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DESCRIPCION
Mutantes termoestables de la glucosa deshidrogenasa dependiente de quinona de pirroloquinolina

La presente invencion se refiere a una proteina mutante de s-GDH dependiente de QPQ caracterizada porque en
por lo menos una de las posiciones 122 y 124 se encuentra presente el aminoéacido lisina, en la que dichas
posiciones corresponden a las posiciones aminoacidas conocidas de la GDH de secuencia de tipo salvaje de A.
calcoaceticus (SEC ID n® 2); también da a conocer genes codificantes de dicha s-GDH mutante, y diferentes
aplicaciones de dichos mutantes de s-GDH, particularmente para determinar la concentracion de glucosa en una
muestra.

Campo de la invencién:

La determinacion de la concentracion de glucosa sanguinea resulta extremadamente importante en el diagnéstico
clinico y en el control de la diabetes. Aproximadamente 150 millones de personas en todo el mundo sufren la
enfermedad crénica de la diabetes mellitus, un nimero que podria doblarse para el 2025 segun la OMS. Aunque la
diabetes se diagnéstica y trata con facilidad, un control de largo plazo exitoso requiere herramientas diagnodsticas de
bajo coste que informen rapida y exactamente de las concentraciones de glucosa en sangre. Las glucosa
deshidrogenasas dependientes de QPQ (EC 1.1.5.2) catalizan una reaccion en la que se oxida la glucosa en
gluconolacona. En consecuencia, se utiliza este tipo de enzima en la medicion del azucar en sangre. Una de dichas
herramientas es una tira diagndstica basada en la glucosa deshidrogenasa soluble (s-GlucDOR, EC 1.1.5.2), un
enzima que contiene quinona de pirroliquinolina originalmente derivada de Acinetobacter calcoaceticus.

Las quinoproteinas utilizan quinona como cofactor para oxidar alcoholes, aminas y aldosas en sus lactonas,
aldehidos y acidos alddlicos correspondientes (Duine J.A., Energy generation and the glucose dehydrogenase
pathway in Acinetobacter, en: “The Biology of Acinetobacter”, 295 a 312, New York, Plenum Press, 1991; Duine J.A.,
Eur. J. Biochem. 200:271-284, 1991; Davidson V.L., en: “Principles and applications of quinoproteins”, el libro
completo, New York, Marcel Dekker, 1993; Anthony C., Biochem. J. 320:697-711, 1996; Anthony C. y Ghosh M.,
Current Science 72:716-727, 1997; Anthony C., Biochem. Soc. Trans. 26:413-417, 1998; Anthony C. y Ghosh M.,
Prog. Biophys. Mol. Biol. 69:1-21, 1998. Entre las quinoproteinas, aquéllas que contienen el cofactor no unido
covalentemente 2,7,9-tricarboxi-1H-pirrolo[2,3-flquinolin-4,5-diona (QPQ) constituye el subgrupo mas grande (Duine,
1991, supra). Todas las quinona glucosa deshidrogenasas bacterianas conocidas hasta el momento pertenecen a
dicho subgrupo con QPQ como cofactor (Anthony y Ghosh, supra, 1997; Goodwin P.M. y Anthony C., Adv. Microbiol.
Physiol. 40:1-80, 1998; Anthony C., Adv. in Phot. and Resp. 15:203-225, 2004).

Se han caracterizado dos tipos de glucosa deshidrogenasa dependiente de QPQ (EC 1.1.5.2) en bacterias: una se
encuentra unida a membrana (m-GDH); la otra es soluble (s-GDH). Ambos tipos no comparten ninguna homologia
significativa de secuencia (Cleton-Jansen A.M. et al., Mol. Gen. Genet. 217:430-436, 1989; Cleton-Jansen A.M. et
al., Antonie Van Leeuwenhoek 56:73-79, 1989; Oubrie A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96:11787-11791, 1999).
También son diferentes con respecto a tanto sus propiedades cinéticas como a sus propiedades inmunoldgicas
(Matshushita K. et al., Bioscience Biotechnol. Biochem. 59:1548-1555, 1995). Las m-GDH son comunes en las
bacterias Gram-negativas; sin embargo, las s-GDH se han encontrado Unicamente en el espacio periplasmatico de
las cepas de Acinetobacter, tales como A. calcoaceticus (Duine J.A. 1991a; Cleton-Jansen A.M. et al., J. Bacteriol.
170:2121-2125, 1988; Matsushita y Adachi, 1993) y A. baumannii (patente JP n° 11243949).

Mediante la busqueda de bases de datos de secuencias, se han identificado dos secuencias homologas de la s-
GDH de A. calcoaceticus de longitud completa en E. coli K-12 y en Synechocystis sp. Ademas, también se han
encontrado dos secuencias incompletas homoélogas de la s-GDH de A. calcoaceticus en el genoma de P. aeruginosa
y de Bordetella pertussis (Oubrie et al., 1.999 a, b, c) y Enterobacter intermedium (Kim C.H. et al., Current Microbiol.
47:457-461, 2003), respectivamente. Las secuencias de aminoacidos deducidas de dichas cuatro proteinas no
caracterizadas se encuentran estrechamente relacionadas con la s-GDH de A. calcoaceticus, con muchos residuos
en el sitio activo putativo absolutamente conservados. Dichas proteinas homodlogas probablemente presentan una
estructura similar y catalizan reacciones dependientes de QPQ similares (Oubrie et al., 1999a, b, c; Oubrie A,
Biochim. Biophys. Acta 1647:143-151, 2003; Reddy S. y Bruice T.C., J. Am. Chem. Soc. 126:2431-2438, 2004;
Yamada M. et al., Biochim. Biophys. Acta 1647:185-192, 2003).

Las s-GDHs y m-GDHs bacterianas se ha encontrado que presentan secuencias bastante diferentes y diferente
especificidad de sustrato. Por ejemplo, A. calcoaceticus contiene dos glucosa deshidrogenasas dependientes de
QPQ, una denominada m-GDH que se encuentra activa in vivo, y la otra denominada s-GDH para la que s6lo puede
demostrarse actividad in vitro. Cleton-Jansen et al., 1988, 1989a, b, clonaron los genes codificantes de dos enzimas
GDH y determinaron las secuencias de ADN de los dos genes GDH indicados. No existe ninguna homologia
evidente entre m-GDH y s-GDH que corrobora el hecho de que m-GDH y s-GDH representan dos moléculas
completamente diferentes (Laurinavicius V. et al., Biologija, 31-34, 2003).

El gen de la s-GDH de A. calcoacetius ha sido clonado en E. coli. Tras su produccién en la célula, la s-GDH se
trasloca a través de la membrana citoplasmatica hacia el interior del espacio periplasmico (Duine J.A., Energy
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generation and the glucose dehydrogenase pathway in Acinetobacter, en: “The Biology of Acinetobacter”, 295-312,
1991, New York, Plenum Press; Matsushita K. y Adachi O., Bacterial quinoproteins glucose dehydrogenase and
alcohol deshydrogenase, en: “Principles and applications of Quinoproteins”, 47-63, 1993, New York, Marcel Dekker).
Al igual que la s-GDH nativa de A. calcoaceticus, la s-GDH recombinante expresada en E. coli es un homodimero,
con una molécula de QPQ vy tres iones calcio en cada monémero (Dokter P. et al., Biochem. J. 239:163-167, 1986;
Dokter P. et al., FEMS Microbiol. Lett. 43:195-200, 1987; Dokter P. et al., Biochem. J. 254:131-138, 1988; Olsthoorn
A.J. y Duine J.A., Arch. Biochem. Biophys. 336:42-48, 1996; Oubrie A. et al., J. Mol. Biol. 289:319-333, 1999; Oubrie
A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96:11787-11791, 1999; Oubrie A. et al., Embo J. 18:5187-5194, 1999). La s-
GDH oxida un amplio abanico de monosacaridos y disacaridos en las cetonas correspondientes, que se hidrolizan
adicionalmente en los acidos aldoénicos, y también es capaz de donar electrones al PMS (metosulfato de fenazina),
DCPIP (2,6-diclorofenolindofenol), WB (azul de Wurster) y ubiquinonas de cadena corta tales como ubiquinona Q1 y
ubiquinona Q2 (Matsushita K. et al., Biochem. 28:6276-6280, 1989; Matsushita K. et al., Antonie Van Leeuwenhoek
56:63-72, 1989), varios aceptores electrénicos artificiales tales como metilsulfato de N-metil-fenazonio (Olsthoorn
A.J. y Duine J.A., Arch. Biochem. Biophys. 336:42-48, 1996; Olsthoorn A.J. y Duine J.A., Biochem. 37:13854-13861,
1998) y polimeros electroconductores (Ye L. et al., Anal. Chem. 65:238-241, 1993). En vista de la elevada actividad
especifica de la s-GDH hacia la glucosa (Olsthoorn A.J. y Duine J.A., 1996, supra) y su amplia especificidad de
aceptor electronico artificial, el enzima resulta muy adecuado para aplicaciones analiticas, particularmente para su
utilizaciéon en (bio)sensores o tiras de ensayo para la determinacién de la glucosa en aplicaciones diagndsticas
(Kaufmann N. et al., Development and evaluation of a new system for determining glucose from fresh capillary blood
and heparinized blood, en: “Glucotrend”, 1-16, 1997, Boehringer Mannheim GmbH; Malinauskas A. et al., Sensors
and Actuators, B: Chemical 100:395-402, 2004).

La oxidacion de la glucosa puede ser catalizada por como minimo tres grupos de enzimas bastante diferentes, es
decir, por las glucosa deshidrogenasas dependientes de NAD/P, por las flavoproteinas glucosa oxidasas o por las
quinoproteinas GDH (Duine J.A., Biosens. Bioelectronics 10:17-23, 1995). Se ha observado una autooxidacion
bastante lenta de la s-GDH reducida, demostrando que el oxigeno es un aceptor electronico muy pobre para la s-
GDH (Olsthoorn y Duine, 1996). La s-GDH puede donar eficientemente electrones desde la quinona reducida a
mediadores tales como PMS, DCPIP, WB y ubiquinonas de cadena corta tales como Q1 y Q2, pero no puede donar
eficientemente electrones directamente al oxigeno.

Las tiras de ensayo y sensores tradicionales para el seguimiento del nivel de glucosa en sangre, suero y orina, por
ejemplo de pacientes diabéticos, utilizan la glucosa oxidasa. El rendimiento del enzima depende de la concentracion
de oxigeno. Las mediciones de la glucosa a diferentes altitudes con diferentes concentraciones de oxigeno en el aire
pueden conducir a resultados falsos. La ventaja principal de las glucosa deshidrogenasas dependientes de QPQ es
su independencia del oxigeno. Esta importante caracteristica se comenta, por ejemplo, en la patente US n°
6.103.509, en la que se han investigado algunas caracteristicas de las GDH unidas a membrana.

Una contribucién importante al campo ha sido la utilizacién de s-GDH conjuntamente con mediadores apropiados.
Se dan a conocer en detalle en la patente US n° 5.484.708 algunos métodos y dispositivos de tira de ensayo. Esta
patente también contiene informacion detallada sobre la preparacién de ensayos y la produccion de tiras de ensayo
basadas en s-GDH para la mediciéon de la glucosa. Los métodos descritos en dicha patente, asi como en los
documentos citados, se encuentran comprendidos en la presente memoria como referencia.

Otras patentes o solicitudes relacionadas con el campo y que comprenden informacion especifica sobre diversos
modos de aplicaciones para enzimas con actividad de glucosa deshidrogenasa son los documentos n° US
5.997.817, n° US 6.057.120, n° EP 0 620 283 y n° JP 11-243949-A.

Un sistema comercial que utiliza s-GDH y un indicador que produce un cambio de color al producirse la reaccion
(Kaufmann et al., supra, 1997) es el sistema Glucotrend® distribuido por Roche Diagnostics GmbH.

A pesar de las ventajas anteriormente comentadas de la utilizacion de una s-GDH dependiente de QPQ, también
debe considerarse una desventaja para la determinacion de la glucosa. El enzima presenta un espectro de sustratos
bastante amplio en comparacién con la m-GDH. Es decir, la s-GDH oxida no sélo la glucosa sino también varios
otros azucares, incluyendo la maltosa, la galactosa, la lactosa, la manosa, la xilosa y la ribosa (Dokter et al. 1986a;
Oubrie A., Biochim. Biophys. Acta 1647:143-151, 2003). La reactividad hacia los azlcares diferentes de la glucosa
puede en determinadas casos perjudicar la exactitud de la determinacién de los niveles de glucosa en sangre. En
particular, los pacientes sometidos a didlisis peritoneal tratados con icodextrina (un polimero de la glucosa) pueden
contener en sus liquidos corporales, por ejemplo en la sangre, niveles elevados de otros azlcares, especialmente de
maltosa (Wens R. et al., Perit. Dial. Int. 18:603-609, 1998).

Por lo tanto, las muestras clinicas, por ejemplo las obtenidas de pacientes diabéticas, especialmente de pacientes
con complicaciones renales y especialmente de pacientes sometidos a didlisis, pueden contener niveles
significativos de otros azUcares, especialmente de maltosa. Las determinaciones de glucosa en muestras obtenidas
de dichos pacientes criticos pueden resultar alteradas por la maltosa (Frampton J.E. y Plosker G.L., Drugs 63:2079-
2105, 2003).
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Existen pocos informes en la literatura sobre intentos para producir s-GDHs dependientes de QPQ modificadas que
presenten una especificidad de sustrato alterada. Igarashi S. et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 264:820-824,
1999, informan de que la introduccién de una mutacién puntual en la posicién Glu277 conduce a la produccion de
mutantes con un perfil alterado de especificidad de sustrato.

Sode, patente EP n°® 1.176.202, informa de que determinadas sustituciones de aminoacidos dentro de la s-GDH
conducen a una s-GDH mutante con una afinidad mejorada para la glucosa. En la patente EP n° 1.167.519, el
mismo autor informa de una s-GDH mutante con una estabilidad mejorada. Ademas, el mismo autor informa en la
patente JP n°® 2004/173538 de otras s-GDHs mutantes con afinidad mejorada para la glucosa.

Kratzsch P. et al., documento n°® WO 02/34919, informan de que la especificidad de la s-GDH para la glucosa en
comparacién con otros sustratos azucares, especialmente en comparacion con la maltosa, puede mejorarse
mediante sustituciones de aminoacidos en determinadas posiciones de la s-GDH. Resulta crucial una sustitucion en
la posicion aminoacida 348. Una s-GDH mutante que comprende, por ejemplo, una glicina en la posiciéon 348 en
lugar de una treonina, tal como se encuentra presente en la s-GDH de tipo salvaje, presenta una selectividad
extremadamente mejorada para el sustrato glucosa, comparado con, por ejemplo, el sustrato maltosa.

El documento n° EP-A-1 367 120 da a conocer una glucosa deshidrogenasa dependiente de pirroloquinona
(GDQPQ) de Acinetobacter calcoaceticus con las mutaciones siguientes: Q76N, Q76E, Q76T, Q76M, Q76G, Q76K;
349. Estos mutantes presentan menos actividad sobre los disacaridos y/o una mayor estabilidad térmica que la
GDQPAQ de tipo salvaje (ver las Tablas 2, 6, 9 y 14, y las reivindicaciones 1 a 30).

Sin embargo, mientras que se ha informado de bastantes mejoras en la especificidad de glucosa, aparentemente
dichas mejoras frecuentemente corren en paralelo con una estabilidad reducida de la s-GDH. Por ejemplo, se ha
puesto de manifiesto que la especificidad mejorada de un mutante de s-GDH que comprende una sustitucion de
aminoacido en la posicion 348 se produce a expensas de una menor estabilidad, especialmente a expensas de una
menor estabilidad térmica. Sin embargo, la estabilidad resulta crucial, por ejemplo durante la produccién y para un
almacenamiento de largo plazo, por ejemplo de tiras de ensayo de glucosa.

Por lo tanto, existe una gran demanda y necesidad clinica de formas mutantes de la s-GDH que proporcionen una
estabilidad térmica razonable o tanto una estabilidad térmica razonable como una especificidad mejorada para la
glucosa como sustrato.

Es el objetivo de la presente invencién proporcionar nuevos mutantes o variantes de la s-GDH con una estabilidad
térmica mejorada significativamente en comparacién con el enzima de tipo salvaje o en comparacién con un mutante
que presente especificidad mejorada pero una estabilidad reducida.

Se ha encontrado que resulta posible mejorar significativamente la estabilidad térmica de la s-GDH de tipo salvaje,
asi como de mutantes de s-GDH disefiados para una especificidad mejorada para la glucosa, por ejemplo de una s-
GDH mutada en la posicion 348, y por lo menos superar parcialmente los problemas anteriormente indicados.

La estabilidad térmica se ha mejorado significativamente al proporcionar una s-GDH mutante segun la presente
invencioén tal como se describe en detalle posteriormente en la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas.
Debido a la estabilidad térmica mejorada de las nuevas formas de s-GDH, ha resultado posible realizar un avance
técnico significativo en las determinaciones de la glucosa en diversos campos de aplicacion.

Los mutantes de s-GDH mejorados segun la presente invencion pueden utilizarse de manera muy ventajosa para la
deteccién o medicién especifica de la glucosa en muestras bioldgicas, especialmente utilizando dispositivos de tira
de ensayo o biosensores.

Descripcion resumida de la invencion:

La presente invencion se refiere a una proteina mutante de s-GDH dependiente de QPG caracterizada porque en
por lo menos una de las posiciones 122 y 124 se encuentra presente el aminoacido lisina, en la que dichas
posiciones corresponden a las posiciones aminoacidas conocidas de la s-GDH de secuencia de tipo salvaje de A.
calcoaceticus (SEC ID n° 2).

Las secuencias polinucledtidas codificantes de una proteina mutante de s-GDH segun la presente invencion, asi
como un vector de expresion que comprende dicha secuencia polinucledtida y una célula huésped que comprende
dicho vector de expresion también representan realizaciones preferentes de la invencion.

La invencion se refiere ademas a la utilizacion de un mutante segun la presente invencion en un método de
medicion de la glucosa, especialmente utilizando un dispositivo de tiras de ensayo o con un biosensor.

Los ejemplos, referencias, listado de secuencias y figuras siguientes se proporcionan con el fin de ayudar a la
comprensién de la presente invencion, el alcance real de la cual se proporciona en las reivindicaciones adjuntas.
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Debe entenderse que resulta posible llevar a cabo modificaciones de los procedimientos indicados sin apartarse del
espiritu de la invencién.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Las secuencias proteicas de la s-GDH dependiente de QPG de A. calcoaceticus (parte superior) y
de la s-GDH de A. baumannii (parte inferior) alineadas segun la homologia de secuencia.

Figura 2: llustracion del vector pACSGDH al que se hace referencia en el Ejemplo 1 que contiene las
secuencias de ADN de tipo salvaje o mutadas, respectivamente, de la glucosa deshidrogenasa
soluble dependiente de QPQ.

Figura 3: Secuencia de nucleotidos (ADN) del vector pACSGDH al que se hace referencia en el Ejemplo 1
que contiene la secuencia de ADN de tipo salvaje de la glucosa deshidrogenasa soluble
dependiente de QPQ (SEC ID n°® 16).

Descripcion detallada de la invencion:

En una primera realizacion, la invencion se refiere a una proteina mutante de s-GDH dependiente de QPQ
caracterizada porque en por lo menos una de las posiciones 122 y 124 se encuentra presente el aminoacido lisina,
en la que dichas posiciones corresponden a las posiciones aminoacidas conocidas de la s-GDH de secuencia de
tipo salvaje de A. calcoaceticus (SEC ID n° 2).

Tal como se ha comentado anteriormente, dos tipos de enzima quinoproteina completamente diferentes con
actividad de glucosa deshidrogenasa (unida membrana y soluble) se agrupan juntas bajo EC 1.1.5.2. Estos dos tipos
aparentemente no estan relacionados entre si.

Para el propdsito de la presente invencidén Unicamente resulta relevante la forma soluble de GDH (s-GDH) y las
variantes mejoradas de la misma se comentan posteriormente en la presente memoria.

Es conocido de la técnica que la secuencia de ADN de tipo salvaje de una glucosa deshidrogenasa soluble
dependiente de QPQ puede aislarse a partir de cepas de Acinetobacter. Resulta mas preferente el aislamiento a
partir de la cepa LMD 79.41 tipo Acinetobacter calcoaceticus. La secuencia polipeptidica de dicha s-GDH de tipo
salvaje (la proteina madura) se proporciona en SEC ID n° 2 y la secuencia de ADN, en SEC ID n° 1,
respectivamente. También pueden utilizarse otras cepas LMD de Acinetobacter como fuente de s-GDH de tipo
salvaje. Dichas secuencias pueden alinearse con la secuencia obtenida de A. calcoaceticus y realizar las
comparaciones entre las secuencias. Aparentemente también resulta viable cribar bibliotecas de ADN de otras cepas
bacterianas, tales como, por ejemplo, las descritas para E. coli K-12 (Oubrie A. et al., J. Mol. Biol. 289:319-333,
1999) e identificar las secuencias relacionadas con s-GDH en dichos genomas. Dichas secuencias y secuencias
homdlogas no identificadas todavia pueden utilizarse para generar variantes de s-GDH con estabilidad térmica
mejorada.

Los resultados de la presente invencién se describen en mayor detalle haciendo referencia a las posiciones
aminoacidas conocidas de la secuencia SEC ID n® 2, la secuencia de tipo salvaje de s-GDH aislada del tipo de la
cepa LMD 79.41 de Acinetobacter calcoaceticus. Las posiciones aminoacidas en aislados de diferentes s-GDH
correspondientes a las posiciones en la secuencia SEC ID n® 2 se identifican facilmente mediante la comparacién
entre las secuencias apropiadas.

La alineacién multiple y comparacién de una secuencia de s-GDH con la secuencia de tipo salvaje de la secuencia
SEC ID n° 2 preferentemente se lleva a cabo con el programa PileUp de la version 10.2 del paquete del GCG
(Genetics Computer Group, Inc.). PileUp crea una alineacion de multiples secuencias utilizando una simplificacion
del método de alineacion progresiva de Feng D.F. y Doolittle R.F., J. Mol. Evol. 25:351-360, 1987, y las matrices de
puntuacién para residuos aminoacidos idénticos, similares o diferentes se definen de acuerdo con lo anteriormente
expuesto. Este procedimiento se inicia con la alineacion por parejas de las dos secuencias mas similares,
produciendo una agrupacién de dos secuencias alineadas. A continuacion, esta agrupacién puede alinearse con la
siguiente secuencia o agrupacion de secuencias alineadas mas relacionada. Pueden alinearse dos agrupaciones de
secuencias mediante una simple extension de la alineacidon por parejas de dos secuencias individuales. La
alineacion final se consigue mediante una serie de alineaciones progresivas por parejas que incluye secuencias y
agrupaciones crecientemente diferentes, hasta incluir todas las secuencias en la alineacion por parejas final. De esta
manera, las posiciones aminoacidas en otras moléculas homdlogas de s-GDH pueden identificarse facilmente como
correspondientes a las posiciones proporcionadas para la s-GDH de A. calcoaceticus en la secuencia SEC ID n® 2.
Debido a lo anterior, las posiciones aminoacidas proporcionadas en la presente memoria deben entenderse como
posiciones aminoacidas de secuencia SEC ID n°® 2 6 como las posiciones correspondientes a las mismas en otra
molécula homodloga de s-GDH.
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El término “mutante” o “variante” en el sentido de la presente invencion se refiere a una proteina de s-GDH que, en
comparacién con una secuencia de tipo salvaje correspondiente, muestra por lo menos una sustitucion de
aminoacido en una posicion correspondiente a la posicién 122 6 124 de la secuencia SEC ID n° 2, en la que el
aminoacido presente en el tipo salvaje se sustituye por lisina. La s-GDH mutante puede comprender otras
sustituciones y/o deleciones y/o inserciones, con la condicién de que una s-GDH mutante de la invencion no difiera
en mas de 50 aminoacidos de la s-GDH de secuencia SEC ID n° 2, por ejemplo que muestra como maximo 50
sustituciones de aminoécido en total.

Tal como se ha indicado anteriormente, las mejoras de la especificidad de glucosa aparentemente resultan posibles
principalmente a expensas de una menor estabilidad. Tal como apreciara el experto en la materia, la estabilidad
podria relacionarse con diferentes aspectos, tales como la temperatura de almacenamiento y/o el tiempo de
almacenamiento, respectivamente. Los modelos de estrés térmico a corto plazo se utilizan con frecuencia para
evaluar la estabilidad. La estabilidad segun la presente invencion se evalia en dicho modelo de estrés térmico a
corto plazo y se denomina de esta manera, estabilidad térmica. La estabilidad térmica se determina mediante la
medicion de la actividad del enzima s-GDH no estresado y estresado en una muestra. Fijando la actividad no
estresada de la muestra en 10%, puede calcularse en porcentaje la actividad restante tras el tratamiento de estrés.
Para los mutantes de s-GDH con especificidad de sustrato mejorada se seleccionaron las condiciones de 65°C
durante 30 minutos. Mediante la utilizacion de estas condiciones, el enzima de tipo salvaje presentaba
aproximadamente 80% de su actividad original, mientras que la mayoria de los mutantes con especificidad mejorada
para la glucosa presentan unicamente 10% o menos de su actividad enzimatica inicial tras llevar a cabo dicho
modelo de estrés a corto plazo.

Se ha encontrado que dos posiciones de la s-GDH aparentemente resultan cruciales para conseguir mejoras
significativas en términos de estabilidad térmica, es decir, las posiciones 122 y 124. También se ha encontrado que
unicamente la sustitucion por uno de los 20 aminoacidos naturales, el aminoacido lisina, presenta un efecto drastico
sobre la estabilidad térmica. La sustitucion por la lisina en la posicion 122 y/o 124 mejora la estabilidad térmica del
enzima s-GDH de tipo salvaje. El enzima de tipo salvaje es bastante estable pero la estabilidad térmica se mejora
adicionalmente con una lisina en la posicion 122 y/o 124. Lo que resulta de relevancia significativa es el hecho de
que se ha encontrado que dichas sustituciones también presentan un efecto pronunciado sobre la estabilidad
térmica de mutantes que previamente habian sido generados para mejorar la especificidad para la glucosa, aunque
a expensas de una estabilidad térmica reducida.

En una realizacion preferente, la s-GDH mutante segun la presente invencion comprende una lisina en la posicion
122, correspondiendo dicha posicidn a la posicion 122 conocida de la s-GDH de A. calcoaceticus de tipo salvaje
(secuencia SEC ID n° 2).

En una realizacién preferente, la s-GDH mutante segun la presente invencion comprende una lisina en la posicion
124, correspondiendo dicha posicién a la posicién 124 conocida de la s-GDH de A. calcoaceticus de tipo salvaje
(SEC ID n° 2).

En todavia otra realizacion preferente, la s-GDH mutante segun la presente invencion comprende una lisina en las
posiciones 122 y 124, correspondiendo dichas posiciones a las posiciones 122 y 124, respectivamente, conocidas
de la s-GDH de tipo salvaje de A. calcoaceticus (SEC ID n° 2).

Tal como se ha indicado anteriormente, resulta crucial que pueda mejorarse la estabilidad térmica de las s-GDH
mutantes con especificidad mejorada para la glucosa, por ejemplo de los mutantes dados a conocer en el
documento n® WO 02/34919. Se ha encontrado y se ha demostrado que lo anterior puede conseguirse mediante la
sustitucion de los aminoacidos naturales por una lisina en la posicion 122 y/o 124. En una realizacion muy
preferente, por lo tanto, la presente invencion se refiere a una s-GDH mutante que comprende una lisina en la
posicion 122 y/o 124 y que ademas comprende una o mas otras modificaciones que conducen a una especificidad
mejorada para la glucosa, especialmente en comparacién con la maltosa.

Un mutante preferente segun la presente invencion se caracteriza porque, respecto al enzima s-GDH de tipo
salvaje tal como se aisla a partir de A. calcoaceticus, presenta una especificidad para el sustrato mejorada en por lo
menos dos veces para la glucosa en comparacion con por lo menos otro sustrato azucar seleccionado, y
simultaneamente presenta una estabilidad térmica que es por lo menos 20% de la estabilidad térmica medida para el
enzima de tipo salvaje.

Con el fin de calcular la especificidad de sustrato o la reactividad cruzada, un modo sencillo es fijar la actividad
medida con glucosa como sustrato en 100% y comparar la actividad medida con el otro azucar seleccionado con el
valor obtenido con glucosa. En ocasiones, con el fin de evitar redundancias, se utiliza simplemente el término
especificidad sin hacer especial referencia a la glucosa, por una parte, y otro sustrato azucar seleccionado, por otra
parte.

El experto en la materia podra apreciar que la comparacion entre actividades enzimaticas se realiza mejor a
concentraciones equimolares de las moléculas de sustrato investigadas utilizando condiciones de ensayo bien
definidas. De otro modo deberan realizarse correcciones para las diferencias de concentracion.
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Deben seleccionarse condiciones de ensayo estandarizadas y bien definidas con el fin de evaluar (las mejoras de) la
especificidad de sustrato. La actividad enzimatica de la s-GDH para la glucosa como sustrato, asi como para otros
sustratos azucar seleccionados, se mide tal como se describe en la seccion de Ejemplos.

Basandose en dichas mediciones de la actividad enzimatica para la glucosa o para un azucar diferente
seleccionado, preferentemente la maltosa, se evalua la reactividad cruzada (y las mejoras de la misma).

La reactividad (cruzada) de la s-GDH para un azucar seleccionado en porcentaje se calcula como:

Reactividad cruzada [%] = (actividad con azicar seleccionado/actividad con glucosa) x 100%

Se determind como aproximadamente 105% la reactividad (cruzada) para la maltosa de la s-GDH de tipo salvaje
segun la férmula anteriormente indicada (ver el Ejemplo 7).

La especificidad (mejorada) se calcul6 segun la férmula siguiente:

mutante de actividad con glucosa  actividad con aziicar selecc.-tipo salvaje
especificidad {mejora) = -————-=-- o m e K ees
mutante de actividad con aziicar selecc. actividad con glucosa-tipo salvaje

En comparacion con el enzima de tipo salvaje, una forma de s-GDH con una mejora de por lo menos 10 veces de
especificidad para la glucosa frente a la maltosa (maltosa/glucosa) con maltosa como sustrato presenta, de acuerdo
con lo anterior, como maximo 10,5% de la actividad medida con glucosa como sustrato. Alternativamente, en el caso
de que, por ejemplo, una s-GDH mutante presente una reactividad cruzada para la maltosa de 20% (determinada y
calculada tal como se ha indicado anteriormente), dicho mutante en comparaciéon con la s-GDH de tipo salvaje
presenta, por lo tanto, una especificidad de sustrato (maltosa/glucosa) mejorada en 5,25 veces.

La expresion “actividad especifica” para un sustrato es bien conocida de la técnica, preferentemente se utiliza para
describir la actividad enzimatica por unidad de cantidad de proteina. Diversos métodos son conocidos de la técnica
para la determinacioén de la actividad especifica de las moléculas de GDH, utilizando glucosa u otros azticares como
sustratos (Igarashi S. et al., supra, 1999). Un método preferente disponible para dicha medicién se describe en
detalle en el Ejemplo 8.

Aunque resulta posible seleccionar muchas moléculas de azucar diferentes e investigar la especificidad para la
glucosa de la sGDH en comparacion con cualquiera de dichas moléculas de azucar seleccionadas, resulta
preferente seleccionar una molécula de azucar clinicamente relevante para dicha comparacion. Los azucares
seleccionados preferentes se seleccionan de entre el grupo que consiste de manosa, alosa, galactosa, xilosa y
maltosa. Preferentemente, se selecciona la maltosa o la glucosa y se somete a ensayo una s-GDH mutante para
especificidad de sustrato mejorada para la glucosa en comparacioén con la galactosa o la maltosa. En una realizacion
adicionalmente preferente, el azlcar seleccionado es la maltosa.

En una realizacion preferente, una proteina mutante de la s-GDH dependiente de QPQ segun la presente invencion
comprende una lisina en la posicion 122 y/o 124 y ademas una o mas sustituciones de aminoécido en una o mas
posiciones seleccionadas de entre el grupo que consiste de las posiciones 16, 22, 65, 76, 116, 120, 127, 143, 168,
169, 171, 177, 224, 227, 230, 231, 245, 246, 255, 277, 287, 294, 295, 299, 302, 305, 307, 308, 317, 321, 323, 341,
348, 349, 354, 355, 364, 378, 422, 425, 428 y 438. La mayoria de las posiciones anteriormente indicadas se ha
demostrado previamente que influyen sobre la especificidad de la s-GDH para la glucosa en comparacién con otros
azucares seleccionados, especialmente en comparacion con el sustrato maltosa. La exposicién total de la patente
WO n° 02/34919 se incluye en la presente memoria como referencia.

Tal como se describe en el documento n°® WO 02/34919, una sustitucion del aminoacido en la posicidon 348 de la
secuencia de la s-GDH correspondiente a la secuencia de tipo salvaje aislada a partir de A. calcoaceticus, puede
utilizarse para mejorar significativamente la especificidad para la glucosa de la s-GDH. En una realizacion
especialmente preferente, la presente invencion se refiere a una s-GDH mutante que comprende una lisina en la
posicién 122 y/o 124 y una sustitucién de aminoacido en la posicion 348. Preferentemente, el residuo treonina en la
posicion 348 se sustituye por un residuo aminoacido seleccionado de entre el grupo que consiste de alanina, glicina
y serina. En una realizacién mas preferente, se utiliza glicina para sustituir la treonina en la posicién 348. El término
T348G es conocido por el experto en la materia e indica que la treonina en la posicién 348 ha sido sustituida por
glicina.
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En una realizacion preferente adicional, la s-GDH variante que comprende una lisina en la posicion 122 y/o 124 se
caracteriza porque el residuo aminoacido asparagina en la posicién 428 se sustituye por un residuo aminoacido
seleccionado de entre el grupo que consiste de leucina, prolina y valina. Resulta mas preferente la sustitucion en la
posicién 428 por prolina.

Un grupo de variantes de s-GDH preferentes segun la presente invencion que comprenden una lisina en la posicion
122 y/lo 124 adicionalmente se caracteriza porque el residuo aminoacido treonina en la posicion 348 y el
aminoacido asparagina en la posicion 428 han sido sustituidos, en el que las sustituciones preferentes son las que
se han indicado de manera general anteriormente.

Los mutantes segun la presente invencidon que comprenden una lisina en la posiciéon 122 y/o 124 opcionalmente
pueden modificarse adicionalmente para que comprendan una o mas sustituciones de aminoacido en las posiciones
aminoacidas correspondientes a las posiciones 169, 171, 245, 341 y/o 349 de la s-GDH de secuencia de tipo salvaje
conocida de A. calcoaceticus (SEC ID n° 2).

En el caso de que el aminoacido correspondiente a la posicion 169 de la s-GDH de secuencia de tipo salvaje
conocida de A. calcoaceticus (SEC ID n® 2) se haya sustituido en una variante de la presente invencion, resulta
preferente que el aminoacido natural leucina se sustituya por fenilalanina, tirosina o triptéfano. Resulta mas
preferente la sustitucion en la posicidon 169 por fenilalanina.

En el caso de que el aminoacido correspondiente a la posicion 171 de la s-GDH de secuencia de tipo salvaje
conocida de A. calcoaceticus (SEC ID n° 2) se haya sustituido en una variante de la presente invencion, resulta
preferente que se sustituya el aminoacido natural tirosina por un aminoacido seleccionado de entre el grupo que
consiste de alanina, metionina y glicina. Resulta mas preferente la sustitucion en la posicion 171 por la glicina.

En el caso de que el aminoacido correspondiente a la posicion 245 de la s-GDH de secuencia de tipo salvaje
conocida de A. calcoaceticus (SEC ID n® 2) se haya sustituido en una variante de la presente invencion, resulta
preferente que se sustituya el aminoacido natural acido glutamico por acido aspartico, asparagina o glutamina.
Resulta mas preferente la sustitucion en la posiciéon 245 por acido aspartico.

En el caso de que el aminoacido correspondiente a la posicion 341 de la s-GDH de secuencia de tipo salvaje
conocida de A. calcoaceticus (SEC ID n® 2) se haya sustituido en una variante de la presente invencion, resulta
preferente que se sustituya el aminoacido natural metionina por valina, alanina, leucina o isoleucina. Resulta mas
preferente la sustitucion en la posiciéon 341 por valina.

En el caso de que el aminoacido correspondiente a la posicién 349 de la s-GDH de secuencia de tipo salvaje
conocida de A. calcoaceticus (SEC ID n° 2) se haya sustituido en una variante de la presente invencion, resulta
preferente que se sustituya el aminoacido natural valina por alanina o glicina. Resulta mas preferente la sustitucion
en la posiciéon 349 por alanina.

También se ha encontrado que resulta posible mejorar adicionalmente la especificidad de sustrato de una variante
de s-GDH mediante la insercién de un aminoacido entre la posicion 428 y 429. Dichos mutantes que comprenden
una insercion de aminoacido entre el aminoacido 428 y el aminoacido 429 también representan un material de
partida preferente para generar mutantes que muestran tanto una estabilidad mejorada como también una
especificidad mejorada. En una realizacion preferente, la presente invencion se refiere a una s-GDH mutante que
comprende una lisina en la posiciéon 122 y/o 124, asi como una insercion de aminoacido entre la posicion 428 y la
posicién 429 de la s-GDH.

En todavia otra realizaciéon preferente, la s-GDH mutante segun la presente invenciéon, ademas de presentar una
lisina en la posicion 122 y/o 124, porta una insercion entre los residuos aminoacidos 428 y 429 y comprende por lo
menos dos sustituciones de aminoacido seleccionadas de entre el grupo que consiste de las posiciones 171, 245,
341, 348 y 349, correspondientes a las posiciones aminoacidas de la s-GDH de secuencia de tipo salvaje conocida
de A. calcoaceticus (SEC ID n° 2).

En todavia otra realizacion preferente adicional, la s-GDH mutante segun la presente invencién, ademas de
presentar una lisina en la posicién 122 y/o 124, porta una insercién entre los residuos aminoacidos 428 y 429 y
comprende por lo menos tres sustituciones de aminoacido seleccionadas de entre el grupo que consiste de las
posiciones 171, 245, 341, 348 y 349, correspondientes a las posiciones aminoacidas de la s-GDH de secuencia de
tipo salvaje conocida de A. calcoaceticus (SEC ID n° 2).

Tal como apreciara el experto en la materia, resulta posible realizar sustituciones de aminoacidos, por ejemplo
mutaciones silenciosas, que no influyan sobre las propiedades de la s-GDH en grado significativo. La variante segun
la presente invencion presentara, sin embargo, no mas de 50 intercambios de aminoacidos en comparacién con la
secuencia SEC ID n® 2. Preferentemente, la variante comprendera 20 6 menos sustituciones de aminoacidos, mas
preferentemente comprendera sélo 10 sustituciones de aminoacidos o un numero todavia inferior de sustituciones.
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Se proporcionan algunas variantes especificas de s-GDH segun la presente invencién en la seccion de Ejemplos.
Las variantes de s-GDH con baja interferencia de glucosa y estabilidad térmica aceptable comprenden mutantes con
sustituciones en las posiciones siguientes: 65+122+124+171+245+341+348+426+428+430+436,
65+122+124+171+245+341+348+426+428+430 y 122+124+171+245+246+341+348+425+428, respectivamente.
Dichas tres variantes representan realizaciones preferentes adicionales de la presente invencion.

El analisis de secuencias de aminoacidos ha revelado que los motivos de secuencia encontrados en la s-GDH de
tipo salvaje de A. calcoaceticus, por una parte, y en A. baumannii, por la otra, aparentemente resultan muy
conservadoras en torno a las posiciones 122 y 124, que resultan de gran relevancia para mejorar la estabilidad
térmica tal como se ha identificado y mostrado en la presente invencion.

Una variante de s-GDH dependiente de QPQ, que comprende la secuencia de aminoacidos TYNKSTD (SEC ID n°
3), en la que se sustituye la asparagina (N) o la serina (S) por una lisina representa una realizacién preferente de la
presente invencién. SEC ID n° 3 corresponde a las posiciones 120 a 126 de la s-GDH de tipo salvaje de A.
calcoaceticus o a las posiciones 120 a 126 de la s-GDH de tipo salvaje de A. baumannii, aunque comprende una
lisina en la posicién 122 (=Xaa1) o en la posiciéon 124 (=Xaaz) o en ambas posiciones, sustituyendo de esta manera
los aminoacidos naturales asparagina y/o serina, respectivamente (A. calcoaceticus).

Son conocidas de la técnica numerosas posibilidades para producir proteinas mutantes. Basandose en los
importantes resultados de la presente invencién, que da a conocer la importancia critica de una lisina en la posicion
122 y/o 124 de una s-GDH mutante, el experto en la materia ahora podria producir faciimente variantes apropiadas
adicionales de s-GDH que porten ésta y otras modificaciones favorables. Dichas variantes pueden obtenerse, por
ejemplo, mediante los métodos conocidos como mutagénesis aleatoria (Leung D.W. et al., Technique 1:11-15, 1989)
y/o mutagénesis sitio-dirigida (Hill D.E. et al., Methods Enzymol. 155 (1987) 558-568). Un método alternativo para
producir una proteina con las propiedades deseadas es proporcionar constructos quiméricos que contienen
elementos de secuencia procedentes de por lo menos dos fuentes diferentes o para sintetizar por completo un gen
de s-GDH apropiado. Dichos procedimientos conocidos de la técnica pueden utilizarse en combinacién con la
informacién dada a conocer en la presente invenciéon para proporcionar mutantes o variantes de s-GDH que
comprenden, por ejemplo, sustituciones adicionales de aminoacidos en combinacion con la importancia critica dada
a conocer de una lisina en la posicién 122 y/o 124, por ejemplo de la secuencia SEC ID n° 2.

Una variante de s-GDH segun la presente invencion puede producirse, por ejemplo, partiendo de un gen de s-GDH
aislado de la cepa LMD 79.41 de tipo Acinetobacter calcoaceticus, asi como partiendo de una secuencia homéloga.
En el contexto de la presente solicitud, el término “homdlogo” pretende comprender una secuencia de aminoacidos
de s-GDH con una identidad de por lo menos 90% en comparacion con la secuencia SEC ID n° 2. En ofras
palabras, tras la alineacién correcta utilizando el programa PileUp, por lo menos 90% de los aminoacidos de dicha s-
GDH homéloga son idénticos a los aminoacidos indicados en la secuencia SEC ID n° 2.

Se entenderd que las variaciones de las secuencias de ADN y de aminoacidos existen naturalmente, o pueden
introducirse intencionadamente utilizando métodos conocidos de la técnica. Dichas variaciones pueden resultar en
como maximo 10% de diferencias de aminoacidos en la secuencia total debidas a deleciones, sustituciones,
inserciones, inversiones o adiciones de uno o mas residuos aminoacidos en dicha secuencia en comparacién con la
secuencia SEC ID n° 2. Pueden realizarse dichas sustituciones de aminoacidos basandose, por ejemplo, en la
similitud de polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o la naturaleza anfipatica de los residuos
implicados. Por ejemplo, entre los aminoacidos de carga negativa se incluyen el acido aspartico y el acido glutamico;
entre los aminoacidos de carga positiva se incluyen la lisina y la arginina; entre los aminoacidos con grupos de
cabeza polar sin carga o grupos de cabeza no polares que presentan valores de hidrofilicidad similares se incluyen
los siguientes: leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina, asparagina, glutamina, serina, treonina, fenilalanina y
tirosina. Entre otras variaciones contempladas se incluyen las sales y ésteres de los polipéptidos anteriormente
indicados, asi como los precursores de los polipéptidos anteriormente indicados, por ejemplo precursores que
presentan una sustitucion N-terminal, tal como metionina o N-formilmetionina que se utiliza como secuencia lider.
Pueden realizarse dichas variaciones sin apartarse innecesariamente del alcance y espiritu de la presente invencion.

Segun procedimientos conocidos del estado de la técnica o segun procedimientos proporcionados en la seccion de
ejemplos, resulta posible obtener secuencias polinucleétidas codificantes de cualquiera de las s-GDHs mutantes tal
como se ha comentado anteriormente. Por lo tanto, la invencién comprende también secuencias polinucleétidas
aisladas codificantes de proteinas s-GDH mutantes segun la presente invencién tal como se ha indicado
anteriormente.

La presente invencion incluye ademas un vector de expresion que comprende una secuencia de acidos nucleicos
segun la presente invencién operablemente ligada a una secuencia promotora capaz de dirigir su expresiéon en una
célula huésped.

La presente invencion incluye ademas un vector de expresion que comprende una secuencia de acidos nucleicos
segun la presente invencion operablemente ligada a una secuencia promotora capaz de dirigir su expresién en una
célula huésped. Los vectores preferentes son plasmidos tales como pACSGDH mostrados en las figuras 2 y 3.
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Los vectores de expresion que resultan Utiles en la presente invencion tipicamente contienen un origen de
replicacién, una resistencia antibiética para la seleccion, un promotor para la expresion y la totalidad o parte de la
variante del gen de s-GDH. Los vectores de expresion también pueden incluir otras secuencias de ADN conocidas
de la técnica, tales como secuencias de sefial (para una mejora del plegado, transporte hacia el periplasma o
secrecion), inductores para una modulacién mejor de la expresion, o sitios de corte para la clonacion.

Las caracteristicas del vector de expresion seleccionado deben ser compatibles con la célula huésped que debe
utilizarse. Por ejemplo, durante la clonacion en un sistema de células E. coli, el vector de expresion deberia contener
promotores aislados a partir del genoma de células de E. coli (por ejemplo lac o trp). Pueden utilizarse origenes de
replicacion adecuados, tales como el origen de replicacién ColE1 de plasmido. Entre los promotores adecuados se
incluyen, por ejemplo, lac y trp.

También resulta preferente que el vector de expresion incluya una secuencia codificante de un marcador de
seleccion tal como un gen de resistencia antibiética. A modo de marcadores seleccionables puede utilizarse
convenientemente la resistencia a la ampicilina o la resistencia a la canamicina. Todos dichos materiales son
conocidos de la técnica y se encuentran disponibles comercialmente.

Pueden construirse vectores de expresion adecuados que contengan las secuencias codificantes y de control
deseados, utilizando técnicas de ADN recombinante estandares conocidas de la técnica, muchas de las cuales se
describen en Sambrook et al., en: “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor, NY, Cold Spring
Harbour Laboratory Press, 1989.

La presente invencién se refiere ademas a células huésped que contienen un vector de expresion que comprende
una secuencia de ADN codificante de la totalidad o parte de la s-GDH mutante. Las células huésped
preferentemente contienen un vector de expresion que comprende la totalidad o parte de una de las secuencias de
ADN codificantes de una s-GDH mutante que presenta una o mas mutaciones mostradas en los Ejemplos 2 a 8.
Entre las células huésped adecuadas se incluyen, por ejemplo, E. coli HB101 (ATCC n° 33694) disponibles de
Promega (2800 Woods Hollow Road, Madison, WI, USA), XL1-Blue MRF’, disponible de Stratagene (11011 Nort
Torrey Pine Road, La Jolla, CA, USA) y similares.

Pueden introducirse vectores de expresién en células huésped mediante diversos métodos conocidos de la técnica.
Por ejemplo, la transformacion de células huésped con vectores de expresion puede llevarse a cabo mediante el
método de transformacion de protoplasto mediada por polietilenglicol (Sambrook et al., supra, 1989). Sin embargo,
también pueden utilizarse otros métodos para introducir vectores de expresion en células huésped, por ejemplo la
electroporacion, la inyeccién de bolo, o la fusién de protoplasto.

Tras introducir un vector de expresion que contiene una variante de s-GDH en una célula huésped apropiada, ésta
puede cultivarse bajo condiciones que permitan la expresion de las variantes de s-GDH deseadas. Las células
huésped que contienen el vector de expresién deseado con la secuencia de ADN codificante de la totalidad o parte
de la s-GDH mutante pueden identificarse facilmente mediante seleccion con antibidticos. La expresiéon de las
variantes de s-GDH puede identificarse mediante diferentes métodos, tales como la medicion de la produccion de
transcritos de ARNm de s-GDH, la deteccién del producto génico inmunolégicamente, o la deteccion de la actividad
enzimatica del producto génico. Preferentemente se utiliza un ensayo enzimatico.

La presente invencion también ensefia la generacion y cribado de mutantes de s-GDH. La mutagénesis aleatoria y la
mutagénesis de saturacién se llevan a cabo tal como es conocido de la técnica. Las variantes se criban para
estabilidad térmica (actividad sin tratamiento de estrés térmico en comparaciéon con la actividad restante tras el
tratamiento de estrés térmico). Las condiciones de ensayo seleccionadas se adaptan para garantizar que puedan
medirse las pequefas mejoras esperadas producidas por, por ejemplo, la sustitucién de un Unico aminoacido. Un
modo preferente de seleccion o cribado de mutantes apropiados se proporciona en el Ejemplo 3. Cualquier cambio o
mejora en comparacion con el enzima de partida (mutante o de tipo salvaje) puede detectarse claramente.

Evidentemente debe entenderse que no todos los vectores de expresion y secuencias reguladoras de ADN
funcionaran igualmente bien para expresar las secuencias de ADN de la presente invencion. Asimismo, tampoco
funcionaran bien con el mismo sistema de expresion todas las células huésped. Sin embargo, un experto ordinario
en la materia realizara una seleccion apropiada de entre los vectores de expresion, secuencias reguladoras de ADN
y células huésped utilizando las guias proporcionadas en la presente memoria sin necesidad de experimentacion
indebida.

La invencién también se refiere a un procedimiento para producir variantes de s-GDH de la presente invencién, que
comprende cultivar una célula huésped de la invencién bajo condiciones adecuadas para la produccién de la s-GDH
mutante de la invencion. Para las células huésped bacterianas, las condiciones de cultivo tipicas son un medio
liquido que contiene fuentes de carbono y nitrégeno, y el agente antibidtico y de inducciéon adecuado (dependiendo
del vector de expresion utilizado). Entre los antibidticos apropiados tipicos se incluyen ampicilina, canamicina,
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cloranfenicol, tetraciclina y similares. Entre los agentes de induccion tipicos se incluyen IPTG, glucosa, lactosa y
similares.

Resulta preferente que los polipéptidos de la presente invencidon se obtengan mediante la produccion en células
huésped que expresan una secuencia de ADN codificante de la s-GDH mutante. Los polipéptidos de la presente
invencién también pueden obtenerse mediante traduccion in vitro del ARNm codificado por una secuencia de ADN
codificante de la s-GDH mutante. Por ejemplo, las secuencias de ADN pueden sintetizarse tal como se ha indicado
anteriormente e insertarse en un vector de expresion adecuado que, a su vez, puede utilizarse en un sistema de
transcripcién/traduccion in vitro.

Un vector de expresion que comprende un polinucledtido aislado tal como se ha definido e indicado anteriormente
operablemente ligado a una secuencia promotora capaz de promover su expresion en un sistema de sintesis de
péptidos libre de células representa otra realizacion preferente de la presente invencion.

Los polipéptidos producidos mediante, por ejemplo, procedimientos tales como los indicados anteriormente,
seguidamente pueden aislarse y purificarse utilizando diversas técnicas rutinarias de purificacién de proteinas. Por
ejemplo pueden utilizarse procedimientos cromatograficos tales como la cromatografia de intercambio iénico, la
cromatografia de filtracion en gel y la cromatografia de afinidad.

Unas de las aplicaciones principales de las variantes de s-GDH mejoradas de la presente invencion es la utilizacion
en tiras de ensayo para el seguimiento del nivel de glucosa en sangre en pacientes diabéticos. La insensibilidad de
la glucosa deshidrogenasa dependiente de QPQ al oxigeno resulta, tal como se ha comentado anteriormente, una
gran ventaja sobre la glucosa oxidasa. La interferencia debido a, por ejemplo, la maltosa, la galactosa y/o otros
azucares relacionados que pueden encontrarse presentes en una muestra que debe analizarse, ahora puede
reducirse significativamente utilizando las nuevas variantes de s-GDH que presentan tanto una estabilidad térmica
mejorada como también una especificidad mejorada hacia la glucosa. Evidentemente deben investigarse muchos
tipos de muestra. Los liquidos corporales tales como suero, plasma, liquido intestinal u orina son fuentes preferentes
para dichas muestras.

La invencién también comprende un método para detectar, determinar o medir la glucosa en una muestra utilizando
una s-GDH mutante segun la presente invencion. Resulta especialmente preferente que el método mejorado de
deteccién de glucosa en una muestra se caracteriza porque dicha deteccidn, determinacién o medicién de la
glucosa se lleva a cabo utilizando un dispositivo sensor o de tira de ensayo.

También se encuentra comprendido dentro del alcance de la presente invencion un dispositivo para la deteccion o
mediciéon de glucosa en una muestra que comprende una s-GDH mutante segun la presente invencién, asi como
otros reactivos necesarios para dicha medicion.

Las variantes de s-GDH con estabilidad térmica mejorada de la presente invencion también pueden utilizarse muy
ventajosamente en biosensores (D’Costa E.J. et al., Biosensores 2:71-87, 1986; Laurinavicius V. et al., Analytical
Letters 32:299-316, 1999; Laurinavicius V. et al., Monatshefte fuer Chemie 130:1269-1281, 1999; Malinauskas A. et
al., Sensors and Actuators, B: Chemical 100:395-402, 2004) para el seguimiento en linea de la glucosa en una
muestra o en un reactor. Con este fin, las variantes de s-GDH pueden utilizarse, por ejemplo, para recubrir un
electrodo vitreo insensible al oxigeno con un complejo de osmio que contiene una red epoxi de conduccion redox
(Ye et al., supra, 1993) para la determinaciéon mas exacta de la concentracién de glucosa.

En los ejemplos siguientes, todos los reactivos, enzimas de restriccion y otros materiales se obtuvieron de Roche
Diagnostics Alemania, a menos que se especifiquen otras fuentes comerciales, y se utilizaron segun las
instrucciones proporcionadas por los proveedores. Las operaciones y métodos utilizados para la purificacion,
caracterizacion y clonacion del ADN son bien conocidos de la técnica (Ausubel F. et al., en: "Current protocols in
molecular biology" (Wiley, 1994)) y pueden adaptarse segun requiera el experto en la materia.

Los ejemplos siguientes ilustran en mayor detalle la presente invencion. Estos ejemplos no pretenden limitar el
alcance de la presente invencion, sino proporcionar una mejor comprension de la misma.

Ejemplo 1

Clonacién y expresion en E. coli de glucosa deshidrogenasa soluble dependiente de QPQ de tipo salvaje de
A. calcoaceticus

El gen s-GDH se aislo a partir de la cepa LMD 79.41 de Acinetobacter calcoaceticus siguiendo procedimientos
estandares. Se subclond el gen s-GDH de tipo salvaje en un plasmido que contenia el promotor mgl para la
expresion ajustable (ver la solicitud de patente n° WO 88/09373). El nuevo constructo se denominé pACSGDH (ver
las figuras 2 y 3). Se introdujeron los plasmidos recombinantes en un organismo huésped seleccionado del grupo de
E. coli. A continuacion estos organismos se cultivaron bajo condiciones apropiadas y se seleccionan las colonias que
mostraban actividad de s-GDH.
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Se aisl6 el plasmido pACSGDH a partir de un cultivo de durante la noche de 200 ml del clon indicado anteriormente,
utilizando el kit QIAGEN Plasmid Maxi (Qiagen) siguiendo el protocolo del fabricante. Se resuspendio el plasmido en
1 ml de agua bidestilada. Se determiné la concentracién del plasmido utilizando un fotémetro DU 7400 de Beckman.

El rendimiento fue de 600 mg. A continuacion, se determind la calidad del plasmido mediante electroforesis de gel de
agarosa.

Ejemplo 2:
PCR mutagénica

Para generar mutaciones aleatorias en el gen de s-GDH, se llevé a cabo una PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa) mutagénica. Se digirieron el plasmido pACSGDH y la secuencia de ADN codificante de los enzimas
mutados (producto de PCR de la PCR mutagénica) con los enzimas de restriccion Sphl y EcoRI. Los productos se
purificaron en gel. Las secuencias de ADN digeridas se ligaron nuevamente y se utilizé una alicuota de la mezcla de
reaccion de ligacion para transformar células E. coli competentes. A continuacidon, se seleccionaron los
transformantes en placas LB que contenian ampicilina. Se seleccionaron colonias individuales, se cultivaron durante
la noche en medio LB que contenia ampicilina y se sometieron a cribado (ver el Ejemplo 3).

Mezcla de reaccién de PCR mutagénica:

40 ng de pACSGDH 1x tampdn sin MgCl, (Roche Diagnostics GmbH, n° de cat. 1699 105) dCTP, dTTP 1 mM
dATP, dGTP 0,2 mM (Roche Diagnostics GmbH, n° de cat. 1969 064)

40 pmoles de cebador GF23 (5-CGC GCA CGC GCATGC CGC CGATGT TC) (= SEC ID n°® 4)

40 pmoles de GR23 (5-GAC GGC CAG TGA ATT CTT TTC TA) (= SEC ID n°® 5)

MnCl, 7 mM

MnCl; 0,6 mM

5 U de ADN polimerasa Taq (Roche Diagnostics GmbH, n° de cat. 1146 165) sistema de PCR de amp. genica
2400 (Perkin Elmer),

30 ciclos: 95°C durante 1 minuto, 45°C durante 2 minutos, 72°C durante 2 minutos

- Purificacion de los productos de PCR utilizando el kit de purificacion de productos de PCR de alta pureza de
Roche Diagnostics GmbH (n° de cat. 1.732.676) siguiendo el protocolo del fabricante.

- Digestion de los fragmentos de PCR con 25 U de Sphl (Roche Diagnostics GmbH, n° de cat. 606 120) en 1x
tampon H (Roche Diagnostics GmbH, n° de cat. 1.417.991) a 37°C durante la noche; adicién de 25 U de EcoRI
(Roche Diagnostics GmbH, n° de cat. 703.737) y la digestion adicional durante 3,5 horas.

- Digestion de 50 ug de pACSGDH con 180 U de Sphl y 180 U de EcoRI en 1x tampdn H durante 4 horas a 37°C.

- Electroforesis en gel de pACSGDH digerido y de los fragmentos digeridos utilizando geles de agarosa (al 0,8%).

- Extraccion de las moléculas de ADN utilizando el kit de extraccion en gel QlAquick (Qiagen, n® de cat. 28706)
siguiendo el protocolo del fabricante.

- Determinacion de la concentracién de los fragmentos y del vector digerido utilizando un fotémetro Beckman DU
7400.

- Determinacion de la calidad de los productos purificados mediante electroforesis en gel de agarosa.

- Ligacién de 100 ng de vector digerido con 140 ng de fragmentos de mPCR utilizando 1 U de ADN ligasa de T4
(Roche Diagnostics 481 220) en un volumen de 20 ml a 16°C durante la noche.

- Electroporacion de células XL1F electrocompetentes (Stratagene) con 1 pl de la reaccién de ligaciéon con 2,5 kV
en cubetas de 0,2 cm utilizando un E. coli Pulser (BioRad).

- Tras el cultivo en 1 ml de LB a 37°C durante una hora, se sembraron bacterias en placas de LB-agar mas
ampicilina (100 pg/ml de ampicilina) y se cultivaron durante la noche a 37°C.

- 50 % de los clones expresados produjeron s-GDH enzimaticamente activa que se sometié al método de cribado
siguiente.

Ejemplo 3:

Cribado para estabilidad térmica
12
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Las colonias mutantes en las placas de agar indicadas anteriormente se introdujeron en placas de microtitulacion
(MTP) que contenian 200 ul de medio LB-ampicilina/pocillo y se incubaron durante la noche a 37°C. Estas placas se
denominaron placas maestras.

De cada placa maestra, se transfirieron 5 yl de muestra/pocillo a una MTP que contenia 5 pl per/pocillo de B
(B=reactivo de extraccién de proteinas bacterianas; Pierce n°® 78248) para la rotura celular y se afiadieron 240 ul de
quinona de pirroloquinolina (QPQ) 0,0556 mM, Hepes 50 mM, CaCl, 15 mM, pH 7,0/pocillo para la activacion de s-
GDH. Para completar la formacion del holoenzima, se incub6 la MTP a 25°C durante 2 horas y a 10°C durante la
noche. Esta placa se denomina placa de trabajo.

De la placa de trabajo se transfirieron 2x10 pl de muestra/cavidad a dos MTP vacias. Se sometié una MTP a un
estrés térmico de corta duracidon (30 minutos a 70°C/incubador). Tras enfriar hasta la temperatura ambiente, se
sometieron a ensayo las MTP sometidas a estrés y no tratadas con 90 ul de solucién de mediador que contenia
glucosa 30 mM (ver el Ejemplo 8).

Se calculd la dE/minuto y se fijo en 100% de actividad los valores de las muestras no sometidas a estrés. Los
valores obtenidos con la MTP sometida a estrés térmico se compararon con los valores no tratados y se calcularon
como porcentaje de actividad (por ejemplo: dE/minuto tratamiento térmico/dE no tratado)*100). Esto es equivalente
a la estabilidad térmica del enzima (variante) expresada en porcentaje de actividad restante. Con el fin de
compensar las desviaciones de los resultados debidas a una fluctuacion en la distribucién del calor en las MTP
durante la incubacion, se afiadio enzima de tipo salvaje como referencia a cada placa en cavidades dedicadas.

Se identificé el mutante siguiente:

Enzima % de actividad restante tras 30 Intercambios de
minutos a 70°C aminoacidos
Tipo o
salvaje 3-20 % )
M“t:”te 9-30 % N122K, L2021

La variabilidad de la actividad restante se debe a la distribucion irregular del calor en los pocillos en la MTP y a la
degradacion del holoenzima durante el calentamiento a apoenzima y coenzima y el reensamblado espontaneo a
holoenzima tras el estrés térmico. Sin embargo, el mutante A mostré consistentemente un valor mas alto de la
actividad enzimatica restante que el enzima de tipo salvaje.

Ejemplo 4:

Secuenciacién del gen codificante de la s-GDH mutante A

Se aisl6 el plasmido que contenia el gen para la s-GDH mutante A, que presentaba una estabilidad térmica mas alta
que el tipo salvaje (kit de aislamiento de pldsmido de alta pureza, Roche Diagnostics GmbH, n° 1754785) y se
secuencié utilizando un kit de secuenciacion de pigmento-terminador ABI Prism y secuenciador ABI 3/73 y 3/77
(Amersham Pharmacia Biotech).

Se utilizaron los cebadores siguientes:

Cadena de sentido:

GDH 1: 5-TTA ACG TGC TGA ACA GCC GG-3' (= SEC ID n° 6) GDH 2: 5-ATA TGG GTA AAG TAC TAC
GC-3' (=SECIDn°7)

Resultado:

Se encontraron los intercambios de aminoacidos del mutante A ya listados en la tabla del Ejemplo 3.

Ejemplo 5:

s-GDH mutantes obtenidos mediante mutagénesis de saturacion

Se llevo a cabo la mutagénesis de saturacion para ver si uno o ambos intercambios de aminoacidos en el mutante A

eran responsables de la mejora de la estabilidad térmica. Ademas, el método permite averiguar si el efecto
encontrado puede potenciarse con otros intercambios de aminoacidos en las posiciones identificadas. El kit de
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mutagénesis sitio-dirigida QuikChange (Stratagene, n°® de cat. 200518) se utilizé para sustituir sucesivamente
aminoacidos de tipo salvaje en las posiciones 122 y 202 de la proteina s-GDH de tipo salvaje, respectivamente.

Los cebadores 5' y 3' utilizados para la mutagénesis eran complementarios entre si y contenian NNN en una
posicion central. Dichos 3 nucleétidos sintetizados aleatoriamente, que se encuentran en la posicién deseada (122 6
202, respectivamente) se encontraban flanqueados por 12 a 16 nucledtidos en cada extremo que eran idénticos a
las cadenas de ADN de sentido y antisentido del molde. En lugar del codén, el cebador contenia NNN, por lo tanto
los oligonucleodtidos codifican todos los codones posibles.

Para cada una de las posiciones 122 y 202, respectivamente, se llevo a cabo una reaccién de PCR.
Las reacciones de PCR vy las digestiones con endonucleasa de restriccion Dpnl se llevaron a cabo segun el manual.

A continuacién, se utilizé 1 pl de cada reaccion para la electroporacion de las células XL1F-. Se cultivaron las células
y se determinaron las actividades de s-GDH tal como se ha indicado anteriormente.

Para incrementar la probabilidad estadistica de que la totalidad de las 20 posibles sustituciones de aminoacidos se
encontrasen cubiertas en dicha evaluacion, se cribaron 200 clones (ver el Ejemplo 3) para cada posicion.

Se utilizaron los cebadores siguientes:

para la posicion 122:
Cadena de sentido 5-TCGTTATACCTATNNNAAATCAACAGATA -3’ (SEC ID n° 8) Cadena antisentido 5'-
TATCTGTTGATTTNNNATAGGTATAACGA-3 (SEC ID n°9)

para la posicion 202:
Cadena de sentido 5-TAAAGTACTACGCNNNAATCTTGATGGAA-3’ (SEC ID n° 10) Cadena antisentido: 5'-
TTCCATCAAGATTNNNGCGTAGTACTTTA -3’ (SEC ID n° 11)

Resultados:

El intercambio de aminoéacido en la posicion 202 no modificé la estabilidad térmica. Unicamente el tambaleo en la
posicion 122 produjo clones con una estabilidad térmica incrementada. El mejor intercambio era N122K.

Ejemplo 6:

Generacion de mutantes con elevada especificidad de sustrato para la glucosa en comparacidon con la
maltosa y estabilidad térmica incrementada

En el documento n® WO 02/34919 se han identificado varios intercambios de aminoacidos en diferentes posiciones
de la s-GDH y se ha demostrado que incrementan la especificidad de sustrato para la glucosa en comparacién con,
por ejemplo, la maltosa. Las combinaciones del intercambio de aminoacido T348G con sustituciones de aminoacidos
en otras posiciones, por ejemplo en las posiciones 169, 171, 245, 341 y/o 349 incrementd la especificidad de
sustrato adicionalmente. Se seleccionaron algunos de dichos mutantes descritos con el fin de mejorar su estabilidad
térmica mediante la introduccién del intercambio de aminoacido N122K encontrado. Se consiguié la mutacién
puntual mediante la utlizacion de los cebadores  siguientes. Cadena de sentido: 5'-
TCGTTATACCTATAAGAAATCAACAGATA -3 (SEC ID n° 12) Cadena antisentido: 5'-
TATCTGTTGATTTCTTATAGGTATAACGA-3’ (SEC ID n° 13)

Se aplicé el mismo cribado para la estabilidad térmica, tal como en el Ejemplo 3 descrito, aunque se redujo la
temperatura de incubacion de 70°C a 65°C en 30 minutos.

Resultados:
Enzima Maltosa/Glucosa | % de actividad restante Intercambios de aminoacidos
(30 MM de tras 30 minutos a 65°C
azucar en %)
Tipo salvaje 105 % 80 % -
Molde B/0 4 % 5% Y171G+E245D+M341V+ T348G+in429P
Mutante B/1 4 % 10 % N122K+Y171G+E245D+M341V+ T348G+in429P
Molde C/0 2% 10 % Y171G+E245D+M341V+
T348G+A426S+N428P+Q430M
2% 20 % N122K+Y171G+E245D+M341V+
Mutante C/1 T348G+A426S+N428P+Q430M
Molde D/0 4 % 20 % Y171G+E245D+Q246H+M341V+
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T348G+T425V+N428P
4% 30 % Y171G+N122K+E245D+Q246H+M341V+
T348G+T425V+N428P

Mutante D/1

Puede observarse claramente que en todos los tipos de mutante, el intercambio de aminoacido adicional N122K
produjo un incremento de la estabilidad térmica en el modelo de estrés seleccionado sin afectar a la especificidad de
sustrato.

Ejemplo 7:

Generacion de mutantes de elevada especificidad de sustrato y estabilidad térmica adicionalmente
incrementada

Durante el cribado para una especificidad de sustrato incrementada, tal como se describe en, por ejemplo, el
documento n°® WO 02/34919, la utilizacion de m-PCR y la mutagénesis de saturacion en posiciones aleatorias, se
expandio el espectro de los parametros de cribado para la estabilidad térmica tal como se ha indicado anteriormente.
Partiendo de un mutante E/O con elevada especificidad de sustrato para la glucosa en comparacion con la maltosa
(2%) con los intercambios de aminoacidos Y171G+E245D+M341V+ T348G+N428P, se encontré un nuevo
intercambio de aminoacido S124K.

A continuacion, se aplicé dicho nuevo intercambio a los mutantes ya mejorados que contenian N122K del Ejemplo 6,
utilizando los cebadores siguientes:

Cadena de sentido: 5-CCTATAAGAAAAAGACAGATACGCTCG-3 (SEC ID n° 14)

Cadena antisentido: 5-CGAGCGTATCTGTCTTTTTCTTATAGG-3' (SEC ID n° 15)

Resultados:
Enzima Maltosa/Glucosa (30 % de actividad Intercambios de aminoacidos
mM de azulcar en %) restante tras 30
minutos a 65°C
Tipo salvaje 105 % 80 % -
Mutante B/1 4% 10 % N122K+Y171G+E245D+M341V+
T348G+in429P
4% 15 % N122K+S124K+Y171G+E245D+M341 V+
Mutante B/2 T348G+in429P
Mutante C/1 2% 20 % N122K+Y171G+E245D+M341V+
T348G+A426S+N428P+Q430M
Mutante C/2 2% 25 % N122K+S124K+Y171G+E245D+M341 V+
T348G+A426S+N428P+Q430M
4% 30 % N122K+Y171G+E245D+Q246H+M341 V+
Mutante D/1 T348G+T425V+N428P
Mutante D/2 4% 40 % N122K+124K+Y171G+E245D+Q246H
+M341V+ T348G+T425V+N428P
Mutante E/O 2 % 10 % Y171G+E245D+M341V+ T348G+N428P
2% 20 % Y171G+S124K+E245D+M341V+T348
Mutante E/1 G+N428P

Los resultados anteriormente proporcionados demuestran que los intercambios de aminoacidos en las posiciones
N122K y S124K presentan un efecto positivo aditivo sobre la estabilidad térmica de los mutantes.

Ejemplo 8:
Purificacion de s-GDH de tipo salvaje o variante y analisis de la actividad enzimatica, respectivamente

Se cultivaron células de E. coli (LB-Amp., 37°C), se recolectaron y se resuspendieron en tampén fosfato potasico, pH
7,0. Se llevé a cabo la rotura celular mediante paso a través de una prensa francesa (700 a 900 bar). Tras la
centrifugacion, se aplico el sobrenadante a una columna de S-sefarosa (Amersham Pharmacia Biotec) equilibrada
con tampon de fosfato potasico 10 mM, pH 7,0. Tras el lavado, se eluy6 la s-GDH utilizando un gradiente salino de
NaCl 0 a 1 M. Las fracciones que mostraban actividad de s-GDH se agruparon, se dializaron frente a tampén de
fosfato potasico, pH 7,0, y se cromatografiaron nuevamente en una columna de S-sefarosa reequilibrada. Las
fracciones activas se agruparon y se sometieron a una filtracion en gel utilizando una columna Superdex® 200
(Amersham). Las fracciones activas se agruparon y tras la adicion de CaCl, (concentracion final: 3 mM), se

15



10

15

20

25

30

35

40

ES 2537106 T3

almacenaron a -20°C.
Ensayo enzimatico y determinacion de proteinas de s-GDH de tipo salvaje purificada y variante, respectivamente.

Se llevé a cabo la determinacion de proteinas utilizando el reactivo de ensayo de proteinas n® 23225 de Pierce
(curva de calibracion con BSA, 30 min. a 37°C).

Las muestras de s-GDH se diluyeron a 1 mg de proteina/ml con quinona de pirrologquinolina (QPQ) 0,0556 mM,
Hepes 50 mM, CaCl; 15 mM, pH 7,0, y se incubaron a 25°C durante 30 minutos para la reconstitucién o activacion.

Tras la activacion, las muestras se diluyeron con Hepes 50 mM, CaCl; 15 mM, pH 7,0, hasta aproximadamente 0,02
U/ml y se afadieron 50 ul de cada muestra diluida a 1.000 pl de una solucién de tampoén citrato 0,2 M (pH 5,8, a
25°C) que contenia 0,315 mg de (4-(dimetilfosfinilmetil)-2-metil-pirazolo[1.5a]-imidazol-3-il)-(4-nitrosofenil)-amina (ver
la patente US n° 5.484.708)/ml como mediador y aztcar 30 mM).

Se realiz6 un seguimiento de la extincién a 620 nm durante los primeros 5 minutos a 25°C.

Una actividad enzimatica de una unidad corresponde al a conversion de 1 mmol de mediador/min. bajo las
condiciones de ensayo anteriormente indicadas.

Calculo: Actividad = (volumen total * dE/min [U/mi]) : {£ * volumen de muestra* 1)

(e = coeficiente de extincién; ¢, . = 30[1 * mmol" * cm™)

Se llevé a cabo el ensayo con glucosa y maltosa (Merck, Alemania), respectivamente.

Resultados:
Enzima M/G (30 mM de U/mg de Intercambios de aminoacidos
azucar, en %) proteina
Tipo 105 % 800 ;
salvaje
B/2 4% 106 N122K+S124K+Y171G+E245D+M341V+ T348G+in429P
clo 2% 435 Y171G+E245D+M341V+ T348G+A426S+N428P+Q430M
Ci2 2% 450 N122K+S124K+Y7G+E245D+M34IV+
T348G+A426S+N428P+Q430M
D/2 4% 441 N122K+S124K+Y171G+E245D+Q246H+M 341V+
T348G+T425V+N428P
Ejemplo 9:

Estabilidad térmica comparativa de mutantes purificados con y sin los intercambios de aminoacidos N122K
y S124K

Las muestras de s-GDH purificadas de tipo salvaje, y mutantes C/0 y C/2 (Ejemplo 8) se sometieron a un modelo de
estrés térmico alternativo que imitaba las condiciones de estrés térmico de produccién y/o transporte. Se prepararon
soluciones de 1 mg de proteina enzima/fosfato potasico 20 mM, pH 7,0, 0,016 mg de QPQ/ml con el fin de activar las
s-GDHs. Tras la incubacion durante 30 minutos a temperatura ambiente, se determiné la actividad inicial hacia la
glucosa (ver el Ejemplo 8) y se incubaron las muestras en el bafio de agua a 48°C. Tras 30 minutos de estrés
térmico, se midi6 la actividad restante y se calculd en porcentaje (en comparacién con la actividad inicial).

Resultados:
Enzima Actividad restante
Tipo salvaje 99 %
C/0 66 %
C/2 94 %
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El impacto de los intercambios de aminoacidos en las posiciones N122K y S124K y la mejora resultante de la
estabilidad térmica pueden observarse claramente, también bajo dichas condiciones alternativas de estrés térmico.

Ejemplo 10:
Determinacion de la glucosa en presencia o en ausencia de maltosa

La s-GDH de tipo salvaje y las variantes B/2, C/2 y D/2 de la s-GDH, respectivamente, pueden aplicarse a la
determinacion de la glucosa en presencia o en ausencia de maltosa. La muestra de referencia contenia 50 mg de
glucosa/dl. Las muestras “de ensayo” contenian 50 mg de glucosa/dl y 100 6 200 mg/dl de maltosa,
respectivamente. Se utilizaron soluciones enzimaticas con las mismas cantidades de actividad de s-GDH (por
ejemplo 5 U/ml; actividad segun se determind en el Ejemplo 8) para cada ensayo.

Se mezclaron en una cubeta:

1 ml 0,315 mg de (4-(dimetilfosfinilmetil)-2-metil-pirazolo-[1.5a]-imidazol-3-il)-(4-nitrosofenil)-amina ml/citrato 0,2
M, pH 5,8

0,033 ml de referencia o0 muestra de ensayo

Se inicié el ensayo mediante la adicién de 0,050 ml de la solucién de enzima s-GDH (que presenta un exceso de s-
GDH para la conversion de la glucosa) a la cubeta. Se realizé un seguimiento del cambio de la absorbancia a 620
nm. Tras 2 a 5 minutos, se observaron valores constantes y se calculd la dE/5 minutos. Se fij6 en 100% el valor
obtenido mediante la medicidon de la muestra de referencia con s-GDH de tipo salvaje. Se compararon los otros
valores a dicho valor de referencia y se calcularon en %. Se detectd un nivel claramente inferior de interferencia de
la maltosa en las muestras de ensayo al utilizar las nuevas variantes, también mas estables, de s-GDH segun la
presente invencion.

Lista de referencias

Anthony C., Biochem. J. 320 (1996) 697-711
Anthony, C. and Ghosh, M., Current Science 72 (1997) 716-727
Anthony, C. and Ghosh, M., Prog. Biophys. Mol. Biol. 69 (1998) 1-21
Anthony, C., Biochem. Soc. Trans. 26 (1998) 413-417
Anthony, C., Adv. in Phot. and Resp. 15 (2004) 203-225
Ausubel, F., et al., in "Current protocols in molecular biology" (1994), Wiley
Cleton-Jansen, A. M., et al., Antonie Van Leeuwenhoek 56 (1989) 73-79
Cleton-Jansen, A. M., et al., J. Bacteriol. 170 (1988) 2121-2125
Cleton-Jansen, A. M., et al., Mol. Gen. Genet 217 (1989) 430-436
Davidson, V. L. in "Principles and applications of quinoproteins" (1993) the whole book, New York, Marcel Dekker
D’Costa, E. J., et al., Biosensors 2 (1986) 71-87
Dokter, P., et al., FEMS Microbiology Letters 43 (1987) 195-200
Dokter, P., et al., Biochem J. 239 (1986) 163-167
Dokter, P., et al., Biochem J. 254 (1988) 131-138
Duine, J. A. Energy generation and the glucose dehydrogenase pathway in Acinetobacter in "The Biology of
Acinetobacter”
(1991) 295-312, New York, Plenum Press
Duine, J. A., Biosens. Bioelectronics 10 (1995) 17-23
Duine, J. A., Eur. J. Biochem. 200 (1991) 271-284
EP 0620 283
EP 1167 519
EP 1176 202
EP 1 367 120
Feng, D. F. and Doolittle, R. F., J. Mol. Evol. 25 (1987) 351-360
Frampton, J. E.. and Plosker, G. L., Drugs 63 (2003) 2079-2105
Goodwin, P. M. and Anthony, C., Adv. Microbiol. Physiol. 40 (1998) 1-80
Hill, D. E., et al., Methods Enzymol. 155 (1987) 558-568
Igarashi, S., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 264 (1999) 820-824
JP 11-243949-A
JP 2004173538
Kaufmann, N., et al. Development and evaluation of a new system for determining glucose from fresh capillary blood
and heparinised venous blood in "Glucotrend" (1997) 1-16, Mannheim, Boehringer Mannheim GmbH
Kim, C. H. et al., Current Microbiology 47 (2003) 457-461
Laurinavicius, V., et al., Analytical Letters 32 (1999) 299-316
Laurinavicius, V., et al., Monatshefte fuer Chemie 130 (1999) 1269-1281
Laurinavicius, V. et al, Biologija (2003) 31-34
17



ES 2537106 T3

Leung, D. W., et al., Technique 1 (1989) 11-15

Malinauskas, A. et al., Sensors and Actuators, B: Chemical 100 (2004) 395-402
Matsushita, K. and Adachi, O. Bacterial quinoproteins glucose dehydrogenase and alcohol dehydrogenase in
"Principles and applications of Quinoproteins" (1993) 47-63, New York, Marcel Dekker
Matsushita, K., et al., Antonie Van Leeuwenhoek 56 (1989) 63-72

Matsushita, K., et al., Biochemistry 28 (1989) 6276-6280

Matsushita, K., et al., Bioscience Biotechnology & Biochemistry 59 (1995) 1548-1555
Olsthoorn, A. J. and Duine, J. A., Arch. Biochem. Biophys. 336 (1996) 42-48
Olsthoorn, A. J. and Duine, J. A., Biochemistry 37 (1998) 13854-13861

Qubrie A., Biochim. Biophys. Acta 1647 (2003) 143-151

Qubrie, A. and Dijkstra, B. W., Protein Sci. 9 (2000) 1265-1273

Oubrie, A., et al.,, Embo J. 18 (1999) 5187-5194

Oubrie, A., et al., J. Mol. Biol. 289 (1999) 319-333

Oubrie, A., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 96 (1999) 11787-11791

Reddy S, and Bruice, T.C., J. Am. Chem. Soc. 126 (2004) 2431-2438

Sambrook, J., et al., in "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" (1989) -, Cold Spring Harbour, NY, Cold Spring
Harbour Laboratory Press

US 5,484,708

US 5,997,817

US 6,057,120

US 6,103,509

Wens, R., et al., Perit. Dial. Int. 18 (1998) 603-609

WO 02/34919

WO 88/09373

Yamada, M. et al., Biochim. Biophys. Acta 1647 (2003) 185-192

Ye, L., etal., Anal. Chem. 65 (1993) 238-241

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Roche Diagnostics GmbH F. Hoffmann-La Roche AG

<120> Mutantes de glucosa deshidrogenasa dependiente de quinona de pirroloquinolina
<130> 22804 WO

<150> EP04024593
<151> 2004-10-15

<160> 16

<170> Patentln versién 3.2

<210> 1

<211> 1362

<212> ADN

<213> Acinetobacter calcoaceticus
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(1362)

<400> 1

18



gat
Asp

ttt
Phe

tta
Leu

aag
Lys

cag
Gln
65

ggt
Gly

tca
Ser

gtt
Val

gac
Asp

tgg
Trp

att
Ile
50

gta
Val

Tttt

Phe

ggt
Gly

ool
Pro

aag
Lys

gga
Gly
35

cta
Leu

cca
Pro

gcc
Ala

aca
Thr

cta
Leu

aaa
Lys
20

cca
Pro

aga
Arg

gag
Glu

ttc
Phe

ttt
Phe
100

act
Thr

gtt
Val

gat
Asp

gtt
Val

att
Ile

cat
His
85

aaa
Lys

cca
Pro

att
Ile

aat
Asn

aat
Asn

gte
Val
70

fod o
Pro

aat
Asn

Ect
Ser

cta
Leu

caa
Gln

cca
Pro
55

aat
Asn

gat
Asp

ccg
Pro

ES 2537106 T3

caa
Gln

tct
Ser

att
Ile

gag
Glu

gat
Asp

ttt
Phe

aaa
Lys

ttt
FPhe

aat
Asn
25

tgg
Trp

tcg
Ser

gct
Ala

aaa
Lys

tct
Ser
105

gct
Ala
10

cta

Leu

tta
Leu

ggt
Gly

gat
Asp

aat
Asn
90

aca
Thr

19

aaa
Lys

aat
Asn

act
Thr

agt
Ser

999
Gly
75

aat
Asn

gat
Asp

gcg
Ala

aag
Lys

gag
Glu

gta
Val
60

cag

Gln

cct
Pro

aaa
Lys

aaa
Lys

ccg
Pro

cga
Arg

aaa
Lys

aat
Asn

tat
Tyr

gaa
Glu

tca
Ser

cac
_His
30

gca
Ala

aca
Thr

ggt
Gly

atc
Ile

tta
Leu
110

gag
Glu
15

gcg
Ala

aca
Thr

gtt
Val

tta
Leu

tat
Tyr
95 .

ccg
Pro

aac
Asn

ttg
Leu

ggt
Gly

trct
Phe

tta
Leu
80

att
Ile

aac
Asn

48

96

144

192

240

288



caa
Gln

gag
Glu

cag
Gln
145

att
Ile

caa
Gln

cac
His

cca-

Pro

ctt
Leu
225

tta
Leu

att
Ile

gat
Asp

tca
Ser

cct
Pro
305

tta
Leu

acg
Thr

aag
Lys
130

tca
Ser

ggt
Gly

gca
Ala

acc
Thr

aag
Lys
210

gga
Gly

ttg
Leu

gtc
Val

gat
Asp

att
Ile
290

gtg
Va;

aaa
Lys

att
Ile
115

cca
Pro

ggt
Gly

gac
Asp

caa
Gln

tat
Tyr
195

gat
Asp

cat
His

cag
Gln

aaa
Lys

agt
Ser
275

aag

Lys

acg
Thr

act
Thr

att
Ile

gtc
Val

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

cgt
Arg

gat
Asp

ctt
Leu

999
Gly
165

acg
Thr

ggt
Gly

cca
Pro

aat
Asn

gaa
Glu
245

ggc
Gly

tat
Tyr

tta
Leu

gaa
Glu

tat
Tyr
325

cgt
Arg

tta
Leu

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

tat
Tyr

tta
Leu
135

att
Ile

aac
Asn

act
Thr

gta
Val

Lttt
Phe
215

cag
Gln

gge
Gly

tat
Tyr

tat
Tyr

caa
Gln
295

gaa
Glu

gtt
Val

ES 2537106 T3

acc
Thr
120

gca
Ala

999
Gly

cag
Gln

caa
Gln

cta
Leu
200

aac
Asn

ggce
Gly

cca
Pro

ggt
Gly

gca
Ala
280

aat

Asn

tagg
Trp

caa
Gln

tat
Tyr

gga
Gly

cca
Pro

ctt
Leu

caa
Gln
185

cgc
Arg

9499
Gly

tta
Leu

aac
Asn

tgg
Trp
265

aat

Asn

gga
Gly

act
Thr

gat
Asp

aat
Asn

tta
Leu

gat
Asp

gct
Ala
170

gaa
Glu

tta
Leu

gtg
Val

gca
Ala

tct
Ser
250

ccg
Pro

tat
Tyr

gta
Val

ggt
Gly

acc
Thr
330

20

aaa
Lys

cct
Pro

caa
Gln
155

tat
Tyr

ctg
Leu

aat
Asn

gtt
Val

Ete
Phe
235

gac
Asp

aat
Asn

tca
Ser

aaa
Lys

aaa
Lys
315

tac
Tyr

tca
Ser

tca
Ser
140

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
125

tca
Ser

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
alﬂyr

gat
Asp

aaa
Lys

tat
Tyr

ttg
Leu

aaa
Lys
190

gga
Gly

att
Ile

aat
Asn

att
Ile

ggt
Gly
270

gcc
Ala

gca
Ala

gtc
Val

aac
Asn

acg
Thr

gac
Asp

tat
Tyr

cca
Pro
175

gac
Asp

agt
Ser

tat
Tyr

ggt
Gly

aac
Asn
255

tat
Tyr

aat
Asn

999
Gly

cca
Pro

gat
Asp
335

ctc
Leu

cat
His

acg
Thr
160

aat
Asn

tat
Tyx

att
Ile

aca
Thr

aaa
Lys
240

ctc
Leu

aaa
Lys

aag
Lys

gtc
Val

cca
Pro
320

cca
Pro

384

432

480

528

576

624

672

720

768

8l6

864

912

960

1008



10

act
Thr

tct
Ser

aat
Asn

aag
Lys
385

tet
Phe

aat
Asn

gat
Asp

.tkec
Phe

<210>2

tgt
Cys

gcc
Ala

aca
Thr
370

tta
Leu

aag
Lys

gtc
Val

ggc
Gly

acc
Thr
450

<211> 454
<212> PRT
<213> Acinetobacter calcoaceticus

<400> 2

gga
Gly

tat
Tyr
355

tta
Leu

gat
Asp

agc
Ser

tta
Leu

tca
Ser
435

tat
Tyr

gag
Glu
340

gtc
Val

ttg
Leu

cca
Pro

aac
Asn

tat
Tyr
420

gta
Val

aag
Lys

atg
Met

tat
Tyr

gtt
Val

act
Thr

aac
Asn
405

gta
Val

aca
Thr

gckt
Ala

acc
Thr

aag
Lys

cca
Pro

tat
Tyr
390

cgt
Arg

tta
Leu

aat
Asn

aag
Lys

tac
Tyr

ggc
Gly

tct
Ser
375

agce
Ser

tat
Tyr

act
Thr

aca
Thr

ES 2537106 T3

att
Ile

ggt
Gly
360

tta
Leu

act
Thr

cgt
Arg

gat
Asp

tta
Leu
440

Asp Val Pro Leu Thr Pro Ser

1

5

Phe Asp Lys Lys Val Ile Leu

20

Leu Trp Gly Pro Asp Asn Gln

35

Lys Ile Leu Arg Val Asn Pro

50

55

tgc
Cys
345

aaa
Lys

aaa
Lys

act
Thr

gat
Asp

act
Thr
425

gaa
Glu

tgg cca
Trp Pro

aaa gca
Lys Ala

cgt ggt
Arg Gly

tat gat
Tyr Asp
395

gtg att
Val Ile
410

gcc gga
Ala Gly

aac cca
Asn Pro

Gln Phe Ala

10

Ser Asn Leu

25

Ile Trp Leu

40

Glu Ser Gly

21

aca
Thr

att
Ile

gtc
Val
380

gac

Asp

gca
Ala

aat
Asn

gga
Gly

Lys

Asn

Thr

Ser

gtt
Val

act
Thr
365

att
Ile

gct
Ala

agt
Ser

gtc
Val

tct
Ser
445

Ala

Lys

gca
Ala
350

ggt
Gly

ttc
Phe

gta
Val

cca
Pro

Caa
Gln
430

ctc
Leu

Lys

Pro

Glu Arg

Val
60

45

Lys

ccg
Pro

tgg
Trp

cgt
Arg

ccg
Pro

gat
Asp
415

aaa

Lys

att
Ile

Ser
His
30

Ala

Thr

tca
Ser

gaa
Glu

att
Ile

atg
Met
400

999
Gly

gat
Asp

aag
Lys

Glu Asn

15

Ala Leu

Thr Gly

Val Phe

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1362



Gln
65

Gly

Ser

Gln

Glu

Gln

145

Ile

Gln

His

Pro

Leu

225

Leu

Ile

Asp

Val

Phe

Gly

Thr

Lys

130

Ser

Gly

Ala

Thr

Lys

210

Gly

Leu

Val

Asp

Pro

Ala

Thr

Ile

115

Pro

Gly

Asp

Gln

Tyr

195

Asp

His

Gln

Lys

Ser
275

Glu

Phe

Phe

100

Ile

Val

Arg

Gln

His

180

Met

Asn

Arg

Ser

Gly

260

Gly

Ile

His

85

Lys

Arg

Asp

Leu

Gly

165

Thr

Gly

Pro

Asn

Glu

245

Gly

Tyr

Val

70

Pro

Asn

Arg

Leu

Val

150

Arg

Pro

Lys

Ser

Pro

230

Gln

Asn

Ala

ES 2537106 T3

Asn

Asp

Pro

Tyr

Leu

135

Ile

Asn

Thr

Val

Phe

215

Gln

Gly

Tyr

Tyr

Asp

Phe

Lys

Thr

120

Ala

Gly

Gln

Gln

Leu

200

Asn

Gly

Pro

Gly

Ala
280

Ala

Lys

Ser

105

Gly

Pro

Leu

Gln

185

Arg

Gly

Leu

Asn

Trp

265

Asn

22

Asp

Asn

90

Thr

Asn

Leu

Asp

Ala

170

Glu

Leu

Val

Ala

Ser

250

Pro

Tyr

Gly

75

Asn

Asp

Lys

Pro

Gln

155

Tyr

Leu

Asn

Val

Phe

235

Asp

Asn

Ser

Gln

Pro

Lys

Ser

Ser

140

Lys

Leu

Asn

Leu

Ser

220

Thr

Asp

Val

Ala

Asn

Tyr

Glu

Thr

125

Ser

Ile

Phe

Gly

Asp

205

His

Pro

Glu

Ala

Ala
285

Gly

Ile

Leu

110

Asp

Lys

Tyrx

Leu

Lys

190

Gly

Ile

Asn

Ile

Gly

270

Ala

Leu

Tyr

95

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

175

Asp

Ser

Tyr

Gly

Asn

255

Tyr

Asn

Leu
80

Ile

Asn

Leu

His

Thr

160

Asn

Tyr

Ile

Thr

Lys

240

Leu

Lys

Lys



10

15

20

ES 2537106 T3

Ser Ile Lys Asp Leu Ala Gln Asn Gly Val Lys Val Ala Ala
290 295 300

Pro Val Thr Lys Glu Ser Glu Trp Thr Gly Lys Asn Phe Val
305 310 315 ’

Leu Lys Thr Leu Tyr Thr Val Gln Asp Thr Tyr Asn Tyr Asn
325 330

Thr Cys Gly Glu Met Thr Tyr Ile Cys Trp Pro Thr Val Ala
340 345 350

Ser Ala Tyr Val Tyr Lys Gly Gly Lys Lys Ala Ile Thr Gly
355 360 365

Asn Thr Leu Leu Val Pro Ser Leu Lys Arg Gly Val Ile Phe
370 375 380

Lys Leu Asp Pro Thr Tyr Ser Thr Thr Tyr Asp Asp Ala Val
385 390 395

Phe Lys Ser Asn Asn Arg Tyr Arg Asp Val Ile Ala Ser Pro
405 410

Asn Val Leu Tyr Val Leu Thr Asp Thr Ala Gly Asn Val Gln
420 . 425 430

Asp Gly Ser Val Thr Asn Thr Leu Glu Asn Pro Gly Ser Leu
435 440 445

Phe Thr Tyr Lys Ala Lys
450

<210>3
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>

<221> misc feature
<223> Asn en la posicion 3 (122) y/o Ser en la posicion 5 (124) se sustituyen por Lys
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<213> Atrtificial

<220>
<220> <223> Cebador para la cadena de sentido de m-PCR

<400> 4
cgcgcacgcg catgecgecg atgttc 26

<210>5
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador para la cadena antisentido de m-PCR

<400> 5
gacggccagt gaattctttt cta 23

<210> 6
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cadena de sentido de cebador de secuenciacion de GDH 1

<400> 6
ttaacgtgct gaacagccgg 20

<210>7
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cadena de sentido de cebador de secuenciacion de GDH 2

<400>7
atatgggtaa agtactacgc 20

<210>8
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador para tambaleo en la posicion 122 (cadena de sentido)

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(16)
<223>nisa,c,got

<400> 8
tcgttatace tathnnaaat caacagata 29

<210>9
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220> <223> Cebador para tambaleo en la posicidon 122 (cadena antisentido)

<220>
<221> misc_feature
24
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<222> (14)..(16)
<223>nisa,c,g,ort

<400> 9
tatctgttga tttnnnatag gtataacga 29

<210> 10
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220> <223> Cebador para tambaleo en la posiciéon 202 (cadena de sentido)

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(16)
<223>nisa,c,g,ort

<400> 10
taaagtacta cgcnnnaatc ttgatggaa 29

<210> 11
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220> <223> Cebador para tambaleo en la posicién 202 (cadena antisentido)

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(16)
<223>nisa,c,got

<400> 11
ttccatcaag attnnngcgt agtacttta 29

<210> 12
<211>29
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220> <223> Secuencia de cebador para la cadena de sentido N122K

<400> 12
tcgttatacc tataagaaat caacagata 29

<210> 13
<211> 29
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220> <223> Secuencia de cebador para la cadena antisentido N122K

<400> 13
tatctgttga tttcttatag gtataacga 29

<210> 14

<211> 27

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220><223> Secuencia de cebador de la cadena de sentido N122K y S124K

<400> 14
cctataagaa aaagacagat acgctcg 27

25
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<210> 15
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial
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<220><223> Secuencia de cebador de la cadena antisentido N122K 'y S124K

<400> 15

cgagcgtatc tgtctttttc ttatagg 27

<210> 16
<211> 4373
<212> ADN
<213> Artificial

<220> <223> Vector de secuencia pACSGDH

<400> 16

cactaactga
ttaacattgt
agttgtcagt
taccggacaa
attttggacc
cccgaagggc
gcgctgtceg
cttcggecgtt
ccctacataa

tggcaagtct

aatttgctaa
agccgcacgc
gtaagattct
agattgtcaa
ttaaaaataa
aagaattacc
tcgagaagcc
gtcttgtcat
agcttgectta
atggtaaaga

ttccaaagga

ttacgcaccg
gatagctatg
tttgctggag
aaataaagag
tgggcagtgce
gagcgtagceg
tgtccaaact
cagtaacacg
taaaaccgga

gttattcggc

agcgaaatca
gttgttatgg
aagagttaat
tgatgctgat
tccttatatce
gaaccaaacg
agtcgattta
tgggccagat
tttgttcttg
ctatcacacc

taatccaagt

catgtaaccg
atgacaacgt
tatttcgcectt
ttgaataaga
tcgccaaaac
agtcaaacct
gctgcgccaa
cgttaacgtg
gctaccatga

gcgcacgcgce

gagaactttg
ggaccagata
ccagagtcgg
gggcagaatg
tatatttcag
attattcgtc
ttagcaggat
caaaagattt
ccaaatcaag
tatatgggta

tttaacgggg

ttttcaatct
ttgtcgcact
ataaaaaccg
gcttatccca
gcgttagcgt
cacgtactac
taacgcctgg
ctgaacagcc
ataagaaggt

atgccgccga

acaagaaagt
atcaaatttg
gtagtgtaaa
gtttattagg
gtacatttaa
gttataccta
taccttcatc
attatacgat
cacaacatac
aagtactacg

tggttagcca
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gtgagtaaat
gtaactaacg
ttatcacaat
ttagggctat
tttgaacgcg
gtgéacgctc
tgggataggce
gggcattttt
actgaccctt

tgttcctcta

tattctatct
gttaactgag
aacagttttt
ttttgcctte
aaatccgaaa
taataaatca
aaaagaccat
tggtgaccaa
gccaactcaa
cttaaatcctt

tatttataca

tcacagttta
tgtaacagtt
atcccgcgac
tttacttgcc
ctagcggegg
cggtttttge
tctaaatacg
ttacgctata
tctgeccgtga

actccatctc

aatctaaata
cgagcaacag
caggtaccag
catcctgatt
tctacagata
acagatacgc
cagtcaggtc
gggcgtaace
caagaactga
gatggaagta

cttggacatc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



gtaatccgca
caaactctga
tagcaggtta
agtcaattaa
aagaatctga
aagataccta
cagttgcacc
aaaatacatt
caacttatag
gtgatgtgat
atgtccaaaa
agttcaccta
ttttttagtt
ccctggegtt
tagcgaagag
gcgecctgatg
cactctcagt
acccgctgac
gaccgtctcc
acgaaagggc
ttagacgtca
ctaaatacat
atattgaaaa
tgcggecattt
tgaagatcag
ccttgagagt
atgtggcgcg
ctattctcag

catgacagta

gggcttagca
cgatgaaatt
taaagatgat
ggatttagct
atggactggt
caactataac
gtcatctgcce

attggttcca

cactacttat

tgcaagtceca
agatgatggc
taaggctaag
ttagaaaaga
acccaactta
gcccgcaccg
cggtattttc
acaatctgct
gcgccctgac
gggagctgca
ctcgtgatac
ggtggcactt
tcaaatatgt
aggaagagta
tgccttectg
ttgggtgcac
tttecgececeg
gtattatccc
aatgacttgg

agagaattat
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ttcactccaa
aacctcattg
agtggctatg
caaaatggag
aaaaactttg
gatccaactt
tatgtctata
tctttaaaac
gatgacgctg
gatgggaatg
tcagtaacaa
taatacagtc
attcactggc
atcgccttge
atcgcccttc
tccttacgca
ctgatgccgce
gggcttgtct
tgtgtcagag
gcctattttt
ttcggggaaa
atccgctcat
tgagtattca
tttttgctca
gagtgggtta
aagaacgttt
gtattgacgc
ttgagtactc

gcagtgctgce

atggtaaatt
tcaaaggtgg
cttatgcaaa
taaaagtagc
tcccaccatt
gtggagagat
agggcggtaa
gtggtgtcat
taccgatgtt
tcttatatgt
atacattaga
gcattaaaaa
cgtcgtttta
agcacatccc
ccaacagttg
tctgtgcggt
atagttaagc
gctcccggea
gttttcaccg
ataggttaat
tgtgcgcgga
gagacaataa
acatttccgt
cccagaaacg
catcgaactg
tccaatgatg
cgggcaagag
accagtcaca

cataaccatg
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attgcagtct
caattatggt
ttattcagca
cgcaggggtc
aaaaacttta
gacctacatt
aaaagcaatt
tttcegtatt
taagagcaac
attaactgat
aaacccagga
accgatctat
caacgtcgtg
cctttcgecea
cgcagcctga
atttcacacc
cagccccgac
tccgcttaca
tcatcaccga
gtcatgataa
acccctattt
ccctgataaa
gtcgcectta
ctggtgaaag
gatctcaaca
agcactttta
caactcggtc
gaaaagcatc

agtgataaca

gaacaaggcc
tggccgaatg
gcagccaata
cctgtgacga
tataccgttc
tgctggccaa
actggttggg
aagttagatc

aaccgttatc

actgccggaa

tctctcatta
aaagatcggt
actgggaaaa
gctggcgtaa
atggcgaatg
gcatatggtg
acccgccaac
gacaagctgt
aacgcgcgag
taatggtttc
gtttatttcte
tgcttcaata
ttccecttett
taaaagatgc
gcggtaagat
aagttctgcect
gccgcataca
ttacggatgg

ctgcggccaa

1320
1380
144b
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000



cttacttctg
ggatcatgta
cgagcgtgac
cgaactactt
tgcaggacca
.agccggtgag
ccgtatcgta
gatcgctgag
atatatacttc
cctttttgat
agaccccgta
ctgcttgcaa
accaactctt
tctagtgtag
cgctctgcta
gttggactca
gtgcacacag
gctatgagaa
cagggtcgga
tagtcctgtc
ggggcggagce
ctggcctttt

taccgccttt

acaacgatcg
actégccttg
accacgatgc
actctagctt
cttétgcgct
cgtgggtctc
gttatctaca
ataggtgcct
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
tttccgaagg
ccgtagttag
atcctgttac
agacgatagt
cccagcttgg
agcgccacgc
acaggagagc
gggtttcgcc
ctatggaaaa

gctcacatgt

gagtgagctg
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gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
cccggcaaca
cggcccttcc
gcggtatcat
cgacggggag
cactgattaa
taaaacttca
ccaaaatccc
aaggatcttc
caccgctacce
taactggctt
gccaccactt
cagtggctgc
taccggataa
agcgaacgac
ttcccgaagg
gcacgaggga
acctctgact
acgccagcaa
tctttectge

ataccgctcg

ggagctaacc
accggagctg
ggcaacaacg
attaatagac
ggctggctgg
tgcagcactg
tcaggcaact
gcattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcct
agcggtggtt
cagcagagcg
caagaactct
tgccagtggc
ggcgcagcgg
ctacaccgaa
gagaaaggcg
gcttccaggg
tgagcgtcga
cgcggccttt
gttatcccct

ccgcagccga

28

gcttttttge
aatgaagcca
ttgcgcaaac
tggatggagg
tttattgctg
gggccagatg
atggatgaac
ctgtcagacc
aaaaggatct
ttttcgttec
ttttttctge
tgtttgccgg
cagataccaa
gtagcaccgc
gataagtcgt
tcgggctgaa
ctgagatacc
gacaggtatc
ggaaacgcct
tttttgtgat
ttacggttcc

gattctgtgg

acgacggggc,

acaacatggg
taccaaacga
tattaactgg
cggataaagt
ataaatctgg
gtaagccctc
gaaatagaca
aagtttactc
aggtgaagat
actgagcgtc
gcgtaatctg
atcaagagct
atactgtcct
ctacatacct
gtcttaccgg
cggggggtte
tacagcgtga
cggtaagcgg
ggtatcttta
gctcgtcagg
tggccttttg
ataaccgtat

ccg

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4373
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REIVINDICACIONES

1. Proteina mutante de s-GDH dependiente de QPQ caracterizada por que en por lo menos una de las posiciones
122 y 124 se encuentra presente el aminoacido lisina, en la que dichas posiciones corresponden a las posiciones
aminoacidas conocidas de la GDH de secuencia de tipo salvaje de A. calcoaceticus (SEC ID n® 2, en la que dicho
mutante presenta una mayor estabilidad que la proteina que no presenta dichas sustituciones y en la que dicha
proteina es por lo menos 90% idéntica a SEC ID n° 2.

2. Mutante segun la reivindicacion 1, en el que el aminoacido en la posicion 122 es una lisina.
3. Mutante segun la reivindicacion 1, en el que el aminoacido en la posicion 124 es una lisina.

4. Mutante segun la reivindicacion 1, en el que el aminoacido lisina se encuentra presente tanto en la posicién 122
como en la posicion 124.

5. Mutante segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende ademas una o mas sustituciones de
aminoacidos en una o mas posiciones seleccionadas de entre el grupo que consiste de las posiciones 16, 22, 65, 76,
116, 120, 127, 143, 168, 169, 171, 177, 224, 227, 230, 231, 245, 246, 255, 277, 287, 294, 295, 299, 302, 305, 307,
308, 317, 321, 323, 341, 348, 349, 354, 355, 364, 378, 422, 425, 428 y 438.

6. Mutante segun la reivindicacién 5, en el que dicha sustituciéon o sustituciones adicionales de aminoacidos son una
sustitucion en la posiciéon 348.

7. Mutante segun la reivindicacion 5, en el que dicha sustitucion o sustituciones adicionales de aminoacidos son una
sustitucion en la posicion 428.

8. Mutante segun la reivindicacién 5, en el que dicha sustitucién o sustituciones adicionales de uno o mas
aminoacidos son una sustitucion tanto en la posicion 348 como en la posicion 428.

9. Mutante segun la reivindicacion 6, en el que la treonina en la posicion 348 se sustituye por alanina, glicina o
serina.

10. Polinucleétido aislado codificante de la proteina mutante s-GDH segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

11. Vector de expresién que comprende un polinucleétido aislado segun la reivindicacién 10, operablemente ligado a
una secuencia de promotor capaz de inducir la expresién de dicho polinucleétido en una célula huésped.

12. Célula huésped que comprende el vector de expresion segun la reivindicacion 11.
13. Método de deteccién, determinacién o medicién de la glucosa en una muestra utilizando un mutante s-GDH
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, comprendiendo dicha mejora la puesta en contacto de la muestra con

el mutante.

14. Método segun la reivindicacion 13, que se caracteriza ademas por que dicha deteccidn, determinacion o
medicion de la glucosa se lleva a cabo utilizando un dispositivo sensor o de tira de ensayo.

15. Dispositivo para la deteccion, determinacién o mediciéon de la glucosa en una muestra que comprende un
mutante s-GDH segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 y otros reactivos necesarios para dicha medicion.
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Secuencias de aminoacidos de A calcoaceticus (parte superior) ¥
de A. baurnannii (parte Inferior)

51
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201
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300
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Fig. 2

Diagrama esquematico del pldsmide con el gen para s-GDH (pACSGDH)
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Secuencia del vector pACSGDH

cactaactga
ttaacattgt
agttgteagt
taccggacaa
attttggace
ccocgaaggge
gogetgtoog
cttoggogtt
ccctacataa
tggecaagtet
aatttgctaa
agoogoacge
gtaagattct
agattgtcaa
ttaaaaataa
aagaattacc
Ltogagaages
gtcttgteoat
agettgetta
atggtaaaga
ttccaaagga
gtaatcogea
cazactelbga
tagcaggtta
agtcaattaa
aagaatctga
aagataccta
cagttgcacc
aaaatacatt
caacttatag
gtgatgtgat
atgtccazaa
agtteocaccta
tttettagtt
cactggegtt
tagegaagag
gcgocktgatyg
cactctocagt
accegetgac
gacegtctog
acgaaagooe
ttagacgtca
ctaaatacat
atattgaaaa
tgeggeoattt
tgaagatcaqg
cettgagagt
atgtggegeg

ttacgcaccg
gatagectatg
tttgetgggg
aaataaagaqg
tagggcagtgc
gagcgtagoy
tgtccaaact
cagtaacacy
taaaaccgga
gttatteqge
agcgaaatcoa
gttgttatgg
aagagttaat
tgatgctgat
tecttatate
gaaccaaacy
agtegatita
tgggoccagat
titgtietty
ctatcacace
taatccaagt
gggettagea
cgatgaaatt
taaagatgat
ggatttaget
atggactggt
caactataac
gtcatctgoc
attggttocca
cactacttat
tgcaagtcca
agatgatggoe
taaggctaag
ttagaaaaga
acccaactta
gocogoacog
cggtatttte
acaatctget
gogoectgac
gggagokgea
ctogtgatas
ggtggcactt
tcaaatatgt
aggaagagka
tgocttoctyg
ttgggtgeac
tttcgococg
gtattatcce

catgtaaccyg
atgacaacgt
tatttegott
ttgaataaga
togocaasac
agtcaaacct
getgogocaa
cgttaacgtg
gctaccatga
gegeasgege
gagaactttg
ggaccagata
ccagagtegy
gggeagaaty
tatattteag
attattegte
ttageaggat
Ccaaaagattt
ceaaakeaag
fatatgggta
tttaacgggg
tteackocaa
aaccteatty
agtggctaky
caaaakggag
aaaaactthyg
gatccaactt
tatgtectata
tectttaaaac
gatgacgety
gatgggaatg
tcagtaacaa
taatacagte
attcactgge
atcgoettge
atocgcocotte
testtaegea
ctgatgocge
gggctigtet
tgtgtcagag
geatatbbet
tteggggaaa
atccgeteat
Caagtattes
ttettgetea
gagtgggtta
aagaacgttt
gtattgacge

tttteaatck
ttgtegoact
ataaaaaccy
gcttatccea
gegttagegt
cacgtactac
taacgcctgg
ctgaacagoc
ataagaaggt
atgeegeooga
acaagaaagt
atcaaat l;t.g
gtagtgtaaa
gtttattagg
gtacatttaa
gttataccta
tacctteake
attatacgat
cacaacatac
aagtactacg
tggttageea
atggtaaatt
tcaaaggiag
cttatgcaaa
taaaagkage
teccaccatt
gtggagagat
agggeggtaa
gtggtgtcat
taccgatgtt
tecktatatgt
atacattaga
geattaaaaa
cgregettea
agcacatecoo
nv:aacagttg
tetgtgegat
atagtrtaage
gcetooccggoa
gttttcaceqg
ataggttaat
tgtgogogga
gagacaataa
acattteegt
cocoagaaacg
catcgaactyg
tcocaatgatg

tg9gcaagay
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gtgagtozat
gtaactaacg
ttatcacaat
ttagggctat
tttgaacgeoyg
gtgtacgecte
tgggatagge
gggeattert
actgaccctt
tattecteta
tattetatet
gttaactgag
aacagttttt
ttttgooctte
aaatcocgaaa
taataaateca
aagagaceat
tggtgaccaa
gecaactcaa
cttazatett
tatttataca
attgragtct
caattatggt
ttattcagea
cgocaggggto
adaaacttta
gacctacatt
aaaagcaatt
tttoocgtatt
taagagecaac
attaactgat
Aaaacccagga
accgatetat
caacgecgtyg
cctttogeoea
cgcagoctga
atctcacase
cagoooogac
tcogottaca
tcatcaccga
gteatgataa
acoccctatit
ccckbgataaa
geegasctta
ctggtgaaag
gatckcaaca
ageactttta
Caactoggtc

tcacagttta
tgtaacagtt
atceeogogac
tttacttgce
ctageggcgg
cggtttttge
tetaaatacy
ttacgctata
toctgoogtga
actecatete
aatctaaata
cgagcaacay
caggtaccag
catcctgatt
tetacagata
acagatacygc
cagtcaggte
gggcgtaace
caagaactga
gatggaagia
cttggacatc
gaacaaggec
tggccgaaty
goagocaata
cotgtgacga
tataccgttc
tgctggccaa
actggttgag
aagttagatc
aaceogktate
actgocggaa
tctecteatta
aaagateggt
actgggaaaa
gctggegtaa
atggogaatyg
geatatggtyg
accogccaac
gacaagctgt
aacgogoegay
taatggtete
gtttattttt
tgcttcaata
ttecettett
taaaagatgc
goggtaagat
aagttctget
geogcataca

Fig. 3a
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300
360
430
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540
800
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720
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900
SED
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880



ckattetcag
catgacagta
crtacttctyg
ggatcatgta
cgagoghgac
cgaactacit
tgraggacca
agroggtgag
ccgtatogta
gatogobaay
atatatacktt
cctttttgat
agaccocogbta
ctgottgoaa
accaactott
tetagtgtan
egototgeta
gttoggactoa
gtgeoacacag
gotatgagaa
cagggtogga
tagtectgte
Jgggoggago
ctggeoctttt
taccgockhtt

aatgacttog
agagaattat
acaacgatog
actogeoottg
accacgatage
actetagert
cttetgoget
ogtgogtoto
gttatctaca
ataggtgoct
tagattgatt
aatcteoatga
gaazagatoa
ACcadaaaaac
tttcogaagg
cagtagttag
atocctgttac
agacgatagt
cocagettgg
agogocacgs
acaggagagc
gggtttogoc
ctatggaaaa
goteacatgh
gagtoagatg
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ttgagtactc
gocagtgetge
gaggacogaa
atcgttggga
ctgtagcaat
cocoggcasaca
oggocttice
goggbatcat
cgacyggyad
cactgattaa
taaaacttca
coaaaatcooc
aaggatcttc
caccgotace
taactggctt
gocaccactt
cagtggotge
Lacoggataa
agogaacgac
ttcococgaagg
goacgaggga
acchtebgact
augLeagoaa
tekttootoge
ataccgotog

accaghcaca
cataaccaty
goagetaace
aceggagetyg
fgoacaacaacy
attaatagac
agotggatag
tacageacty
toagacaack
goattgotaa
tttttaattt
ttaacgtagag
ttgagatcct
agoggtgght
Cagcagagey
caagaachek
bgocagtgge
ggegeageqq
ctacacocgaa
gagaaaggeg
gettocaggy
tgagegtoga
agoggoctti
gttatooccck
Cogoaqooga
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gaaaagoate
agbtgataana
gottttttoo
aatgaagcca
ttgocgeaaac
tggatggagy
tttattgetg
gggccagatyg
atggatgaac
ctgtcagaceo
aazaggatot
ttbtegbto
terettotge
tgtttgooog
cagatacaas
gtagoacogo
gataagtoght
tcgagotgaa
ctgagatacs
gacaggtatc
ggaaacgoot
tttttgtgat
ttacggttco
gattcbgtgg
acgacygggge

ttacggatgg
ctacggccas
acaacatgagg
taccaaaca
tattaactgg
cggataaagt
ataaatcbgg
gtaagooste
gazatagaca
aagtttacte
aggbgaagat
actgagogtc
gogtaatctg
atcaagagct
atactgtccth
ctacatacct
gtocttacoay
cggggggtte
tacagegtaa
cgotaagogg
ggtatcttta
gotogtoeagy
tggoettttyg
ataacogtat

cog

Fig. 3b
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3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
JI420
480
3540
3800
3660
3720
3780
3840
3900
35960
4020
4080
4140
4200
4240
4320
4373
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