso através
de aumento da temperatura. Entao, a célula é curada pelo vetor compreen-
dendo a coépia do gene endégeno, de modo que nenhuma cépia funcional do
gene esta mais presente sobre o cromossoma. Nio restam quaisquer se-
quéncias de vetor, isto €, também, nenhum gene de resisténcia a antibiético,
na célula.

Portanto, a invencdo se refere a uma sequéncia de DNA que
codifica um polipeptideo com atividade de glicerina-3-fosfato desidrogenase
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de DNA ¢é selecionada de a) se-
quéncias de DNA compreendendo uma sequéncia de nucleotideo de acordo
com 1, b) sequéncias de DNA que compreendem uma sequéncia de nucleo-
tideo representada pelos nucleotideos 1338 a 2375 de SEQ ID NO: 1, c) se-
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quéncias de DNA que sao codificadas pelo plasmideo pTP01 com o mapa
de plasmideo de acordo com a Figura 4 e depositado sob o nimero de de-
pésito DSM 18890, d) sequéncias de DNA que codificam a sequéncia de
proteina de acordo com SEQ ID NO: 2, e) sequéncias de DNA que se hibri-
dizam com uma das sequéncias de DNA de acordo com a), b), c) ou d) sob
condigées estringentes, f) sequéncias de DNA que sao relacionadas as se-
quéncias de DNA/nucleotideo de acordo com a), b), c), d) ou e€) em virtude
da degenerancia do cédigo genético e g) fitas complementares as sequén-
cias de acordo com a) a f), bem como um polipeptideo com atividade de gli-
cerina-3-fosfato desidrogenase selecionado de a) um polipeptideo codificado
pela parte de codificagdo da sequéncia de DNA acima, b) um polipeptideo
tendo uma sequéncia de acordo com SEQ ID NO: 2 ou uma sequéncia deri-
vada da mesma que € obtenivel através de substituicdo, adicao e/ou delegao
de um mais aminoacidos da mesma, c) um polipeptideo tendo uma sequén-
cia que mostra pelo menos 77% de identidade aos aminoacidos 1 a 345 de
SEQ ID NO: 2, d) um polipeptideo que é codificado por uma sequéncia de
acido nucleico que se hibridiza, sob condigées estringentes, com (i) os nu-
cleotideos 1338 a 2375 de SEQ ID NO: 1, (ii) uma sequéncia parcial de (i) de
pelo menos 100 nucleotideos ou (iii) uma fita complementar de (i) ou (ii), e)
uma variante do polipeptideo com SEQ ID NO: 2 compreendendo uma subs-
tituicdo, delecao e/ou insergdo de um ou mais aminoacidos, f) variantes alé-
licas das sequéncias de aminoacido a) a e).

A invencao ainda se refere ao uso da sequéncia de DNA para a
producgédo do sistema de expressao de acordo com a invengao. Foi surpre-
endente descobrir que uma sequéncia de DNA derivada de B. amyloliquefa-
ciens que codifica um polipeptideo com atividade de glicerina-3-fosfato desi-
drogenase € particularmente vantajosa na produgdo do sistema de expres-
sao de acordo com a invengao.

Com relagao as sequéncias reivindicadas, o grau da identidade
de sequéncia é, de preferéncia, analisado determinando o nimero de resi-
duos da sequéncia mais curta envolvida na comparagao e tendo uma contra-

parte "correspondente” na outra sequéncia. Para fins da presente invencio,
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a identidade €&, de preferéncia, determinada de uma forma conhecida per se
usando os algoritmos usuais. De acordo com a inveng¢ao, apenas 0s nucleo-
tideos que codificam as proteinas maduras ou os aminoacidos das respecti-
vas proteinas maduras sao usados para uma comparag¢ao. De acordo com a
invencao, contra-partes de sequéncia similares, de preferéncia idénticas,
foram detectadas como sequéncias homélogas por meio de programas de
computador conhecidos. Um exemplo de tal programa é o programa Clone
Manager Suite, o qual compreende a parte de programa Align Plus e & dis-
tribuido pela Scientific & Educational Software, Durham, NC, EUA. Uma
comparagao de duas ou mais sequéncias de DNA ou aminoacido, conforme
definido acima é, desse modo, realizada sob a opgéao local alignment de a-
cordo com o método FastScan — MaxScore ou de acordo com o método de
Neeldeman-Wunsch, mantendo os valores-padrao. Para calcular a identida-
de, a versao do programa "Clone Manager 7 Algin Plus 5" com as fungdes
"Compare Two Sequences/Local/Fast Scan-Max Score/Compare sequences
as DNA bases" ou, para aminoacidos, "Compare Two Sequences/Local/Fast
Scan-Max Score/Compare sequences as Amino Acids" & especialmente u-
sada de acordo com a invengao. Algoritmos disponiveis das seguintes fontes
foram, desse modo, usados: Hirschberg (1975, Commun. Assoc. Comput.
Mach. 18, 341-343); Myers e Miller (1988, CABIOS 4, 11-17); Chao e outros
(1992, CABIOS 8, 481-487).

A invencao ainda se refere a adi¢ao e/ou delegao de moléculas
dos polipeptideos acima com atividade de glicerina-3-fosfato desidrogenase.
Assim, um polipeptideo modificado de acordo com a invengao com atividade
de glicerina-3-fosfato desidrogenase pode ser obtido através da adigao de
outras sequéncias na extremidade N-terminal e/ou C-terminal ou na molécu-
la, pelo que os polipeptideos assim obtidos ainda mostram atividade de gli-
cerina-3-fosfato desidrogenase ou devem ser capazes de complementar as
cepas glicerina-3-fosfato desidrogenase-deficientes. Moléculas hibridas ten-
do outras propriedades vantajosas podem, desse modo, ser produzidas.

De acordo com a invengao, partes de sequéncia do polipeptideo

com atividade de glicerina-3-fosfato desidrogenase também podem ser dele-
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tadas mantendo a atividade de glicerina-3-fosfato desidrogenase. A muta-
¢ao, alongamento e reducao podem ser realizadas de uma forma conhecida
per se de acordo com métodos conhecidos per se na técnica.

A producéo de tais variantes é geralmente conhecida na técnica.
Por exemplo, variantes de sequéncia de aminoacido dos polipeptideos po-
dem ser produzidas através de mutacdo no DNA. Métodos para a mutagé-
nese e modificacdo de sequéncia de nucleotideo sdao bem conhecidos no
estado da técnica (conforme, por exemplo, Kunkel, 1985, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82, 488-492, Kunkel e outros, 1987, Methods Enzymol. 154, 367-
382, Patente U.S. N° 4873192, Walker e Gaastra (ed.), 1983, Techniques in
Molecular Biology, Mac Millan Publishing Company, New York). Referéncias
sobre substituicdo de aminoacido adequada que nao afeta a atividade biolo-
gica da proteina de interesse podem ser encontradas no modelo de Dayhoff
e outros (1978, Atlas of Protein Sequence and Structure. Natl. Biomed. Res. .
Found., Washington D.C.). Substituicées conservativas, tal como a substitui-
¢ao de um aminoacido por outro tendo propriedades similares sao preferi-
das. Essas substituicdes podem ser divididas em 2 grupos principais com 4
subgrupos juntos e uma substituicio em cada subgrupo é referida como
substituicdo conservativa a qual, de preferéncia, nao afeta a atividade ou

duplicacao da proteina.

Alifatico Nao-polar GAP
ILV
Polar e ndo carregado CSTMNQ
polar e carregado DE
KR
Aromatico HFWY

Os termos "proteina”, "peptideo” e "polipeptideo” sao essencial-
mente usados de modo permutavel. Um polipeptideo ou enzima tendo ativi-
dade de glicerina-3-fosfato desidrogenase € referida como uma enzima que
catalisa a reducdo NAD(P)H-acoplada de di-hidroxiacetona fosfato em glice-
rina-3-fosfato. A atividade de glicerina-3-fosfato desidrogenase pode ser de-

terminada usando qualquer método de teste conhecido per se no qual um
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desses substratos ou produtos € usado (Morbidoni e outros, 1995; Bergme-
yer, 1970, Methoden der enzymatischen Analyse. Verlag Chemie, 426-227).

A invencgao ainda se refere a sequéncias de DNA que codificam
um polipeptideo com atividade de glicerina-3-fosfato desidrogenase compre-
endendo mutac¢des, modificacées ou variagdes da sequéncia de acordo com
SEQ ID NO: 1. Além disso, a invengao também se refere a sequéncias que
hibridizam, sob condi¢des relaxadas ou estringentes, com as sequéncias
acima. Condigdes estringentes sao: hibridizagdo a 65 °C, 18 h em solugcéao
de sulfato de dextrano (GenescreenPlus, DuPont), entao, lavagem dos filtros
durante 30 min cada, primeiro com 6 x SSC, 2 x SSC, 2 x SSC, SDS a 0,1%
e, entdo, com 0,2 x SSC a 65 °C (métodos de deteccao e transferéncia de
membrana, Amersham).

Além disso, a invengao também se refere a sequéncias de DNA
que sao relacionadas as sequéncias acima de acordo com a invengao em
virtude da degenerancia do cédigo genético, bem como variantes alélicas
das mesmas. A degenerancia do cédigo genético pode resultar de degene-
rancia natural ou de um uso de cédon especialmente selecionado. Variantes
alélicas que ocorrem naturalmente podem ser identificadas usando técnicas
bem conhecidas de biologia molecular tal como, por exemplo, a reagao em
cadeia de polimerase (PCR), técnicas de sequenciamento e técnicas de hi-
bridizagao.

Uma sequéncia de DNA que codifica um polipeptideo de acordo
com a invengao pode ser usado para ser deletado em quaisquer células
hospedeiras e é subsequentemente tornada disponivel novamente sobre o
plasmideo que também traz o gene de interesse. Apos a delecao/inativacao
do gene de glicerina-3-fosfato desidrogenase, as células hospedeiras sao
caracterizadas pela falta da fungao essencial da glicerina-3-fosfato desidro-
genase.

O tipo de construcao de cepas hospedeiras auxotropicas de a-
cordo com a invengéao, conforme descrito aqui, torna possivel usar uma cepa
de micro-organismo auxotropica produzida, o gene de glicerina-3-fosfato de-

sidrogenase cromossdmico da qual foi inativado, para novas transformacoes
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continuas com vetores de complementacdo similarmente construidos os
quais, a cada vez, proporcionam a mesma fungao curando o defeito génico
mas trazem, cada um, diferentes genes para que outros polipeptideos de
interesse sejam produzidos. Assim, um sistema de produc¢ao muito pratico e
versatilmente utilizavel é proporcionado.

E a finalidade do sistema manter um elemento genético que é
necessario para a produgdo de um polipeptideo de interesse sem pressao
de selec¢éo por antibiético estavel durante mais ou muitas geragdes e manté-
lo em um alto nimero de cépias na célula. Esse elemento é o plasmideo que
traz ndo apenas o gene de glicerina-3-fosfato desidrogenase, mas também o
gene para o polipeptideo a ser produzido.

A manuteng¢ao dessa pressao de selecao € de vantagem para o
armazenamento das cepas de produgdo recombinantes. A estabilidade ine-
rente do sistema, contudo, é suficiente para manter o alto nUmero de copias
no processo de produgao e, assim, assegurar alta produtividade.

Em consequéncia da alta estabilidade inerente, o sistema per-
manece estavel mesmo sem a aplicagdo de pressao de selegao, isto é,
mesmo se crescido em meio industrial (o qual pode conter tragos de gliceri-
na) na cultura principal, o rendimento do polipeptideo-alvo nao diminui du-
rante o tempo de cultivo, isto &, o vetor de complementacao é mantido esta-
vel na célula.

De interesse particular sdo sistemas de expressiao de acordo
com a invenc¢ao que sao dirigidos a determinados produtos produzidos atra-
vés da cultura de micro-organismos, particularmente polipeptideos ou prote-
inas tais como, por exemplo, enzimas hidroliticas ou oxidoreductases, parti-
cularmente de preferéncia alfa-amilases, beta-amilases, amilases maltogéni-
cas, CGTases, xilanases, alfa-galactosidases, beta-galactosidases, fosfo-
lipases, fosfatases, fitases, endoglucanases, particularmente endo-beta-1,4-
glucanases, endo-beta-1,3(4)-glucanases, endo-1,2-beta-glucanases e en-
do-1,3-alfa-glucanases, celulases, xilosidases, galactanases, particularmente
arabinogalactan-endo-1,4-beta-galactosidases e arabinogalactan-endo-1,3-

beta-galactosidases, enzimas de degradacao de pectina, particularmente
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pectinases, esterases de pectina, pectinilases, poligalacturonases, arabana-
nases, rhamnogalacturonases, rhamnogalacturonanacetil esterases, rham-
nogalacturonan-alfa-rhamnosidases, liases de pectato e alfa-galacturoni-
dases, mananases, beta-manosidases, acetil esterases de manana, acetil
esterases de xilana, outras xilanases, arabinoxilanases, enzimas proteoliti-
cas, tais como proteases e peptidases, enzimas lipoliticas, tais como lipases,
digalactosil-diglicerol-esterases e cutinases e outras enzimas, tais como la-
cases e transglutaminases.

Portanto, o uso de um sistema de acordo com a invencao em
métodos industriais, principalmente para produgao de proteina, é de impor-
tancia particular. Métodos para a produgdo de uma proteina através de culti-
vo de células de uma cepa de micro-organismo sao geralmente conhecidos
no estado da técnica se o plasmideo é baseado em uma pressao de sele-
¢ao, porque ela pode ser estabelecida por antibi6ticos.

A invencao ainda se refere a um método para a produgao de um
polipeptideo de interesse usando o sistema de expressio de acordo com a
invengao.

Métodos de produgdo de proteina caracterizados pelo fato de
que a proteina de interesse é secretada no meio adjacente sao de importan-
cia particular. O processamento do produto obtido é aqui significativamente
aliviado. Contudo, também é possivel uma alternativa de acordo com a in-
vengao para solubilizar as respectivas células que produzem a proteina sub-
sequente a producgao real e, assim, obter o produto.

E um aspecto particularmente vantajoso que uma série de micro-
organismos relacionados seja obtida realizando sempre o mesmo tipo de
inativagado e cura mas fornecendo, sobre o vetor de cura, outro gene que
codifica outro polipeptideo de interesse de cada vez. Dessa forma, um sis-
tema desenvolvido com sucesso pode ser transferido para inumeraveis ou-
tros processos de fabricacao.

Figuras
As figuras em anexo explicam a inveng¢ao em mais detalhes. Sao

mostrados na:
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Figura 1: sequéncia de DNA do gene gpsA com regides de flan-
queamento de Bacillus amyloliquefaciens; SEQ ID N° 1 (em italico: gene gp-
SA, italico/negrito: RBS putativa, negrito: terminador putativo)

Figura 2: sequéncia de aminoacido codificada pelo gene gpsA
de acordo com a Figura 1, SEQ ID N° 2

Figura 3: alinhamento da sequéncia de DNA de acordo com a
Figura 1 com outras regiées gpsA de Bacillus conhecidas (B. amyloliq.: Ba-
cillus amyloliquefaciens RH 1330; B. subtilis: Bacillus subtilis 168; B. lichenif
Bacillus licheniformis ATCC 14580).

Figura 4: mapa do plasmideo pTP0O1 com o gene gpsA deposita-
do.

Figura 5. mapa de plasmideo do plasmideo de deleciao (ALF:
regiao localizada a montante do gene gpsA sobre o cromossoma de B. am-
yloliquefaciens RH 1330; ARF: regiao localizada a jusante do gene gpsA so-
bre o cromossoma de B. amyloliquefaciens RH 1330; ermC: o gene ermC
codifica uma adenina-metilase que proporciona resisténcia contra eritromici-
na).

Figura 6: mapa de plasmideo do pIK91.

Figura 7: mapa de plasmideo do vetor pTP15 usado para a ex-
pressao do polipeptideo.

O plasmideo pTP01 da Figura 4 e a cepa RH 1626 foram depo-
sitados no DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultu-
ren GmbH, Mascheroder  Weg 1B, 38124 Braunschweig;
http://www.dsmz.de) em 22/12/2006 ou em 18/12/2006 sob os nimeros DSM
18890 e DSM 18878. Bacillus amyloliquefaciens RH 1626, o qual foi deposi-

tado sob o nimero DSM 18878, é uma cepa recipiente com uma delecao de
gpsA e sem plasmideo. O depdsito DSM 18890 se refere a Bacillus subtilis
RH 1632, o qual traz do plasmideo pTPO1.

Os exemplos abaixo explicam a invengiao em mais detalhes.
Exemplos

Os trabalhos moleculares-biolégicos foram realizados de acordo

com meétodos-padrao tais como, por exemplo, descrito no manual de Sam-
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brook e Russell (2001, Molecular cloning. Cold Spring Harbour Laboratory
Press). Os kits e enzimas usados foram aplicados de acordo com a especifi-
cacao do respectivo fabricante.

Exemplo 1: Isolamento do gene gpsA de Bacillus amyloliquefaciens

Para isolar o gene gpsA, DNA cromossémico de Bacillus amylo-
liguefaciens (cole¢do de cepa AB Enzymes GmbH) foi preparado por meio
do QIAGEN DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden) e o gene gpsA foi amplifica-
do através de PCR. Iniciadores que se hibridizam a montante e a jusante do
gene gpsA foram aqui usados, de modo que o gene foi completamente am-
plificado. Os iniciadores foram derivados das sequéncias das regides de
flanqueamento do gpsA determinadas através de sequenciamento no Exem-
plo 2a). Os seguintes iniciadores foram usados para a amplificacao:

SEQ ID N° 3: AL_1198 gctgttaagccgccgagcttegttg

SEQ ID N° 4: AR_180C taatcccatagcaccaagcgcaaaccac

O fragmento de DNA contendo 1591 bp foi completamente se-
quenciado através do método de acordo com Sanger e outros (1977, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463-5467). Os iniciadores de sequenciamento u-
sados sao listados na Tabela 1.

Tabela 1: Iniciadores usados para o sequenciamento completo do gene gp-

sA de Bacillus amyloliquefaciens

SEQ ID NO. iniciador sequéncia
3 AL_1198 gctgttaagccgccgagcttcgttg
4 AR_180C taatcccatagcaccaagcgcaaaccac
5 TPA fw 1 cgacaaaagccattcgggaagtg
6 TPA fw 2 tccgcegtctatacaaatcecg
7 TPAfw 3 cgtaggcgatttaatcgtgac

O gene gpsA tendo 1035 bp de comprimento e a glicerina-3-
fosfato desidrogenase, assim, consistindo em 345 aminoéacidos é represen-
tado com as regides de flanqueamento de DNA na Figura 1.

Exemplo 2: Delecao do gene gpsA em Bacillus amyloliquefaciens

A eliminagdo do gene gpsA sobre o cromossoma de B. amyloli-

quefaciens foi realizada através de um vetor de dele¢ao. O procedimento é
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baseado na descricdo de Vehmaanpera e outros (1991). O plasmideo
PE194, o qual foi descrito na mesma publicacédo, foi selecionado como um
vetor para a delecao de gpsA. E a vantagem desse vetor que ele nio tem
origem de replicacao temperatura-dependente. A 28°C, o pE194 pode se
reproduzir na célula, de modo que, nessa temperatura, ele pode primeiro ser
selecionado para uma transformagao com sucesso. Subsequentemente, as
células que contém o vetor sdo incubadas a 46°C. Nessa temperatura, o ve-
tor ndo se reproduz mais e uma pressao de selecao é exercida sobre a inte-
gracao do plasmideo sobre uma das duas regides homoélogas (a montante e
a jusante do pgsA) no cromossoma. Uma outra recombinagcdo homoéloga so-
bre a outra regiao homoéloga (segunda), entao, leva a delegcao do gpsA. Uma
outra recombinagao da primeira regiao homéloga também seria possivel.
Aqui, o vetor se recombina do cromossoma novamente, de modo que o gene
gpsA cromossémico seria mantido.

A eliminacao do gene pgsA do genoma de Bacillus amylolique-
faciens RH 1330 compreende as seguintes etapas:
Etapa 1: Construcéo do vetor de delecao
Isolamento das reaides de ﬂanau_e&emm%mm;

20

25

30

ciens

O DNA cromossomico de B. amyloliquefaciens RH 1330 foi pre-
parado de acordo com uma especificagcdo por Sachse (em: Bertram e Gas-
sen, 1991, Gentechnische Methoden. Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, Jena,
New York, 99-100).

As regides de flanqueamento de pgsA de B. amyloliquefaciens
RH 1330 foram amplificadas sobre o DNA cromossémico através de PCR.
Uma vez que as sequéncias dessas regides de B. amyloliquefaciens nao
estavam disponiveis, diferentes iniciadores foram derivados da sequéncia
conhecida da regiao yphC-gpsA-yphE-yphF de B. subtilis (banco de dados
SubtiList (Moszer e outros, 1995; 1998), estado: 18/02/2002). Os iniciadores
foram colocados em regides de nao-codificacao (em B. subtilis) para evitar a
introdugcao de mutacgdes nos genes dentro das regides de flanqueamento do

gene gpsA. Em virtude da identidade de sequéncia particularmente baixa
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entre B. amyloliquefaciens e B. subtilis nessas regides de nao codificagdo, a
amplificagao das regides de flanqueamento do gene gpsA através de PCR
provou ser dificil e teve de ser realizada sob condigdes muito suaves (baixa
temperatura de anelamento, alta concentracao de modelo).

Os seguintes iniciadores foram usados para a amplificagao por
PCR da regiao localizada a montante do gene gpsA:
SEQ ID N° 8 ALF.Xba.fw aatgaaagcgtctagattgaaagg
SEQ ID N° 9: ALF.Kpn.bw catgtttgattggtacctttttattttc

O produto de PCR (ALF, 1,4 kbp) foi inserido no plasmideo p-
CR®2.1-TOPO® (Invitrogen, Carlsbad, EUA). O plasmideo resultante foi de-
nominado pCC1.

Os seguintes iniciadores foram usados para a amplificagdo por
PCR das regides localizadas a jusante do gene pgsA:
SEQ ID N° 10: ARF.Kpn.fw aagcgaaggtacccctctttg
SEQ ID N° 11: ARF. Xba.bw cctatttgaatatgacatctctagaaaatttc

O produto de PCR (ARF, 1,2 kbp) foi inserido no plasmideo p-
CR®2.1-TOPO®. O produto resultante foi denominado pCC2.

Incorporacéo das regides de flanqueamento de pgsA de Bacillus amyloligue-

faciens no vetor pE194

A regiao ALF foi isolada do plasmideo pCC1 cortado com Kpn /
e inserida no plasmideo pCC2 cortado com a mesma enzima de restricao.
As regides de flanqueamento do gpsA estao presentes "cabeca-para-cauda"”
no plasmideo pCC3 resuitante.

As regides de flanqueamento do gpsA foram isoladas do plasmi-
deo pCC3 através de restricdo com Pst | e Sac | e construidas no vetor
pE194 cortado com as mesmas enzimas de restricdo. O plasmideo de repli-
cacao temperatura-dependente pCC10 é um vetor de delecao. Ele foi con-
firmado através de andlise de restricao e sequenciamento.

Etapa 2. Transformacdo de B. amyloliquefaciens com o vetor de delecido e

delecido do gene gpsA no cromossoma

C. amyloliquefaciens RH 1330 foi transformado pelo vetor de

delecao através de protoplastos de acordo com o método descrito por Chang
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e Cohen (1979, Mol. Gen. Genet. 168, 111-115).

Consequentemente, a delegao do gene gpsA foi realizada de
acordo com o método descrito por Vehmaanpera e outros (1991). O vetor de
delecao foi primeiro integrado no cromossoma sob pressao por antibiético e
pressdo por temperatura através de recombinacao homoéloga de uma das
regides de flanqueamento do gene gpsA. Subsequentemente, as células
sem pressao de selecado foram crescidas através de eritromicina, o que per-
mitiu uma segunda recombinacao entre as duas cdpias da segunda regiao
homologa e levou a excisdo do vetor de delecao trazendo o gpsA. O gene
gpsA cromossomicamente codificado foi completamente removido do geno-
ma de Bacillus dessa forma.

Finalmente, as células nas quais os eventos de recombinagao
desejados ocorreram foram isoladas examinando as células com relagao a
sua sensibilidade a eritromicina e sua auxotropia para glicerina através de
crescimento sobre respectivas laminas de agar.

A cepa isolada de B. amyloliquefaciens RH 1330 A (gpsA) foi
denominada RH 1626. A auséncia do gene gpsA e a conservagao das regi-
Oes de flanqueamento no cromossoma desse cepa, bem como a auséncia
de genes de resisténcia a antibidtico e outras sequéncias do pE194, foram
confirmadas através de sequenciamento e Southern blot.

Exemplo 3: Construcio do sistema de expressiao recombinante

A construcao do sistema de expressao recombinante compreen-
deu as seguintes etapas:

Etapa 1: Insercdo do gene gpsA no derivado pUB110 através de xilanase de

B. amyloliquefaciens

O gene gpsA foi amplificado através de seu préprio sitio de liga-
cao ribossdmica (RBS) e seu préprio terminador de transcrigdo, comegando
a partir de DNA cromossomico de B. amyloliquefaciens. Os seguintes inicia-
dores foram usados para essa finalidade:

SEQ ID N° 12: ABa Ale fw cgaatccggcacgctigtggatttg

SEQ ID N° 13: ABa Sph bw ccgtcccatcattgcatgcgttatatttc

Os iniciadores foram construidos de modo que, a montante do
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RBS, um sitio de clivagem Ale | e, a jusante do terminador, um sitio Sph |,
fossem inseridos no produto de PCR. Subsequentemente, o fragmento de
PCR obtido péde ser clonado, através desses sitios de clivagem inseridos,
no vetor de expressao de xilanase plK91 (EP0585617) por tras do promotor
descrito por Zyprian e Matzura (1986) para pUB110. O vetor plK91, um deri-
vado de pUB110 (McKenzie e outros, 1986, Plasmid 15, 93-103;: McKenzie e
outros, 1987, Plasmid 17, 83-85), compreende o gene para a endo-p-1,4-
xalanase (xyl) de Bacillus subtilis, re-classificado como Bacillus amylolique-
faciens. O plasmideo pTP01 (representado na Figura 4) resultante da clona-
gem tem um tamanho de 7267 bp e ndo apenas traz os genes gpsA e xyl,
mas também um gene de resisténcia a canamicina e um gene de resisténcia
a bleomicina. A sequéncia do plasmideo pTP01 resultante foi confirmada
através de analise de restricdo e sequenciamento. Uma cepa de Bacillus
subtilis (1A 247, BGSC; genétipo: sacU(H), rpsL) foi transformada através do
pTPO01, pelo que células competentes (Bertram e Gassen, 1991, Gentech-
nische Methoden. Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, Jena, New York) foram
usadas para transformacgao. A cepa resultante foi denominada RH 1632.

A expressao de glicerina-3-fosfato desidrogenase ativa na cepa
de Bacillus trazendo pTP01 RH 1632 pdde ser verificada (contrario aos rela-
tos anteriores na literatura através de um teste de atividade enzimatica des-
crito por Morbidoni e outros (1995) e Bergmeyer (1970). Nesse teste de ati-
vidade, a alteragao da concentragdo de NADH durante a conversido NADH-
acoplada de di-hidroxiacetona fosfato em sn-glicerina-3-fosfato catalisada
pela glicerina-3-fosfato desidrogenase é fotometricamente monitorada. A
diminuicao na extingdo a 340 nm é proporcional a diminui¢ao na concentra-
¢ao do substrato. A cepa de Bacillus RH 1632 foi aqui crescida em um frasco
de agitacdo sobre meio de caldo LB (peptona a 1%, extrato de levedo a
0,5%, NaCl a 1%, agua corrente, ajuste do valor de pH para um pH de 7,2
antes da esterilizagao), as células foram coletadas através de centrifugacao
e solubilizadas por lisozima. O lisato de células foi usado para o teste de ati-
vidade de glicerina-3-fosfato desidrogenase. Usando uma glicerina-3-fosfato

desidrogenase analoga de musculo de coelho como padrao, pdéde ser mos-
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trado que a cepa de Bacillus trazendo plasmideo RH 1632 tem uma ativida-
de que esta em torno de unidades g' de massa celular umida maior
comparado com B. subtilis 1A 247. Assim, o gene epissomicamente codifi-
cado gpsA é também expresso no transformante adicional ao gene gpsA
cromossomicamente codificado.

Para revisar a complementacao da cepa de B. amyloliquefaciens
GpsA™ auxotrépica RH 1626 (Exemplo 2) através de pTPO01, a cepa RH 1626
foi transformada com o plasmideo pTP0O1 através de protoplastos (corres-
pondendo a Chang e Cohen, 1979). A selecao dos transformantes foi reali-
zada através de selecao com antibidtico sobre laminas de agar TYE, suple-
mentadas com xilano e canamicina (peptona a 1%, extrato de levedo a
0,5%, NaCl a 0,8%, xilano a 1%, 10 g/l de canamicina). A complementacao
da cepa de B. amyloliquefaciens auxotrépica através de pTPO1 foi verificada
através do cultivo sobre meio minimo (sal Spizizen (Anagnostopoulos e Spi-
zizen, 1961, J. Bacteriol. 81/5), 741-746) com glicose a 0,7% e glutamina a
0,4%, agua purificada pelo Millipore Water System, valor de pH em um pH
de 7,2 antes da esterilizacao) sem a adicao de glicerina ou G3P.

Etapa 2: Delecdo dos genes marcadores de antibibtico

Os genes de resisténcia a antibiético kan e ble foram removidos
do plasmideo pTP01 (Exemplo 3, etapa 1) através de amplificagao do plas-
mideo completo sem genes kan e ble através de PCR. Iniciadores que inse-
riram um sitio de clivagem Sac Il no produto de PCR em cada extremidade
do produto de PCR foram usados para essa finalidade:

SEQ ID N° 14: pT ble kan Sac fw gctaaaatctattaticcgeggticagcaatcgg
SEQ ID N° 15: pT kan ble Sac bw gtccattcactatccgcggtcccttttcag

O produto de PCR foi cortado com Sac Il e o produto de restri-
cao foi religado. Protoplastos da cepa BGSC 61106 de B. subtfilis (gol (= gp-
sA) metC trpC2. Morbidoni e outros, 1995) foram transformados através do
produto de ligagdo. A cepa BGSC 61106 atuou como um hospedeiro inter-
mediario. Uma transformacéo direta do produto de ligagdo na cepa transfor-
mante de B. amyloliquefaciens GpsA™ auxotrépica RH 1626 (Exemplo 2) nao

foi possivel. A selecao dos transformantes de Bacillus foi realizada sobre
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laminas de agar consistindo em sal Spizizen, glicose a 0,7% e glutamina a
0,2%. O plasmideo de 5864 bp resultante foi confirmado através de mapea-
mento e sequenciamento e foi denominado pTP15 (Fig. 7).
Etapa 3: Preparacéo de um sistema de expressao recombinante

O isolamento do plasmideo pTP15 de B. subtilis BGSC 61106 foi
realizado através do QIAGEN Plasmid MiniprepKit. A cepa de B. amylolique-

faciens RH 1626 (AgpsA; Exemplo 2) foi transformada, através de protoplas-
tos, através do plasmideo pTP15. O sistema de vetor/hospedeiro resultante,
o qual é sem a presenga de genes de resisténcia a antibidtico e sem antibi6-
ticos no meio de cultura, foi registrado sob o nimero RH 1810 na colegéo de
cepas AB Enyzmes. A complementacdo da cepa de B. amyloliquefaciens
auxotropica pelo pTP15 foi verificada através de cultivo sobre meio minimo
(sal Spizizen com glicose a 0,7% e glutamina a 0,4%, agua purificada pelo
Millipore Water System, valor de pH em um pH de 7,2 antes de esteriliza-
¢ao). RH 1810 cresce sobre meio minimo em oposicdo a RH 1626. A ausén-
cia do gene gpsA sobre o DNA cromossémico de RH 1810 foi verificada a-
través de PCR através do uso de iniciadores, as sequéncias dos quais sdo
derivadas das regides de flanqueamento do gene gpsA. Os seguintes inicia-
dores foram usados para a verificagao:
SEQID N°16: A 313 gaaggtgtgacgtctgcggatgaa
SEQ ID N°4: AR _180C taatcccatagcaccaagcgcaaaccac
Para examinar a expressao do gene xy/ de RH 1810, a atividade
de xilanase foi determinada no sobrenadante de cultura. A cepa de Bacillus
no frasco de agitagéo foi crescida sobre diferentes meios em dois estagios.
Na primeira etapa, o crescimento foi realizado sob pressao de selecéo sobre
meio minimo (sal Spizizen com glicose a 0,7% e glutamina a 0,4%, agua
purificada pelo Millipore Water System, valor de pH em um pH de 7,2 antes
da esterilizagao). Na segunda etapa, o meio complexo foi inoculado com 5%
da primeira cultura. O meio correspondia a seguinte composigcao: Glucidex
12 a 9%, p6 de sabugo de milho a 2%, (NH4),HPO4 a 1,32%, MgSO, * 7 H,0O
a 0,05%, CaCOs3 a 0,5%, agua corrente, ajuste do valor de pH para um pH

de 8,0 antes da esterilizagao. Os sobrenadantes de cultura obtidos ap6s 48
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horas de incubagao foram usados para determinar a atividade de xilanase de
acordo com o método abaixo.

Os fragmentos de xilano liberados pela clivagem enzimatica de
xilano foram fotometricamente determinados a 412 nm. 1 unidade se refere a
quantidade de enzimas que libera o equivalente de 1 umol de xilose através
de clivagem de xilano dentro de um minuto a 30 °C sob condigdes-padrao.
As diluigbes de enzima sado preparadas com solugdo tampao de acetato de
sodio a 0,04 M, pH de 4,5. O lote de reagao para o valor principal consiste
em 0,75 ml de uma solugao de xilano de spelt de aveia a 0,5% em tampao
de acetato de soédio a 0,04 M, pH de 4,5 e 0,25 ml de solugdo enzimatica
diluida correspondentemente. Com relagdo ao valor de placebo, 4 ml de uma
solugao de hidrazida de acido p-hidroxibenzoico a 0,5% (PAHBAH, company
Janssen Chimica), Titriplex Il a 0,465% (EDTA, companhia Merck) foram
adicionados a NaOH a 0,5 M antes da adigao da solugdo enzimatica para
cessar a reagao.

Ap6s a incubagao de 20 min a 30°C, a reagdo enzimatica no va-
lor principal é cessada através da adicdo de 4 ml da mesma solugdo confor-
me para o valor de placebo e o desenvolvimento da cor & obtido através de
incubagao a 75°C durante 30 min. A avaliagao é conduzida através de cali-
bracdo com uma curva de calibragao na qual xilose é usada como padrao.

Com relacéo a determinagao dupla das atividades de xilanase
dos sobrenadantes de cultura de RH 1810, as atividades de 153,4 XylH g™ e
151,1 XylH g* foram medidas. Assim, a producao de xilanase isenta de gene
de resisténcia a antibiético mostrou, no frasco de agitagao, uma maior produ-
tividade do que a produgdo com RH 6000 na qual canamicina foi usada co-
mo pressao de selecdo. Em comparagao, a cepa de Bacillus recombinante
RH 6000 (RH 1330::pIK91) obteve, no frasco de agitagao, uma atividade de
xilanase de apenas 57,8 XylH g™ (EP 0585617 B1).

Exemplo 4: Determinacdo da estabilidade do sistema

Para determinar a estabilidade genética do plasmideo trazendo
gpsA-xyl nas células de B. amyloliquefaciens GpsA’, a cepa RH 1810 obtida de

acordo com o Exemplo 3 foi examinada em um experimento com frasco de agi-
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tacdo sem pressao de sele¢do em meio liquido. Uma precultura de RH 1810 foi
crescida sob pressao de selec¢ao para essa finalidade, isto €, um meio no qual o
B. amyloliquefaciens auxotropico ndo pode crescer e no qual nem glicerina nem
G3P nem edutos de glicerina ou G3P sao acessiveis para a cepa de Bacillus foi
usado. O crescimento foi realizado em um frasco de agitagdo de Erlenmeyer de
150 ml com 20 ml de meio a cada vez. O meio da precultura consistia na se-
guinte composicao: sal Spizizen + Glucidex 12 a 7% — hidrolisato de caseina a
2% (valor de pH em um pH de 7,2). A primeira precultura foi incubada durante
16 h e, a partir da mesma, a segunda precultura foi inoculada com a mesma
composi¢cao de meio. Apés 8 horas de incubacgao, a cultura principal foi inocu-
lada a partir da mesma. O crescimento sem pressao de selecao foi realizado
em um frasco de agitacdo de Erlenmeyer de 1 | com 150 ml de meio com com-
posi¢cdo, cada: Glucidex 12 a 9%, p6é de sabugo de milho a 2%, (NH,);HPO, a
1,32%, MgSO4 * 7 H,0 a 0,05%, CaCO3; a 0,5%, agua corrente, ajuste do pH
para um valor de pH = 8,0 antes da esterilizagdo. Nesse meio, um crescimento
da cepa de Bacillus GpsA™ sem o plasmideo de complementacdo pTP15 (E-
xemplo 3: etapa 2) € possivel. Apés 8 a 16 horas, a cultura foi, cada uma, supe-
rinoculada a 5% em dois frascos de Erlenmeyer com meio fresco, pelo que um
frasco foi usado para a superinoculagao do frasco seguinte e, no outro dos fras-
cos, a atividade de xilanase do sobrenadante de cultura foi determinada apés
24 horas de incubagao. Ele foi cultivado durante cinco dias e noites; as culturas
principais foram, desse modo, superinoculadas quatro vezes. Apds cada térmi-
no de cultura, o niimero total de células por ml de meio foi determinado como
sendo capaz de controlar a estabilidade do plasmideo pTP15 em RH 1810. O
resultado é mostrado na Tabela 2.

Tabela 2: Estabilidade de plasmideo nos transformantes trazendo pTP15 de

células de B. amyloliquefaciens GpsA” RH 1626, verificada com base na ati-

vidade de xilanase pelo nimero de geracio

RH 1810: Bacillus amyloliquefaciens A(gpsA).:.pTP15

Duragao acumulada | Numero de superino- | Nimero de ge- | Atividade relati-
de cultivo da cultura | culagao da cultura racao va de xilanase
principal [h] principal [%]

24 1 8 100
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RH 1810: Bacillus amyloliquefaciens A(gpsA)::pTP15

Duragao acumulada | Namero de superino- | Niumero de ge- | Atividade relati-
de cultivo da cultura | culagao da cultura racao va de xilanase

principal [h}] principal [%]

40 2 12 96

48 3 16 97

64 4 21 111

72 5 25 111

Conforme mostrado no resultado da Tabela 2, a atividade de
xilanase sem presséao de sele¢do permanece estavel durante o periodo de 5-
vezes de uma fermentagdo normal. Isso se torna evidente pela atividade re-
lativa de xilanase para a primeira cultura sem pressao de sele¢cdo permane-
cendo constante e mesmo ligeiramente aumentando um pouco.

Exemplo 5: Producao de xilanase através de fermentacdo em um bioreator

com o sistema recombinante

a) Precultura

A cepa RH 1810 foi crescida sobre laminas de seleg¢ao (sal Spi-

zizen com glicose a 0,7%, glutamina a 0,4% agar a 1%, agua purificada a-
través do Millipore Water System, valor de pH a 7,2 antes de esterilizagao).
A incubacgao foi realizada a 37°C durante pelo menos 32 h.

12 precultura: um frasco de Erlenmeyer de 1 | com defletores
com 150 ml de meio foi inoculado com RH 1810 da lamina de agar. A solu-

¢ao nutriente tinha a seguinte composigao:

(NH4)>S0,4 2gl’
KoHPO4 149l
KH2PO, 6gl’
Citrato de Na3 x 2 H,0 1g1’
MgSO4 x 7 H,0 02gl’
Glucidex 12 70gl’
Hidrolisato de caseina 20g 1"

pH de 7,2; esterilizagao 30 min 121°C

A cultura foi incubada durante 16 horas a 37 °C enquanto se agi-
tava (150 rpm).
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22 precultura: frascos de Erlenmeyer de 1 | com defletores foram
enchidos com 150 ml da mesma composicdo e inoculados com 5% da pri-
meira precultura. O cultivo foi realizado a 37°C durante 8 horas.

b) Bioreator

Cultura principal: 20 | de uma solugao nutriente de:

Glucidex 12 90gl’
Pé de sabugo de milho 20g"
MgSO, x 7 H,0 059!
CaCO; 59l
(NH4),HPO, 13,2g I
pH = 7,2; esterilizagao 30 min 121°C

O bioreator é inoculado com 5% da 22 precultura. Condig¢ées de
cultura: 37 °C, ventilagdo de 0,5 vwm, agitacdo com 450 rpm, 48 horas. O
caldo de cultura foi clarificado através de centrifugacao e usado para a de-
terminacao de atividade de xilanase. No sobrenadante de cultura, uma ativi-
dade de xilanase de 166 XylH g™ foi medida.

c) Experimento de assadura

Uma massa foi preparada a partir de 100 partes em peso de fa-
rinha de aveia, 2 partes em peso de sal, 3 partes em peso de levedo de pa-
daria, 58 a 60 partes em peso de agua e 40 a 50 ppm (baseado no peso da
massa) de acido ascérbico em uma batedeira de massa (fabricada pela Di-
osna) durante 2 a 3 min no nivel 1 e durante 3 a 4 min no maior nivel, 11.
Antes de inicio do processo de amassamento, as respectivas quantidades
de enzimas foram adicionadas a agua. A temperatura da massa era de 25
°C-28 °C. Ap6s um repouso da massa de 10 min, a massa foi dividida em
pedacgos de massa de 350 g para produzir pao branco Aleméao ("freigescho-
benes Weillbrot"). Apés mais um repouso da massa de 20 min, os pedacos
de 350 g foram moldados, refinados durante 70 min a 32 °C e umidade rela-
tiva de 80% e assados durante 32 min a 230 °C.

ApGs eles terem esfriado, o volume dos paes foi medido por
meio de um instrumento TexVol BVM-L370 através de exploragao a laser. O

valor medio para todas os quatro paes a partir de um pedago de massa é
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considerado na avaliagéo.

Resultado dos experimentos de assadura

O sobrenadante de cultura de uma fermentagao de RH 1810, a
qual é realizada de acordo com as condi¢des descritas nos Exemplos 5a) e
b), foi usado para os experimentos de assadura. Paes que foram assados de
acordo com o procedimento explicado com a enzima produzida de acordo
com a invencao mostraram as seguintes propriedades:

Tabela 3: Série de concentracido com a xilanase assadura-ativa de RH 1810

produzida de acordo com a invencao comparado a xilanase produzida pela
cepa de Bacillus recombinante RH 6000 (EP 0585617 B1)

O volume dos paes as quais a xilanase assadura-ativa de RH
6000 foi adicionada é de 100%.

dosagem UXyl por 100 kg de farinha volume [%]
1800 101
3600 102
5400 99
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REIVINDICACOES

1. Sistema de expressado para a produgdo de um ou mais
polipeptideo-alvo/polipeptideos-alvo, caracterizado pelo fato de que compre-
ende uma célula hospedeira em cujo genoma a sequéncia de DNA que codi-
fica glicerina-3-fosfato desidrogenase é inativada ou parcial ou completa-
mente deletada, em que a delegcdo provoca a inativacdo da glicerina-3-
fosfato desidrogenase, e a qual € transformada por um elemento
extracromossdmico que compreende uma sequéncia de DNA que codifica
o(s) polipeptideo(s)-alvo e glicerina-3-fosfato desidrogenase, pelo que nao
apenas o genoma da célula hospedeira, mas também o elemento
extracromossdémico, nao trazem um gene de resisténcia a antibiotico.

2. Sistema de expressdo de acordo com a reivindicacao 1, ca-
racterizado pelo fato de que o elemento extracromossémico & um plasmideo,
um fago, fagemideo ou um transposon.

3. Sistema de expressao de acordo com a reivindicagao 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que o elemento extracromossémico compreende
uma sequéncia de DNA que corresponde a sequéncia de DNA que codifica a
glicerina-3-fosfato desidrogenase endogena da célula hospedeira, uma se-
quéncia de DNA que codifica uma glicerina-3-fosfato desidrogenase relacio-
nada ou uma glicerina-3-fosfato desidrogenase estranha.

4. Sistema de expressdo de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que a sequéncia de DNA que
codifica glicerina-3-fosfato desidrogenase esta sob o controle de um promo-
tor fraco.

5. Sistema de expressao de acordo com a reivindicagao 4, ca-
racterizado pelo fato de que o promotor fraco € o promotor localizado a mon-
tante do gene gpsA do plasmideo pUB110 na Figura 7.

6. Sistema de expressdo de acordo com a reivindicagao 4, ca-
racterizado pelo fato de que o promotor fraco € o promotor ptsH de B. subti-
lis.

7. Sistema de expressao de acordo com qualquer uma das rei-

vindicagbes 1 a 6, caracterizado pelo fato de que a sequéncia de DNA que
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codifica a glicerina-3-fosfato desidrogenase endogena é essencialmente de-
letada precisamente e sem mutagao ou desvio da rede de leitura nas regides
adjacentes.

8. Sistema de expressdo de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagbes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que a célula hospedeira é deri-
vada de uma célula bacteriana Gram-positiva.

9. Sistema de expressado de acordo com a reivindicagao 8, ca-
racterizado pelo fato de que a célula hospedeira é derivada de uma célula do
género Staphylococcus, Corynebacterium ou Bacillus.

10. Sistema de expressao de acordo com a reivindicagao 9, ca-
racterizado pelo fato de que a célula hospedeira é derivada de B. amyloli-
quefaciens, particularmente B. amyloliquefaciens RH 1626 depositado sob o
numero de deposito DSM 18878.

11. Sistema de expressao de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que a célula hospedeira é deri-
vada de uma célula bacteriana Gram-negativa.

12. Sistema de expressao de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes 1 a 11, caracterizado pelo fato de que o peptideo-alvo é selecio-
nado de enzimas hidroliticas, enzimas de degradacio de pectina, enzimas
proteoliticas ou enzimas lipoliticas.

13. Sistema de expressao de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagbes 1 a 12, caracterizado pelo fato de que a sequéncia de DNA que
codifica glicerina-3-fosfato desidrogenase é selecionada de:

a) uma sequéncia de nucleotideo de acordo com SEQ ID NO: 1,

b) uma sequéncia de DNA que codifica uma sequéncia de prote-
ina de acordo com SEQ ID NO: 2,

c) uma sequéncia de DNA que se hibridiza, sob condigbes es-
tringentes, a uma sequéncia de acordo com a) ou b) ou

d) uma sequéncia de DNA que é relacionada as sequéncias de
acordo com a), b) ou c¢) em virtude da degenerancia do cédigo genético ou

e) fitas complementares as sequéncias a) a d).

14. Método para a produgéo sem antibiotico de um polipeptideo-
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alvo, caracterizado pelo fato de que um sistema de expressdao como definido
em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 13, é crescido sob condi¢cbes para a

expressao do polipeptideo-alvo e, assim, o polipeptideo-alvo expresso € iso-

lado.
15. Uso de um sistema de expressdo como definido em qualquer

uma das reivindicagdes 1 a 13, caracterizado pelo fato de que é para a pro-

ducao sem antibidtico de um polipeptideo-alvo.
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aagggtacta
gggaaaatcc
tagaagatac
tggctgaatt
agacgagccg
acgaggctga
tctgcggatg
cgtattagcc
atgactttta
cacggtttag
aaacattccg
tcggeegecee
gaagagcggg
ggatacggceg
cgggaatgag
gtgctgcggg
gctgaatgca
acgcccatga
gccgttgata
ggagcatttc
tgacgacaaa
gaaaaccact
ggatgcggtc
aaatttatta
tttgtcaacg
daaccgaatc
ttgcaagagce
caatgcttgg
gataacggac
tcaaatcaac
tatcaagtte
gctgacttea
gaaaaaggct
gcaagggaat
gaggagctgc
gagccacgct
cttcaaaaaa
cagcatttce

gggagcgtta

_igggatacgg

gaaatcgcca
cggcctgacce
cccgaaactyg
gctgtectgg
agctgcegtat

tgggtaaacc
acaatcttta
cccecggagtg
atgattttaa
tttctgacac
tgtgatcatc
aagaagtggc
gttaataaat
tgcgctcegge
gattgggaga
gagacgaagt
gaatgtcgga
ttatcgtgag
ttcacttaca
aaaaaagggt
cgttaaaagc
gaagaaggca
agccgggaaa
aggacgagcg
caatttctcg
gcggattcat
ctctecgegt
gccatgaatc
tgcgactcaa
atccggaact
cgggacgctt
daagaaaataa
agcgggaage
atcaagtcat
gaactgcatg
tatcateggg
tcattgtgge
ctgccgtaca
tgagcecggat
ctgaggagta
gaggaagtcg
tatcaaggcet

gcgtetatac:

aaaaatatca
agataatgca
gacteggcac
ggcgtaggcg
gcgegeegge
ataagatggg
cagctgtcte

117

FIG. 1

tgtcgtagcce
accggattgc
acgcgggacc
cctgattgat
agatccgcca
tttatggtga
aaaaatactg
tagataatac
tttggagaac
tttgctcegat
acagtgatga
aaatcatccc
caacgtagcc
atcagcagga
aaagtatatg
cattgaccgc
tccttgagcea
gccgtcegtcea
cacgatgaaa
attatgegcec
acactcatgc
gcagacaaat
cgactccgac
gtcgetgtta
gatgcatttt
tecggatttga
aaaggtgtga
tggggcactg
gatgtgggga
aaaacaaaga
acagccgatt
agtaccgaca
tccegaaaca
tegcettetee
cagaaaagac
gattaagaca
gcagaagcgg
aaatcccgat
tcgeicttge
aaagcggcct
aaagatgggce
atttaatcgt
aacctgctecg
gatggttgtt
aaaaatatca

attgtcggaa
gggtgaaaga
ggatatacag
acgggcggaa
gcaggctgaa
acggccgcga
taccggacga
Cgaaatgaga
cgtatccgat
gcttgtgecg
tgtcgttcaa
ttgtcaatgce
ggaacgacta
atttgtaatc
aaacaacaga
tcagacgtcg
ggacaagcgg
ttatcgtaaa
gaatttgaac
ggtgetgttt
ctgcgattat
atcttaaatg
gcacaacggc
agccgecgag
tcttatgaac
aggtacgcca
tacagagatg
cactttettt
cacecgtgecg
ttacctgceg
taagcgaggce
aaagcecattce
atcgattttt
gcatttcaga
atcgtegtge
cccgacgact
ttcaggattt
atgatcggtg
ageggggatt
taatcacccg
ggaaatccge
gacgtgtaca
gcaaaggata
gaaggcgtgce
ggtgaaaatg

gaccgaatgt
atttcaatag
ttcggcggaa
ttgatatcgg
atcgccatgg
aggtgtgacg
aaaaaccggt
gcgaacattt
ttcggggaca
agcattttaa
ttctgcctga
gatgctcggce
gagacgctgt
gttgacacgg
daaatacagt
tcggegttgt
atcgccggat
Caaatgggat
agaatattcg
atgtcggcac
taaagcgagt
atgtcatcat
tccegtetga
cttcegttgtt
gctttttaga
attaaaatat
aaaaaagtgg
agtgctggcet
aattgatcga
ggtgtggagce
tttaaaagga
gggaagtgct
gttcatgtca
attaatggag
tttcagggcece
gttacatcat
attcatgaac
ttgaaatagg
acagacggat
aggtcttget
tcacctttte
agecgtteatt
taagrtggaa
ggacgacgaa
ccgatcacag
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aagcgcttca
gaatccttaa
cacattcgaa
gaagtgacga
acatttgctg
actatagcat
tagtcaactt
tttttcaata
aatgaaatat
tggcattgat
gttgcggteg
gataaaagca
gattgatcgt
caaaaggggg
tggcggtgcet
gaaaataaag
ggatgaattt
atatgaaaac
gcgecccagat
aatgtaccaa
tggtcgatct
aaaatgtatc
aaaagggctg
cttcagtcaa
gctgacggag
gaaggaaaac
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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RESUMO

Patente de Invencao: "SISTEMA DE EXPRESSAO PARA A PRODUCAO
DE UM OU MAIS POLIPEPTIDEO-ALVO/POLIPEPTIDEOS-ALVO, USO
DO MESMO E METODO PARA A PRODUCAO SEM ANTIBIOTICO DE UM
POLIPEPTIDEO-ALVO".

A presente invencao refere-se a um sistema de expressao para
a produgédo de um ou mais polipeptideo-alvo/polipeptideos-alvo compreen-
dendo uma célula hospedeira em cujo genoma a sequéncia de DNA que co-
difica glicerina-3-fosfato desidrogenase é inativado ou parcial ou completa-
mente deletado e a qual é transformada por um elemento extracromossémi-
co que compreende uma sequéncia de DNA que codifica o(s) polipepti-
deo(s)-alvo e glicerina-3-fosfato desidrogenase, pelo que nao apenas o ge-
noma da célula hospedeira, mas também o elemento extracromossémico,
nao trazem gene de resisténcia a antibiético, bem como uma sequéncia de
DNA que codifica um polipeptideo com atividade de glicerina-3-fosfato desi-
drogenase caracterizado pelo fato de que a sequéncia de DNA é seleciona-
da de a) sequéncias de DNA que compreendem uma sequéncia de nucleoti-
deo de acordo com SEQ ID NO: 1, b) sequéncias de DNA que compreen-
dem uma sequéncia de nucleotideo representada pelos nucleotideos 1338 a
2375 de SEQ ID NO: 1, c¢) sequéncias de DNA que sao codificadas pelo
plasmideo pTP0O1 com o mapa de plasmideo de acordo com a Figura 4 e
depositado sob o nimero de depésito DSM 18890, d) sequéncias de DNA
que codificam a sequéncia de proteina de acordo com SEQ ID NO: 2, e) se-
quéncias de DNA que hibridizam, sob condigbes estringentes, a uma das
sequéncias de DNA de acordo com a), b), c) ou d), f) sequéncias de DNA
que estao relacionadas as sequéncias de DNA/nucleotideo de acordo com
a), b), c) ou d), f) sequéncias de DNA que sdo relacionadas as sequéncias
de DNA/nucleotideo de acordo com to a), b), c), d) ou e) em virtude da de-
generancia do codigo genético e g) fitas complementares as sequéncias de

acordo com a) af) e a proteina codificada pelas mesmas.



