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“METODO PARA PREPARAR UM POLIPEPTIDEO, POLIPEPTIDEO, E,
METODO PARA REALIZAR UMA REAGCAO CATALISADA POR
LIPASE”
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se a um polipeptideo com atividade
de enzima lipolitica e a um método para prepara-lo.
FUNDAMENTOS DA INVENCAO

WO8802775 descreve lipase B de Candida antarctica
(CALB). Uppenberg, Hansen, Patkar, Jones, Structure 2, 293-308 (1994)

descrevem a sequéncia de aminoacidos e a estrutura tridimensional (3D) de
CALB. A estrutura 3D foi encontrada no Research Collaboratory for
Structural  Bioinformatics  Protein Data Bank (RCBS  PDB)
(http://www.rcsb.org/), seu identificador sendo 1TCA.

Variantes de CALB sdo descritas em Zhang et al. Prot. Eng.
2003, 16, 599-605; Lutz. 2004, Tetrahedron: Asymmetry, 15, 2743-2748,;
Qian e Lutz, JACS, 2005, 127, 13466-13467; e em WO 2004/024954.

WQ9324619 descreve uma lipase de Hyphozyma sp.

Sequéncias de aminodacidos para outras lipases podem ser encontradas em
UniProt [0 Universal Protein Resource] com numeros de acesso Q4pepl,
Q7RYD2, Q2UE03, Q4WG73, Q6BVP4 e Q4HUY 1.
SUMARIO DA INVENCAO

Os inventores realizaram simula¢do de dindmica molecular
(MD) sobre a estrutura de 1TCA. A andlise revela dois capuzes até agora
desconhecidos com mobilidade notavel, Capuz 1 consistindo dos residuos de
135 ou 136 a 155 ou 160, e Capuz 2 consistindo dos residuos 267-295. A
simulagéo indicou uma forma semelhante a mais fechada em solugdo aquosa ¢
uma forma mais totalmente aberta em solugdo em solvente orgénico. A
analise revelou areas importantes reveladas na estrutura 3D para afetar a

atividade e a funcionalidade da lipase, e os inventores usaram isto para
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projetar variantes de enzima lipolitica com atividade especifica aumentada,
particularmente para substratos volumosos (e.g. ésteres de um acido
ramificado ou 4cido graxo de cadeia longa e/ou um alcool secundario) e/ou
atividade aumentada em pH alto (mais alto que pH 6timo) e/ou
enanciosseletividade aumentada.

Ademais, os inventores tém selecionado residuos de
aminoacido e projetado variantes de enzima lipase baseado em um
alinhamento de CALB com algumas sequéncias de lipase homologas.

Consequentemente, a invengdo proporciona um meétodo para
preparar um polipeptideo, compreendendo

a) selecionar um polipeptideo originario que tem atividade de
enzima lipolitica e tem uma sequéncia de aminoacidos com pelo menos 30%
de identidade com CALB (SEQ ID NO: 1),

b) selecionar um ou mais residuos de aminoacido na sequéncia
correspondendo a qualquer um dos residuos 1, 13, 25, 38-51, 53-55, 58, 69-
79, 91, 92, 96, 97, 99, 103, 104-110, 113, 132-168, 173, 187-193, 197-205,
215, 223-231, 242, 244, 256, 259, 261-298, 303, 305, 308-313, ou 315 de
CALB (SEQ ID NO: 1),

¢) alterar a sequéncia de aminoacidos selecionada sendo que a
alteracdo compreende substituicdo ou dele¢do do(s) residuo(s) selecionado(s)
ou inser¢do de pelo menos um residuo adjacente ao(s) residuo(s)
selecionado(s),

d) preparar um polipeptideo alterado tendo a sequéncia de
aminoacidos alterada,

e) determinar a atividade de enzima lipolitica ou a
enanciosseletividade para ligagdes de éster carboxilico do polipeptideo
alterado, e

f) selecionar um polipeptideo alterado que tem atividade de

enzima lipolitica mais alta ou uma enanciosseletividade mais alta do que a do
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A inveng¢do também proporciona um polipeptideo que:

a) tem atividade de enzima lipolitica, e

b) tem uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos
80% de identidade (particularmente pelo menos 90% ou pelo menos 95% de
identidade) com CALB (SEQ ID NO: 1) e tem uma diferen¢a de CALB (SEQ
ID NO: 1) que compreende uma substitui¢do, delecdo ou inser¢do de
aminoacido em uma posi¢do correspondendo a qualquer um dos residuos
1,13, 25, 38-51, 53-55, 58, 69-79, 91, 92, 96, 97, 99, 103, 104-110, 113, 132-
168, 173, 187-193, 197-205, 215, 223-231, 242, 244, 256, 259, 261-298, 303,
305, 308-313, ou 315.

Finalmente, a inveng¢do proporciona o uso do polipeptideo
variante acima em um processo catalisado por lipase.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Fig. 1 mostra um alinhamento de sequéncias de aminodacidos
de SEQ ID NOS. 1-7.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
Polipeptideo originario

O polipeptideo originario tem atividade de enzima lipolitica e
tem uma sequéncia de aminoicidos com pelo menos 30% de identidade
(particularmente pelo menos 40%, pelo menos 50%, pelo menos 60%, pelo
menos 70%, pelo menos 80% ou pelo menos 90%) com lipase B de Candida

antarctica (CALB, SEQ ID NO: 1) que é descrita em WO8802775, e cuja

sequéncia € dada em Uppenberg, J., Hansen, M.T., Patkar, S., Jones, T.A.,
Structure v2 pp. 293-308, 1994. O polipeptideo originario pode ser qualquer
uma das seguintes lipases. Um alinhamento € mostrado em Fig. 1.

SEQ ID NO: 1: lipase B de Candida antarctica (CALB),
ITCA

SEQ ID NO: 2: Hyphozyma sp., WQ9324619
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SEQ ID NO: 3: Ustilago maydis, UniProt Q4pep1

SEQ ID NO: 4: Gibberella zeae (Fusarium graminearum),
UniProt Q4HUY'1

SEQ ID NO: 5: Debaryomyces hansenii, UniProt Q6BVP4

SEQ ID NO: 6: Aspergillus fumigatus, UniProt Q4WG73

SEQ ID NO: 7: Aspergillus oryzae, UniProt Q2UEQ3

SEQ ID NO: 8: lipase de Neurospora crassa, UniProt
Q7RYD2

O alinhamento foi feito usando o programa agulha do pacote

EMBOSS (http://www.emboss.org) versio 2.8.0 com os seguintes

parametros: Penalidade de abertura de lacuna: 10,00, Penalidade de extensdo
de lacuna: 0,50, Matriz de substituicio: EBLOSUMSG62. O programa de
computador é descrito em EMBOSS: The European Molecular Biology Open
Software Suite (2000), Rice,P. Longden]. e BleasbyA, Trends in Genetics 16,
(6) pp276-277. O programa agulha implementa o algoritmo de alinhamento
global descrito em Needleman, S. B. e Wunsch, C. D. (1970) J. Mol. Biol. 48,
443-453, e Kruskal, J. B. (1983).

Outros polipeptideos originarios podem alinhar com as
sequéncias em Fig. 1 pelo mesmo método ou pelos métodos descritos em D.
Sankoff e J. B. Kruskal, (ed.), "Time warps, string edits and macromolecules:
the theory and practice of sequence comparison", pp. 1-44 Addison Wesley.
Capuzes e estrutura tridimensional (3D)

Em 1TCA de estrutura 3D, os inventores identificaram dois
capuzes com mobilidade alta em residuos de aminoacido de 135 ou 136 a 155
ou 160 (Capuz 1) e residuos 267-295 (Capuz 2) de SEQ ID NO: 1. A
simulacdo MD indicou que as seguintes regides sdo de interesse particular por
causa de uma mobilidade particularmente alta: residuos 141-149 em Capuz 1
e as seguintes regides em Capuz 2: 267-269, 272, 275-276, 279-280, 282-283,
286-290.
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Selecio de residuo de aminoacido

Um residuo de aminoacido pode ser selecionado tendo um
atomo de ndo-hidrogénio dentro de 0,8 nm de um atomo de ndo-hidrogénio
em Capuz 1 ou Capuz 2 em uma estrutura 3D. Este critério seleciona os
seguintes residuos na estrutura 1TCA: 38-51, 53-55, 58, 69-79, 104-110, 113,
132-168, 173, 187-193, 197-205, 223-231, 259, 261-298, 305, 308-313, 315
de SEQ ID NO: 1.

O residuo pode ser particularmente selecionado dentro de 0,6
nm dos capuzes, levando aos seguintes residuos em 1TCA: 40-42, 46-51, 54,
58, 70-77, 79, 104-107, 109, 133-165, 167, 173, 187-192, 197-203, 223-225,
228-229,261-297,308-312.

Um residuo de aminoacido também pode ser selecionado pelo
alinhamento de sequéncias de enzima lipolitica homdlogas e sele¢do de um
residuo em uma posi¢do com variabilidade, i.e. uma posi¢do onde sequéncias
diferentes tém residuos diferentes. Assim, os seguintes residuos em CALB
(SEQ ID NO: 1) podem ser selecionados por uma comparagdo com
Hyphozyma lipase (SEQ ID NO: 2) baseado no alinhamento mostrado em Fig.
1:1,3,5,10, 12-15, 25, 30, 31, 32, 57, 62, 66, 76, 78, 80, 83, 88, 89, 91, 92,
96, 97, 114, 121, 123, 143, 147-149, 159, 163, 164, 168, 169, 174, 188, 194,
195, 197, 199, 205, 210, 214, 215, 221, 223, 229, 238, 242, 244, 249, 251,
254, 256, 261, 265, 268, 269, 212-21 A, 277-280, 282-284, 287, 303-306,
309, 314, 315, 317.

Os seguintes residuos sdo de interesse especial: 1,13, 25, 38,
42,74, 140, 143, 147, 164, 168, 190, 199, 215, 223, 242, 244, 256, 265, 277,
280, 281, 283, 284, 285, 292, 303, 315 de CALB (SEQ ID NO: 1).

Residuos correspondentes em outras lipases podem ser
identificados de um alinhamento de sequéncia. Um alinhamento de varias
sequéncias é mostrado em Fig. 1. Outras sequéncias podem ser alinhamentos

por métodos conhecidos, tais como AlignX (um componente do vetor nti suite
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Sequéncia de aminoacidos alterada

A sequéncia de aminoacidos alterada € derivada da sequéncia
originaria pela realizacdo de alteragdo de um aminoicido em uma ou mais
posi¢cdes selecionadas, e opcionalmente também em outras posi¢des. Cada
alteragdo de aminoacido consiste de substitui¢do ou delegdo do residuo
selecionado ou inser¢do de pelo menos um residuo adjacente ao residuo
selecionado no lado N- ou C-terminal.
Substitui¢des particulares

As seguintes alteragdes em SEQ ID NO: 1 podem ser
opcionalmente combinadas:

« KI13Q, A25G, P38V,L,S, T42N, N74Q, V78I, Y918,
A92S, N96S, L99V, W104H, D134L M,N, T138L, L140E, P143S,L, D145S,
Al146T, L147N,F, A148P, V149P, S150A, WI155Q,N, QI57N, T158S,
L163F, T164V, R168D, V190I1.A, S197L,G, L199P, V2151, D223G, T229Y,
R242A, T244P, T256K, L261A, D265P, P268A, E269Q, L2771, P280V,
A281S, A283K, A284N, I285E,D, G288D, N292C,Q, P303K, K308D,
otV315l.

»  Substitui¢des multiplas:

o 1258D G288D

o S197GL199P

o TI164VLI163F

o VI190XQ157X

o A281XWI55X

o D223XA281X

o D223XI285X

o A281X1285X

o A281XWI55XA148X

o DI45XK308XK 138X
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o D223XA281X1285X

o Insercdes: L147FN, GI137ASV, VI190GAH, LI1QL,
L1QGPL

e Dele¢do: N97*

Baseado no alinhamento tal como aquele mostrado em Fig. 1,
uma sequéncia pode ser usada como um modelo para alteragées em outra
sequéncia. Assim, Capuz 1 ou Capuz 2 de uma sequéncia pode ser substituido
pela regido de capuz correspondente de outra sequéncia. As seguintes
variantes sdo projetadas pela alteragdo de Capuz 1 de CALB usando o
polipeptideo indicado como modelo:

e Q7RYD2 (Neurospora crassa) como modelo: Y135F K136H
V139M G142Y P143G D145C L147G A148N V149F S150GKVAKAGAPC
Al151P W155L

e Q4HUY1 (Fusarium graminearum) como modelo: V1391
G142N P1431 L144G D145G L147T A148G V149L S150IN A151T S153A
WI155V

- lipase de Hyphozyma sp. como modelo: L140E P143L L147F
A148G V149L.

e Q4PEP1 (Ustilago maydis) como modelo: V1391 L140E
P143L D145S A146T L147F A148G V149L S150A A151S P152Q.

Cada uma das variantes acima pode ser opcionalmente
combinada com N292C e/ou D223G e/ou A281S e/ou I1285E.

As seguintes substitui¢des podem ser feitas em SEQ ID NO: 2
(lipase de Hyphozyma sp.): V192, Q159N, DI136L.M,N, P41V.L, S50A,
N45S, W106H.

Nomenclatura para alteracdes de aminoacido

Neste relatério descritivo, uma substitui¢do de aminoacido €

descrita pelo uso de codigos de uma letra, e.g. W155Q. X ¢ usado para indicar

uma substituicdo com qualquer residuo diferente (e.g. V190X). Substitui¢des
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multiplas sdo concatenadas, e.g. S197G L199P para indicar uma variante com
duas substitui¢des. Alternativas sdo indicadas por virgulas, e.g. WI155Q,N
para indicar uma substitui¢do de W155 com Q ou N. Um asterisco indica uma
delecdo. Uma inser¢do € indicada como substitui¢do de um residuo com dois
ou mais residuos (e.g. L147FN)
Atividade de enzima lipolitica

Os polipeptideos originarios e variante tém atividade de
enzima lipolitica (particularmente atividade de lipase), i.e. sdo capazes de
hidrolisar liga¢des éster carboxilico para liberar carboxilato (EC 3.1.1),
particularmente liga¢Bes éster em triglicerideos (atividade de triacil-glicerol-
lipase, EC 3.1.1.3).

A atividade de enzima pode ser expressada como atividade
especifica, i.e. atividade hidrolitica por mg de proteina enzima. A quantidade
de proteina enzima pode ser determinada e.g. da absor¢do a 280 nm ou por
titulacdo de sitio-ativo (AST), como descrito por Rotticci et al. Biochim.
Biophys. Acta 2000, 1483, 132-140.

Enanciosseletividade

Enanciosseletividade é muitas vezes um pardmetro importante
em reacgdes catalisadas por CalB, tanto na hidrélise quanto na dire¢do de
sintese. O substrato pode ser uma mistura racémica de dois enancidomeros, ou
pode ser uma forma meso pré-quiral. Em ambos os casos um produto de
enanciémero unico é muitas vezes desejado. Excesso enanciomérico (ee) €
medido pela quantificagdo da quantidade de ambos os produtos
enancioméricos, e entdo calculando ee = (rendimento de enancidomero
desejado - rendimento de outro enanciémero) / (soma de ambos os
rendimentos). A quantificagdo é muitas vezes por cromatografia gasosa (GC)
quiral ou cromatografia liquida de desempenho alto (HPLC).

Uso de variante de enzima lipolitica

A variante de enzima lipolitica pode ser usada para biocatalise
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em uma reac¢do catalisada por lipase, tanto em hidrélise de €ster quanto em
reagcOes de sintese, e.g. em sintese de alguns polimeros. A reagdo catalisada
por lipase pode ser:

a) hidrdlise com um éster de acido carboxilico e d4gua como
reagentes, € um acido carboxilico livre e um alcool como produtos,

b) sintese de éster com um acido carboxilico livre € um alcool
como reagentes, e um éster de acido carboxilico como produto,

¢) alcodlise com um éster de acido carboxilico e um alcool
como reagentes, ou

d) aciddlise com um éster de acido carboxilico e um acido
graxo livre como reagentes.

Como CALB, a variante da inveng¢do pode ser particularmente
usada em aplicagdes onde quimio-, regio-, e/ou estereosseletividade,
estabilidade e velocidade de reagdo de enzima ou a capacidade para aceitar
uma variedade relativamente ampla de substratos € importante. Os produtos
de reagdo sdo tipicamente usados na industria quimica, de quimica fina,
farmacéutica, ou agroquimica, ou como ingredientes de alimento. A variante
pode estar imobilizada, e.g. por adsor¢cdo sobre uma resina adsorvente tal
como polipropileno.

O éster na reagio catalisada por lipase pode ter um grupo acido
volumoso ou uma parte de alcool secundario ou volumoso, tal como 2-Me-
butirato de pNP, octanoato de 6,8-difluoro-4-metil-umbeliferila (octanoato de
DiFMU) ou um iso-propil-éster de acido graxo iso- (e.g. 4cido C;6-C;3 graxo
que pode ser saturado ou insaturado).

A variante pode ser usada como descrito para CALB em A. J.
J. Straathof, S. Panke, A. Schmid. Curr. Opin. Biotechnol. 2002, 13, 548-556;
E. M. Anderson, K. M. Larsson, O. Kirk. Biocat. Biotrans. 1998, 16, 181-
204; R. A. Gross, A. Kumar, B. Kaira. Chem. Rev. 2001, 101, 2097-2124).
EXEMPLOS
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Exemplo 1: Selec¢iio de residuos de aminoacido por dinAmica molecular

Foram encontradas a partir de simula¢des de dinamica
molecular 2 regides de importancia alta para a atividade de lipase B de
Candida antarctica, como segue.

CHARMmM foi usado para preparar a estrutura de 1TCA para
as simula¢des. Atomos de hidrogénio foram adicionados em ambas proteina e
aguas usando o comando HBUILD. O sistema foi embebido em moléculas de
agua explicitas e confinado em uma caixa cubica de lado igual a 9,0
nanoémetros. Houve no total 24630 moléculas de agua incluindo aquelas ja
presentes na estrutura de 1TCA. Uma simulagdo em temperatura constante,
300K, e pressdo constante, 102,668 quilopascais, foi realizada por um total de
20 nanossegundos usando NAMD. Método de copulagdo de Berendsen foi
usado para manter a temperatura e a pressdo nos valores desejados. Os
resultados da estimulacio foram entdo analisados usando CHARMM
(Referéncias para CHARMM: MacKerell, A. D., Bashford, D., Bellott, M.,
Dunbrack, R. L, Evanseck, J. D., Field, M. J., Fischer, S., Gao, J., Guo, H.,
Ha, S., Joseph-McCarthy, D., Kuchnir, L, Kuczera, K., Lau, F. T. K., Mattos,
C, Michnick, S., Ngo, T., Nguyen, D. T., Prodhom, B., Reiher, W. E., Roux,
B., Schlenkrich, M., Smith, J. C, Stote, R., Straub, J., Watanabe, M.,
Wiorkiewicz-Kuczera, J., Yin, D., Karplus, M. J. Phys. Chem. B 1998, 102,
3586; MacKerell, A. D., Jr., Brooks, B., Brooks, C. L, IIl, Nilsson, L, Roux,
B., Won, Y., Karplus, M. Em The Encyclopedia of Computational Chemistry;
Schleyer, P. v. R. et al., Eds.; John Wiley & Sons: Chichester, 1998; Vol. 1, p
271; Brooks, B. R., Bruccoleri, R. E., Olafson, B. D., States, D. J,
Swaminathan, S., Karplus, M. J. Comput. Chem. 1983,4, 187).

A analise revelou até agora capuzes desconhecidos com
mobilidade alta. Foi verificado que varias regides se movem quando a enzima
estd em solucdo. Foi concluido que a especificidade e a funcionalidade da

enzima sdo dependentes desta mobilidade e a estrutura especifica no meio
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escolhido para a hidrélise ou a reagdo de sintese. A simula¢fo indicou uma
forma semelhante a mais fechada em solugcdo aquosa e uma forma mais
totalmente aberta em solu¢do em solvente organico, i.e. mais semelhante a
estrutura cristalina em solugdo aquosa contendo algum tensoativo.

Uso de célculo do Quadrado da Meédia da Raiz dos
Deslocamentos isotrdpicos para os atomos de C-alfa dos residuos em CALB
ao longo da simulagdo mencionada acima, regides com mobilidade aumentada
foram identificadas. As regides de capuz moveis encontradas foram residuos
136-160 para Capuz 1 e residuos 267-295 para Capuz 2. Foi concluido que os
residuos na vizinhanca destes capuzes novos interagem com a mobilidade de
capuz e sdo assim muito importantes para a atividade de enzima.

Exemplo 2: Reacdes de hidrolise

Atividade hidrolitica das variantes foi avaliada em butirato de
pNP, 2-metil-butirato de pNP racémico, e octanoato de 6,8-difluoro-4-metil-
umbeliferila (octanoato de DiFMU). 2-Me-butirato de pNP racémico foi
sintetizado de acordo com J. Biol. Chem. 1971, 246, 6019-6023. Octanoato de
DiFMU, adquirido de Molecular Probes, tem sido previamente relatado por
Lutz et al. (J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 13466-13467) em ensaios de CALB.
Enquanto que 2-Me-butirato de pNP seleciona variantes com aceitagdo
melhorada de substratos com um grupo acido volumoso, octanoato de DiIFMU
seleciona variantes com aceitagido melhorada de uma parte de alcool
volumosa. Reacdes foram realizadas em tampdo aquoso de fosfato 50 mM,
pH 7,0 com 0,1% de Triton X-100. Cinética de reagdo foi seguida por
aproximadamente 15 min em placas de microtitulo, medindo a 405 nm (pNP)
ou 350/485 nm (ex/em para DiFMU). Atividades foram normalizadas baseado

em As,go de enzima.
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Resultados sdo mostrados abaixo como atividade para varios

substratos em % de CALB de tipo selvagem.

Variante Butirato de 2-Me-butirato | Octanoato de
pNP de pNP DiFMU

N74Q 77 113 110
P143S 50 113 42
A281S 215 232 208
P38S 35 107 44
N292Q 73 158 105
L1QGPL 63 144 85
L1IQL 65 193 49
1285E 233 332 236
L147F 98 232 90
L147N 79 178 79
N292C 80 282 90
L140E 51 151 79
P143L 79 192 112
A146T 55 126 42
P280V 48 100 36
A283K 104 115 94
A284N 65 125 19
T103G, A148P 70 167 0
W104H, A148P 11 146 0
N74Q, A281S 88 156 0
V190A 64 143

L199P 74 162 75
T256K 105 120 79
T42N 35 216 47
R242A 24 119 39
V2151 105 133 43
T164V 75 130 80
L163F, T164V 81 160 92
D265P 28 117 44
P303K 35 108 50
R168D 62 122 53
A25G 66 111 26
V3151 65 102 19
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T244P 56 146 20
K13Q 56 122 39
L2771 53 137 51
Y91S, A92S, N96S, N97*, L9V 39 135 76
D223G 830 3621 820
originario (CALB) 100 100 100

Os resultados demonstram que a atividade especifica para um
substrato volumoso (éster com um &cido graxo ramificado) pode ser
aumentada em até 37 vezes pela substituicdo de um unico residuo de
aminoacido selecionado.

Exemplo 3: Variantes com substitui¢do de capuz

Variantes baseadas em CalLB de tipo selvagem (SEQ ID NO:
1) foram projetadas pela substituicdo de capuz 1 pelos residuos
correspondentes da lipase de Fusahum (SEQ ID NO: 4), da lipase de
Debaryomyces (SEQ ID NO: 5) ou da lipase de Neurospora (SEQ ID NO: 8).
Outras variantes foram projetadas pela combina¢do desta com uma Unica
substituicdo de um residuo selecionado (A281S). Resultados sdo expressados

como atividade em % de atividade de CALB sobre o mesmo substrato.

D145C, L147G,
S150GKVAKAGAPC,
A281S

A148N,
Al151P,

V149F,
WI155L,

Variante butirato de 2-Me-butirato | octanoato de
pNP de pNP DiFMU

V1391, GI142N, P143], L144G, D145G, 187 661 836
L147T, A148G, V149L, S150IN,
A151T,S153A, WI155V
Y135F, VI139R, L140M, A141V, G142P, 62 306 14
P143V, D145C, A146P, L147S, A148F,
V149P, S150KLSC, A151P,W155L
Y135F, K136H, VI139M, G142Y, P143G, 341 1223 14
D145C, L147G, A148N, V149F,
S150GKVAKAGAPC, A151P, W155L
V1391, G142N, P1431, L144G, D145G, 1052 1612 631
L147T, A148G, VI149L, S150IN, A151T,
S153A, W155V, A281S
Y135F, K136H, VI139M, G142Y, P143G, 378 2397 76

Os resultados demonstram que a atividade especifica para um
substrato volumoso pode ser significativamente aumentada pela substitui¢do

do capuz de uma lipase pelo capuz de outra lipase, e que esta pode ser
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adicionalmente aumentada pela combinagdo com uma unica substituigdo de
um residuo selecionado.
Exemplo 4: Enanciosseletividade

Reac¢des de hidrolise foram realizadas em escala de 2 mL
usando 2-Me-butirato de pNP 2 mM como substrato em tampdo fosfato de
s6dio, 0,5 M pH 7,0 com 1% de Triton X-100. As reagdes foram
interrompidas pela adi¢cdo de HC1 2 M (0,1 mL), e entdo extraidas em Et,O (2
mL). ApOds analise por GC quiral (coluna Varian CP-Chiralsil-DEX CB 10 m,
programa de temperatura 80 a 180°C a 2 °C/min), E (razdo enanciomérica) foi
calculada como E = In[ee,(1-ees)/(ee,tee;)] / In[ee,(1+ee;)/(ee,ees)], com ees
e ee, sendo ee (excesso enanciomérico) para substrato e produto,
respectivamente. Rea¢des foram realizadas em tripletos para cada enzima
(interrompida em conversdes diferentes) e E relatado como uma média.

CALB foi testada e comparada com variante Y135F, K136H,
VI139M, Gl142Y, P143G, DI145C, L147G, Al48N, VI149F,
S150GKVAKAGAPC, A151P, W155L. Os resultados foram E=2,4 para a
variante e E=1,05 para a lipase originaria (CALB), mostrando que CALB ¢
quase inteiramente ndo-seletiva, mas a variante tem uma enanciosseletividade
aumentada.
Exemplo 5: Hidrolise de éster de acido graxo de cadeia longa

Constantes de Michaelis-Menten foram determinadas para
uma variante de CALB com laurato de pNP como um substrato de cadeia
longa. Experimentos foram realizados em tampéo fosfato de sédio 0,5 M, pH
7,0, contendo 1% de Triton X-100 (para evitar solugdes turvas em

concentra¢des de substrato altas).

Keat S | Km (micro-M) | kea/Knm(s'M™)

originario (caLB) 3,1 535 0,58 *10*

V1391, G142N, P1431, L144G, DI145G, 23 170 14 * 10*
L147T, A148G, V149L, S150IN, AISIT,

S153A, WI55V

Os resultados mostram que a variante é 23 vezes mais ativa do
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que a lipase originaria sobre substrato de cadeia longa (medido como Kear /
KMm).
Exemplo 6: Hidroélise de iso-propil-éster

A variante usada no exemplo prévio também foi testada em
hidrélise de palmitato de iso-propila. Os resultados mostraram que a hidrolise
foi 26% mais alta para a variante do que para CALB. A hidrdlise foi realizada
como segue:

Como substrato, palmitato de isopropila foi adicionado em
uma concentracio de 3 mg/ml em Acetato de Na 50 mM Na de pH 5,0 (=
tampéo), aquecido a 60°C por 5 minutos e homogeneizado por Ultra Turrax
por 45 segundos e usado imediatamente apds a preparagdo. Preparagdes de
enzima purificada foram diluidas para uma concentragdo correspondendo a
OD280=0,00016 em agua dessalinizada e 10 ppm de Triton X-100. Em placas
para PCR 20 micro-L de tampdo, 60 micro-L de substrato e 20 micro-L de
solucdo de enzima foram misturados a 800 RPM por 20 segundos e
transferidos para um termociclizador de PCR por 30 minutos de reagdo a
30°C seguido por 5 minutos a 90°C para inativar as enzimas e adi¢do de 20
micro-L de solu¢do 10% de TritonX100 (em 4agua dessalinizada). A
quantidade para 4cidos graxos produzidos foi determinada usando o kit NEFA
C de Wako e resultados foram calculados como uma média de 6
determinagdes e subtra¢do do branco de enzima.

Exemplo 7: Atividade em pH alto

Atividade de lipase de duas variantes de CALB foi medida em
varios pH a 30°C com tributirina como substrato e goma arabica como
emulsificador. Os resultados sdo expressados como atividade relativa,

considerando a atividade em pH 7,0 como 100.

pH5,0 | pH6,0 | pH7,0 | pH8,0 | pHY,0

Y135F, KI136H, V139M, G142Y, P143G, D145C, 53 97 100 90 151
L147G, AI148N, VI149F, S150GKVAKAGAPC,
Al151P, W155L

V1391, G142N, P1431, L144G, D145G, L147T, 41 76 100 99 148
A148G, V149L, S150IN, A151T, S153A,WI155V

Lipase originaria (CALB) 47 62 100 60 49
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E visto que as variantes tém atividade aumentada em pH
alcalino (pH 7-9) e um 6timo pH mais alto.
Exemplo 8: Reac¢des de sintese

As variantes foram imobilizadas em polipropileno poroso

5 Accurel por adsor¢do fisica para uma carga de 20 mg/g (baseada em A280).

Reagdes foram realizadas em tubos Eppendorf com 1 mmol de cada reagente,
aproximadamente 0,8 mL de hexano, e 5 mg de enzima imobilizada @ 40 °C,
1200 rpm. Amostras foram retiradas para analise por NMR e GC quiral.

Resultados de uma reag¢do de sintese com 2-etil-1-hexanol e

10 acetato de vinila como reagentes sdo mostrados abaixo como conversdo %

(ee%):
o)
0 )J\
oH *+ /lL _ o)
o x
Variante 15 min | 30 min 1h 2h 3h
originaria (CaLB) ey lz2aen| 43220 | 61 (17 63(17)
Y135F K136H V139M G142Y P143G D145C| 6(46) 13(46) | 2445 | 41 @40) 52 (38)
L147G A148N V149F
S150GKVAKAGAPCA151PW155L
V1391 G142N P1431 L144G DI145G L147T| 0,1 (51) | 6(49) 12(50) 22 (49) 33 (48)
A148G V149L S150IN A151T S153AW155V

A razio enanciomérica foi calculada pela formula dada acima.
Os resultados foram E=1,9 para a lipase originaria (CALB), e E=3,0 e E=3,2
para as duas variantes. Assim, os resultados mostram enanciosseletividade
15 melhorada para as duas variantes.
Outro experimento foi feito na mesma maneira, mas com

benzoato de vinila e 1-hexanol como reagentes.
o
o

O/\ —_— NN
/\/\/\OH + O

Ap6s 72 horas, foi verificada uma conversdo de 17% para a

variante 1285E, enquanto que a CALB originéria deu 9%.
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REIVINDICACOES

1. Método para preparar um polipeptideo, caracterizado pelo

fato de compreender:

a) selecionar um polipeptideo originario que tem atividade de
enzima lipolitica e tem uma sequéncia de aminoacidos com pelo menos 30%
de identidade com SEQ ID NO: 1,

b) selecionar pelo menos um residuo de aminoacido na
sequéncia correspondendo a qualquer um dos residuos 1, 13,25,38-51,53-
55,58,69-79,91,92,96,97,99, 103, 104-110, 113, 132-168, 173, 187-193, 197-
205, 215, 223-231, 242, 244, 256, 259, 261-298, 303, 305, 308-313, ou 315
de SEQ ID NO: 1,

c) alterar a sequéncia de aminoacidos sendo que a alteracdo
compreende substituicdo ou dele¢do do residuo selecionado ou inserc¢édo de
pelo menos um residuo adjacente ao residuo selecionado,

d) preparar um polipeptideo alterado tendo a sequéncia de
aminodacidos alterada,

e) determinar a atividade de enzima lipolitica especifica, a
atividade lipolitica em pH alcalino e/ou a enanciosseletividade do
polipeptideo alterado, e

f) selecionar um polipeptideo alterado que tem uma atividade
de enzima lipolitica especifica maior, uma atividade mais alta em pH alcalino
e/ou uma enanciosseletividade aumentada do que o polipeptideo originario.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que o residuo selecionado corresponde a qualquer um dos residuos
1,13, 25, 38, 42, 74, 140, 143, 147, 164, 168, 190, 199, 215, 223, 242, 244,
256, 265,277, 280, 281, 283, 284, 285, 292, 303, 315, 135-160 ou 267-295 de
SEQ ID NO: 1.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado

pelo fato de que a alteragdo compreende substituigdo do residuo selecionado
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por um residuo encontrado na posi¢do correspondente de qualquer uma de
SEQ ID NOS: 1-8.

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
3, caracterizado pelo fato de que o polipeptideo originario € selecionado

dentre SEQ ID NOS: 1-8.

5. Polipeptideo, caracterizado pelo fato de que:

a) tem atividade de enzima lipolitica, e

b) tem uma sequéncia de aminodcidos que tem pelo menos
80% de identidade com SEQ ID NO: 1 e comparada com SEQ ID NO: 1
compreende uma substitui¢do, delegdo ou insercdo de aminoacido em uma
posicdo correspondendo a qualquer um dos residuos 1, 13, 25, 38, 42,74, 140,
143, 147, 164, 168, 190, 199, 215, 223, 242, 244, 256, 265, 277, 280, 283,
284, 285,292,303, 315, 135-160 ou 267-295.

6. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo S, caracterizado

pelo fato de que a diferenga de SEQ ID NO: 1 compreende uma alteragao
correspondendo a N74Q, P143S, A281S, P38S, N292Q, L1QGPL, L1QL,
I285E, L147F, L147N, N292C, L140E, P143L, A146T, P230V, A283K,
A284N, T103G, A148P, W104H, A148P, N74Q, A281S, V190A, L199P,
T256K, T42N, R242A, V2151, T164V, L163F, T164V, D265P, P303K,
R168D, A25G, V3151, T244P, K13Q, L2771, Y91S, A92S, N96S, N97%,
LI99V, ou D223G.

7. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 5 ou 6,

caracterizado pelo fato de compreender um conjunto de alteragdes de

aminoacido em comparacdo com a SEQ ID NO: 1 que é€:

a)V1391 G142N P1431 L144G D145G L147T A148G VI49L
S150IN A151T S153A W155V;

b)Y135F VI39R L140M Al41V G142P P143V DI145C
A146P 1.147S A148F V149P S150KLSCAI151PW155L;

¢)Y135F K136H V139M G142Y P143G DI145C L147G
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A148N V149F S150GKVAKAGAPCA151PW155L;

d) V1391 G142N P1431 144G D145G L147T A148G V149L
S150IN A151T S153A WI155VA281S,0u

e)Y135F K136H VI39M G142Y P143G D145C L147G
A148N V149F S150GKVAKAGAPC A151P W155LA281S.

8. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 5 a 7, caracterizado pelo fato de estar na forma imobilizada.

9. Método para realizar uma reagdo catalisada por lipase,

caracterizado pelo fato de compreender contatar reagentes com o polipeptideo

como definido em qualquer uma das reivindicagdes precedentes sendo que a
reacao é:

a) hidrolise com um éster de acido carboxilico e dgua como
reagentes, e um acido carboxilico livre e um alcool como produtos,

b) sintese de éster com um acido carboxilico livre e um alcool
como reagentes, e um éster de acido carboxilico como produto,

c) alcodlise com um éster de acido carboxilico e um alcool
como reagentes, ou

d) aciddlise com um éster de acido carboxilico e um acido
graxo livre como reagentes.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado

pelo fato de que a reagao € hidrdlise de um iso-propil-éster, ou sintese de éster

ou alcodlise com iso-propanol como um reagente.
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Fig.1 alinhamento de sequéncias (cont.)



RESUMO
“METODO PARA PREPARAR UM POLIPEPTIDEO, POLIPEPTIDEO, E,
METODO PARA REALIZAR UMA REACAO CATALISADA POR
LIPASE”
Simula¢do de dinidmica molecular (MD) sobre a estrutura
tridimensional de lipase B de Candida antarctica lipase revelou dois capuzes
com uma mobilidade notavel, e esta descoberta foi usada para projetar

variantes de enzima lipolitica com atividade de enzima lipolitica aumentada.
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