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(57) Resumo: MUTANTES APERFEICOADOS DE GLICOSE
DESIDROGENASE SOLUVEL DEPENDENTE DE
PIRROLQUINOLINA QUINONAA presente invengdo descreve um
mutante de glicose desidrogenase solUvel dependente de PQQ (s-
GDH; EC 1.1.5.2) com especificidadeaperfeicoada a glicose em
comparagdo com maltose, apresentando uma substituigdo de treonina
na posigao 348 por glicina, alanina ou serina, na qual esse mutante
adicionalmente compreende pelo menos uma mutagdo para
aperfei¢oar a estabilidade do mutante e uma ou mais mutagdes para
aperfeigoar a afinidade do mutante por glicose, e/ou uma ou mais
mutagdespara aperfeicoar adicionalmente a especificidade do mutante
a glicose em comparagdo com maltose, e na qual a posi¢cdo 348
corresponde as posicdes de aminoacidos conhecidas seqliéncia do
tipo selvagem de s-GDH de A.calcoaceticus. Também descritos séo
genes que codificam esse mutante de s-GDH e diferentes aplicagdes
desses mutantes de s-GDH, particularmente para determinar a
concentragdo de glicose em uma amostra.

Diagrama esquematico do plasm’deo com
gene para s-GDH(pACSGDH)
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Relatério Descritivb da Patente de Invengdo para "MUTANTES
APERFEICOADOS DE GLICOSE DESIDROGENASE SOLUVEL DEPEN-
DENTE DE PIRROLQUINOLINA QUINONA"

A presente invengao refere-se a um mutante de glicose desidro-
genase soltvel dependente de PQQ (s-GDH; EC 1.1.5.2) com especificidade
aperfeicoada em relagao a glicose em comparagao com maltose, apresen-
tando uma substituicdo de treonina na posi¢gao 348 por glicina, alanina ou
serina, e na qual esse mutante adicionalmente compreende pelo menos uma
mutagdo para aperfeigcoar a estabilidade do mutante e uma ou mais muta-
¢Oes para aperfeigoar a afinidade do mutante por hexoses, por exemplo, pre-
ferencialmente glicose, e/ou uma ou mais mutagées para aperfeigoar adicio-
nalmente a especificidade do mutante a glicose em comparagdo com maito-
se, e em que essas posigées correspondem as posicdes dos aminoacidos
conhecidas da sequéncia do tipo selvagem s-GDH de A. calcoaceticus.
Também descritos sdo genes que codificam essa s-GDH mutante e diferen-
tes aplicagdes desses mutantes de s-GDH, particularmente para determihar
a concentragao de glicose em uma amostra.

Fundamento da Invencao

A determinagdo de concentragdo de glicose no sangue € exire-
mamente importante em diagnose ch’hica e no controle de diabetes. Aproxi-
madamente 150 milhdes de pessoas no mundo sofrem da doenga crénica
diabetes melito, um numero que podera dobrar por volta de 2025 de acordo
com a OMS (WHO). Embora diabetes seja imediatamente diagnosticada e
tratada, controle bem-sucedido a longo prazo exige ferramentas de diagnos-
tico de baixo custo que registrem rapida e precisamente concentragoes de
glicose no sangue. Glicose desidrogenases dependentes de PQQ (EC
1.1.5.2) catalisam uma reagdo em que glicose é oxidada a gliconolactona.
Consequlientemente, esse tipo de enzima é usado na medi¢do de agucar no
sangue. Uma dessas ferramentas é uma fita de diagnostico baseada na en-
zima soluvel glicose desidrogenase (s-GlucDOR, EC 1.1.5.2), uma enzima
que contém pirrolquinolina quinona originalmente derivada de Acinetobacter

calcoaceticus.
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Quinoproteinas usam quinona como co-fator para oxidar alcoois,
aminas e aldoses as suas lactonas, aldeidos e acidos alddlicos correspon-
dentes (Duine, J.A., Energy generation and the glicose desidrogenase path-
way in Acinetobacter (Geragdo de energia e o caminho da glicose desidro-

genase em Acinetobacter), in "The Biology of Acinetobacter" ("A Biologia de

Acinetobacter'), Nova lorque, Plenum Press (1991), pp. 295-312; Duine,
J.A., Eur. J. Biochem. 200 (1991) 271-284; Davidson, V.L., in "Principles and
applications of quinoproteins" ("Principios e aplicagdes de quinoproteinas"),
todo o livro, Nova lorque, Marcel Dekker (1993); Anthony, C., Biochem. J.
320 (1996) 697-711; Anthony, C. e Ghosh, M., Current Science 72 (1997)
716-727; Anthony, C., Biochem. Soc. Trans. 26 (1998) 413-417; Anthony, C.
e Ghosh, M., Prog. Biophys. Mol. Biol. 69 (1998) 1-22. Entre as quinoprotei-
nas, aquelas que contém o co-fator 2,7,9-tricarbdxi-1H-pirrol[2,3-flquinolino-
4,5-diona (PQQ) nao-covalentemente ligado constituem o maior sub-grupo
(Duine 1991, supra). Todas as glicose desidrogenases de quinona bacteria-
na ha muito conhecidas pertencem a esse subgrupo com PQQ como co-
fator (Anthony e Ghosh 1997, supra; Goodwin, P.M. e Anthony, C., Adv. Mi-
crobiol. Physiol. 40 (1998) 1-80; Anthony, C., Adv. in Phot. and Resp. 15
(2004) 203-225).

Dois tipos de glicose desidrogenase dependente de PQQ (EC
1.1.5.2) foram caracterizados em bactérias: uma é ligada a membrana (m-
GDH); a outra é (s-GDH) solivel. Ambos os tipos ndo compartitham qualquer
homologia significativa de sequéncias (Cleton-Jansen, A.M. e outros, Mol.
Gen. Genet. 217 (1989) 430-436; Cleton-Jansen, A.M. e outros, Antonie Van
Leeuwenhoek 56 (1989) 73-79; Oubrie, A. e outros, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 96 (1999) 11787-11791. Eles sao também diferentes em relagao tan-
to as suas propriedades cinéticas quanto as suas propriedades imunoldgicas
(Matsushita, K. e outros, Bioscience Biotechnol. & Biochem. 59 (1995) 1548-
1555). As m-GDHs sdo comuns em bactérias gram-negativas, s-GDHs, en-
tretanto, tém sido encontradas apenas no espago periplasmatico de cepas
de Acinetobacter, tal como A. calcoaceticus (Duine, J.A., 1991a; Cleton-
Jansen, A.M. e outros, J. Bacteriol. 170 (1988) 2121-2125; Matsushita e A-
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dachi, 1993) e A. baumannii (JP 11243949).

Por meio de busca em banco de dados de seqiéncias, duas se-
guéncias homoélogas a s-GDH de comprimento completo de A. calcoaceticus
foram identificadas in E.coli K-12 e Synechocystis sp.. Adicionalmente, duas
sequéncias incompletas homélogas a s-GDH de A. calcoaceticus foram tam-
bém encontradas no genoma de P. aeruginosa e Bordetella pertussis (Ou-
brie e outros, 1999 a, b, ¢c) e Enterobacter intermedium (Kim, C.H. e outros.,
Current Microbiol. 47 (2003) 457-461), respectivamente. As sequéncias de
aminoacidos deduzidas dessas quatro proteinas nao-caracterizadas sdo es-
treitamente relacionadas com s-GDH de A. calcoaceticus com muitos resi-
duos no sitio ativo putativo absolutamente conservados. Essas proteinas
homélogas provavelmente apresentam uma estrutura similar e catalisam
reacoes dependentes de PQQ similares (Oubrie e outros, 1999 a, b, ¢; Ou-
brie A., Biochim. Biophys. Acta 1647 (2003) 143-151; Reddy, S., e Bruice,
T.C., J. Am. Chem. Soc. 126 (2004) 2431-2438; Yamada, M. e outros, Bio-
chim. Biophys. Acta 1647 (2003) 185-192).

Verificou-se que s-GDHs e m-GDHs bacterianas possuem se-
quéncias bastante diferentes e diferente especificidade a substratos. Por
exemplo, A. calcoaceticus contém duas glicose desidrogenases dependen-
tes de PQQ diferentes, um designada m-GDH, que é ativa in vivo, e outra
designada s-GDH, em relagdo a qual apenas atividade in vitro pode ser mos-
trada. Cleton-Jansen e outros, 1988; 1989 a, b, clonaram os genes que codi-
ficam as duas enzimas GDH e determinaram as Seqﬁéncias de DNA desses
ambos os genes para GDH. Nao ha homologia ébvia entre m-GDH e s-GDH,
corroborando o fato de que m-GDH e s-GDH representam duas moléculas
completamente diferentes (Laurinavicius, V. e outros, Biologija (2003) 31-
34).

O gene para s-GDH de A. calcoaceticus foi clonado em E. coli.
Apés ser produzida na célula, a s-GDH translocaliza-se através da membra-
na citoplasmatica para o espago periplasmatico (Duine, J.A., Energy genera-
tion and the glicose desidrogenase pathway in Acinetobacter (Geragao de

energia e o caminho da glicose desidrogenase em Acinetobacter), in " The
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Biology of Acinetobacter', Nova lorque, Plenum Press (1991), pp. 295-312;

Matsushita, K. e Adachi, O., Bacterial quinoproteins glucose dehydrogenase
and alcohol dehydrogenase (Glicose desidrogenase de quinoproteinas bac-
terianas e desidrogenase alcodlica), in "Principles and applications of quino-
proteins” ("Principios e aplicagdes de quinoproteinas"), Nova lorque, Marcel
Dekker (1993) pp. 47-63). Como a s-GDH nativa de A. calcoaceticus, s-GDH
recombinante expressa em E.coli ¢ um homodimero, com uma molécula de
PQQ e trés ions célcio por monémero (Dokter, P. e outros, Biochem. J. 239
(1986) 163-167; Dokter, P. e outros, FEMS Microbiol. Lett. 43 (1987) 195-
200; Dokter, P. e outros, Biochem. J. 254 (1988) 131-138; Olsthoorn, A.J. e
Duine, J.A., Arch. Biochem. Biophys. 336 (1996) 42-48; Oubrie, A. e outros,
J. Mol. Biol. 289 (1999) 319-333; Oubrie, A. e outros, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 96 (1999) 11787-11791; Oubrie, A. e outros, Embo J. 18 (1999) 5187-
5194). s-GDH oxida uma ampla faixa de mono e dissacarideos as corres-
pondendentes cetonas que adicionalmente hidrolisam-se aos &cidos aldoni-
cos, e é também capaz de doar elétrons a PMS (metossulfato de fenazina),
DCPIP (2,6-diclorofenolino dofenol), WB (azul de Wurster) e ubiquinonas de
cadeias curtas tais como ubiquinona Q1 e ubiquinona Q2 (Matsushita, K. e
outros, Biochem. 28 (1989) 6276-6280; Matsushita, K. e outros, Antonie Van
Leeuwenhoek 56 (1989) 63-72), diversos receptores artificiais de elétrons tal
como metil sulfato de N-metilfenazénio (Olsthoorn, A.J. e Duine, J.A., Arch.
Biochem. Biophys. 336 (1996) 42-48; Olsthoorn, A.J. e Duine, J.A., Biochem.
37 (1998) 13854-13861) e polimeros eletrocondutores (Ye, L. e outros, Anal.
Chem. 65 (1993) 238-241). Em vista da alta atividade especifica de s-GDH a
glicose (Olsthoorn, A.J. e Duine, J.A., (1996), supra) e sua ampla especifici-
dade a receptores artificiais de elétrons, a enzima é bem adequada a aplica-
cOes analiticas, particularmente para ser usada em (bio)sensores ou fitas de
teste para determinagdo de glicose em aplicagées diagndsticas (Kaufmann,
N. e outros, Development and evaluation of a new system for determining
glucose from fresh capillary blood and heparinized blood in "Glucotrend”
(Desenvolvimento e avaliagdo de um novo sistema para determina¢ao de
glicose a partir de sangue capilar novo e sangue heparinizado em “Glicoten-
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déncia") (1997) 1-16, Boehringer Mannheim GmbH;, Woosuck, S. e outros,
Sensors and Actuators B 100 (2004) 395-402).

Oxidacdo de glicose pode ser catalisada por pelo menos trés
grupos de enzimas bastante distintos, isto é, por glicose desidrogenases de-
pendentes de NAD/P, por flavoproteina glicose oxidases ou por quinoprotei-
na GDHs (Duine, J.A., Biosens. Bioelectronics 10 (1995) 17-23). Uma auto-
oxidagao bastante lenta de s-GDH reduzida foi observada, demonstrando
que oxigénio é um receptor de elétrons muito pobre para s-GDH (Olsthoorn
e Duine, 1996). s-GDH pode doar eficientemente elétrons da quinona redu-
zida a mediadores tais como PMS, DCPIP, WB e ubiquinonas de cadeias
curtas tais como Q1 e Q2, mas ndo pode doar eficientemente elétrons dire-
tamente a oxigénio.

Fitas de teste e sensores tradicionais para monitorar nivel de
glicose no sangue, soro e urina, por exemplo, de pacientes diabéticos, usam
glicose oxidase. A eficacia da enzima € dependente da concentragao de oxi-
génio. Medigdes de glicose a diferentes altitudes com diferentes concentra-
¢bes de oxigénio no ar poderao levar a resultados falsos. A maior vantagem
de glicose desidrogenases dependentes de PQQ é sua independéncia de
oxigénio. Essa importante caracteristica €, por exemplo, discutida in US
6.103.509, em que algumas caracteristicas de GDH ligada a membrana fo-
ram investigadas.

Uma importante contribuicdo ao campo tem sido o uso de s-
GDH juntamente com mediadores apropriados. Métodos de ensaio e disposi-
tivos de fitas de teste baseados em s-GDH sao descritos em detalhes in US
5.484.708. Essa patente também contém informagéo detalhada sobre a con-
figuragcao de ensaios e a producdo de fitas de teste baseadas em s-GDH
para medi¢ao de glicose. Os métodos descritos na patente, bem como nos

documentos citados nela, sado incluidos aqui como referéncia.

Outras patentes ou pedidos relativos ao campo e que combre-
endem informacéao especifica sobre varias modalidades de aplicagao de en-
zimas com atividade de glicose desidrogenase sdao US 5.997.817, US
6.057.120, EP 0 620 283 e JP 11-243949-A.
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Um sistema comercial que utiliza s-GDH e um indicador que
produz uma mudanga de cor quando a reagao ocorre (Kaufmann e outros,
1997, supra) é o sistema Glucotrend® distribuido por Roche Diagnostics
GmbH.

Apesar das vantagens discutidas acima no uso de uma s-GDH
dependente de PQQ, na determinagdo de glicose, também uma desvanta-
gem tem de ser considerada. A enzima tem particularmente um amplo es-
pectro de substratos em comparagdo com m-GDH. Isto é, s-GDH oxida nao
so glicose, mas também diversos outros agucares, incluindo maltose, galac-
tose, lactose, manose, xilose e ribose (Dokter e outros, 1986 a; Oubrie A,
Biochim. Biophys. Acta 1647 (2003) 143-151). A reatividade a agucares dife-
rentes de glicose podera em certos casos prejudicar a precisao de determi-
nacgdo de niveis de glicose no sangue. Em particular, pacientes sob dialise
peritoneal, tratados com icodextrina (um polimero de glicose), poderao con-
ter em seus fluidos sanguineos, pbr exemplo, no sangue, altos niveis de ou-
tros agucares, especialmente de maltose (Wens, R. e outros, Perit. Dial. Int.
18 (1998) 603-609). _

Portanto, amostras clinicas como, por exemplo, aquelas obtidas
de pacientes diabéticos, especialmente de pacientes com complicagoes re-
nais e especialmente de pacientes sob diélise, poderdo conter significativos
niveis de outros agucares, especialmente maltose. Determinagdes de glicose
em amostras obtidas desses pacientes criticos poderao ser prejudicadas por -
maltose (Frampton, J.E. e Plosker, G.L., Drugs 63 (2003) 2079-2105).

Ha poucos relatos na literatura sobre tentativas para produzir s-
GDHs modificadas dependentes de PQQ com especificidade a substratos
alterada. Igarashi, S. e outros, Biochem. Biophys. Res. Commun. 264 (1999)
820-824, relatam que introdugdo de uma mutagdo pontual na posi¢éo
Glu277 conduz a mutantes com perfil de especificidade a substratos altera-
da. |

Sode, EP 1 176 202, relata que certas substituicdes de aminoa-
cidos em s-GDH leva a s-GDH mutante com afinidade aperfeicoada por gli-
cose. In EP 1 167 519, o mesmo autor relata s-GDH mutante com estabili-
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dade aperfeicoada. Adicionalmente, 0 mesmo autor relata in JP2004173538
outros mutantes de s-GDH com afinidade aperfeigoada por glicose.

Kratzsch, P. e outros, WO 02/34919, relatam que a especificida-
de de s-GDH a glicose em comparagdo com outros substratos de agucar,
especialmente em comparagcdo com maltose, pode ser aperfeicoada por
substituicbes de aminodacidos em certas posicdes de s-GDH. Central e cruci-
al é uma substituicdo na posicdo de aminoacidos 348. Uma s-GDH mutante
compreendendo, por exemplo, uma glicina na posi¢cao 348 em vez de uma
treonina como presente na s-GDH do tipo selvagem apresenta uma seletivi-
dade tremendamente aperfeicoada pelo substrato glicose quando, por e-
xemplo, em comparagdo com o substrato maltose. Eles também revelam
que um mutante duplo que possui substituicdes nas posigées 348 e 428 a-
presenta uma especificidade ainda mais aperfeigoiada a glicose.

In WO 2006/008132 mostra-se que uma inser¢ao de aminoacido
entre os aminodcidos 428 e 429 de s-GDH, especialmente em combinagao
com uma substituicdo apropriada de aminoacidos na posigao 348, apresenta
efeitos bastante favoraveis sobre a especificidade a substratos. Mutantes
que compreendem essa insercdo sdo, por exemplo, mais especificos ao
substrato glicose em comparagao com o substrato maltose.

Contudo, considerando que na verdade alguns aperfeicoamen-
tos na especificidade a glicose encontram-se relatados, parece que tais a-
perfeicoamentos frequente e infelizmente se fazem acompanhar de desvan-
tagens tais como, por exemplo, uma reduzida estabilidade, uma reduzida
atividade e/ou uma reduzida afinidade por glicose dessa s-GDH mutada, por
exemplo, tornou-se evidente que a especificidade aperfeicoada de um mu-
tante de s-GDH que compreende uma substituicdo de aminoacido na posi-
¢ao 348 ocorre a custa de estabilidade, afinidade e atividade desse mutante
em comparag¢ao com a enzima do tipo selvagem.

Uma grande demanda e necessidade clinica existem, portanto,
por formas mutantes de s-GDH adicionalmente aperfeicoadas que apresen-
tam uma alta especificidade a glicose e que caracterizam ao mesmo uma
razoavel termoestabilidade, bem como aperfeicoamentos em atividade es-
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pecifica ou afinidade por glicose, ou que caracterizam aperfeicoamentos
tanto em atividade especifica quanto em afinidade por glicose.

Tratou-se de tarefa da presente invengao proporcionar novos
mutantes ou variantes de s-GDH com termoestabilidade significativamente
aperfeicoada, atividade especifica e afinidade por glicose em comparagéo
com um mutante com especificidade aperfeigoada compreendendo uma
substituicdo na posicao 348.

Verificou-se que é possivel aperfeigoar significativamente a ter-
moestabilidade, a atividade especifica e a afinidade por glicose de um mu-
tante de s-GDH que apresenta uma substituicdo na posi¢do 348 mediante
selegdo de mutagdes das posi¢des conforme dado nas reivindicagoes ane-
xas.

Devido as propriedades aperfeigoadas das novas formas de s-
GDH, progresso técnico significativo para determinagdes de glicose em va-
rios campos de aplicagao é possivel. Os mutantes de s-GDH aperfeigoados
de acordo com esta invengdo podem, por exemplo, ser usados com grande
vantagem para a detecg¢do especifica ou medigdo de glicose em amostras
bioldgicas.

Sumario da Invencao

A presente invengao refere-se a mutantes de s-GDH. Um mu-
tante de glicose desidrogenase soluvel dependente de PQQ (s-GDH; EC
1.1.5.2) é descrito com especificidade aperfeigoada a glicose em compara-
¢ao com maltose, apresentando uma substituicdo de treonina na posi¢ao
348 por glicina, alanina ou serina, mutante este que compreende adicional-
mente pelo menos uma mutagao para aperfeigoar a estabilidade do mutante,
pelo menos uma mutagao para aperfeigoar a afinidade do mutante por glico-
se, e opcionalmente uma ou mais mutagdes para aperfeigoar adicionalmente
a especificidade do mutante a glicose em comparagdo com maltose, e em
que as ‘posigées dadas correspondem as posi¢oes de aminoacidos conheci-
das da seqiiéncia do tipo selvagem (ID SEQ NO: 2) de s-GDH de A. calcoa-
ceticus.

Também descritos sdo um polinucleotideo isolado que codifica
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uma proteina mutante de s-GDH, um vetor de expressdao que compreende
esse polinucleotideo isolado operavelmente ligado a uma sequéncia promo-
tora capaz de promover a expressao desse polinucleotideo em uma célula
hospedeira e uma célula hospedeira que compreende esse vetor de expres-
séo.

Adicionalmente, é descrito um processo para produzir mutantes
de s-GDH, compreendendo esse processo cultivar a célula hospedeira trans-
fectada com um vetor de expressao apropriado sob condigdes adequadas
para produgdo de um mutante de s-GDH.

Adicionalmente, é descrito um método de detecg¢do, determina-
¢do ou medigdo de glicose em uma amostra, usando um mutante de s-GDH
aperfeicoado de acordo com a presente invengédo, compreendendo esse a-
perfeicoamento contatar com esse mutante a amostra.

Também é descrito um dispositivo para a detecgdo ou medigao
de glicose em uma amostra que compreende um mutante de s-GDH aperfei-
coado de acordo com a presente invengao e outros reagentes exigidos para
essa medigao.

Descricdo Detalhada da Invencao

Em uma primeira modalidade, a invengao refere-se a um mutan-
te de glicose desidrogenase solivel dependente de PQQ (s-GDH; EC
1.1.5.2) com especificidade aperfeicoada a glicose em comparagdo com
maltose, apresentando uma substituicao de treonina na posigdo 348 por gli-
cina, alanina ou serina e em que esse mutante compreende pelo menos uma
mutagao para aperfeicoar a estabilidade do mutante e adicionalmente com-
preende pelo menos uma mutagao para aperfeigoar a afinidade do mutante

a glicose, e opcionalmente uma ou mais mutagdes para aperfeigoar adicio- - -

nalmente a especificidade do mutante a glicose em compara¢gdo com malto-
se, e em que as posicoes dadas correspondem as posigdes de aminoacidos
conhecidas da sequiéncia do tipo selvagem (ID SEQ NO: 2) de s-GDH de A.
calcoaceticus.

Conforme descrito in WO 02/34919, uma substituicdo do amino-
acido na posigdo 348 da seqléncia de s-GDH que corresponde a seqliéncia
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do tipo selvagem isolada de A. calcoaceticus pode ser usada para aperfei-
coar significativamente a especificidade de s-GDH a glicose. Isso se da por-
que os aperfeicoamentos descritos no contexto da presente invengao sao
todos descritos e baseados em um mutante de s-GDH que compreende uma
substituicdo de aminoacido na posicdo 348. Preferencialmente, o residuo de
treonina na posigcao 348 é substituido por um residuo de aminoacido sele-
cionado do grupo que consiste de alanina, glicina e serina. Em uma modali-
dade adicionalmente preferida, glicina ou serina é usada para substituir treo-
nina na posicao 348. A terminologia T348G é conhecida daquele habilitado
no estado da técnica e indica que treonina na posi¢ao 348 é substituida por
glicina.

Como discutido neste relatério, acima, dois tipos de enzima de
quinoproteina completamente diferentes com atividade de glicose desidro-
genase (ligada a membrana e sollvel) sdo agrupadas sob EC 1.1.5.2. Esses
dois tipos parecem nao ser relacionados um com o outro.

Para o fim deste invencdo, somente a forma solivel de GDH (s-
GDH) é relevante e mutantes aperfeicoados da mesma séo discutidos aqui,
abaixo.

Sabe-se no estado da técnica que a seqiiéncia de DNA do tipo
selvagem de uma glicose desidrogenase solivel dependente de PQQ pode
ser isolada de cepas de Acinetobacter. Mais preferido é o isolamento de s-
GDH da cepa LMD 79.41 do tipo Acinetobacter calcoaceticus. A seqiéncia
polipeptidica dessa s-GDH do tipo selvagem (a proteina madura) é dada em
ID SEQ NO: 2 e a sequéncia de DNA é dada em ID SEQ NO: 1, respectiva-
mente. Outras cepas LMD de Acinetobacter poderao também ser usadas
como fonte de s-GDH do tipo selvagem. Essas seqliiéncias podem ser ali-
nhadas com a sequiéncia obtida de A. calcoaceticus e comparagdes de se-
qguéncias podem ser feitas. Parece também exequivel classificar bibliotecas
de DNA de outras cepas bacterianas, como, por exemplo, descrito para K-12
de E.coli (Oubrie, A. e outros, J. Mol. Biol. 289 (1999) 319-333) e para identi-
ficar sequéncias relacionadas com s-GDH em tais genomas. Essas sequén-

cias e sequéncias homélogas ainda nao-identificadas poderao ser usadas
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para gerar s-GDH mutantes com termoestabilidade aperfeigoada.

As realizagOes da presente invengao sao descritas em grandes
detalhes fazendo referéncia a posicbes de aminoacidos conhecidas de ID
SEQ NO: 2, a sequiéncia do tipo selvagem de s-GDH como isolada da cepa
LMD 79.41 do tipo Acinetobacter calcoaceticus. Posigoes de aminoacidos
em diferentes isolados de s-GDH que correspondem a posi¢oes de ID SEQ
NO: 2 sao facilmente identificadas por meio de comparag¢do apropriada de
seqgliéncias.

O alinhamento multiplo e comparagdo de uma sequéncia de s-
GDH com a seqliéncia do tipo selvagem de ID SEQ NO: 2 preferencialmente
é realizada com o programa PileUp de GCG Package Versao 10.2 (Genetics
Computer Group, Inc.). PileUp cria um alinhamento multiplo de sequéncias
usando uma simplificacdo do método de alinhamento progressivo de Feng,
D. F. e Doolittle, R. F., J. Mol. Evol. 25 (1987) 351-360, e as matrizes classi-
ficadas em relagdo a residuos de aminoacidos idénticos, similares ou dife-
rentes sdo definidas conseqiientemente. Esse processo comega com o ali-
nhamento aos pares das duas sequéncias mais similares, produzindo um
agrupamento de duas sequéncias alinhadas. Esse agrupamenfo pode entao
ser alinhado com a préxima seqiéncia mais relacionada ou agrupamento de
seqﬁéncias alinhadas. Dois agrupamentos de seqléncias podem ser alinha-
dos por meio de uma extensdo simples do alinhamento aos pares de duas
seqliéncias individuais. O alinhamento final € obtido por uma série de ali-
nhamentos aos pares progressivos que incluem seqiéncias e agruapamen-
tos crescentemente dissimilares, até todas as sequéncias terem sido inclui-
das no alinhamento aos pares final. Dessa maneira, posi¢cdes de aminoaci-
dos noutras moléculas homdlogas de s-GDH podem ser faciimente identifi-
cadas como correspondendo as posicoes dadas para s-GDH de A. calcoace-
ticus em ID SEQ NO: 2. Isso se da porque as posi¢gdes de aminoécidos da-
das aqui devem ser entendidas como posi¢ées de aminoéacidos de 1D SEQ
NO: 2 ou como posigdes que correspondem a elas em outra molécula homo-
loga de s-GDH.

O termo "mutante” ou "variante" no sentido da presente inven-
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¢ao refere-se a uma proteina s-GDH que comparada a sequéncia de amino-
acidos do tipo selvagem em ID SEQ NO: 2 exibe pelo menos uma substitui-
¢ao, supressao ou inser¢ao de aminoacidos.

O mutante de s-GDH podera compreender outras substituicoes
e/ou supressdes e/ou inser¢des, contanto que um mutante s-GDH da inven-
¢do nao difira em mais de 45 aminoéacidos da s-GDH de ID SEQ NO: 2, por
exemplo, que exibe no maximo 45 substituicdes, inser¢gdes ou supressdes
de aminoécidos no total.

O termo "uma mutagdo para aperfeicoamento da estabilidade"
refere-se a quaisquer substituicdes e/ou supressdes e/ou insergdes amino
que aperfeicoam a termoestabilidade de um mutante de s-GDH em um mo-
delo de tensao por temperatura a curto prazo.

Como mencionado acima, aperfeicoamentos na especificidade a
glicose parecem ser possiveis apenas e grandemente a custa de uma esta-
bilidade reduzida, uma afinidade reduzida a glicose ou uma atividade especi-
fica reduzida ou de quaisquer combinagdes dessas propriedades desvanta-
josas.

Estabilidade de acordo com a presente invengdo € avaliada
nesse modelo de tenséo a curto prazo e a estabilidade de s-GDH como de-
terminado nesse modelo é referida como termoestabilidade. Termoestabili-
dade é determinada medindo a atividade enzimatica de s-GDH nao-
estressada e estressada de uma amostra. Ajustando a atividade nao-
estressada da amostra em 100%, a atividade restante apés tratamento de
tensado pode ser calculada em porcentagem. Para mutantes de s-GDH com
especificidade aperfeicoada a substrato, foram escolhidas condigdes de es-
tressamento de 64°C por 30 minutos. Usando essas condigdes, a enzima do
tipo selvagem apresenta cerca de 80% de sua atividade original, conside-
rando que a maioria dos mutantes com especificidade aperfeicoada a glicose
apresenta somente 10% ou menos de sua atividade enzimatica inicial ap6s
terem sido submetidos a esse modelo de tensao a curto prazo.

Preferencialmente, a mutagao para aperfeicoamento da estabili-
dade de uma variante de s-GDH que apresenta uma substituicao de treonina
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na posigao 348 por glicina, alénina ou serina é uma substituicdo. Preferenci-
almente, essa substituicao € selecionada do grupo que consiste de D87R;
N122K; S124K; S146A ou G; L187F ou M; N267Y; V298L; T313D e L386F.

Também preferido, essa substituicdo para aperfeicoamento da
estabilidade de uma variante de s-GDH é selecionada do grupo que consiste
de D87R; N122K; S124K; S146G; V298L e L386F. Em modalidades adicio-
nalmente preferidas, combinagbes de duas, trés ou quatro dessas substitui-
¢bes ou também preferencialmente de todas essas cinco substituigdes sao
usadas em uma s-GDH mutada para aperfeigoar a estabilidade desse mu-
tante.

Em uma modalidade preferida, o mutante de s-GDH de acordo
com a presente invengdo compreende uma arginina na posi¢ao 87 como se
sabe de s-GDH do tipo selvagem (ID SEQ NO: 2) de A. calcoaceticus, ou em
uma posigao que corresponde a essa posi¢ao 87 em uma enzima homaloga.

Em uma modalidade adicionalmente preferida, o mutante de s-
GDH de acordo com a presente invengdo compreende uma lisina na posigao
122 como se sabe de s-GDH do tipo selvagem (ID SEQ NO: 2) de A. calcoa-
ceticus, ou em uma posicao que corresponde a essa posigao 122 em uma
enzima homoioga.

| Em uma modalidade adicionalmente preferida, o mutante de s-
GDH de acordo com a presente invengdo compreende uma lisina na posigao
124 como se sabe de s-GDH do tipo selvagem (ID SEQ NO: 2) de A. calcoa-
ceticus, ou em uma posigdo que corresponde a essa posi¢ao 124 em uma
enzima homologa. _

Em uma modalidade adicionalmente preferida, o mutante de s-
GDH de acordo com a presente invengdo compreende glicina na posigao
146 como se sabe de s-GDH do tipo selvagem (ID SEQ NO: 2) de A. calcoa-
ceticus, ou em uma posicao que corresponde a essa posigcao 146 em uma
enzima homéloga. |

Em uma modalidade adicionalmente preferida, o0 mutante de s-
GDH de acordo com a presente invengao compreende leucina na posigao
298 como se sabe de s-GDH do tipo selvagem (ID SEQ NO: 2) de A. calcoa-
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ceticus, ou em uma posicdo que corresponde a essa posi¢do 298 em uma
enzima homdloga.

Em uma modalidade adicionalmente preferida, o mutante de s-
GDH de acordo com a presente invengdo compreende fenilalanina na posi-
¢d0 386 como se sabe de s-GDH do tipo selvagem (ID SEQ NO: 2) de A.
calcoaceticus, ou em uma posicdo que corresponde a essa posi¢ao 386 em
uma enzima homéloga.

Verifica-se que seis posi¢goes de s-GDH parecem ser particular-
mente importantes para obter aperfeicoamentos significativos em termos de
termoestabilidade, isto é, as posi¢bes 87, 122, 124, 146, 298 e 386. O que é
de significativa relevancia aqui é o fato de que se verifica que essas substitu-
icoes apresentam um pronunciado efeito SObre a termoestabilidade de mu-
tantes que anteriormente tinham sido gerados a fim de paerfeigoar especifi-
cidade a glicose, mas a custa de uma termoestabilidade reduzida. Em uma
modalidade preferida, o mutante de s-GDH de acordo com a presente inven-
¢do compreende uma arginina na posigdo 87, uma lisina na posicao 122 e
124, uma glicina na posigdo 146, uma leucina na posi¢ao 298 e uma fenila-
lanina na posigédo 386 de ID SEQ NO:2, ou em uma posi¢ao que correspon-
de a essas posigcOes se é usada uma s-GDH homéloga.

Em uma modalidade adicionalmente preferida, a presente in-
vencao refere-se a um mutante de glicose desidrogenase solivel dependen-
te de PQQ (s-GDH; EC 1.1.5.2) com especificidade aperfeigoada a glicose
em comparagdo com maltose, apresentando uma substitui¢do de treonina na-
posi¢gdo 348 por glicina ou por alanina ou por serina, em que esse mutante
adicionalmente compreende pelo menos uma mutagdo para aperfeigoar a
estabilidade do mutante e pelo menos uma mutagéo para aperfeigoar a afi-
nidade do mutante por glicose.

O termo "afinidade" por um substrato é bem conhecido no esta-
do da técnica. Ele é dado em mM como chamado valor Km. Vérios métodos
sdo conhecidos no estado da técnica para determinar a afinidade de s-GDH,
usando glicose ou outros agucares cbmo substratos, cf. Igarashi, S. e outros,
Biochem Biophys Res Commun 264 (1999) 820.
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Na classificagdo de novas variantes com extrato bruto de E. colj,
um célculo de porcentagem do valor Km foi realizado para avaliagdo mais
rapida de clones gerados. A afinidade por glicose de mutantes de s-GDH
candidatos foi calculada de acordo com a bem conhecida cinética de Mi-
chaelis-Menten.

O mutante de s-GDH de acordo com a presente invengao apre-
senta uma afinidade aperfeicoada por glicose em comparagao com um mu-
tante que compreende uma substituicdo de treonina na posi¢éo 348 por gli-
cina, alanina ou serina. Preferencialmente, a afinidade pelo substrato glicose
é determinada conforme descrito em detalhes na se¢do de exemplos.

Preferencialmente, o que é referido como uma ou mais muta-
¢bes para aperfeigoamento da afinidade por glicose de um mutante de s-
GDH que ja compreende uma substituicdo de treonina na posi¢do 348 por
glicina, alanina ou serina € uma substituicdo de aminodacido selecionada do
grupo que consiste de L110H ou Y; N229A, G ou S; Q246H, M ou N; Y333A;
G339T; M341V; V349A ou G e V436P.

No caso de o aminoacido que corresponde a posig:éo 110 da
seqiéncia do tipo selvagem (ID SEQ NO: 2) de s-GDH conhecida de A. cal-
coaceticus ser substituido em uma variante da presente invengao, prefere-se
que o aminoéacido leucina que ocorre naturalmente seja substituido por um
aminodcido selecionado do grupo que consiste de histidina e tirosina. Mais
preferencialmente, a substituicdo na posigdo 110 é por histidina.

No caso de o aminoacido que corrésponde a posicao 229 da
seqiéncia do tipo selvagem (ID SEQ NO: 2) de s-GDH conhecida de A. cal-
coaceticus ser substituido em uma variante da presente invengao, prefere-se
que o aminoacido asparagina que ocorre naturalmente seja substituido por
um aminoéacido selecionado do grupo que consiste de alanina, glicina e seri-
na. Mais preferencialmente, a substituigdo na posi¢éo 229 é por alanina.

No caso de o aminoacido que corresponde a posi¢do. 349 da
seqliéncia do tipo selvagem (ID SEQ NO: 2) de s-GDH conhecida de A. cal-
coaceticus ser substituido em uma variante da presente invengao, prefere-se

que o aminoacido valina que ocorre naturalmente seja substituido por um
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aminodcido selecionado do grupo que consiste de alanina e glicina. Mais
preferencialmente, a substituicdo na posi¢éo 349 é por glicina.

Também preferencialmente, a mutagdo para aperfeigoamento
da afinidade por glicose é selecionada do grupo que consiste de L110H,
Q246H; G339T; M341V, V349G e V436P.

Também preferencialmente essa substituigdo para aperfeigoa-
mento da afinidade por glicose é selecionada de Q246H; G339T; M341V e
V349G. Uma s-GDH preferida de acordo com a presente invengdo compre-
ende duas ou trés dessas substituicdes ou todas essas quatro substituigoes.

Em uma modalidade adicionalmente preferida, o mutante de s-
GDH acima descrito com especificidade aperfeigoada a glicose em compa-
racdo com maltose, apresentando uma substituicdo de treonina na posi¢ao
348 por glicina, alanina ou serina e compreendendo pelo menos uma muta-
cao para aperfeigoar a estabilidade, adicionalmente compreende uma ou
mais mutagdes para apérfeigoar a especificidade do substrato do mutante a
glicose em comparagdo com maltose.

Para certas aplicagbes, a especificidade do substrato de um mu-
tante de s-GDH com especificidade aperfeigoada a glicose em comparagao
com maltose, apresentando uma substituigdo de treonina na posigao 348 por
glicina, alanina ou serina, podera, todavia, ndo ser suficiente para certas a-
plicagbes de rotina.

Em certas modalidades, podera ser exigido gerar um mutante de
s-GDH que além da mutagdo na posi¢do 348 discutida acima compreende
uma ou mais mutagdes mutagOes adicionais para aperfeigoar adicionalmente
a especificidade do mutante a glicose em comparagdo com maltose.

O termo "especificidade do substrato" ou "especificidade” é bem
conhecido daquele habilitado no estado da técnica.

A fim de calcular a especificidade do substrato ou reatividade
cruzada, uma maneira facil é ajustar a atividade medida com glicose como
substrato em 100 % e comparar com o valor da glicose a atividade medida
com outro aglcar selecionado. Algumas vezes, a fim de n&o ser redundante,

simplesmente o termo especificidade é usado sem fazer referéncia especial
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a glicose, por um lado, e a outfo substrato de agucar selecionado, por outro.

O especialista no campo, entendera que comparagao de ativi-
dades enziméticas é realizada melhor sob concentragbes equimolares das
moléculas do substrato investigadas usando condigdes de ensaio bem defi-
nidas. De outro modo, corregdes de diferengas nas concentragdes tém de
ser efetuadas.

Condigbes de ensaio padronizadas e bem definidas tém de ser
escolhidas a fim de avaliar (aperfeigoamentos na) especificidade do substra-
to. A atividade enzimatica de s-GDH a glicose como substrato, bem como a
outros substratos de agucar selecionados, é medida como descrito na segao
Exemplos. ,

Com base nas medigdes de atividade enzimatica a glicose ou a
maltose, respectivamente, reatividade cruzada (e seu aperfeicoamento) é
avaliada.

A reatividade (cruzada) de s-GDH a maltose em porcentagem é
calculada como

Reatividade cruzada [%] = (atividade de maltose/atividade de
glicose) x 100%.

Reatividade (cruzada) a maltose de s-GDH do tipo selvagem de
acordo com a férmula acima foi determinada como cerca de 105% (ver WO
02/34919).

Especificidade é calculada de acordo a seguinte formula:

atividade de mutante a glicose atividadé do tipo selvagem a maltose

especificidade = X
atividade de mutante a maltose atividade do tipo selvagem a glicose

Aperfeicoamentos na especificidade de um novo mutante de s-

GDH s3o reconhecidos como valores menores no calculo acima, em compa-

racdo com um mutante de s-GDH com especificidade aperfeicoada para gli-

cose em comparagdo com maltose, apresentando uma substituicéo de treo-
nina na posigao 348 por glicina, alanina ou serina.

) Como entendera aquele habilitado no estado da técnica, 0s nu-

meros absolutos dependerdo do numero e espécie de mutagdes ja presen-

tes em um mutante. O numero e espécie de mutagdes ja presentes em um
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mutante podera ser denominado base do mutante. Qualquer nova mutagao €
melhor comparada diretamente com a base do mutante.

Preferencialmente, a mutagdo para aperfeicoar adicionalmente a
especificidade do substrato a glicose em comparagdo com maltose é uma
substituicido de aminodacido selecionada do grupo que consiste de Q145P;
D163G ou N; Q164F; L169F; Y171G; 1208L ou V; T224l; E245D; G276S;
A294D ou E; V300A, S, N, Y ou |; T307G; T323V; A354Y, E ou L; R378I, M,
A ou D; N428P e inser¢ao 429 P. O termo "inser¢do 429" é usado para indi-
car que entre a posigdo 428 e a posigdo 429 de ID SEQ NO:2 é introduzida
uma prolina.

No caso de o aminoacido que corresponde a posi¢éo 169 da se-
qliéncia do tipo selvagem de s-GDH conhecida de A. calcoaceticus (ID SEQ
NO: 2) ser substituido em uma variante da presente invengdo, prefere-se
que o aminoéacido leucina que ocorre naturalmente seja substituido por feni-
lalanina, tirosina ou triptofano. Mais preferencialmente, a substitui¢cdo na po-
sicdo 169 é por fenilalanina.

No caso de o aminoéacido que corresponde a posi¢do 171 da se-
quiéncia do tipo selvagem de s-GDH conhecida de A. calcoaceticus (ID SEQ
NO: 2) ser substituido em uma variante da presente invengéo, prefere-se
que o aminoéacido tirosina que ocorre naturalmente seja substituido por um
aminodcido selecionado do grupo que consiste de alanina, metionina, glici-
na. Mais preferencialmente, a substituigdo na posi¢éo 171 é por glicina.

No caso de o aminoacido que corresponde a posi¢ao 245 da se-
quéncia do tipo selvagem de s-GDH conhecida de A. calcoaceticus (ID SEQ
NO: 2) ser substituido em uma variante da presente invengéo, prefere-se
que o0 aminodcido acido glutdmico que ocorre naturalmente seja substituido
por acido aspartico, asparagina ou glutamina. Mais preferencialmente, a
substituicdo na posigao 245 é por acido aspartico.

No caso de 0 aminoacido que corresponde a posigao 341 da se-
quéncia do tipo selvagem de s-GDH conhecida de A. calcoaceticus (ID SEQ
NO: 2) ser substituido em uma variante da presente invengéo, prefere-se

que o0 aminoacido metionina que ocorre naturalmente seja substituido por
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valina, alanina, leucina ou isoleucina. Mais preferencialmente, a substituigao
na posi¢ao 341 &€ por valina.

Verifica-se também que é possivel aperfeicoar adicionalmente
especificidade do substrato de uma variante de s-GDH que ja compreende
uma substituicdo na posi¢do 348 por meio de insergdo de um aminoacido,
preferencialmente uma prolina, entre as posi¢cdes 428 e 429.

Também preferida, a mutagdo adicional para aperfeicoar a es-
pecificidade do substrato a glicose em comparagdo com maltose € selecio-
nada do grupo que consiste de L169F; Y171G; E245D; N428P e inser¢ao
429P.

Preferencialmente, a mutagao adicional para aperfeigoar a es-
pecificidade do substrato a glicose em comparagéo com maltose € selecio-
nada do grupo que consiste de L169F; Y171G; E245D; e N428P. Em moda-
lidades adicionalmente preferidas, combinagdes de duas, trés ou todas es-
sas quatro substituicbes sdo usadas para aperfeicoar a especificidade do
substrato desse mutante a glicose em comparagdo com maltose. Também
preferida, a mutacdo adicional para aperfeigoar a especificidade do substrato |
a glicose em comparagdo com maltose é selecionada do grupo que consiste
de L169F: Y171G; E245D; e insercdo 429P. Em modalidades adicionalmen-
te preferidas, combinagdes de duas ou todas essas trés substituigbes sao
usadas juntamente com a insergao 429 P em uma s-GDH mutada para aper-
feicoar a especificidade do substrato desse mutante a glicose em compara-
¢ao com maltose. |

Como descrito in WO 02/34919 e WO 2006/008132, respectiva-
mente, uma substituigido na posigdo 428, por meio da qual asparagina €
substituida por prolina ou uma inser¢do do aminoécido prolina entre as posi-
cbes 428 e 429, respectivamente, aperfei¢oa adicionalmente a especificida-
de de um mutante de s-GDH que ja compreende uma substituigdo na posi-
¢ao 348. Em uma modalidade adicionalmente preferida, a presente inven-
¢do, portanto, refere-se a um mutante de glicose desidrogenase soluvel de-
pendente de PQQ (s-GDH; EC 1.1.5.2) com especificidade aperfeicoada a
glicose em comparagao com maltose, apresentando uma substituigdo de
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treonina na posi¢do 348 por glicina, por alanina ou por serina, € uma substi-
tuicdo na posi¢do 428, por meio da qual asparagina é substituida por prolina
ou uma inser¢do do aminoacido prolina entre as posigoes 428 e 429, em que
esse mutante adicionalmente compreende pelo menos uma mutagao para
aperfeicoar a estabilidade do mutante, pelo menos uma mutagao para aper-
feicoar a atividade especifica do mutante e opcionalmente uma ou mais mu-
tacbes para aperfeicoar a afinidade do mutante por glicose, e/ou uma ou
mais mutagdes para aperfeigoar adicionalmente a especificidade do mutante
a glicose em comparagdo com maltose, e em que as posi¢coes dadas corres-
pondem as posi¢gdes de aminoacidos conhecidas da sequéncia do tipo sel-
vagem (ID SEQ NO: 2) de s-GDH de A. calcoaceticus.

Em outra modalidade, a presente invengao refere-se a um mu-
tante de glicose desidrogenase solivel dependente de PQQ (s-GDH; EC
1.1.5.2) com especificidade aperfeicoada a glicose em comparagdo com
maltose, apresentando uma substituicdo de treonina na posi¢éo 348 por gli-
cina, alanina ou serina, em que esse mutante adicionalmente compreende
pelo menos uma mutagéo para aperfeigoar a estabilidade do mutante e pelo

menos uma mutagéo para aperfeigoar a atividade especifica do mutante.
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sivel realizar substituicdes de aminoacidos, por exemplo, mutagdes silencio-
sas, que ndo influenciam as propriedades de s-GDH em um grau significati-
vo. A variante de acordo com a presente invengdo nao terd, no entanto, mais
de 45 trocas de aminoacidos em comparagdo com ID SEQ NO:2. Preferen-
cialmente, a variante compreendera 20 ou menos substituicdes de aminoa-
cidos, mais preferencialmente, apenas 15 substituicdes de aminoéacidos, ou
substituicbes menores estarao presentes.

Algumas variantes especificas de s-GDH de acordo com a pre-
sente invengdo sdo dadas na segdo Exemplos. Variantes preferidas de s-
GDH com baixa interferéncia em glicose e caracteristicas aperfeicoadas em
relagdo a termoestabilidade e afinidade de substrato por glicose compreen-
dem os mutantes com as seguintes substitui¢oes:
N122K+L169F+Y171G+E245D+M341V+T348G+ins429P;
N122K+S124K+L169F+Y171G+E245D+M341V+T348G+ins429P;
N122K+S124K+L169F+Y171G+E245D+M341V+T348G+L386F +ins429P;
N122K+S124K+L169F+Y171G+E245D+Q246H+M341V+T348G+L386F +ins429P;
D87R+N122K+S124K+S146G+L169F+Y171G+E245D+Q246H+V298L+
M341V+T348S+L386F+ins429P;
D87R+N122K+S124K+S146G+L169F+Y171G+E245D+Q246H+V298L+
+G339T+M341V+T348G+L386F+ins429P;
D87R+N122K+S124K+S146G+L169F+Y171G+E245D+Q246H+V298L+
M341V+T348S+L386F+ins429P+V436P;
D87R+N122K+S124K+S146G+L169F+Y171G+E245D+Q246H+V298L+
M341V+T348S5+V349G+A354T+L386F+ins429P; _
D87R+L110H+N122K+S124K+S146G+L169F+Y171G+E245D+Q246H+V298L+
M341V+T348S+L386F+ins429P.

Numerosas possibilidades sdo conhecidas no estado da técnica
para produzir proteinas mutantes. Com base nas importantes verificagoes da
presente invengdo que descrevem a importancia crlitica de certos residuos
para aperfeicoar a termoestabilidade, a afinidade por glicose e a especifici-
dade do substrato de um mutante s-GDH, aquele habilitado no estado da

técnica pode agora facilmente produzir adicionalmente variantes apropriadas
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de s-GDH que abrigam essas e outras modificages favoraveis. Essas vari-
antes, por exemplo, podem ser obtidas pelos métodos conhecidos como mu-
tagenése aleatéria (Leung, D. W. e outros, Technique 1 (1989) 11-15) e/ou
mutagenése orientada a sitios (Hill, D. E. e outros, Methods Enzymol. 155
(1987) 558-568). Um método alternativo para produzir uma proteina com as
propriedades desejada é proporcionar constructos quiméricos, que contém
elementos de sequiéncias de pelo menos duas diferentes fontes, ou sintetizar
completamente um gene apropriado para s-GDH. Esses procedimentos co-
nhecidos no estado da técnica poderdo ser usados em combinagdo com a
informagao descrita na presente invengdo para proporcionar mutantes ou
variantes de s-GDH que compreendem, por exemplo, substituigdes adicio-
nais de aminoacidos em combinagao com com importancia critica conhecida
de uma substituicdo na posigdo 348 de ID SEQ NO: 2.

Uma variante de s-GDH de acordo com a presente invengao po-
de, por exemplo, ser produzida iniciando de um gene para s-GDH conforme
isolado de cepa LMD 79.41 do tipo Acinetobacter calcoaceticus, bem como
comegando de uma seqiéncia homdloga. No contexto deste pedido, o termo
"homologo" significa compreender Uma sequéncia de aminoacidos de s-GDH
com pelo menos 90% de identidade em comparagdo com ID SEQ NO: 2. Em
outras palavras, apds alinhamento apropriado usando o programa PileUp,
pelo menos 90% dos aminoacidos dessa s-GDH homéloga séao idénticos aos
aminoacidos descritos em ID SEQ NO: 2.

Entender-se-a que variagcbes de DNA e de sequéncias de ami-
noéacidos existem naturalmente, ou poderdo ser intencionalmente introduzi-
das usando métodos conhecidos no estado da técnica. Essas variagoes po-
derdo resultar em até 10% de diferengas em aminoéacidos na sequéncia ge-
ral, devido a supressoes, substituigdes, insergdes, inversées ou adigdes de
um ou mais residuos de aminoacidos nessa seqiiéncia em comparagao com
ID SEQ NO: 2. Essas substituigdes de aminoacidos poderao ser realizadas,
por exemplo, com base em similaridade em polaridade, carga, solubilidade,
hidrofobicidade, hidrofilicidade e/ou a natureza anfipatica dos residuos en-
volvidos., por exemplo, aminoacidos negativamente carregados incluem aci-
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do aspartico e acido glutdmico; aminoacidos carregados positivamente in-
cluem lisina e arginina; aminodcidos com grupos cabega polares nao-
carregados ou grupos cabeg¢a ndo-polares ndo-carregados que apresentam
valores de hidrofilicidade similares incluem o seguinte: leucina, isoleucina,
valina, glicina, alanina, asparagina, glutamina, serina, treonina, fenilalanina e
tirosina. Outras variagbes contempladas incluem sais e ésteres dos polipep-
tideos acima mencionados, bem como precursores dos polipeptideos acima
mencionados, por exemplo, precursores que apresentam uma substituicao
no término N tais como metionina, N-formilmetionina, usadas como seqién-
cias condutoras. Essas variagdes poderdo ser efetuadas sem necessaria-
mente se afastar do escopo e do espirito da presente invengao.

De acordo com procedimentos conhecidos no estado da técnica
ou de acordo com os procedimentos fornecidos na segdo de exemplos, é
possivel obter seqiiéncias de polinucleotideos que codificam qualquer dos
mutantes de s-GDH como discutido acima. A invengao, portanto, compreen-
de também sequéncias isoladas de polinucleotideos que codificam proteinas
mutantes de s-GDH de acordo com a presente invengado como descrito aci-
ma.

A presente invengéo adicionalmente inclui um vetor de expres-
sdo que compreende uma sequéncia de acidos nucléicos de acordo com a
presente invengio ligada operavelmente a uma seqiiéncia promotora capaz
de dirigir sua expressao em uma célula hospedeira.

A presente invengdo adicionalmente inclui um vetor de expres-
sdo que compreende uma seqiéncia de acidos nucléicos de acordo com a
presente invencao ligada operavelmente a uma seqliéncia promotora capaz
de dirigir sua expressdo em uma célula hospedeira. Vetores preferidos sao
plasmideos tal como pACSGDH mostrado nas Figuras 2 e 3.

Vetores de expressdo Uteis na presente invengao tipicamente
contém uma origem de replicagdo, uma resisténcia a antibiéticos para sele-
¢do, um promotor para expressdo e toda ou parte da variante genética de s-
GDH. Os vetores de expressdo poderdao também incluir outras seqﬁéncias
de DNA conhecidas no estado da técnica, tais como sequéncias sinalizado-
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ras (para melhor enovelamento, transporte para o periplasma ou secre¢éo),
indutores para melhor modulagdo da expressdo ou sitios de clivagem para
clonagem.

As caracteristicas do vetor de expressao selecionado tém de ser
compativeis com a célula hospedeira, que serd empregada, por exemplo,
quando se realiza clonagem em um sistema de células de E. coli, o vetor de
expressido deve conter promotores isolados do genoma de células de E. coli
(por exemplo, /lac ou trp). Origens de replicagdo adequadas tal como a ori-
gem de replicagdo plasmideo ColE1 podem ser usadas. Promotores ade-
quados incluem, por exemplo, /ac e trp. Prefere-se também que o vetor de
expressao inclua a sequéncia que codifica um marcador de selegdo tal como
um gene de resisténcia a antibiéticos. Como marcadores selecionéveis,vre-'
sisténcia a ampicilina ou resisténcia a canamicina poderdo ser conveniente-
mente empregadas. Todos esses materiais sdo conhecidos no estado da
técnica e sdo comercialmente disponiveis.

Vetores de expressdo adequados que contém as sequéncias
desejadas de codificacdo e controle poderdo ser construidos utilizando téc-
nicas padrdes de DNA recombinante conhecidas no estado da técnica, mui-
tas das quais sdo descritas in Sambrook e outros, in "Molecular Cloning: A
Laboratory Manual" (“Clonagem Molecular: Manual de Laboratério”) (1989)
Cold Spring Harbor, Nova lorque, Cold Spring Harbor Laboratory Press.

A presente invengdo adicionalmente refere-se a células hospe-
deiras que contém um vetor de expressdo que compreende uma sequéncia
de DNA que codifica todo ou parte da s-GDH mutante. As células hospedei-
ras preferencialmente contém um vetor de expressdo que compreende toda
ou parte de uma das sequéncias de DNA que codificam uma s-GDH mutante
que apresenta uma ou mais mutagdes mostradas nos Exemplos 2-8. Células
hospedeiras adequadas incluem, por exemplo, HB101 de E. coli (ATCC
33694) disponivel pela Promega (2800 Woods Hollow Road, Madison, WI,
EUA), XL1-Blue MRF’ disponivel pela Stratagene (11011 North Torrey Pine
Road, La Jolla, CA, EUA) e similares.

Vetores de expressdo poderdo ser introduzidos em células hos-
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pedeiras por meio de varios métodos conhecidos no estado da técnica. Por
exemplo, transformacgédo de células hospedeiras com vetores de expressao
pode ser realizada por meio de método de transformagdo com protoplastos
médiada por polietilenoglicol (Sambrook e outros, 1989, supra). Entretanto,
outros métodos para introduzir vetores de expressdao em células hospedei-
ras, por exemplo, eletroporagao, inje¢do bolistica ou fusdo de protoplastos,
podem também ser empregados.

Uma vez que um vetor de expressdo contendo uma variante de
s-GDH tenha sido introduzido em uma célula hospedeira apropriada, a célula
hospedeira poderéa ser cultivada sob condigc‘ies que permitem expressao das
variantes desejadas de s-GDH. Células hospedeiras que contém o vetor de
expressdo desejado com a sequéncia de DNA que codifica toda ou parte da
s-GDH mutante podem ser facilmente identificadas por, isto é, sele¢éo anti-
biética. A expressdo das variantes de s-GDH pode ser identificada por dife-
rentes métodos tais como medicdo de produgao de transcriptos de mRNA de
s-GDH, detecgdo do produto genético imunologicamente ou detecgcdo da
atividade enzimética do produto genético. Preferencialmente, é aplicado um
ensaio enzimatico.

A presente invengdo também ensina a geragéo e classificagéo
de mutantes de s-GDH. Mutagénese aleatéria e mutagénese por saturagéo
sdo realizadas como se sabe no estado da técnica. Variantes séo classifica-
das em relagdo a termoestabilidade (atividade sem tratamento de tensao
térmica comparada com atividade remanescente apds tratamento de tenséo
térmica). As condigOes de ensaio escolhidas sdo adaptadas de modo a as-
segurar que as esperadas pequenas acentuagdes realizadas, por exemplo,
por uma Unica substituicdo de aminoacido, possam ser medidas. Uma moda-
lidade preferida de selegdo ou classificagdo de mutantes apropriados é dada
no Exemplo 3. Qualquer mudanga ou aperfeicoamento em comparagao com
a enzima de partida (mutante ou do tipo selvagem) pode ser claramente de-
tectada.

Deve-se, naturalmente, entender que nem todos os vetores de
expressao e sequéncias reguladoras de DNA funcionariam igualmente bem
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para expressar as sequéncias de DNA da presente invengdo. Nem todas as
células hospedeiras funcionariam igualmente bem com o mesmo sistema de
expressao. No entanto, aquele habilitado no estado da técnica faria uma se-
lecdo apropriada entre os vetores de expressao, seqiiéncias reguladoras de
DNA e células hospedeiras usando a orientagdo proporcionada aqui sem
experimentacao indevida.

A invengao também se refere a um processo para produzir vari-
antes de s-GDH da presente invengao, o qual compreende cultivar uma célu-
la hospedeira da invengdo sob condigdes adequadas para produgéao da s-
GDH mutante da invengdo. Para células hospedeiras bacterianas, condigdes
de cultura tipicas s&o meio liquido contendo fontes de carbono e de nitrogé-
nio, o agente antibiético e o agente de indugéo apropriados (dependendo do
vetor de expressdo usado). Antibiéticos apropriados tipicos incluem ampicil-
lina, canamicina, cloranfenicol, tetraciclina e similares. Agentes de indugao
tipicos incluem IPTG, glicose, lactose e similares.

Prefere-se que os polipeptideos da presente invengéo sejam ob-
tidos por produgdo em células hospedeiras que expressam uma sequéncia
de DNA que codifica a s-GDH mutante. Os polipeptideos da presente inven-
¢do poderdao também ser obtidos por tradugéo in vitro do mRNA codificado
por uma sequéncia de DNA que codifica a s-GDH mutante. Por exemplo, as
sequéncias de DNA poderdo ser sintetizadas conforme descrito acima e in-
troduzidas em um vetor de expressdo adequado, que, por sua vez, podera
ser usado em um sistema transcri¢gdo/tradugao in vitro.

Um vetor de expressdo que compreende um polinucleotideo iso-
lado como definido e descrito acima operavelmente ligado a uma sequiéncia
promotora capaz de promover sua expressao em um sistema de sintese de
peptideos sem células representa outra modalidade preferida da presente
invengao.

Os polipeptideos produzidos, por exemplo, por procedimentos
como descrito acima poderdo entdo ser isolados e purificados usando varias
técnicas de purificagao de proteina de rotina. Por exemplo, procedimentos
cromatogréaficos tais como cromatografia de troca idnica, cromatografia de
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filtragcao em gel e cromatografia de afinidade poderao ser empregados.

Uma vez que as maiores aplicaces das variantes aperfeicoadas
de s-GDH desta invengéo é para uso em fitas de teste para monitorar o nivel
de glicose no sangue em pacientes diabéticos. A insensibilidade de glicose
desidrogenase dependente de PQQ a oxigénio é, como discutido acima,
uma grande vantagem sobre glicose oxidase. A interferéncia devido a, por
exemplo, maltose, galactose e/ou outros agtcares relacionados que poderao
estar presentes em uma amostra a ser analisada pode agora ser significati-
vamente reduzida usando as novas variantes de s-GDH que apresentam
tanto termoestabilidade aperfeicoada quanto especificidade aperfeicoada a
glicose. Naturalmente, muitas espécies de amostras poderao ser investiga-
das. Fluidos corporais tais como soro, plasma, fluido intestinal ou urina sao
fontes preferidas para tais amostras.

A invengao também compreende um método de detecg¢ao, de-
terminacdao ou medi¢cdo de glicose em uma amostra usando um mutante de
s-GDH de acordo com a presente invengao. E especialmente preferido que o
método apérfeig:oado para detecc¢ao de glicose em uma amostra seja carac-
terizado pelo fato de que essa detecgao, determinagdo ou medicéo de glico-
se seja realizada utilizando um sensor ou dispositivo de fita de teste.

Também dentro do escopo da presente invengao estd um dispo-
sitivo para a detec¢do ou medigao de glicose em uma amostra que compre-
ende um mutante de s-GDH de acordo com esta invengao, bem como oou- -
tros reagentes exigidos para essa medigao.

As variantes de s-GDH com termoestabilidade aperfeicoada des-
ta invengdo podem também ser usadas com grande vantagem em biossen-
sores (D'Costa, E.J. e outros, Biosensors 2 (1986) 71-87; Laurinavicius, V. e

- outros, Analytical Letters 32 (1999) 299-316; Laurinavicius, V. e outros, Mo-

natshefte fuer Chemie 130 (1999) 1269-1281; Woosuck, S. e outros, Sen-
sors e Actuators B 100 (2004) 395-402) para monitoramento online de glico-
se em uma amostra ou um reator. Com essa finalidade, as variantes de s-
GDH podem, por exemplo, ser usadas para revestir um eletrodo de vidro
insensivel a oxigénio com um complexo de ésmio contendo uma rede de
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epoOxi condutora redox (Ye e butros, 1993, supra) para determinagao mais
precisa da concentragao de glicose.

Nos exemplos seguintes, todos os reagentes, enzimas de restri-
¢ao e outros materiais foram obtidos de Roche Diagnostics Germany, a me-
nos que outras fontes comerciais sejam especificadas, e usados de acordo
com as instrugdes dadas pelos fornecedores. Operagdes e métodos empre-
gados para a purificagdo, caracterizagéo e clonagem de DNA s&o bem co-
nhecidos no estado da técnica (Ausubel, F. e outros, in "Current protocols in
molecular biology" ("Protocolos correntes em biologia molecular") (1994) Wi-
ley Verlag) e podem ser adaptados, conforme exigido, por aquele habilitado
no estado da técnica.

Os exemplos seguintes ilustram adicionalmente a presente in-
vencao. Esses exemplos nao pretendem limitar o escopo da presente inven-
¢do, mas proporcionam adicionalmente compreensao da invengao.

Os exemplos seguintes, listagem de seqiéncias e figuras sao
proporcionados para ajudar na compreensdo da presente invengao, cujo
verdadeiro escope é apresentado nas reivindicagbes anexas. Entende-se
que modificagdes podem ser efetuadas nos procedimentos apresentados
sem se afastar do espirito da invencgéao.

Descfigéo das Figuras .

Figura 1: SeqUéncias protéicas de S-GDH de A. calcoaceticus dependente
de PQQ (alto) e s-GDH de A. baumannii (fundo) alinhadas de
acordo com homologia de seqﬂénciaé.

_Figura 2: llustragdo de vetor pACSGDH referido no Exemplo 1 contendo

as sequliéncias do tipo selvagem ou mutadas de DNA, respecti-
vamente, de glicose desidrogenase solivel dependente de
PQQ.

Figura 3: Sequéncias de nucleotideos (DNA) do vetor pACSGDH-referido
no Exemplo 1 contendo a seqliéncia do tipo selvagem de DNA
de glicose desidrogenase soluvel dependente de PQQ.

Exemplo 1

Clonagem e expressao da glicose desidrogenase solivel do tipo selva-
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gem dependente de PQQ de A. calcoaceticus em E. coli

O gene para s-GDH foi isolado de cepa LMD 79.41 de Acineto-
bacter calcoaceticus de acordo com procedimentos padroes. O gene do tipo
selvagem para s-GDH foi subclonado em um plasmideo contendo o promo-
tor mgl para expressao ajustavel (cf. Pedido de Patent WO 88/09373). O no-
vo constructo foi chamado pACSGDH (ver Figuras 2 e 3, bem como ID SEQ
NO: 3). Os plasmideos recombinantes foram introduzidos em um organismo
hospedeiro selecionado do grupo de E.coli. Esses organismos foram entao
cultivados sob condigdes apropriadas e colénias mostrando atividade sele-
cionada a s-GDH.

O plasmideo pACSGDH foi isolado de uma cultura de 200 ml da
noite para o dia do clone mencionado acima usando Q/IAGEN Plasmid Maxi
Kit (Qiagen) de acordo com o protocolo do fabricante. O plasmideo foi res-
suspenso em 1 ml de agua bidestilada. A concentragdo do plasmideo foi de-
terminada usando um fotémetro Beckman DU 7400. |

O rendimento foi de 600 pg. Em seguida, a qualidade do plasmi-
deo foi determinada por eletroforese em gel de agarose.

Exemplo2
Generacido de T348G mutante e T348S mutante

Como padroes de partida para a geragdo de variantes adicio-
nalmente aperfeigoadas, foi produzida s-GDH mutada com as mutagdes
T348G ou T348S, respectivamente. Esses mutantes de s-GDH foram esco- -
Ihidos porque se sabe que eles apresentam especificidade aperfeicoada do
substrato a glicose em comparagdo com o substrato maltose (ver WO
02/34919).

O Kit de Mutagénese Orientada a Sitios QuickChange (Strata-
gene, Cat. 200518) foi usado para substituir a treonina na posigao 348 por
uma glicina ou uma serina. Os primers apropriados foram projetados.

O primer 5°- e o0 primer 3" usados para mutagenése eram com-
plementares um ao outro e continham o cddon modificado pela troca de tre-
onina por glicina (ACA por GGG) ou de treonina por serina (ACA to TCA) em
uma posi¢cdo central. Esses nucleotideos foram flanqueados por 12 a 16 nu-
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cleotideos em cada extremidade. As seqléncias dos nucleotideos eram i-
dénticas a fita de DNA sentido e anti-sentido que flanqueiam o cédon pela
troca de aminoacidos. Em vez dos cddons ACA = treonina pela fita sentido e
TGT pela fita anti-sentido, respectivamente, os primers continham GGG =
glicina ou TCA = serina, respectivamente, pela fita sentido, e CCC = glicina
ou AGT = serina, respectivamente, pela fita anti-sentido. A fita sentido e a
fita anti-sentido pela troca T348G sdo dadas como IDs SEQs NOs: 3 e 4,
respectivamente.

CATTTGCTGG CCAGGGGTTG CACCGTCAT (=ID SEQ NO: 4)
ATGACGGTGC AACCCCTGGC CAGCAAATG (=ID SEQ NO: 5)

A reagdo RCP e a digestdo de Dpnl foram realizadas de acordo
com o manual. Apés isso, 1 pl de amostra foi usado para a eletroporagéo de
células XL-MRF’. Electroporagao foi obtida com 2,5 KV em cuvettes de 0,2
cm utilizando um pulsador de E. coli BioRad (BioRad). Ap6s crescimento em
1 ml de LB a 37°C por uma hora, bactérias foram plaqueadas sobre meio "4
x lévedo" (20 g de extrato de lévedo + 5 g de NaCl, pH 7,0 a 1 |, &gua dest.)-
placas de ampicilina agar (100 pg / mi ampicilina) e crescidas da noite para o
dia a 37°C. Os clones de s-GDH mutada foram examinados usando o méto-
do de classificagao seguinte.

Exerhglo 3
Classificagao

As colbnias mutantes na placa de agar descrita acima foram re-
colhidas em placas de microtitulagdo (MTPs) contendo 200 pl de meio "4 x
lévedo"-ampicilina por pogo e incubadas da noite para o dia a .37°C. Essas
placas sdo chamadas placas-mestras.

De cada placa-mestra, 5 pl de amostra/pogo foram transferidos
para uma MTP contendo 5 pl por pogo de B (B = Reagente de Extragéo de
Proteina Bacteriana; Pierce No. 78248), para ruptura celular, e 240 pl de
0,0556 mM de pirrolquinolina quinona (PQQ); 50 mM de Hepes; 15 mM de
CaCl, pH 7,0/pogo para ativagao de s-GDH, foram adicionados. Para com-
pletar a formagao da holoenzima, a MTP foi incubada a 25°C por 2 horas e a
10°C da noite para o dia. Essa placa é chamada placa de trabalho.
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Da placa de trabalho, 4 x 10 pl de amostra por pogo foram trans-
feridos para quatro MTPs vazias. Em seguida, a primeira aliquota foi testada
com glicose sob concentragédo padrao (isto é, 30 mM), a segunda, com uma
concentracdo reduzida de glicose (1,9 mM em vez de 30 mM), a terceira,
com maltose como substrato, e a quarta, submetida a tenséo por 30 min a
64°C antes de testar essa aliquota similarmente a primeira aliquota. Tudo
selecionado, outras moléculas de acgucar foram usadas em concentracao
padrdo equimolar, isto é, a 30 mM. Em todos os ensaios, foram aplicados 90
pl de solugdo mediadora (ver Exemplo 8) ja contendo o agucar a ser anali-
sado.

O dE/min foi calculado e o valor usando 30 mM de glicose como
substrato foi ajustado em 100% de atividade. O valor obtido com o outro a-
gucar foi comparado com o valor da glicose e calculado em porcentagem de
atividade (por exemplo, para maltose como: (dE/min de maltose/dE de glico-
se)*100). Essa atividade é equivalent a reatividade cruzada da enzima (vari-
ante). Nas Tabelas "M/G" seguintes, é dada a reatividade cruzada de s-GDH
com maltose (M) como substrato em comparagdo com glicose (G) como
substrato. |

O valor obtido com 1,9 mM de glicose foi comparado com o valor
de 30 mM de glicose e calculado em porcentagem relativa de atividade
((dE/min de 1,9 mM de glicose/30 mM de glicose)*100). Isso fornece um va-
lor em % que é um indicador indireto do valor de Km para a variante analiza-
da. De acordo com esse calculo, um valor percentual maior indica um valor

de Km menor (= melhor).
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Tabela 1: Caracteristicas basicas dos mutantes T348G e T348S em

comparacido com s-GDH do tipo selvagem (

Enzima M/G sob 30 | % de atividade relativa | Estabilidade, | Troca de
mM de agtcar | de 1,9 mM /30 mM 30 min, 64°C | Aminoacido
em % de glicose (AA)

WT 105 % 70% 80 % -

Mutante A 22 Y% 25 % 40 % T348G

Mutante A’ 50 % 35 % 50 % T348S

Exemplo 4

Seqlienciamento de uma s-GDH mutante

O método é exemplificado por T348G de s-GDH. O sequencia-
mento detalhado abaixo pode também ser usado para sequenciamento de
outroé mutantes de s-GDH.

Os seguintes primers foram usados para sequenciamento de um
mutante de s-GDH: ‘
Fita sentido: 5°-TTA ACG TGC TGA ACA GCC GG-3’ (= ID SEQ NO:6)
Fita anti-sentido: 5 -ATA TGG GTA AAG TAC TAC GC -3" (= 1D SEQ NO: 7)

Os plasmideos contendo o gene para s-GDH mutanté T348G,
mutante este que apresenta cerca de 22% de reatividade cruzada maito-
se/glicose, e T348S de s-GDH, mutante este que apresenta 50% de reativi-
dade cruzada maltose/glicose, respectivamente, foram isolados (Kit de Iso-
lamento de Plasmideos Altamente Pufos, Roche Diagnostics GmbH,
No.1754785) e sequenciados usando um Kit de Seqienciamento Termina-
dor com Corante ABI Prism e os sequenciadores ABI 3/73 e 3/77 (Amer-
sham Pharmacia Biotech).

O sequenciamento confirmou que as mutagbes desejadas em
DNA e no nivel de aminoacidos foram obtidas em ambos os mutantes. Isso
resultou em uma troca de T por G ou por S, respectivamente, na posi¢ao
348. Nenhuma mutagao adicional nos dois genes foi verificada.
Exemplo 5
Mutantes adicionais de s-GDH obtidos por mutagénse por saturagéao
com base em T348G (mutante A) e T348S (mutante A’)

Posicbes de aminoacidos candidatos eram conhecidos dos in-
ventores a partir de estudos anteriores conduzidos por eles. Aquelas posi-
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¢coes de aminoacidos candidatos suspeitas ou sabidas influenciar characte-
risticas relevantes de s-GDH tais como termoestabilidade, especificidade a
substrato ou afinidade por glicose foram analisadas individualmente com
base em T348G (mutante A) ou com base em T348S (mutante A’).

Mutagénese por saturagdo foi realizada em relagdo a posigoes
unicas de aminoacidos a fim de avaliar que efeito essa Unica substituicao de
aminoacidos poderia apresentar sobre o mutante T348G ou T348S, respec-
tivamente. | |

O Kit de Mutagénse Orientada a Sitios QuickChange (Stratage-
ne, Cat. 200518) foi usado para substituir sucessivamente aminoacidos do
tipo selvagem nas posigoes 87, 110, 122, 124, 145, 146, 169, 171, 187, 246,
294, 298, 300, 313, 323, 333, 339, 341, 349, 378, 428 e 436 da proteina s-
GDH do tipo selvagem, respectivamente.

O primer 5” e o primer 3" usados para mutagénese foram esco-
lhidos para serem complementares um ao outro e continham NNN (N = A, C,
G ou T) em uma posigdo central. Os trés nucleotideos N aleatoriamente in-
corporados, que estdo na posi¢cdo desejada e codificam a posigdo dos ami-
noacidos sob investigacdo foram flanqueados por 12 a 16 nucleotideos em

~ cada extremidade que eram idénticos a fita de DNA sentido e anti-sentido do

padrdo. Em lugar do cédon do tipo selvagem, os primers continham NNN,
portanto os oligonucleotideos codificados para cada cédon possivel.

Para cada uma das posicdes sob investigacao, foi realizada uma -
reagao RCP.

As reacgdes de RCP e as digestdes de endonuclease de restrigao
por Dpnl foram realizadas de acordo com o manual fornecido com o Kit de
Mutagénese Orientada a Sitios QuickChange (Stratagene, Cat. 200518) .

De cada reagdo RCP, 1 pl foi usado para a eletroporagéo de cé-
lulas XL1F. As células foram crescidas e as atividades de s-GDH dos clones
foram determinadas como descrito acima.

Para aumentar a probabilidade estatistica de que todas as 20
substituicdes possiveis de aminoacidos sdo cobertas nessa avaliagéo, 200
clones de cada posi¢ao foram classificadas como descrito no Exemplo 3.
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Clones de interesse foram sequenciados de acordo com o método dado no
Exemplo 4.
Tabela 2: Efeito de substituicées adicionais de aminoacidos sobre ca-

racteristicas basicas de mutante A (=T348G)

Enzima M/G sob | % de atividade | Estabilidade, | Troca de amino-
30 mM de | relativa, 1,9 mM /| 30 min, 64°C | acidos (AA)
acucar em | 30 mM de glico-

% se

Wt-GlucDOR 105% 70% 80% -

Mutante A 22% 25% 40% T348G

Mutante A/1 - 30% - +L110H

Mutante A/2 - 28% - +L110Y

Mutante A/3 40% 50% - +Q246 H

Mutante A/4 33% 30% - +Q246 M

Mutante A/5 35% 33% - +Q246 N

Mutante A/6 - 30% - v +Y333A

Mutante A/7 55% 40% - +G339T

Mutante A/8 30% 45% - +V 436 P

Mutante A/9 28% 30% - +M341 V-

Mutante A/10 25% 28% 40% +V 349 A

Mutante A/11 26% 28% 40% +V349G

Mutante A/12 20% 27% - +Q145P

Mutante A/13 17% 30% - +A294D

Mutante A/14 15% 30% - +A294 E

Mutante A/15 20% 28% - +V300A

Mutante A/16 20% 28% - +V300S

Mutante A/17 20% 28% - +V 300N

Mutante A/18 20% 28% - +V300Y

Mutante A/19 20% 28% - +V300I

Mutante A/20 17% 25% - +T323V

Mutante A/21 18% 26% - +R 3781

Mutante A/22 19% 26% - +R 378 M

Mutante A/23 17% 26% - +R 378 A

Mutante A/24 17% 28% - +R 378D

Mutante A/25 15% , 22% - : +E 245D

Mutante A/26 18% 32% 30% +L169F

Mutante A/27 18% 31% 28% +Y171 G

Mutante A/28 12% 20% 20% | +Ins 429 P

Mutante A/29 - - 50% +D87R

Mutante A/30 - - 70% +S 146 A

Mutante A/31 - - 75% +S5146 G

Mutante A/32 - - 45% +L187F

Mutante A/33 - - 50% +N 122K

Mutante A/34 - - 45% +S 124K

Mutante B 10% 35% 50% T 348 G + N 428

P
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Tabela 3: Efeito de substituicoes adicionais de aminoacidos sobre ca-

racteristicas basicas de mutante A’ (=T348S)

Enzima M/G sob | % de atividade | Estabilidade, | Troca de amino-
30 mM de | relativa, 1,9 mM /| 30 min, 64°C | acidos (AA)
acucar em | 30 mM de glico-

% se

Wt-GlucDOR 105% 70% 80% -

Mutante A’ 50% 35% 50% T348S

Mutante A’/1 55%: 47% - +L110H

Mutante A’/2 65% 70% - +Q246 H

Mutante A'/3 58% 50% - +Q246 M

Mutante A'/4 60% 55% - + Q246 N

Mutante A'/5 59% 50% - +G339T

Mutante A'/6 60% 60% - +V 436 P

Mutante A'/7 40% 35% - +A294D

Mutante A'/8 38% 32% - +A294 E

Mutante A’'/9 41% 45% - +T323V

Mutante A'/10 43% 47% - +R 378 |

Mutante A’/11 44% 47% - +R 378 M

Mutante A’/12 40% 50% - +R378 A

Mutante A’/13 40% 50% - +R 378D

Mutante A’/14 - - 60% +D87R

Mutante A’/15 - - 80% +S 146 A

Mutante A’/16 - - 85% +S146 G

Mutante A'/17 - - 65% +V298 L

Mutante A’'/18 - - 60% +T313D

Mutante A’/19 - - 75% +L 386 F

Trocas de aminoacidos com um efeito positivo sobre especifici-
dade a substrato, afinidade por glicose e/ou termoestabilidade de mutante A
ou mutante A’, respectivamente, podem ser derivadas das Tabelas 2 e 3.
Exemplo 6
Identificacdo de mutantes com termoestabilidade aperfeigoada

Os experimentos foram estendidos a mutantes apresentando
especificidade muito boa de substrato a glicose em comparagdo com malto-
se, mas a custa de desvantagens tal como termoestabilidade baixa demais
ou afinidade por glicose baixa demais.

O chamado mutante 6 apresenta uma baixa reatividade cruzada
a maltose bastante favoravel que é somente cerca de 1,5% da reatividade
conforme medido para glicose. O mutante 6 caracteriza-se pelas substitui-
¢oes de aminoacidos Y171G, E245D, M341V e T348G e apresenta uma in-
sercao de uma prolina (ins429P) entre as posi¢des 428 e 429.

Os seguintes primers foram usados para introduzir essas substi-



10

15

20

36

tuicoes desejadas de aminoacidos:

Fita sentido 5-CCTATAAGAAAAAGACAGATACGCTCG -3" (ID SEQ NO: 8)
Fita anti-sentido 5-CGAGCGTATCTGTCTTTTTCTTATAGG-3" (ID SEQ: NO: 9)
D87R:

Fita sentido 5-TTCCATCCTCGAGAGATTGTCAAT-3" (ID SEQ NO: 10)

Fita anti-sentido 5-ATTGACAATCTCTCTGAGGATGGAA-3’ (ID SEQ: NO: 11)
N122K e S124K: |

Fita sentido 5-CGTTATACCTATAAGAAAAAGACAGATACGCTCG-3" (ID SEQ
NO: 12)

Fita anti-sentido 5- CGAGCGTATCTGTCTTTTTCTTATAGGTATAACG-3" (ID
SEQ NO: 13)

S146G:

Fita sentido 5-AAAAGACCATCAGGGTGGTCTCGAGAAG -3 (ID SEQ NO: 14)
Fita anti-sentido 5"-CTTCTCGAGACCACCCTGATGGTCTTTT -3'i (ID SEQ: NO:
15) '

V298L.:

Fita sentido 5-GCTCAAAATGGATTAAAAGTAGCCGCA -3° (ID SEQ NO: 16)
Fita anti-sentido 5-TGCGGCTACTTTATTTCCATTTTGAGC -3° (ID SEQ: NO:
17)

L386F:

Fita sentido 5- CCGTATTAAGTTCGATCCAACTTATAGC -3" ( ID SEQ NO: 18)
Fita anti-sentido 5- GCTATAAGTTGGATCGAACTTAATACGG -3° (ID SEQ:
NO: 19)
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Tabela 4: Mutacdes com impacto positivo sobre a termoestabilidade de

mutantes de s-GDH que ja compreendem outros mutantes para, por e-

xemplo, aperfeicoar especificidade a glicose

Enzima M/G sob 30 | Estabilidade, | Troca de aminoacidos
mM de agu- | 30 min, 64°C
carem %

WT 105% 80% -

Mutante A 25% 40% T348G

Mutante V 25% 50% T348G +T313D

Mutante VI 25% 45% T348G +N267Y

Mutante 6 1,5% 5% N122K+L169F+Y171G+E245D+M341V+
T348G+ins429P

Mutante 19 2% 10% N122K+S124K+L169F+Y171G+E245D+
M341V+T348G+ins429P

Mutante 21 2% 15% N122K+S124K+L169F+Y171G+E245D+
M341V+T348G+L386F+ins429P

Mutante 24 2% 25% N122K+S124K+L169F+Y171G+E245D+
M341V+T348G+L386F+ins429P

Mutante 22 2,5% 20% N122K+S124K+L169F+Y171G+E245D+
Q246H+M341V+T348G+L386F +ins429P

Mutante 25 2,5% 55% N122K+S124K+L169F+Y171G+E245D+
Q246H+M341V+T348G+L386F +ins429P

Mutante 29 2,5% 75% D87R+N122K+S124K+S146G+L169F+
Y171G+E245D+Q246H+V298L +
M341V+T348S+L.386F+ins429P

Mutante 30 2,5% 60% D87R+N122K+S124K+S146G+L169F+
Y171G+E245D+Q246H+V298L +
+G339T+M341V+T348G+L386F+ins429P

Mutante 31 3% 80% D87R+N122K+5124K+S146G+L169F+
Y171G+E245D+Q246H+V298L+
M341V+T348S+L386F+ins429P+V436P

Mutante 32 3,3% 67% D87R+N122K+S124K+S146G+L169F+
Y171G+E245D+Q246H+V298L +
M341V+T3485+V349G+A354T+L386F+
ins429P

Mutante 33 4,3% 80% D87R+L110H+N122K+S124K+S146G+L169F+
Y171G+E245D+Q246H+V298L+
M341V+T348S+L386F+ins429P

Os resultados acima mostram que as trocas de aminoéacidos

D87R, N122K, S124K, S146A ou G, preferencialmente G, S146G, L187F ou
M; N267Y, V298L, T313D e L386F aperfeicoam a termoestabilidade do mu-

tante basico 6.
As substituicoes D87R; N122K; S124K; S146G; V298L e L386F

apresentam efeitos bastante fortes sobre aperfeicoamentos na termoestabi-

lidade.

Exemplo 7
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Geracao de mutantes com alta especificade de substratos a glicose em
comparagao com maltose e aperfeicoamento de afinidade por glicose

In WO 02/34919 diversas trocas de aminoacidos em diferentes
posi¢oes de s-GDH foram identificadas e mostradas acentuar a especificida-
de de substratos a glicose em comparagdo com, por exermplo, maltose.
Combinagbes da troca de aminoacido T348G com substituigdes de aminoa-
cidos em outras posi¢des, por exemplo, nas posigdes 169, 171, 245, 341
e/ou 349, aumentou a especificidade de substratos adicionalmente. Diversos
mutantes de s-GDH diferentes com especificidade aperfeicoada a glicose,
mas em comparagdo com maltose, porém com particularmente uma baixa
afinidade pelo substrato glicose, foram selecionados e tentativas foram feitas
para aperfeigoar sua afinidade por glicose.

Como se sabe dos experimentos resumidos nas Tabelas 2 e 3,
as substituicdes de aminoacidos L110H ou Y; N229A, G ou S; Q246H, M ou
N; Y333A; G339T; M341V; V349A ou G e V436P parecem apropriadas para
aumentar a afinidade de um mutante de s-GDH por glicose. Efeitos mais in-
tensos sobre afinidade sdo observados com os mutantes L110H, Q246H;
G339T; M341V; V349G e V436P. Aperfeicoamentos de afinidade adicional-
mente fortes foram verificados com as trocas de aminoacidos Q246H,
M341V; V349G e V436P. Mutagbes pontuais sdo introduzidas em mutantes
ja existentes pela mesma estratégia como ja exemplificado no Example 6,
portanto, aqui apenas os primers especificos as substituicdes Q246H sao
dados. |
Fita sentido 5°- GGTAAATTATTGCAGTCTGATCATGGCCC -3” (ID SEQ NO:
20)

Fita anti-sentido 5- GGGCCATGATCAGACTGCAATAATTTACC -3 (ID SEQ:
NO: 21)

A determinagdo de afinidade por glicose via classificagdo da
medigdo dos valores de Km como descrito no Exemplo foi realizada. O valor
de Km aparente foi calculado dos graficos de diferentes concentragbes de
substrato versus atividade da enzima.

A atividade especifica foi aprimorada como descrito no Exemple
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Combinagbes de trocas identificadas como apropriadas para a-
perfeicoar especificidade, afinidade e/ou estabilidade de substratos foram
introduzidads em s-GDH mutada com especificidade totalmente aperfeigoa-
da a glicose em comparag¢ao a maltose.

Tabela 5: Combinagédo de varias substituicoes de aminoacidos em mu-
tantes de s-GDH com especificidade de substratos aperfeicoada a gli-
cose em comparacao com maltose

Enzimas Classificagdo | Valor ap.de |Valorap.de |M/G Atividade
de valor de KmemmM |KmemmM |em% |Especifica
Km-em % de Glicose | de Maltose U/mg

WT 70 0,7 1,4 105 800

Mutante 6 8 64,7 714 1,5 268

Mut.13 (=Mutante 6 20 17,1 208 3 430

+Q246H)

Mutante G 12 11 110 2 351

Mut.J (=Mutante G + 18 8 143 3 489

Q246H)

Mutante 22 18 11 n.d. 2,5 400

Mutante 23 (=mutante 15 13 n.d. 2 350

22, + Q246N)

Mutante 29 (como o 21 11 n.d. 2,5 400

mutante 22, mas

T348S)

Mutante 30 (= mutan- 26 9 n.d. 2,5 350

te 22 + G339T

Mutante 31 ( = mutan- 33 6 n.d. 3 380

te 29 + V436P)

Mutante 32 ( = mu- 32 n.d. o nd. 3.3 220.

tante 29 + V349G +

A354T)

Mutante 33 ( = mu- 28 n.d. n.d. 4.3 350

tante 29 + L110H)

Pode-se ver claramente que em todos os tipos de mutantes a
troca de aminoacido adicional Q246H produziu um aumento de afinidade por
glicose e um aperfeigoamento em relagdo a atividade especifica. O mutante
6 apresenta as trocas de aminodacidos nas posigoes T348G, N122K, L169F,
Y171G, E245D, M341V e uma insergao de prolina na posigao 429 como o
mutante 13 e Q246H adicional. O mutante J apresenta as trocas de aminoa-
cidos nas posigoes T348G, Y171G, E245D, M341V, N428P como o mutante
G e Q246H adicional.
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O mutante 22 apresenta as trocas de aminoacidos nas posi¢oes
T348G, N122K, S124K, L169F, Y171G, E245D, Q246H, M341V, L386F e
uma inser¢édo de prolina na posigao 429. O mutante 29 apresenta todas as
trocas do mutante 22, exceto T348G, que é trocado por T348S, e resultou
em um aperfeicoamento de velocidade. Os mutantes 30 e 31 atingiram valo-
res de Km ainda maiores para glicose trocando adicionalmente G339T e
V436P.

Exemplo 8
Purificacdo de s-GDH do tipo selvagem ou variante e andlise de ativi-
dade enzimatica e atividade especifica, respectivamente

Células de E. coli compreendendo um vetor de expressao de s-
GDH apropriado séo crescidos (4 x lévedo-amp., 37°C), colhidos e ressus-
pensos em tampao de fosfato de potassio, pH 7,0. Ruptura de células foi
realizada por passagem em Prensa Francesa 70-90 MPa (700-900 bars).
Apds centrifugagdo, o sobrenadante foi aplicado em uma coluna de S-
Sepharose (Amersham Pharmacia Biotec) equilibrada com 10 mM de tam-
pao de fosfato de potassio, pH 7,0. Apos lavagem, a s-GDH foi eluida usan-
do um gradient salino de NaCl 0-1 M. As fragdes mostrando atividade de s-
GDH foram reunidas, dialisadas contra tampao de fosfato de potassio, pH
7,0, e re-cromatografadas em coluna de S-sepharose reequilibrada. As fra-
¢Oes ativas foram reunidas e submetidas a filtragdo em gel usando uma co-
luna Superdex® 200 (Amersham). As fragbes ativas foram reunidas e apds,
adicéo de CaCl, (concentragdo final de 3 mM), armazenadas a —20°C.

Determinagdo de proteina foi realizada usando o Reagente de
Ensaio Protéico No. 23225 da Pierce (curva de calibragdo com BSA, 30 min,
37°C).

Para medicdo da atividade enzimatica, as amostras de s-GDH
foram diluidas em 1 mg de proteina/ml com pirrolquinolina quinona (PQQ)
0,0556 mM; Hepes 50 mM; CaCl, 15 mM, pH 7,0, e incubadas a 25°C por 30
minutos para reconstituicdo ou ativagao.

Apo6s ativagdo, amostras foram diluidas com Hepes 50 mM; Ca-
Cl, 15 mM, pH 7,0, até aproximadamente 0,02 U/ml, e 50 pl de cada amostra



10

15

41

diluida foram adicionados a 1.000 pl de uma solugao tampao de citrato 0,2 M
(pH 5,8; a 25°C) contendo 0,315 mg de (4-(dimetilfospinilmetil)-2-metil-
pirazol-[1.5a]-imidazol-3-il)-(4-nitrossofenil)-amina (ver patente norte-ameri-
cana US 5.484.708)/ml como mediador e 30 mM de agucar.

Extingdo a 620 nm é monitorada durante os primeiros 5 minutos
a 25°C.

Uma unidade de atividade enzimatica corresponde a conversao
de 1 mMol de mediador/min sob as condigdes de ensaio acima.
Calculo:
Atividade volumétrica (U/ml) = (volume total * dE/min [U/ml]) : (¢ * amostra
volume * 1)
(€ = coeficiente de extingao; €s20 nm = 30[1* mmol™ *cm )).
Atividade especifica (U/mg) = Atividade volumétrica, U/ml, dividida por con-
centragdo de proteina, mg/ml, resulta em U/mg.

Os ensaios foram realizados com glicose e maltose (Merck, A-
lemanha), respectivamente.

Resultados referentes a atividade enzimatica, bem como a ativi-
dade especifica, foram incluidos nas Tabelas dadas nos Exemplos anterio-

res.
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130 135 ’ 140
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Leu

gat
Asp

agc
Ser

cgt
Arg

caa
Gln

cat
His
180

atg
Met

aat
Asn

cgt
Arg

tct
Ser

ggt
Gly
260

ggc
Gly

gat
Asp

aaa
Lys

tta
Leu

gag
Glu
340

gtc
val

ttg
Leu

cca
Pro

aac
Asn

ctt
Leu

ggg
Gly
165

acg
Thr

ggt
Gly

cca
Pro

aat
Asn

gaa
Glu
245

ggc
Gly

tat
Tyr

tta
Leu

gaa
Glu

tat
Tyr
325

atg
Met

tat
Tyr

gtt
val

act
Thr

aac
Asn

gtc
val
150

cgt
Arg

cca
Pro

aaa
Lys

agt
Ser

ccg
Pro
230

caa
Gln

aat
Asn

gct
Ala

gct
Ala

tct
Ser
310

acc
Thr

acc
Thr

aag
Lys

cca
Pro

tat
Tyr
390

cgt
Arg

att
Ile

aac
Asn

act
Thr

gta
val

ttt
Phe
215

cag
Gln

ggc
Gly

tat
TYyTr

tat
TYyr

caa
Gln
295

gaa
Glu

gtt
val

tac

TYyxr

ggc
Gly

tct
Ser
375

agc

Ser

tat
Tyr

gg9g9
Gly

cag
Gln

caa
Gln

cta
Leu
200

aac
Asn

ggc
Gly

cca
Pro

ggt
Gly

gca
Ala
280

aat
Asn

tgg
Trp

caa
Gln

att
Ile

ggt
Gly
360

tta

Leu

act
Thr

cgt
Arg

cca
Pro

ctt
Leu

caa
Gln
185

cgc
Arg

ggg
Gly

tta
Leu

aac
Asn

tgg
Trp
265

aat
Asn

gga
Gly

act
Thr

gat
Asp

tgc
Cys
345

aaa

Lys

aaa
Lys

act
Thr

gat
Asp

43

gat
Asp

act
Ala
170

gaa

Glu

tta
Leu

gtg
Val

gca
Ala

tct
Ser
250

ccg

Pro.

tat
Tyr

gta
val

ggt
Gly

acc
Thr
330

tgg
Trp

aaa
Lys

cgt
Arg

tat
Tyr

gtg
val

caa
Gln
155

tat
Tyr

ctg
Leu

aat
Asn

gtt
val

ttc
Phe
235

gac
Asp

aat
Asn

tca
Ser

aaa
Lys

aaa
Lys
315

tac
Tyr

cca
Pro

gca
Ala

ggt
Gly

gat
Asp
395

att
Ile

aag
Lys

ttg
Leu

aat
Asn

ctt
Leu

agc
Ser
220

act
Thr

gat
Asp

gta
Val

gca
Ala

gta
val
300

aac
Asn

aac
Asn

aca
Thr

att
Ile

gtc
val
380

gac

Asp

gca
Ala

att
Ile

ttc
Phe

ggt
Gly

gat
Asp
205

cat
His

cca
Pro

gaa
Glu

gca
Ala

gca
Ala
285

gcc
Ala

ttt
Phe

tat
Tyr

gtt
val

act
Thr
365

att
Ile

gct
Ala

agt
Ser

tat

ttg
Leu

aaa
Lys
1390

gga
Gly

att
Ile

aat
Asn

att
Ile

ggt
Gly
270

gce
Ala

gca
Ala

gtc
Val

aac
Asn

gca
Ala
350

ggt
Gly

ttc
Phe

gta
val

cca
Pro

tat

cca
Pro
175

gac
Asp

agt
Ser

tat
Tyr

ggt
Gly

aac
Asn
255

tat
Tyr

aat
Asn

ggg
Gly

cca
Pro

gat
Asp
335

ccg

Pro

tgg
Trp

cgt
Arg

ccg
Pro

gat
Asp

acg
Thr
160

aat
Asn

tat
Tyr

att
Ile

aca
Thr

aaa
Lys
240

ctc
Leu

aaa
Lys

aag
Lys

gte
val

cca
Pro
320

cca
Pro

tca
Ser

gaa
Glu

att
Ile

atg
Met
400

ggg
Gly

480

528

576

624

672

720

768

816

864

9212

260

1008

1056

1104

1152

1200

1248



aat
Asn

gat
Asp

ttc
Phe

gtc
Val

ggc
Gly

acc
Thr
450

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

2

454
PRT
Acinetobacter calcoaceticus

2

tta
Leu

tca
Ser
435

tat
Tyr

Asp Val Pro

1

Phe

Leu

Lys

Gln

65

Gly

Ser

Gln

Glu

Gln

145

Ile

Asp

Trp

Ile

50

val

Phe

Gly

Thr

Lys

130

Ser

Gly

Lys

Gly

Leu

Pro

Ala

Thr

Ile

115

Pro

Gly

Asp

tat

Tyr
420

gta
val

aag
Lys

Leu

Lys

20

Pro

Arg

Glu

Phe

Phe

100

Ile

val

Gln

405
gta
val

aca

gct
Ala

Thr

val

Asp

val

Ile

His

85

Lys

Asp

Leu

Gly
165

tta act gat
Leu Thr Asp

aat aca tta
Asn Thr Leu
440

aag
Lys

Pro Ser Gln

Ile Leu Ser

Asn Gln Ile
40

Asn Pro Glu
55

Val Asn Asp
70

Pro Asp Phe

Asn Pro Lys

Arg Tyr Thr
120

Leu Leu Ala
135

val Ile Gly
150

Arg Asn Gln

act
Thr
425

gaa
Glu

Phe
Asn
25

Trp
Ser
Ala

Lys

Ser
105

Tyr

Gly

Pro

Leu

44

410

gcc
Ala

aac
Asn

Ala

10

Leu

Leu

Gly

Asp

Asn

90

Thr

Asn

Leu

Asp

Ala
170

gga
Gly

cca
Pro

Lys

Asn

Thr

Ser

Gly

75

Asn

Asp

Lys

Pro

Gln
155

Tyr

aat
Asn

gga
Gly

Ala

Lys-

Glu

Val

60

Gln

Pro

Lys

Ser

Ser

140

Lys

Leu

gtc
val

tct
Ser
445

Lys

Pro

Arg

45

Lys

Asn

Tyr

Glu

Thr

125

Ser

Ile

Phe

caa
Gln
430

ctc
Leu

Ser

His

30

Ala

Thr

Gly

Ile

Leu

110

Asp

Lys

Tyr

Leu

415

aaa
Lys

att
Ile

Glu

15

Ala

Thr

Val

Leu

Tyr

95

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro
175

gat
Asp

aag
Lys

Asn

Leu

Gly

Phe

Leu

80

Ile

Asn

Leu

His

Thr

160

Asn

1296

1344

1362



Gln

His

Pro

Leu

225

Leu

Ile

Asp

Ser

Pro

305

Leu

Thr

Ser

Asn

Lys

385

Phe

Asn

Asp

Ala

Thr

Lys

210

Gly

Leu

val

Asp

Ile

290

val

Lys

Cys

Ala

Thr

370

Leu

Lys

val

Gly

Gln

195

Asp

His

Gln

Lys

Ser

275

Lys

Thr

Thr

Gly

Tyr

355

Leu

Asp

Ser

Leu

Ser
435

His

180

Met

Asn

Arg

Ser

Gly

260

Gly

Asp

Lys

Leu

Glu

340

val

Leu

Pro

Asn

Tyr
420

val

Thr

Gly

Pro

Asn

Glu

245

Gly

Tyr

Leu

Glu

Tyr

325

Met

Tyr

val

Thr

Asn

405

val

Thr

Pro

Lys

Ser

Pro

230

Gln

Asn

Ala

Ala

Ser

310

Thr

Thr

Lys

Pro

Tyr

390

Arg

Leu

Asn

Thr

val

Phe

215

Gln

Gly

Tyr

Tyr

Gln

295

Glu

val

Tyr

Gly

Ser

375

Ser

Tyr

Thr

Thr

Gln

Leu

200

Asn

Gly

Pro

Gly

Ala
280

-Asn

Trp

Gln

Ile

Gly

360

Leu

Thr

Arg

Asp

Leu
440

Gln

185

Arg

Gly

Leu

Asn

Trp

265

Asn

Gly

Thr

Asp

Cys

345

Lys

Lys

Thr

Asp

Thr

425

Glu

45

Glu

Leu

val

Ala

Ser

250

Pro

Tyr

val

Gly

Thr
330

Trp

Lys

Arg

Tyr

val

410

Ala

Asn

Leu

Asn

val

Phe

235

Asp

Asn

Ser

Lys

Lys

315

Tyr

Pro

Ala

Gly

Asp

395

Ile

Gly

Pro

Asn

Leu

Ser

220

Thr

Asp

val

Ala

Val

300

Asn

Asn

Thr

Ile

val

380

Asp

Ala

Asn

Gly

Gly

Asp

205

His

Pro

Glu

Ala

Ala

285

Ala

Phe

Tyr

val

Thr

365

Ile

Ala

Ser

val

Ser
445

Lys

190

Gly

Ile

Asn

Ile

Gly

270

Ala

Ala

val

Asn

Ala

350

Gly

Phe

Val

Pro

Gln

430

Leu

Asp

Ser

Tyr

Gly

Asn
255

Tyr

Asn

Gly

Pro

Asp

335

Pro

Trp

Arg

Pro

Asp

415

Lys

Ile

Ile

Thr

Lys

240

Leu

Lys

Lys

Val

Pro

320

Pro

Ser

Glu

Ile

Met

400

Gly

Asp

Lys



Phe Thr Tyr Lys Ala Lys

450

<210> 3
<211>
<212>
<213>

DNA
<220>
<223>

<400> 3
cactaactga

ttaacattgt
agttgtcagt
taccggacaa
attttggacc
cccgaagggc,
gcgectgtecg
cttcggegtt
ccctacataa
tggcaagtct
aatttgctaa
agccgcacgc
gtaagattct
agattgtcaa
ttaaaaataa
aagaattacc
tcgagaagcc
gtcttgtcat
agcttgctta
atggtaaaga
ttccaaagga
gtaatccgca
caaactctga
tagcaggtta
agtcaattaa

aagaatctga

4373

Artificial

ttacgcaccg
gatagctatg
tttgctgggg
aaataaagag
tgggcagtgce
gagcgtagcg
tgtccaaact
cagtaacacg
taaaaccgga
gttattcggc
agcgaaatca
gttgttatgg
aagagttaat
tgatgctgat
tccttatatce
gaaccaaacg
agtcgattta
tgggccagat
tttgttcttg
ctatcacacc
taatccaagt
gggcttagca
cgatgaaatt
taaagatgat
ggatttagct

atggactggt

Vetor de seqgiiéncia pACSGDH

catgtaaccg

atgacaacgt

tatttcgett

ttgaataaga

tcgccaaaac

agtcaaacct
gctgcgccaa
cgttaacgtg
gctaccatga
gcgcacgcge
gagaactttg
ggaccagata
ccagagtcgg
gggcagaatg
tatatttcag
attattcgtc
ttagcaggat
caaaagattt
ccaaatcaag
tatatgggta
tttaacgggg
ttcactccaa
aacctcattg
agtggctatg
caaaatggag

aaaaactttg

46

ttttcaatct
ttgtcgcact
ataaaaaccg
gcttatccca
gcgttagegt
cacgtactac
taacgcctgg
ctgaacagcc
ataagaaggt
atgccgccga
acaagaaagt
atcaaatttg
gtagtgtaéa
gtttattagg
gtacatttaa
gttataccta
taccttcatc
attatacgat
cacaacatac
aagtactacg
tggttagcca
atggtaaatt
tcaaaggtgg
cttatgcaaa
taaaagtagc

tcccaccatt

gtgagtaaat
gtaactaacyg
ttatcacaat
ttagggctat
tttgéacgcg
gtgtacgctc
tgggataggc
gggcattttt
actgaccctt
tgttcctcta
tattctatct
gttaactgag
aacagttttt
ttttgecttce
aaatccgaaa
taataaatca
aaaagaccat
tggtgaccaa
gccaactcaa
cttaaatctt
tatttataca
attgcagtct
caattatggt
ttattcagca
cgcaggggte

aaaaacttta

tcacagttta
tgtaacagtt
atcccgecgac
tttacttgcce
ctagcggcgg
cggtttttge
tctaaatacg
ttacgctata
tctgccgtga
actccatctc
aatctaaata
cgagcaacag
caggtaccag
catcctgatt
tctacagata
acagatacgc
cagtcaggtc
gggcgtaacc
caagaactga
gatggaagta
cttggacatc
gaacaaggcc
tggccgaatg
gcagccaata
cctgtgacga

tataccgttce

60

120

180

240

300

- 360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



aagataccta
cagttgcacc
aaaatacatt
caacttatag
gtgatgtgat
atgtccaaaa
agttcaccta
ttttttagtt
ccectggegtt
tagcgaagag
gcgectgatg
cactctcagt
acccgctgac'
gaccgtctcec
acgaaagggc
ttagacgtca
ctaaatacat
atattgaaaa
tgcggcattt
tgaagatcag
ccttgagagt
atgtggcgcyg
ctattctcag
catgacagta
cttacttctg
ggatcatgta
cgagcgtgac
cgaactactt
tgcaggacca
agccggtgag
ccgtatcgta
gatcgctgag

atatatactt

caactataac
gtcatctgce
attggttcca
cactacttat
tgcaagtcca
agatgatggc
taaggctaag
ttagaaaaga
acccaactta
gcccgcecacceg
cggtattttc
acaatctgct
gcgcecectgac
gggagctgca
ctcgtgatac
ggtggcactt
tcaaatatgt
aggaagagta
tgccttectg
ttgggtgcac
tttcgceceg
gtattatccc
aatgacttgg
agagaattat
acaacgatcg
actcgcecttg
accacgatgc
actctagcectt
cttctgeget
cgtgggtctc
gttatctaca
ataggtgcct

tagattgatt

gatccaactt
tatgtctata
tctttaaaac
gatgacgctg
gatgggaatg
tcagtaacaa
taatacagtc
attcactggce
atcgecttge
atcgcectte
tccttacgceca
ctgatgccgce
gggcttgtcet
tgtgtcagag
gcctattttt
ttcggggaaa
atccgctcat
tgagtattca
tttttgctca
gagtgggtta
aagaacgttt
gtattgacgc
ttgagtactc
gcagtgctge
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
cccggcaaca
cggcccettece
gcggtatcat
cgacggggag
cactgattaa

taaaacttca

47

gtggagagat
agggcggtaa
gtggtgtcat
taccgatgtt
tcttatatgt
atacattaga
gcattaaaaa
cgtcgtttta
agcacatccc
ccaacagttg
tctgtgcggt
atagttaagc
gctceccggea
gttttcaccg
ataggttaat
tgtgcgcgga
gagacaataa
acatttccgt
cccagaaacg
catcgaactg
tccaatgatg
cgggcaagag
accagtcaca
cataaccatg
ggagctaacc
accggagctg
ggcaacaacg
attaatagac
ggctggetgg
tgcagcactg
tcaggcaact
gcattggtaa

tttttaattt

gacctacatt
aaaagcaatt
tttcecgtatt
taagagcaac
attaactgat
aaacccagga
accgatctat
caacgtcgtg
cctttecgeca
cgcagcctga
atttcacacc
cagccccgac
tccgcecttaca
tcatcaccga
gtcatgataa
acccctattt
ccctgataaa
gtcgcectta
ctggtgaaag
gatctcaaca
agcactttta
caactcggtc
gaaaagcatc
agtgataaca
gcttttttge
aatgaagcca
ttgcgcaaac
tggatggagg
tttattgctg
gggccagatg
atggatgaac
ctgtcagacc

aaaaggatct

tgctggccaa
actggttggg
aagttagatc
aaccgttatc
actgccggaa
tctctcatta
aaagatcggt
actgggaaaa
gctggegtaa
atggcgaatg
gcatatggtg
acccgccaac
gacaagctgt
aacgcgcgag
taatggtttc
gtttattttt
tgcttcaata
ttcececttttt
taaaagatgc
gcggtaagat
aagttctgct
gccgcecataca
ttacggatgg
ctgcggccaa
acaacatggg
taccaaacga
tattaactgg
cggataaagt
ataaatctgg
gtaagccctce
gaaatagaca
aagtttactc

aggtgaagat

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540



cctttttgat
agaccccgta
ctgcttgcaa
accaactctt
tctagtgtag
cgctctgcta
gttggactca
gtgcacacag
gctatgagaa
cagggtcgga
tagtcctgtc
ggggcggagc
ctggcctttt
taccgceccttt
<210> 4

<211> 29

<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 4

aatctcatga

gaaaagatca

acaaaaaaac

tttccgaagg

ccgtagttag

atcctgttac

agacgatagt

cccagcettgg

agcgccacgc

acaggagagc

gggtttcgece

ctatggaaaa

gctcacatgt

gagtgagctg

Artificial

primer

ccaaaatccc

aaggatcttc

caccgctacc

taactggctt

gccaccactt

cagtggctgc

taccggataa

agcgaacgac

ttcecegaagg

gcacgaggga

acctctgact

acgccagcaa

tctttectge

ataccgctcg

catttgctgg ccaggggttg caccgtcat

<210> 5

<211> 29

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> primer
<400> 5

atgacggtgc aacccctggce cagcaaatg

<210> 6

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> primer
<400> 6

ttaacgtgct

gaacagcegg

48

ttaacgtgag
ttgagatcct
agcggtggtt
cagcagagcg
caagaactct
tgccagtggc
ggcgcagcgg
ctacaccgaa
gagaaaggcg
gcttccaggg
tgagcgtcga
cgcggcecettt
gttatcccct

ccgcagccga

ttttcgttcece

ttttttctgce

tgtttgcecgg

cagataccaa

gtagcaccgc

gataagtcgt

tcgggctgaa

ctgagatacc

gacaggtatc

ggaaacgcct

tttttgtgat

ttacggttcc

gattctgtgg

acgacggggc

actgagcgtc

gcgtaatctg

atcaagagct

atactgtcct

ctacatacct

gtcttaccgg

cggggggttc

tacagcgtga

cggtaagcgg

ggtatcttta

gctcgtcagg

tggccttttg

ataaccgtat

ccg

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4373

29

29

20



<210> 7
<211> 20
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 7
atatgggtaa agtactacgc

<210> 8
<211> 27
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 8
cctataagaa aaagacagat acgctcg

<210> 9
<211> 27
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 9
cgagcgtatc tgtctttttc ttatagg

<210> 10
<211> 24
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 10
ttccatccte gagagattgt caat

<210> 11
<211> 25
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 11
attgacaatc tctctgagga tggaa

<210> 12
<211> 34
<212> DNA

<213> Artificial

<220>

49

20

27

27

24

25



<223> primer

<400> 12

cgttatacct ataagaaaaa gacagatacg ctcg

<210> 13
<211> 34
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 13

cgagcgtatc tgtctttttc ttataggtat aacg

<210> 14
<211> 28
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 14
aaaagaccat cagggtggtc tcgagaag

<210> 15
<211> 28
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 15
cttctcgaga ccaccctgat ggtcectttt

<210> 16
<211> 27
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 16
gctcaaaatg gattaaaagt agccgca

<210> 17
<211> 27
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 17

tgcggctact ttatttccat tttgagce

34

34

28

28

27

27



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

18

28

DNA
Artificial

primer

18

ccgtattaag ttcgatccaa cttatage

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

19

28

DNA
Artificial

primer

19

gctataagtt ggatcgaact taatacgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20

29

DNA
Artificial

primer

20

ggtaaattat tgcagtctga tcatggccc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

21

29

DNA
Artificial

primer

21

gggccatgat cagactgcaa taatttacc

51

28

28

29

29



10

15

20

25

30

REIVINDICAGOES
1. Mutante de glicose desidrogenase soluvel dependente de
PQQ (s-GDH; EC 1.1.5.2) com especificidade aperfeicoada a glicose em
comparagdo com maltose, apresentando uma substituicdo de treonina na
posicdo 348 por glicina, alanina ou serina, em que esse mutante adicional-
mente compreende:
a) pelo menos uma mutagao para aperfeigoar a estabilidade
do mutante,
b) pelo menos uma mutagio para aperfeigoar a afinidade do
mutante a glicose, e, opcionalmente,
c) uma ou mais mutagdes para aperfeigoar adicionalmente a
especificidade do mutante a glicose em comparagao com
maltose, e
em que essas posigdes correspondem as posi¢cdes dos aminoacidos conhe-
cidas da sequéncia do tipo selvagem de s-GDH de A. calcoaceticus (ID SEQ
NO: 2).
2. Mutante de s-GDH, de acordo com a reivindicagdo 1, no qual
a mutagéo para aperfeigoar a estabilidade é uma substituicdo de aminoaci-
dos selecionada do grupo que consiste de L110H, Q246H; G339T; M341V;
V349G e V436P.
3. Mutante de s-GDH, de acordo com a reivindicagéo 1, no qual
a mutagdo para aperfeigoar a afinidade por glicose é selecionada do grupo
que consiste de L110H ou Y; N229A, G ou S;'0246H, M ou N; Y333A;
G339T; M341V; V349A ou G e V436P. _
4. Mutante de s-GDH, de acordo com a reivindica¢éao 1, no qual
a mutagdo para aperfeigoar a especificidade do mutante a glicose em com-
paragdo com maltose é uma substituicdo de aminodcidos selecionada do
grupo que consiste de Q145P; D163G ou N; Q164F; L169F; Y171G; 1208L
ou V; T224l; E245D; G276S; A294D ou E; V300A, S, N, Y ou |; T307G;
T323V; A354Y, E ou L; R378I, M, A ou D; N428P e insergao 429 P.
5. Mutante de s-GDH, de acordo com a reivindicagao 2, no qual
essa substituicdo para aperfeicoamento da estabilidade € selecionada do
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grupo que consiste de D87R; N122K; S124K; S146G; V298L e L386F.

6. Mutante de s-GDH, de acordo com a reivindicagdo 3, no qual
essa substituicao para aperfeicoamento da afinidade a glicose é selecionada
do grupo que consiste de L110H, Q246H; G339T; M341V; V349G e V436P.

7. Mutante de s-GDH, de acordo com a reivindicagao 4, no qual
essa substituicao para aperfeicoamento da especificidade do mutante a gli-
cose em comparagdo com maltose é selecionada do grupo que consiste de
L169F; Y171G; E245D; N428P e inser¢ao 429P.

8. Polinucleotideo isolado que codidica um mutante da proteina
s-GDH de acordo com qualquer das reivindicagbes 1 a 7.

9. Vetor de expressao que compreende um polinucleotideo iso-
lado como definido na reivindicagao 8, operavelmente ligado a uma sequén-
cia promotora capaz de promover a expressdo desse polinucleotideo em
uma célula hospedeira.

10. Célula hospedeira que compreende o vetor de expresséo da
reivindicagao 9.

11. Processo para produzir mutantes de s-GDH, o qual compre-
ende cultivar a célula hospedeira da reivindicagao 10 sob condi¢des ade-
quadas para produgao dos mutantes de enzima.

12. Vetor de expressdo que compreende um polinucleotideo iso-
lado como definido na reivindicagdo 11, operavelmente ligado a uma se-
gUéncia promotora capaz de promover sua expressao em um sistema de
sintese peptidica sem células.

13. Processo para produzir mutantes de s-GDH com o construc-
to da reivindicagdo 12 em um sistema de sintese peptidica sem células sob
condigbes adequadas para produgao desses mutantes de enzima.

14. Método de detecgdo, determinagdo ou medigdo de glicose
em uma amostra usando um mutante de s-GDH de acordo com qualquer
das reivindicagoes 1 a 7, esse aperfeicoamento compreendendo contatar a
amostra com esse mutante.

15. Método, de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizado
adicionalmente pelo fato de essa detecgdo, determinagdo ou medigdo de



glicose é realizada usando um sensor ou dispositivo de fita de teste.
16. Dispositivo para a detecgdo ou medi¢éo de glicose em uma
amostra que compreende um mutante de s-GDH de acordo com qualquer

das reivindicagdes 1 a 7 e outros reagentes exigidos para essa medi¢ao.
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FIG. 1

Seqiiéncia de aminoacidos de A. calcoaceticos (parte superior) e
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Diagrama esquemétié/E)&ao plasm’deo com
gene para s-GDH(pACSGDH)

PspOMI
Banll :
_Apal ;

Pcil .

Bsal
cfr101 .,
Bpml .=

Vspl

" Bput102

. Bsml
BspMI

::-.‘F'puMI
SanDl

%, "Vand1|
Mscl
Aatll P 'ECORI
Ndel = § pyyi
BS?AP] éBbG'
:Ehel
:Kasl



3/4

FIG. 3

Seqiéncia vetor pACSGDH

cactaactga
ttaacattgt
agttgtcagt
taccggacaa
attttggacc
cccgaagggc
gcgctgtecg
cttcggcegtt
ccctacataa
tggcaagtct
aatttgctaa
agccgcacgce
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ttaaaaataa
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caaactctga
tagcaggtta
agtcaattaa
aagaatctga
aagataccta
cagttgcacc
aaaatacatt
caacttatag
gtgatgtgat
atgtccaaaa
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ttttcaatct
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cacgtactac
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ataagaaggt
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acaagaaagt
atcaaatttg
gtagtgtaaa
gtttattagg
gtacatttaa
gttataccta
taccttcatc
attatacgat
cacaacatac
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tggttagcca
atggtaaatt
tcaaaggtgg
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taaaagtagc
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tgttcctcta
tattctatct
gttaactgag
aacagttttt
ttttgcette
aaatccgaaa
taataaatca
aaaagaccat
tggtgaccaa
gccaactcaa
cttaaatctt
tatttataca
attgcagtct
caattatggt
ttattcagca
cgcaggggtc
aaaaacttta
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tttcecgtatt
taagagcaac
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ctattctcag
catgacagta
cttacttctyg
ggatcatgta
cgagegtgac
cgaactactt
tgcaggacca
agecggtgag
ccgtatcegta
gatcgetgag
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gctcacatgt

gagtgagctg
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FIG. 4
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RESUMO
Patente de Invengdo: "MUTANTES APERFEICOADOS DE GLICOSE DE-
SIDROGENASE SOLUVEL DEPENDENTE DE PIRROLQUINOLINA QUI-
NONA".

A presente invengao descreve um mutante de glicose desidro-
genase soluvel dependente de PQQ (s-GDH; EC 1.1.5.2) com especificidade
aperfeicoada a glicose em comparagao com maltose, apresentando uma
substituicao de treonina na posigdo 348 por glicina, alanina ou serina, na
qual esse mutante adicionalmente compreende pelo menos uma mutagao
para aperfeigoar a estabilidade do mutante e uma ou mais mutagdes para
aperfeigoar a afinidade do mutante por glicose, e/ou uma ou mais mutagdes
para aperfeigcoar adicionalmente a especificidade do mutante a glicose em
comparagao com maltose, e na qual a posi¢do 348 corresponde as posi¢des
de aminoacidos conhecidas sequéncia do tipo selvagem de s-GDH de A.
calcoaceticus. Também descritos sdo genes que codificam esse mutante de
s-GDH e diferentes aplicagoes desses mutantes de s-GDH, particularmente
para determinar a concentragao de_ glicose em uma amostra.
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