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DESCRIPCION
Glucosa oxidasas novedosas derivadas de Asperqgillus niger
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a variantes de glucosa oxidasas novedosas. Las glucosa oxidasas proporcionadas
en el presente documento son especificas para el sustrato glucosa y, de este modo, presentan tasas de consumo de
oxigeno significativamente reducidas. En otro aspecto, la presente invencion proporciona glucosa oxidasas que son
especificas para el sustrato glucosa y, de este modo, presentan tasas de consumo de oxigeno significativamente
reducidas y/o actividad enzimatica incrementada para mediadores de electrones distintos del oxigeno. Ademas, la
presente invencion se refiere a dichas glucosa oxidasas para su uso en un kit y un sensor para la medicion de glucosa.

En particular, la presente invencion se refiere a glucosa oxidasas derivadas de Asperqgillus niger, que tienen, ademas
de las dos sustituciones T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, adicionalmente al menos una sustitucion
aminoacidica en cualquiera de las cinco posiciones seleccionadas del grupo S53; A173; A332; F414; y V560.

Antecedentes cientificos

La diabetes mellitus refleja una enfermedad metabdlica, que se puede encontrar extensamente en todo el mundo. Los
diabéticos tienen una produccién alterada o deficiente de la hormona insulina, que controla el nivel de glucemiay, por
tanto, estos enfermos corren el riesgo de hiperglucemia, asi como hipoglucemia, en caso de una aplicacion inadecuada
de insulina [Definition and diagnosis of diabetes mellitus and intermediate hyperglycaemia. WHO e IDF (2006); WHO
Document Production service, ISBN 9241594934].

Para garantizar una correcta aplicacion de insulina, se necesitan sistemas de medicion de glucosa altamente
especificos, exactos y faciles de manipular, tanto para sistemas de automedicién como para sistemas de medicion de
alto rendimiento a escala clinica.

Para permitir la determinacion adecuada de las concentraciones de glucosa en la sangre y hacer que la medicion sea
altamente especifica, estan implicadas reacciones enzimaticas. En la actualidad, los dos tipos de enzimas que se usan
en el andlisis de la diabetes estan reflejados por las glucosa deshidrogenasas (a continuaciéon en el presente
documento GDH) y glucosa oxidasas (a continuacion en el presente documento GOXx) [Hénes, J., Miiller, P., y Surridge,
N. (2008). The Technology Behind Glucose Meters: Test Strips. DIABETES TECHNOLOGY & THERAPEUTICS 10,
10-26].

La principal ventaja de las GDH es su oxidacion de glucosa independiente del oxigeno, pero la enzima muestra ligeras
actividades secundarias en otros determinados azucares clinicamente pertinentes, y, por tanto, la GDH es inespecifica
[Olsthoorn, A.J., y Duine, J.A. (1998). On the mechanism and specificity of soluble, quinoprotein glucose
dehydrogenase in the oxidation of aldose sugars. Biochemistry 37, 13854-13861]. En cambio, las GOx son altamente
especificas para glucosa, pero su oxidacion es fuertemente dependiente del oxigeno [Bankar, S.B., Bule, M. V.,
Singhal, R.S. y Ananthanarayan, L. (2009). Glucose oxidase -- an overview. Biotechnology Advances 27, 489-501;
Bentley, R., y Neuberger, A. (1949). The mechanism of the action of notation. Biochem J 45, 584-590].

En mas detalle, las GOx, como las flavoproteinas, pertenecen a la familia de las oxidorreductasas (es decir, B-D-
glucosa: oxigeno 1-oxidorreductasa). Las GOx naturales (a continuacion en el presente documento, WT) catalizan la
oxidacion de B-D-glucosa a D-glucono-d-lactona y H202 empleando oxigeno molecular como un aceptador de
electrones [véase, por ejemplo, Pazur, J.H., y Kleppe, K. (1964). The Oxidation of Glucose and Related Compounds
by Glucose Oxidase from Aspergillus Niger. Biochemistry 3, 578-583]. Dicha reaccién se representa por la siguiente
férmula:

D-glucosa + O2 — gluconolactona + H202

Los sustratos de las GOx se pueden dividir en dos grupos: i) los aceptadores de electrones de la semirreaccion
oxidativa y ii) los donantes de electrones de la semirreaccion reductora, véase, por ejemplo, [Leskovac, V., Trivic, S.,
Wohlfahrt, G., Kandrac, J., y Pericin, D. (2005). Glucose oxidase from Aspergillus niger: the mechanism of action with
molecular oxygen, quinones, and one-electron acceptors. Int J Biochem Cell Biol 37, 731-750]. El experto en la técnica
esta al tanto de que, ademas de D-glucosa, diversos derivados de D-glucosa son sustratos potenciales para la
semirreaccion reductora de GOXx.

Hasta la fecha, se han descrito GOx de diferentes origenes. Por ejemplo, se describe la GOx de las algas marinas
Chondrus crispus en los documentos US 7.544.795 y US 6.924.366; se describe la GOx de los hongos filamentosos
Cladosporium spec. en los documentos WO 95/29996; WO 1998/020136; y se describe la GOx de Talaromyces flavus
en el documento US 6.054.318.

La GOx mejor descrita en la literatura es de Aspergillus niger [Hecht, H.J., Schomburg, D., Kalisz, H., y Schmid, R.D.
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(1993). The 3D structure of glucose oxidase from Aspergillus niger. Implications for the use of GOD as a biosensor
enzyme. Biosensors & Bioelectronics 8, 197-203; Wohlfahrt, G., Witt, S., Hendle, J., Schomburg, D., Kalisz, H.M., y
Hecht, H.J. (1999). 1.8 and 1.9 A resolution structures of the Penicillium amagasakiense and Aspergillus niger glucose
oxidases as a basis for modelling substrate complexes. Acta Crystallographica Section D Biological Crystallography
55, 969-977].

El documento W089/126675 describe la produccion de GOx de Aspergillus niger en sistemas recombinantes vy el
documento WO 2008/079227 A1 se refiere a una GOx obtenida de Aspergillus niger formulada en una composicién
que confiere una estabilidad en almacenamiento mejorada.

Es una proteina bien caracterizada que forma un dimero de 160 kDa de tamafio y se han resuelto estructuras
cristalinas de la misma [Hecht, H.J., et al., Crystal-Structure Of Glucose-Oxidase From Aspergillus-Niger Refined At
2.3 Angstrom Resolution. Journal Of Molecular Biology, 1993. 229(1): p. 163-172].

Se sabe ademas que, en particular, la GOx natural de Aspergillus niger (a continuacion en el presente documento
GOx-WT) presenta estabilidad con respecto a la temperatura y especificidad para el sustrato glucosa significativas. La
GOx es una glucoproteina con un contenido de carbohidratos de tipo con alta concentracién de manosa de un 10-16 %
[Hayashi, S., y Nakamura, S. (1981). Multiple forms of glucose oxidase with different carbohydrate compositions.
Biochim Biophys Acta 657, 40-51; Pazur, J.H., Kleppe, K., y Cepure, A. (1965). A glycoprotein structure for glucose
oxidase from Aspergillus niger. Arch Biochem Biophys 111, 351-357].

En la actualidad, las GOx se usan comunmente en biosensores para la deteccion de glucosa en soluciones industriales
o bien en los liquidos corporales de un sujeto, por ejemplo, en sangre y orina.

La mayoria de los dispositivos de automedicion disponibles actualmente son sensores electroquimicos que consisten,
en principio, en

a) un componente bioldgico, es decir, la enzima respectiva que tiene glucosa como sustrato,
b) un indicador (el componente electrénico), y
c) un transductor de sefiales.

En el dispositivo de medicion, los electrones de la glucosa se transfieren por el componente biolégico (a) a un electrodo
(b) por medio de mediadores. A continuacién, el transductor de sefiales (c) convierte la sefial eléctrica en la
concentracion de glucosa en tiempo real, que es proporcional a la cantidad de electrones transferidos.

Ademas de los sensores electroquimicos descritos anteriormente, también estan disponibles sensores fotométricos.
La diferencia aqui es que los electrones de la glucosa se transfieren al tinte indicador rédox (que sirve como indicador).
El cambio de color resultante del tinte reducido se mide fotométricamente.

Otra aplicacién principal podria ser el uso de GOx en el compartimento anddico de las pilas de biocombustible
implantadas y miniaturizadas que queman glucosa de la circulacion sanguinea y, de este modo, suministran energia
a dispositivos o bombas de diagndstico en miniatura.

Ademas, las aplicaciones de GOx en la industria alimentaria son numerosas, puesto que se puede utilizar su capacidad
de generar perdxido de hidrogeno, que tiene un efecto antimicrobiano, para mejorar la estabilidad en almacenamiento
de determinados productos alimenticios, incluyendo, por ejemplo, queso, mantequilla y zumo de fruta.

Las aplicaciones de GOx en composiciones cosméticas también pueden utilizar las propiedades antimicrobianas. Se
sugirieron usos potenciales de hexosa oxidasas en composiciones farmacéuticas y cosméticas, por ejemplo, en los
documentos US 6.924.366; US 6.251.626 y WO 2007/045251 A2.

Ademas, se sugiere un uso de GOx en la produccién de plantas transgénicas y otros organismos con susceptibilidad
reducida o resistencia incrementada a plagas o enfermedades (véase, por ejemplo, el documento WO 1995/021924).

Sin embargo, el uso de GOx en biosensores de glucosa es de significativo interés de acuerdo con la presente invencion.
A este respecto, el documento WO 2009/104836 A1 describe un sensor de glucosa que comprende una variante de
GOx genomanipulada mejorada para su fijacion a superficies de metal.

Zhu et al. describieron en 2006 y 2007 mutantes de una GOx derivada de Aspergillus niger, que estd mutada en T30V
elo 194V. Por tanto, también se ha descrito el doble mutante T30V; 194V correspondiente [Zhu, Z., Momeu, C.,
Zakhartsev, M., y Schwaneberg, U. (2006). Making glucose oxidase fit for biofuel cell applications by directed protein
evolution. Biosensors and Bioelectronics 21, 2046-2051; Zhu, Z., Wang, M., Gautam, A., Nazor, J., Momeu, C., R, P.,
y U, S. (2007). Directed evolution of glucose oxidase from Aspergillus niger for ferrocenemethanol-mediated electron
transfer. Biotechnology Journal 2, 241-248] (a continuacién en el presente documento Zhu et al. (2006/2007).
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Especificamente, el doble mutante mencionado anteriormente que tiene las sustituciones T30V e 194V tiene actividad
enzimatica ligeramente incrementada (kcat de 69,5/s a 137,7/s), presenta una termoestabilidad incrementada en el
intervalo de 58 °C a 62 °C, y una estabilidad con respecto al pH mejorada en el intervalo de 8 a 11 en comparacion
con GOx-WT. Sin embargo, dicho doble mutante derivado de Aspergillus niger presenta iguales tasas de consumo de
oxigeno en comparacioén con la GOx-WT.

El documento EP 2 415 863 A1 describe moléculas de acido nucleico y polipéptidos de las mismas que tienen actividad
GOx, pero que estan mutadas en al menos tres de las siguientes posiciones de aminoacido 2, 13, 30, 94 y 152. En
particular, la variante M12 del documento EP 2 415 863 A1, que tiene las sustituciones N2Y, K13E, T30V, 194V y
K152R, muestra, ademas de un nivel de expresion incrementado en Saccharomyces cerevisiae, una actividad
doblemente incrementada para oxigeno como aceptador de electrones.

Horaguchi et al. [Horaguchi, Y., Saito, S., Ferri, S., Mori, K., Kojima, K., Tsugawa, W., y Sode, K. (2012). Turning
Glucose Oxidase into Essentially Dehydrogenase. Meet. Abstr., volumen MA2012-02, nimero 18, paginas 2057]
identificaron en 2012 una posicion de residuo de aminoacido que esta implicada en la semirreaccién oxidativa de las
variantes de GOx descritas en el mismo, que es la GOx de Penicillium amagasakiense y la variante de GOx de
Aspergillus niger. Dicha posicion es S114 de la variante de GOx de Penicillium amagasakiense, y la T110
correspondiente de la variante de Aspergillus niger. Ambas posiciones se reemplazaron por el aminoacido alanina, lo
que dio lugar a una disminucion de la actividad para oxigeno como aceptador de electrones. Por ejemplo, la variante
de GOx de Aspergillus niger presenté un consumo de oxigeno reducido 6,6 veces y, por tanto, tenia una actividad
para oxigeno residual de un 30,4 %, ademas de una actividad para mediador de un 363 %.

Problema subyacente de la invencién

Las GDH que son inespecificas para glucosa y las GOx dependientes del oxigeno representan las enzimas clave de
los sistemas de medicion de glucosa actuales.

Con el contexto de la presente divulgacion, las expresiones "inespecifica para glucosa", "dependiente del oxigeno" y
"dependencia del oxigeno" tienen el significado como se expone en la seccién Definiciones.

Solucién al problema subyacente por la invencion

La solucidn al problema subyacente de la invencion es la provisién de variantes de GOx especificamente modificadas
y, por tanto, optimizadas derivadas del hongo Aspergillus niger.

De forma sorprendente e inesperada, los inventores han descubierto variantes de GOx novedosas derivadas de
Aspergillus niger que son especificas para glucosa, pero independientes del oxigeno para la oxidacion de glucosa vy,
por tanto, mas exactas para las mediciones de glucosa.

Ademas, la presente invencioén, de forma sorprendente e inesperada, proporciona variantes de GOx novedosas que
son especificas para glucosa y, de este modo, presentan tasas de consumo de oxigeno significativamente reducidas
y/o actividad para mediador significativamente incrementada para mediadores de electrones distintos del oxigeno.

La materia objeto de la presente invencion son variantes de GOx novedosas que tienen, ademas de las dos
sustituciones T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, adicionalmente al menos una sustitucion aminoacidica
en cualquiera de las cinco posiciones seleccionadas del grupo S53; A173; A332; F414; y V560.

En el contexto de la presente divulgacion, las expresiones "especificidad enzimatica para glucosa" o "especifica para
glucosa" indican la actividad de las GOx proporcionadas en el presente documento para el sustrato glucosa de >
99,5 %, 0 > 99,9 %, en particular, un 100 %, cuando se determina por el ensayo de mediador como se explica en
Materiales y procedimientos en el punto ff). Por implicacion, la actividad residual de las GOx proporcionadas en el
presente documento para azucares distintos de glucosa, tales como galactosa, maltosa, xilosa y maltotriosa, es <6 %,
cuando se determina por el ensayo de mediador como se explica en la seccidon Materiales y procedimientos en el
punto ff).

En el contexto de la presente divulgacion, la expresién "tasas de consumo de oxigeno significativamente reducidas"
indica, para las variantes de GOx proporcionadas en el presente documento un contenido de oxigeno residual de >
95 % durante un periodo de tiempo de 3 min cuando la dependencia del oxigeno se determina indirectamente por la
oxidacion del sustrato cromégeno ABTS en virtud del ensayo de ABTS explicado en la seccién Materiales y
procedimientos en el punto gg).

En el contexto de la presente divulgacion, las expresiones "actividad para oxigeno significativamente reducida" o
"actividad significativamente reducida para oxigeno como aceptador de electrones" indican una actividad GOx
caracterizada por una actividad para oxigeno residual < 30 %, o < 25 %, o < 20 %, en particular, < 15 %, 0 < 10 %,
cuando se determina por el ensayo de ABTS como se explica en la seccion Materiales y procedimientos en el punto
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En el contexto de la presente divulgacion, las expresiones "actividad para mediador significativamente incrementada"
0 "actividad significativamente incrementada para mediadores de electrones distintos del oxigeno" indican una
actividad GOx caracterizada por al menos una actividad incrementada 1,5 veces para mediadores de electrones
distintos del oxigeno de la de la glucosa oxidasa de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 cuando se determina por el ensayo
de mediador como se explica en la seccidon Materiales y procedimientos en el punto ff).

Las variantes de GOx, por tanto, optimizadas de la invencién son adecuadas para implementarse en sistemas de
medicion de glucemia mejorada.

Breve descripcion de la invencion

De forma sorprendente e inesperada, los inventores descubrieron el doble mutante T30V; 194V de GOx (a continuacion
en el presente documento abreviado GOx-T30V; 194V) como se describe en Zhu et al. (2006; 2007), adecuado como
base para ofra(s) sustitucion/sustituciones aminoacidica(s) especifica(s) para obtener variantes de GOx
independientes del oxigeno que tienen una actividad oxidasa significativamente reducida y simultaneamente una
actividad deshidrogenasa significativamente incrementada mientras que permanecen especificas para el sustrato
glucosa. Ademas, los inventores descubrieron variantes de GOx de acuerdo con la invencidon que presentan adicional
0 Unicamente una actividad para mediador significativamente incrementada para mediadores de electrones distintos
del oxigeno. A este respecto, los inventores también descubrieron variantes de GOx de acuerdo con la invencion que
aceptan determinados mediadores de electrones distintos del oxigeno para la transferencia de electrones. Por tanto,
las variantes de GOx de acuerdo con la invencién son adecuadas para mediciones de glucosa mejoradas, en particular,
para mediciones de glucemia mejoradas.

Con el contexto de la presente divulgacion, la expresion "acepta determinados mediadores de electrones distintos del
oxigeno para la transferencia de electrones" indica la capacidad de las variantes de GOx proporcionadas en el
presente documento de interactuar y, por tanto, aceptar mediadores seleccionados del grupo que comprende
nitrosoanilinas y derivados de las mismas, compuestos azoicos, fenazinas y derivados de las mismas, fenotiazinas y
derivados de las mismas, fenoxazinas y derivados de las mismas, ferrocenos y derivados de los mismos, ferricianuro
de potasio, complejos de Ru y Os, quinonas y derivados de las mismas, indofenoles, violégenos, tetratiafulvaleno y
derivados del mismo, y ftalocianinas para la transferencia de electrones mediada.

La presente invencion se refiere a variantes de GOx derivadas de Aspergillus niger que tienen, ademas de las dos
sustituciones T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, adicionalmente al menos una sustitucion aminoacidica
en cualquiera de las cinco posiciones seleccionadas del grupo S53; A173; A332; F414; y V560.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a variantes de GOx derivadas de Aspergillus niger que tienen, ademas
de las dos sustituciones T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, adicionalmente al menos una sustitucion
aminoacidica en cualquiera de las cuatro posiciones seleccionadas del grupo A173; A332; F414; y V560.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a variantes de GOx que tienen al menos dos, o tres, o cuatro, o cinco
sustituciones aminoacidicas cooperativas, y, por tanto, diversas en cualquiera de las cinco posiciones seleccionadas
del grupo S53; A173; A332; F414; y V560 de la GOx de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, lo que da lugar a una disminucion
significativa de las tasas de consumo de oxigeno.

Ademas, la presente invencion se refiere a variantes de GOx que tienen al menos dos, o tres, o cuatro, o cinco
sustituciones aminoacidicas cooperativas, y, por tanto, diversas en cualquiera de las cinco posiciones seleccionadas
del grupo S53; A173; A332; F414; y V560 de la GOx de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, lo que da lugar a una disminucién
significativa de las tasas de consumo de oxigeno y/o un incremento significativo de la actividad para mediador para
determinados mediadores de electrones distintos del oxigeno.

Por tanto, los inventores de la presente invencién han podido proporcionar variantes de GOx, la actividad oxidasa de
las cuales esta significativamente reducida en comparacion con la GOx-WT y el GOx-T30V; 194V de acuerdo con la
SEQ ID NO: 1, mientras que, al mismo tiempo, la actividad deshidrogenasa de la enzima esta significativamente
incrementada en comparacion con la GOx-WT y el GOx-T30V; 194V.

A este respecto, otro hallazgo inesperado y sorprendente es que las sustituciones aminoacidicas especificas en las
posiciones F414 y V560 reduzcan significativamente las tasas de consumo de oxigeno de las variantes de GOx
proporcionadas en el presente documento, en comparacion con la GOx-WT y el GOx-T30V; 194V en el ensayo de
ABTS como se explica en la seccidon Materiales y procedimientos en el punto gg). Los aminoacidos adecuados para
dichas sustituciones son lle, Leu, Met, Val para la posicion F414, y Leu, Pro, Thr para la posicion V560. Como otro
hallazgo inesperado y sorprendente, las sustituciones aminoacidicas especificas en ambas posiciones F414 y V560
en combinacion, ademas de las dos sustituciones T30V e 194V en las variantes de GOx proporcionadas en el presente
documento, incrementan significativamente la actividad para mediador para mediadores de electrones distintos del
oxigeno en comparacion con el GOx-T30V; 194V. Los aminoacidos adecuados para dichas sustituciones son lle, Leu,
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Met, Val para la posicion F414 y Leu, Pro, Thr para la posicién V560.

Como otro hallazgo, la presente invencion revela que cada una de las posiciones A173 y A332, ademas de las dos
sustituciones T30V e 194V en las variantes de GOx proporcionadas en el presente documento, da lugar, en general, a
un incremento de la actividad GOx en comparacion con la GOx-WT y el GOx-T30V; 194V. Los aminoacidos adecuados
para dichas sustituciones son lle, Thr y Val para la posicion A173, y Ser, Val, Thr para la posicion A332.

Por lo tanto, la presente invencion posibilita al experto en la técnica obtener variantes de GOx que tengan tasas de
consumo de oxigeno significativamente reducidas.

Ademas, la presente invencion posibilita al experto en la técnica obtener variantes de GOx que tengan tasas de
consumo de oxigeno significativamente reducidas y/o actividad para mediador significativamente incrementada para
determinados mediadores de electrones distintos del oxigeno, individualmente o bien para ambos rasgos
caracteristicos en combinacién por medio de sustitucién/sustituciones aminoacidica(s) especifica(s).

Descripcion detallada de la invencién

Los diabéticos necesitan mediciones de glucemia exactas durante su vida diaria. Como se explica en la seccion
Antecedentes cientificos, los sistemas de mediciéon enzimaticos existentes se basan en GOx dependientes del oxigeno
y GDH que son inespecificas para glucosa.

En la GOx-WT de Aspergillus niger, la actividad oxidasa es aproximadamente de tres a cuatro veces mayor que su
actividad deshidrogenasa. En consecuencia, cuando esta presente oxigeno disuelto en un sistema de ensayo para
glucemia, los electrones generados durante la oxidacion del sustrato glucosa también se transferiran al oxigeno. Por
tanto, la actividad enzimatica medida en presencia de un mediador de electrones se puede ver afectada por la
concentracion de oxigeno disuelto. Sin embargo, la GOx-WT de Aspergillus niger es especifica para glucosa y
presenta suficiente estabilidad con respecto a la temperatura.

En cambio, las GDH son resistentes al oxigeno disuelto en las muestras de sangre, pero no son lo suficientemente
especificas para glucosa y, por tanto, también se pueden ver afectadas por otros tipos de azicar presentes en la
muestra de sangre como, por ejemplo, maltosa, galactosa, xilosa y maltotriosa.

Fue un objetivo de la presente invencion eliminar los efectos del oxigeno disuelto durante las mediciones de glucemia
en base a GOx mientras se conservaban e incrementaban ademas sus propiedades ventajosas.

Por tanto, los inventores de la presente invencién han podido proporcionar variantes de GOx, la actividad oxidasa de
las cuales esta significativamente reducida en comparacion con la GOx-WT y el GOx-T30V; 194V de acuerdo con la
SEQ ID NO: 1, mientras que, al mismo tiempo, la actividad deshidrogenasa de la enzima esta significativamente
incrementada en comparacion con la GOx-WT y el GOx-T30V; 194V.

Como se usa en el presente documento, la "actividad oxidasa" es la actividad enzimatica de las variantes de GOx
proporcionadas en el presente documento para catalizar la oxidacion de glucosa para generar gluconolactona
utilizando oxigeno como un aceptador de electrones. La "actividad oxidasa" se puede someter a ensayo midiendo la
cantidad de H202 generada por cualquier procedimiento conocido en la técnica. Por ejemplo, la "actividad oxidasa" se
puede someter a ensayo por reactivos para la deteccion de H202, tal como 4AA/TODB/POD (sal disddica de 4-
aminoantipirin(N,N-bis(4-sulfobutil)-3-metilalanina/peroxidasa de rabano picante) o por electrodo de Pt. Como se usa
en el presente documento en el contexto de la actividad relativa o cuantitativa, la actividad oxidasa se define
especificamente como la cantidad en moles del sustrato (glucosa) oxidado por unidad de tiempo medida por la cantidad
de H202 generada a 25 °C en PPB 10 mM, pH 7,0, TODB 1,5 mM, 2 U/ml de peroxidasa de rabano picante (POD) y
4-aminoantipirina (4AA) 1,5 mM. Se puede medir espectrofotométricamente la formacion de tinte de quinioneimina a
546 nm.

Como se usa en el presente documento, la "actividad deshidrogenasa" es una actividad enzimatica de las variantes
de GOx proporcionadas en el presente documento para catalizar la oxidacion de glucosa para generar gluconolactona
utilizando un mediador de electrones distinto del oxigeno como un aceptador de electrones. La "actividad
deshidrogenasa" se puede someter a ensayo midiendo la cantidad de electrones transferidos al mediador distinto del
oxigeno usado.

Como se usa en el presente documento en el contexto de la actividad relativa o cuantitativa, la "actividad
deshidrogenasa" se define especificamente como la cantidad en moles del sustrato (glucosa) oxidado por unidad de
tiempo medida por la cantidad de electrones transferidos al mediador distinto del oxigeno a 25 °C en PPB 10 mM (pH
7,0), metoxi-PMS (mPMS) 0,6 mM.

Con el contexto de la presente divulgacion, las expresiones "mediador(es) de electrones" y "mediador(es) distinto(s)
del oxigeno" indican una pequefia sustancia quimica organica o inorganica que puede existir tanto en una forma
oxidada como en una reducida, y que reacciona rapidamente para donar o recibir electrones. En particular, las
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expresiones "mediador(es) de electrones" y "mediador(es) distinto(s) del oxigeno" indican pequefas sustancias
quimicas organicas o inorganicas, que son un aceptador de electrones para glucosa y, de este modo, que se convierten
de la forma oxidada en la reducida. Después de esto, dicho mediador transfiere los electrones en forma reducida a un
electrodo de trabajo para la medicion de glucosa electroquimica o bien a una molécula indicadora para la medicion
colorimétrica en un sistema de ensayo para glucemia. Algunos aceptadores de electrones actian como una molécula
indicadora por si mismos y se pueden usar directamente para la medicion colorimétrica de glucosa (véase, por ejemplo,
el documento EP 8 313 27).

En un aspecto especifico de la invencion, el mediador de electrones o mediador distinto del oxigeno se selecciona del
grupo que comprende nitrosoanilinas y derivados de las mismas, compuestos azoicos, fenazinas y derivados de las
mismas, fenotiazinas y derivados de las mismas, fenoxazinas y derivados de las mismas, ferrocenos y derivados de
los mismos, ferricianuro de potasio, complejos de Ru y Os, quinonas y derivados de las mismas, indofenoles,
violégenos, tetratiafulvaleno y derivados del mismo, y ftalocianinas.

En otro aspecto mas especifico de la invencién, el mediador de electrones o mediador distinto del oxigeno se
selecciona del grupo que comprende quinonas, tales como, por ejemplo, fenantrendionas, 1,4-diaminoantraquinona y
complejos metalicos de fenantrendiona, y nitrosoanilinas, tales como, por ejemplo, N,N-bis(2-hidroxietil)-4-
nitrosoanilina o N,N-bis(2-hidroxietil)-2-metoxi-4-nitrosoanilina. Cualquiera de las dos Ultimas nitrosoanilinas se
denominara a continuacion en el presente documento "mediador de nitrosoanilina”.

Dichos mediadores de electrones como se menciona anteriormente se han descrito exhaustivamente, por ejemplo, en
los documentos US 5.393.615; US 5.498.542; US 5.520.786; WO 2009/129108; US 2009/0095642; WO 93/25898; JP
57-128678; EP 0 441 222 y en Prevoteau, A. et al., Electrochemistry Communications (2010), 12(2), 213-215;
Berchmans, S. et al., Materials Chemistry and Physics (2003), 77(2), 390-396.

Son especialmente adecuados para la materia objeto de la presente divulgacion mediadores de electrones que se
reducen rapidamente con FADH2, pero que se reducen lentamente o no se reducen con acidos ascorbicos; dichos
mediadores son, por ejemplo, derivados de 2-[4-(dimetilamino)fenil]-diazenocarboxamida.

Otro uso de los procedimientos descritos en el presente documento para generar variantes de GOx independientes
del oxigeno "a medida" es adaptar la variante de GOx respectiva a un mediador inmovilizado.

A este respecto, el término "a medida" significa que la secuencia de polipéptidos de la variante de GOx respectiva de
la invencién posibilita que la GOx interactue y, por tanto, acepte electrones de un determinado mediador inmovilizado.

La expresion "determinado mediador inmovilizado" indica un mediador de electrones o mediador distinto del oxigeno
seleccionado del grupo que comprende nitrosoanilinas y derivados de las mismas, compuestos azoicos, fenazinas y
derivados de las mismas, fenotiazinas y derivados de las mismas, fenoxazinas y derivados de las mismas, ferrocenos
y derivados de los mismos, ferricianuro de potasio, complejos de Ru y Os, quinonas y derivados de las mismas,
indofenoles, violégenos, tetratiafulvaleno y derivados del mismo, y ftalocianinas.

En otro aspecto muy especifico de la presente divulgacion, los mediadores del grupo de nitrosoanilinas, en particular,
del grupo de p-nitrosoanilinas o derivados de las mismas, y, en particular, los mediadores de nitrosoanilina o derivados
de la misma son preferentes como mediadores de electrones de acuerdo con la invencién. En general, los mediadores
del grupo de nitrosoanilinas reaccionan in situ, por ejemplo, en una tira reactiva con glucosa y la GOx para formar una
especie que actua como mediador de electrones. Se describen en detalle nitrosoanilinas con el contexto de mediciones
de glucosa y actividad para mediador en Hénes, J., Miiller, P. y Surridge, N. (2008). The Technology Behind Glucose
Meters: Test Strips. Diabetes Technology & Therapeutics 10, 10-26; y en el documento EP 0 354 441.

El listado anterior no debe estar limitado a mediadores distintos del oxigeno de acuerdo con la invencién, ya que
también otros mediadores de electrones disponibles comercialmente conocidos por el experto en la técnica estan
comprendidos completamente por la presente divulgacion.

En otro aspecto muy especifico de la presente divulgacion, las variantes de GOx de acuerdo con las secuencias de la
SEQ ID NO: 2 ala SEQ ID NO: 9 presentan al menos una actividad para mediador de un 150 % para el mediador N,N-
bis(2-hidroxietil)-4-nitrosoanilina en comparacion con la actividad para mediador respectiva del GOx-T30V; 194V de
acuerdo con la SEQ ID NO: 1, cuando se determina por el ensayo de mediador como se explica en la seccion
Materiales y procedimientos en el punto ff).

En otro aspecto muy especifico de la presente divulgacion, las variantes de GOx que tienen, ademas de las dos
sustituciones T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, las sustituciones aminoacidicas adicionales

* A173V; A332S; F414Y;y V560A o

* A173V; A332S; y F414Y,
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presentan al menos una actividad para mediador de un 150 % para el mediador N,N-bis(2-hidroxietil)-2-metoxi-4-
nitrosoanilina en comparacioén con la actividad para mediador respectiva del GOx-T30V; 194V de acuerdo con la SEQ
ID NO: 1, cuando se determina por el ensayo de mediador como se explica en la secciéon Materiales y procedimientos
en el punto ff).

Las sustituciones anteriores
* A173V; A332S; F414Y; y V560A o
« A173V; A332S; y F414Y

ademas de las dos sustituciones T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, reflejan otra caracteristica de las
variantes de GOx proporcionadas en el presente documento, a saber, la capacidad de aceptar determinados
mediadores de electrones distintos del oxigeno para la transferencia de electrones, en este caso, el mediador N,N-
bis(2-hidroxietil)-2-metoxi-4-nitrosoanilina.

Con este contexto, la expresion "determinado(s) mediador(es) de electrones distinto(s) del oxigeno" indica un
mediador de electrones o mediadores de electrones distintos del oxigeno seleccionados del grupo que comprende
nitrosoanilinas y derivados de las mismas, compuestos azoicos, fenazinas y derivados de las mismas, fenotiazinas y
derivados de las mismas, fenoxazinas y derivados de las mismas, ferrocenos y derivados de los mismos, ferricianuro
de potasio, complejos de Ru y Os, quinonas y derivados de las mismas, indofenoles, violégenos, tetratiafulvaleno y
derivados del mismo, y ftalocianinas.

En el primer aspecto, la presente invencion se refiere a la materia objeto de
una glucosa oxidasa de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, seleccionada del grupo que consiste en

a) una glucosa oxidasa de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, que tiene, ademas de las dos sustituciones aminoacidicas
T30V e 194V, al menos una sustitucion aminoacidica adicional en cualquiera de las cinco posiciones seleccionadas
del grupo S53; A173; A332; F414; V560 en dicha SEQ ID NO: 1; o

b) una glucosa oxidasa que presenta al menos un 70 %, en particular, al menos un 80 %, o > 90 % de identidad de
secuencia de aminoacidos con respecto a la glucosa oxidasa de acuerdo con a) siempre que la glucosa oxidasa de b)
tenga, ademas de las dos sustituciones aminoacidicas T30V e 194V, al menos una sustitucién aminoacidica adicional
en cualquiera de las cinco posiciones seleccionadas del grupo S53; A173; A332; F414; V560 de acuerdo con la SEQ
ID NO: 1,

y siempre que la glucosa oxidasa de acuerdo con b) presente al menos un 70 %, en particular, al menos un 80 %, o >
90 % de la actividad enzimatica de la glucosa oxidasa de acuerdo con a), y presente al menos un 70 %, en particular,
al menos un 80 %, o > 90 % de la especificidad enzimatica para glucosa de la glucosa oxidasa de acuerdo con a),

y siempre que la glucosa oxidasa de acuerdo con b) presente al menos una actividad reducida 5 veces para oxigeno
como aceptador de electrones de la glucosa oxidasa de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 o presente al menos una
actividad incrementada 1,5 veces para mediadores de electrones distintos del oxigeno de la glucosa oxidasa de
acuerdo con la SEQ ID NO: 1, o ambas; o

¢) un fragmento activo de una glucosa oxidasa de acuerdo con a) o b), siempre que en el fragmento activo de acuerdo
con c) las sustituciones aminoacidicas como se explica en a) o b) se conserven en comparacion con la glucosa oxidasa
de acuerdo con a) o b),

y siempre que la glucosa oxidasa de acuerdo con c) presente al menos un 70 %, en particular, al menos un 80 %, o >
90 % de la actividad enziméatica de la glucosa oxidasa de acuerdo con a), y presente al menos un 70 %, en particular,
al menos un 80 %, o > 90 % de la especificidad enzimatica para glucosa de la glucosa oxidasa de acuerdo con a),

y siempre que la glucosa oxidasa de acuerdo con c) presente al menos una actividad reducida 5 veces para oxigeno
como aceptador de electrones de la glucosa oxidasa de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 o presente al menos una
actividad incrementada 1,5 veces para mediadores de electrones distintos del oxigeno de la glucosa oxidasa de
acuerdo con la SEQ ID NO: 1, o ambas; y en la que los aminoacidos para sustitucion/sustituciones adicional(es) se
seleccionan del grupo

Phe para la posiciéon S53; e/o

lle, Thr, Val para la posicion A173; y/o

Ser, Val, Thr para la posicién A332; e/o

lle, Leu, Met, Val para la posicion F414; y/o
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Leu, Pro, Thr, para la posicién V560.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, las expresiones "modificacion/modificaciones adicional(es) en la
secuencia de aminoacidos" y "sustitucion/sustituciones aminoacidica(s) adicional(es)" indican una sustitucion de al
menos un aminoacido con cualquiera de Phe para la posicion S53 e/o lle, Thr, Val para la posicién A173; y/o Ser, Val,
Thr para la posicién A332; e/o lle, Leu, Met, Val para la posicién F414; y/o Leu, Pro, Thr, para la posiciéon V560, de
acuerdo con la SEQ ID NO: 1. Ademas, las expresiones anteriores también engloban sustituciones aminoacidicas
cooperativas con cualquiera de Phe para la posicion S53 e/o lle Thr, Val para la posicién A173; y/o Ser, Val, Thr para
la posicion A332; e/o lle, Leu, Met, Val para la posicion F414; y/o Leu, Pro, Thr, para la posicién V560, o equivalentes
quimicos de los mismos, siempre que al menos dos, o tres, o cuatro, o cinco posiciones estén sustituidas en cualquiera
de las posiciones seleccionadas del grupo S53; A173; A332; F414; y V560 de acuerdo con la SEQ ID NO: 1.

El término "actividad enzimatica" en relacion con las variantes de GOx de la invencién especifica una proteina que
cataliza la oxidacion de beta-D-glucosa en D-glucono-1,5-lactona (D-glucosa + Oz — gluconolactona + H202), que, a
continuacién, se puede hidrolizar a 4cido glucénico.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a la materia objeto de los siguientes modos de realizacion
que especifican el primer aspecto de la invencion:

En un aspecto, la materia objeto de la presente invencion es una variante de GOx de acuerdo con el primer aspecto
de la invencion, en la que

« dicha actividad para oxigeno como aceptador de electrones se determina por el ensayo de ABTS, que comprende
las etapas de

a) se transfieren 75 pl de solucion de enzima de muestra a una microplaca de fondo plano de 96 pocillos que contiene
100 pl de tampdn fosfato (pH 7)

b) se afiaden 20 ul de mezcla de reaccion a cada pocillo, dando como resultado las siguientes concentraciones:
0,91 U/ml de HRP (peroxidasa de rabano picante); ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) 2,3 mM

c) la reaccién comienza afiadiendo 25 pl de solucidon de sustrato de glucosa y posterior agitacion de la placa a
1000 rpm durante 30 s

d) la oxidacion de ABTS se determina cinéticamente a 414 nm usando un lector de microplacas

« dicha actividad para mediadores de electrones distintos del oxigeno se determina por un ensayo de mediador, que
comprende las etapas de

a) se transfieren 75 pl de muestra de solucién de enzima a una microplaca de fondo plano de 96 pocillos

b) se afiaden 100 pl de solucion de mediador (N,N-bis(2-hidroxietil)-4-nitrosoanilina 19,05 mM); polivinilpirrolidona al
5% (p/p), pH 7, y 20 pl de acido fosfomolibdico 25 mM

c) la reaccion comienza afadiendo 25 pl de solucion de sustrato de glucosa y posterior agitacion de la placa a
1000 rpm durante 1 min

d) la cinética de la reduccién de acido fosfomolibdico se controla a 700 nm usando un lector de microplacas.

En otro aspecto que se relaciona con el aspecto anterior, los mediadores de electrones distintos del oxigeno se
seleccionan del grupo que comprende nitrosoanilinas y derivados de las mismas, compuestos azoicos, fenazinas y
derivados de las mismas, fenotiazinas y derivados de las mismas, fenoxazinas y derivados de las mismas, ferrocenos
y derivados de los mismos, ferricianuro de potasio, complejos de Ru y Os, quinonas y derivados de las mismas,
indofenoles, violdgenos, tetratiafulvaleno y derivados del mismo, y ftalocianinas.

En otro aspecto que se relaciona con el aspecto anterior, la materia objeto de la presente invencién es una variante
de GOXx, que tiene, ademas de las dos sustituciones T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, dos, o tres, o
cuatro, o cinco sustituciones aminoacidicas adicionales en cualquiera de las seis posiciones seleccionadas del grupo
S53; A173; A332; F414; V560 de acuerdo con la SEQ ID NO: 1.

En otro aspecto que se relaciona con el aspecto anterior, la presente invencion proporciona una variante de GOx, en
la que los aminoacidos para dicha(s) sustitucién/sustituciones adicional(es) se seleccionan del grupo Phe para la
posicion S53 e/o lle, Thr, Val para la posicion A173; y/o Ser, Val, Thr para la posicion A332; e/o lle, Leu, Met, Val para
la posicion F414; y/o Leu, Pro, Thr, para la posicién V560, de acuerdo con la SEQ ID NO: 1.
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En otro aspecto que se relaciona con cualquiera de los aspectos anteriores, la presente invencion proporciona
variantes de GOx, en las que, ademas de las sustituciones T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, al menos
una sustitucion aminoacidica adicional en la(s) posicién/posiciones F414 y/o V560 se combina(n) con al menos una
sustitucion aminoacidica en la(s) posicion/posiciones A173 y/o A332.

En otro aspecto que se relaciona con cualquiera de los aspectos anteriores, la presente invencion proporciona una
variante de GOx de acuerdo con la SEQ ID NO: 4, que tiene, ademas de las sustituciones T30V e 194V de acuerdo
con la SEQ ID NO: 1, las sustituciones aminoacidicas adicionales A173I; A332S; y F414L.

En otro aspecto que se relaciona con cualquiera de los aspectos anteriores, la presente invencién proporciona una
variante de GOx de acuerdo con la SEQ ID NO: 3, que tiene, ademas de las sustituciones T30V e 194V de acuerdo
con la SEQ ID NO: 1, las sustituciones aminoacidicas adicionales A173V; A332S; F414l; y V560T.

En otro aspecto que se relaciona con cualquiera de los aspectos anteriores, la presente invencion proporciona una
variante de GOx de acuerdo con la SEQ ID NO: 6, que tiene, ademas de las sustituciones T30V e 194V de acuerdo
con la SEQ ID NO: 1, las sustituciones aminoacidicas adicionales A173V; A332N; F414V; y V560L.

En otro aspecto que se relaciona con cualquiera de los aspectos anteriores, la presente invencion proporciona una
variante de GOx, que tiene una actividad reducida al menos 5 veces para oxigeno como aceptador de electrones en
comparacion con la GOx natural de Aspergillus niger y/o en comparacién con la GOx de acuerdo con la SEQ ID NO:
1 por medio del ensayo de ABTS, que comprende las etapas de

a.) se transfieren 75 pl de solucidn de enzima de muestra a una microplaca de fondo plano de 96 pocillos que contiene
100 pl de tampdn fosfato (pH 7)

b.) se afiaden 20 pl de mezcla de reaccion a cada pocillo, dando como resultado las siguientes concentraciones:
0,91 U/ml de HRP (peroxidasa de rabano picante); ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) 2,3 mM

c.) la reaccion comienza afiadiendo 25 pl de solucion de sustrato de glucosa y posterior agitacion de la placa a
1000 rpm durante 30 s

d.) la oxidacién de ABTS se determina cinéticamente a 414 nm usando un lector de microplacas.

En otro aspecto que se relaciona con cualquiera de los aspectos anteriores, la presente invencién proporciona una
variante de GOXx, con lo que dicha variante de GOx presenta una actividad incrementada al menos 1,5 veces para
mediadores distintos del oxigeno en comparacién con la GOx de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, cuando se determina
por el ensayo de mediador, que comprende las etapas de

a.) se transfieren 75 pyl de muestra de solucion de enzima a una microplaca de fondo plano de 96 pocillos

b.) se afiaden 100 pl de solucién de mediador (N,N-bis(2-hidroxietil)-4-nitrosoanilina 19,05 mM); polivinilpirrolidona al
5 % (p/p), pH 7, y 20 pl de acido fosfomolibdico 25 mM

c.) la reaccion comienza afadiendo 25 pl de solucién de sustrato de glucosa y posterior agitacion de la placa a
1000 rpm durante 1 min

d.) la cinética de la reduccion de acido fosfomolibdico se controla a 700 nm usando un lector de microplacas.

En otro aspecto que se relaciona con cualquiera de los aspectos anteriores, la presente invencion proporciona una
variante de GOx, que presenta una especificidad para glucosa de al menos un 99,9 % y/o una especificidad para
galactosa < 4 % y/o una especificidad para maltosa < 0,3 % y/o una especificidad para xilosa < 6 % y/o una
especificidad para maltotriosa < 0,1 %, cuando se determina por el ensayo de mediador, que comprende las etapas
de

a.) se transfieren 75 pl de muestra de solucion de enzima a una microplaca de fondo plano de 96 pocillos

b.) se afiaden 100 pl de solucién de mediador (N,N-bis(2-hidroxietil)-4-nitrosoanilina 19,05 mM); polivinilpirrolidona al
5 % (p/p), pH 7, y 20 ul de acido fosfomolibdico 25 mM

c.) la reaccién comienza afiadiendo 25 pl de la solucién de sustrato de azucar respectiva y posterior agitaciéon de la
placa a 1000 rpm durante 1 min

d.) la cinética de la reduccion de acido fosfomolibdico se controla a 700 nm usando un lector de microplacas.
En el contexto de la presente divulgacion, la expresion "especifica para glucosa o especifica para el sustrato glucosa"

indica la actividad de las GOx proporcionadas en el presente documento para el sustrato glucosa de un 100 %, cuando
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se determina por el ensayo de mediador como se explica en la seccion Materiales y procedimientos a continuacion.
Por implicacion, la actividad residual de las GOx proporcionadas en el presente documento para azucares distintos de
glucosa, tales como galactosa, maltosa, xilosa y maltotriosa, es <6 %, cuando se determina por el ensayo de mediador
como se explica en la seccion Materiales y procedimientos en el punto ff).

En otro aspecto que se relaciona con cualquiera de los aspectos anteriores, la presente invencidon proporciona
variantes de GOXx, que presentan una actividad de > 400 %, o > 500 %, o > 600 % para mediador de nitrosoanilina
para la transferencia de electrones en comparacién con la actividad para mediador de nitrosoanilina de la GOx de
acuerdo con la SEQ ID NO: 1 por medio del ensayo de mediador, que comprende las etapas de

a.) se transfieren 75 yl de muestra de solucion de enzima a una microplaca de fondo plano de 96 pocillos

b.) se afiaden 100 pl de solucién de mediador (N,N-bis(2-hidroxietil)-4-nitrosoanilina 19,056 mM); polivinilpirrolidona al
5 % (p/p), pH 7, y 20 ul de acido fosfomolibdico 25 mM

c.) la reaccion comienza afiadiendo 25 ul de soluciéon de sustrato de glucosa y posterior agitacién de la placa a
1000 rpm durante 1 min

d.) la cinética de la reduccion de acido fosfomolibdico se controla a 700 nm usando un lector de microplacas.

y una actividad para oxigeno de < 30 %, o0 < 25 %, o < 20 %, en particular, < 15 %, o0 < 10 %, en comparacion con la
actividad para oxigeno de la GOx de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 por medio del ensayo de ABTS, que comprende
las etapas de

a.) se transfieren 75 pl de solucién de enzima de muestra a una microplaca de fondo plano de 96 pocillos que contiene
100 pl de tampdn fosfato (pH 7)

b.) se afladen 20 pl de mezcla de reaccién a cada pocillo, dando como resultado las siguientes concentraciones:
0,91 U/ml de HRP (peroxidasa de rabano picante); ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) 2,3 mM

c.) la reaccion comienza afiadiendo 25 pl de solucion de sustrato de glucosa y posterior agitacion de la placa a
1000 rpm durante 30 s

d.) la oxidacion de ABTS se determina cinéticamente a 414 nm usando un lector de microplacas.

En otro aspecto, la materia objeto de la presente invencion se relaciona con un polinucleétido aislado que codifica una
variante de GOx de acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores o un fragmento activo de la misma.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un equivalente/fragmento (funcional) activo de las variantes de
GOx de acuerdo con la invencion.

Las expresiones "equivalente(s)/fragmento(s) activo(s) de la misma" o "equivalente(s)/fragmento(s) funcional(es) de
la misma" sinénima se refieren a cualquier variante de GOx modificada y, por tanto, optimizada de acuerdo con la
presente invencion, con lo que al menos un aminodacido esta ausente o sustituido con otro aminoacido como en la
secuencia correspondiente de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, con la condicion de que dicho(s)
equivalente(s)/fragmento(s) todavia presente(n) las propiedades esenciales con respecto a actividad enzimatica,
especificidad enzimatica y las tasas de consumo de oxigeno significativamente reducidas y/o actividad
significativamente incrementada para mediadores especificos distintos del oxigeno, teniendo presente al menos las
sustituciones T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, y teniendo ademas al menos una sustitucién aminoacidica
adicional en cualquiera de las posiciones seleccionadas del grupo que consiste en S53; A173; A332; F414; y V560 de
acuerdo con la SEQ ID NO: 1.

En un aspecto especifico de la presente invencion, el/los equivalente(s)/fragmento(s) funcional(es) de las variantes de
GOx de acuerdo con la invencion engloba(n) secuencia(s) de aminoacidos que son al menos un 70 % homologas, en
particular, al menos un 80 % homologas, o > 90 % homodlogas con respecto a las secuencias de acuerdo con de la
SEQ ID NO: 2 ala SEQID NO: 9.

En otro aspecto, la materia objeto de la presente invenciéon se relaciona con un procedimiento de deteccion,
determinacién o medicidon de glucosa en una muestra ex vivo por una variante de GOx de acuerdo con la presente
invencion o un fragmento activo de la misma; comprendiendo dicha deteccion, determinacién o medicion poner en
contacto una muestra ex vivo con dicha GOx o un fragmento activo de la misma.

En otro aspecto que se relaciona con el aspecto anterior, dicha deteccién, determinacién o medicién de glucosa se
realiza usando un sensor o un dispositivo con tira reactiva.

La presente invencién también se refiere a un procedimiento para producir las variantes de GOx de la presente
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invencion, a acidos nucleicos que codifican dichas enzimas, a vectores, células huésped, y a un procedimiento de
deteccidn, determinacién o medicién de glucosa en una muestra usando dichas enzimas, y también a dispositivos que
comprenden dichas enzimas.

En un aspecto especifico, la presente invencion proporciona un dispositivo para someter a ensayo glucosa en una
muestra que comprende al menos una de las variantes de GOx de la invencion y un mediador de electrones distinto
del oxigeno.

En otro aspecto especifico de la invencion, el mediador de electrones o mediador distinto del oxigeno se selecciona
del grupo que comprende nitrosoanilinas y derivados de las mismas, compuestos azoicos, fenazinas y derivados de
las mismas, fenotiazinas y derivados de las mismas, fenoxazinas y derivados de las mismas, ferrocenos y derivados
de los mismos, ferricianuro de potasio, complejos de Ru y Os, quinonas y derivados de las mismas.

Otro aspecto especifico de la invencion que se relaciona con la materia objeto de cualquiera de los aspectos anteriores
es una variante de GOx, que tiene, ademas de las dos sustituciones T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, al
menos una sustitucion aminoacidica adicional en cualquiera de las cuatro posiciones seleccionadas del grupo A173;
A332; F414; V560 de la SEQ ID NO: 1.

Una de las principales aplicaciones de las variantes de GOx proporcionadas en el presente documento a la que estan
destinadas por la presente invencién es su uso en tiras reactivas para controlar el nivel de glucemia en muestras ex
vivo de diabéticos. Por supuesto, se pueden investigar muchas clases de muestras. En particular, los liquidos
corporales, como sangre, suero y plasma, son las fuentes para dichas muestras.

Por tanto, en otro aspecto, la presente invencion proporciona un electrodo con enzima que tiene al menos una de las
variantes de GOx de la invencion, que esta inmovilizada en dicho electrodo.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un sensor para enzima para someter a ensayo glucosa que
comprende el electrodo con enzima de la invencion como un electrodo de trabajo y, por tanto, que tiene al menos una
de las variantes de GOx de la invencion.

AuUn en otro aspecto, la presente invencion proporciona un kit para someter a ensayo glucosa en una muestra que
comprende al menos una variante de GOx en virtud de la invencién y un mediador de electrones distinto del oxigeno.

Se puede construir un kit para la medicién de glucosa usando al menos una variante de GOx de la presente invencion.
Ademas de la variante de GOx de la invencién, el kit contiene el tampdn necesario para la mediciéon, un mediador de
electrones distinto del oxigeno apropiado, en particular, un mediador de nitrosoanilina y, si fuera necesario, enzimas
tales como peroxidasas, y una solucion patron de glucosa para la preparacion de una curva de calibracion e
instrucciones para su uso.

La concentracién de la glucosa en una muestra se puede determinar midiendo la cantidad de electrones generados
por la reaccion enzimatica. Se han conocido diversos sistemas de sensor en la técnica, incluyendo electrodo de
carbono, electrodo de metal y electrodo de platino. La variante de GOx de la presente invencién esta inmovilizada en
el electrodo. Los ejemplos de los medios de inmovilizacién incluyen reticulaciéon, encapsulacién en una matriz
macromolecular, recubrimiento con una membrana de didlisis, polimero de reticulacion 6ptica, polimero
electroconductor, polimero de oxidacion-reduccion y cualquier combinacion de los mismos.

El dispositivo de ensayo puede tener una estructura similar a cualquiera de las tiras reactivas de biosensores
amperomeétricos convencionales disponibles comercialmente para controlar el nivel de glucemia. Un ejemplo de dicho
dispositivo tiene dos electrodos (electrodo de trabajo y electrodo de referencia o contraelectrodo) situados en un
sustrato aislante, una entrada de reactivo y un receptor de muestras. La entrada de reactivo contiene la variante de
GOx de la invencién y un mediador distinto del oxigeno. Cuando se afiade una muestra, tal como una muestra de
sangre, al receptor de muestras, la glucosa contenida en la muestra reaccionara con la variante de GOx, de este modo,
la transferencia de electrones es indicativa de la cantidad de glucosa en la muestra. Los ejemplos tipicos de sensores
electroquimicos adecuados para la determinacion de sustratos de enzima son conocidos, por ejemplo, a partir de los
documentos WO 2004/113900 y US 5.997.817. Como alternativa a los sensores electroquimicos, se podrian usar
tecnologias de deteccion optica. Tipicamente, dichos dispositivos dpticos se basan en cambios de color que se
producen en un sistema de reactivo que comprende la enzima, un mediador de electrones y un indicador. Los cambios
de color se pueden cuantificar usando mediciones de fluorescencia, absorcidon o remisiéon. Los ejemplos tipicos de
dispositivos 6pticos adecuados para la determinacion de sustratos de enzima son conocidos, por ejemplo, a partir de
los documentos US 7.008.799; US 6.036.919 y US 5.334.508.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un vector de expresion que contiene el polinucleétido aislado que
codifica una variante de GOx de acuerdo con la invencion o un fragmento activo de la misma.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una célula huésped que comprende el vector de expresiéon que
contiene el polinucleétido aislado que codifica una variante de GOx de acuerdo con la invencién o un fragmento activo
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de la misma, también denominada en el presente documento transformante.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para producir una variante de GOx de acuerdo
con la invencion o un fragmento activo de la misma, comprendiendo el procedimiento cultivar el transformante descrito
anteriormente.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una variante de GOx de acuerdo con la invencién o un fragmento
activo de la misma obtenible mediante el procedimiento descrito anteriormente.

En otro aspecto especifico, el vector de expresion proporcionado en el presente documento comprende
preferentemente toda o una parte de una de las secuencias de ADN que codifican una variante de GOx de la presente
invencion.

Los vectores de expresion adecuados que contienen las secuencias codificantes y de control deseadas de las
variantes de GOx proporcionadas en el presente documento se pueden construir usando técnicas de ADN
recombinante estandar conocidas en la técnica, describiéndose muchas de ellas en Sambrook et al., en "Molecular
Cloning: A Laboratory Manual" (1989), Cold Spring Habor, NY Cold Spring Habor Laboratory Press.

Las células huésped adecuadas incluyen, por ejemplo, HB101 de E. coli (ATCC 33694), disponible de Promega (2800,
Woods Hollow Road, Madison, WI, EE. UU.), XL1-Blue MRF', disponible de Stratagene (11011, North Torrey Pine
Road, La Jolla, CA, EE. UU.) y similares. Las células huésped de Pichia adecuadas incluyen, por ejemplo, X33 de P.
pastoris o KM71H de P. pastoris, disponibles de Invitrogen (5791, Van Allan Way, Carlsbad, CA 92008, EE. UU.).

La produccién recombinante de las variantes de GOx de acuerdo con la presente invencion se puede realizar en
huéspedes conocidos en la técnica. Los huéspedes adecuados se pueden seleccionar de cepas de hongos
filamentosos como, por ejemplo, Aspergillus niger, Aspergillus sojae y Aspergillus oryyzae. Los huéspedes adecuados
se pueden seleccionar de cepas de levadura como, por ejemplo, Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae y
Hansenula polymorpha.

En otro aspecto especifico, las variantes de GOx o equivalentes funcionales de las mismas de acuerdo con la presente
invencion son obtenibles mediante expresion de un polinucledtido que codifica dichas variantes de GOx en levadura,
en particular, en Saccharomyces cerevisiae.

Los vectores de expresion se pueden introducir en células huésped por diversos procedimientos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, la transformacion de células huésped con vectores de expresion se puede llevar a cabo por el
procedimiento de transformacion de protoplastos mediada por polietilenglicol (Sambrook et al. 1989, supra). Sin
embargo, también se pueden emplear otros procedimientos para introducir vectores de expresion en células huésped,
por ejemplo, electroporacién, biobalistica o fusion de protoplastos.

Una vez que se ha introducido un vector de expresién que contiene una variante de GOx en virtud de la invencion en
una célula huésped apropiada, la célula huésped se puede cultivar en condiciones que permitan la expresion de la
variante de GOx deseada en virtud de la invencién. Las células huésped que contienen el vector de expresion deseado
(y, por tanto, que tienen la secuencia de ADN que codifica la variante de GOx en virtud de la invencién) se pueden
identificar facilmente, por ejemplo, por seleccién de antibidticos o complementacion de mutantes auxotrofos y seleccion
de medio minimo [J. Sambrook, D. W. Russell: "Molecular Cloning: a laboratory manual”, 3.2 edicién, Cold Spring
Harbor, Nueva York (2001)]. La expresion de las variantes de GOx proporcionadas en el presente documento se puede
identificar por diferentes procedimientos, como medir la produccion de transcritos de ARNm con GOx, detectar
inmunolégicamente el producto génico o detectar la actividad enzimatica del producto génico, conocidos por el experto
en la técnica. En particular, se debe aplicar un ensayo enzimatico como se explica en el ensayo de mediador en la
seccion Materiales y procedimientos en el punto ff). Ademas, las variantes de GOx proporcionadas en el presente
documento se pueden identificar por las tasas de consumo de oxigeno significativamente reducidas de acuerdo con
la invencion cuando se determina por el ensayo de ABTS como se explica en la seccion Materiales y procedimientos
expuesta en el punto gg).

En otro aspecto de la invencion, los polipéptidos descritos en el presente documento para las variantes de GOx segun
la invencion son obtenibles mediante produccion en células huésped que expresan una secuencia de ADN que codifica
una de las variantes de GOx de la presente invencion. Los polipéptidos de la presente invencién también se pueden
obtener por traduccién in vitro del ARNm codificado por una secuencia de ADN que codifica una de las variantes de
GOx de la presente invencion. Por ejemplo, las secuencias de ADN se pueden insertar en un vector de expresion
adecuado, que a su vez se puede usar en un sistema de transcripcién/traduccion in vitro.

Un vector de expresion que comprende un polinucledtido aislado como se define y se describe anteriormente, enlazado
de forma funcional a una secuencia promotora que puede promover su expresion en un sistema de sintesis de péptidos
libre de células, representa otro aspecto especifico de la presente invencion.

Los polipéptidos producidos, por ejemplo, por procedimientos como se describe anteriormente, se pueden aislar y
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purificar a continuacion usando diversas técnicas de purificacion de proteinas rutinarias. Por ejemplo, se pueden
emplear procedimientos cromatograficos, tales como cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de filtracion
en gel y cromatografia de afinidad.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicidon farmacéutica que comprende al menos una
variante de GOx de acuerdo con la invencion o un fragmento activo de la misma.

En otro aspecto, las variantes de GOx de acuerdo con la invencion retienen su propiedad inherente de ser especificas
para el sustrato glucosa, pero, debido a la al menos una sustitucién aminoacidica adicional en la secuencia de
aminoacidos en posiciones especificas ademas de las sustituciones T30V e 194V acuerdo con la SEQ ID NO: 1, la
maxima actividad para oxigeno residual se reduce a < 30 %, cuando se determina por el ensayo de ABTS como se
explica en la seccion Materiales y procedimientos en el punto gg). Simultaneamente, las GOx proporcionadas en el
presente documento presentan una actividad enzimatica de > 400 %, o > 500 %, o > 600 % para mediadores de
electrones distintos del oxigeno cuando se determina por el ensayo de mediador como se explica en la seccion
Materiales y procedimientos a continuacién en el punto ff).

En vista de lo anterior, la presente invencion combina en las variantes de GOx proporcionadas en el presente
documento

i) las propiedades de especificidad para glucosa de las GOx

ii) con las propiedades de actividad enzimatica independiente del oxigeno de las GDH por medio de un cambio de
actividad oxidasa hacia actividad deshidrogenasa

iii) y opcionalmente una actividad incrementada para determinados mediadores de electrones distintos del oxigeno
para lograr mediciones de glucosa exactas, en particular, mediciones de glucemia exactas.

Con el contexto de las variantes de GOx en virtud de la presente invencion, la expresion "cambio de actividad oxidasa
hacia actividad deshidrogenasa" indica

* una disminucién de la actividad para oxigeno comenzando a partir de 1,0 del GOx-T30V; 194V como referencia hacia
<0,3,0<0,25,0<0,2, en particular, < 0,15, o < 0,1 de actividad para oxigeno residual de las variantes de GOx en
virtud de la invencion cuando se determina por el ensayo de ABTS como se explica en las secciones Materiales y
procedimientos en el punto gg) y

* un incremento simultaneo de la actividad deshidrogenasa comenzando a partir de una actividad para mediador de
1,0 del GOx-T30V; 194V como referencia hacia al menos 1,5 de actividad para mediador de las variantes de GOx en
virtud de la invencion cuando se determina por el ensayo de mediador como se explica en la seccidon Materiales y
procedimientos en el punto ff).

Los valores anteriores representan la proporcion (cociente) entre la actividad enzimatica de las variantes de GOx de
la invencién en términos de actividad para oxigeno y actividad para mediador, y la actividad enzimatica respectiva del
GOx-T30V; 194V como referencias. La proporcion (cociente) se basa en ambas actividades GOx (actividad para
oxigeno y actividad para mediador en [U/mg]) cuando se determina por ELISA como se explica en la seccion Materiales
y procedimientos en el punto ee).

Cada una de las moléculas de acido nucleico de acuerdo con las secuencias de SEQ ID NO: 11 ala SEQ ID NO: 17
de acuerdo con la invencioén codifica un polipéptido modificado o fragmento del mismo, que se deriva de la SEQ ID
NO: 10 (GOx-T30V; 194V) que codifica un polipéptido de acuerdo con la SEQ ID NO: 1.

El término "GOx-T30V; 194V" como se usa en el presente documento indica una GOx en base a la secuencia natural
(WT) de Aspergillus niger de acuerdo con la SEQ ID NO: 2, que tiene ademas las dos sustituciones T30V e 194V en
su secuencia de polipéptidos, es decir, la SEQ ID NO: 1.

El término "doble mutante de GOx" como se usa en el presente documento indica igualmente una GOx en base a la
secuencia WT de Aspergillus niger de acuerdo con la SEQ ID NO: 2, que tiene ademas las dos sustituciones T30V e
194V en su secuencia de polipéptidos, es decir, la SEQ ID NO: 1. Dicho doble mutante de GOx se deriva de Zhu et al.
(2006; 2007).

En virtud de la invencion, se uso la molécula de acido nucleico correspondiente a la SEQ ID NO: 1 (es decir, la SEQ
ID NO: 10) para mejorar ademas las propiedades cinéticas de la enzima GOx de acuerdo con la invencion,
caracterizada por un cambio de actividad oxidasa hacia actividad deshidrogenasa. Esto se logro por los inventores por
medio de modificaciones en la secuencia de nucledtidos especificas que dieron como resultado sustituciones
aminoacidicas en al menos una de las posiciones S53; A173; A332; F414; y V560, aunque las dos sustituciones T30V
e 194V ya hubieran estado presentes de acuerdo con la SEQ ID NO: 1.
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En otro aspecto, la presente invencién proporciona una variante de GOx que tiene, ademas de las dos sustituciones
T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, dos, o tres, o cuatro, o cinco sustituciones aminoacidicas adicionales
en cualquiera de las cinco posiciones seleccionadas del grupo S53; A173; A332; F414; V560 de la SEQ ID NO: 1,
presentando, de este modo, efectos cooperativos sobre la actividad enzimatica de GOx.

La expresion "efectos cooperativos sobre la actividad enzimatica de GOx" con el contexto de la presente invencion
indica al menos dos sustituciones aminoacidicas adicionales en cualquiera de las posiciones S53; A173; A332; F414;
y V560, ademas de las dos sustituciones T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, que tienen efectos sobre la
actividad enzimatica de GOx en términos de disminucién de la tasa de consumo de oxigeno de GOx.

Ademas, "efectos cooperativos sobre la actividad enzimatica de GOx" con el contexto de la presente invencion indica
al menos dos sustituciones aminoacidicas adicionales en cualquiera de las posiciones S53; A173; A332; F414; y V560,
ademas de las dos sustituciones T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, que tienen efectos sobre la actividad
enzimatica de GOx en términos de disminucion de la tasa de consumo de oxigeno de GOx y/o incremento de la
actividad para mediador de GOx para mediadores de electrones distintos del oxigeno.

Ademas, la expresion "efectos cooperativos sobre la actividad enzimatica de GOx" con el contexto de la presente
invencién indica al menos dos sustituciones aminoacidicas adicionales en cualquiera de las posiciones S53; A173;
A332; F414; y V560, ademas de las dos sustituciones T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, que tienen
efectos sobre la actividad enzimatica de GOx en términos de aceptacion de determinados mediadores de electrones
distintos del oxigeno para la transferencia de electrones. En un aspecto especifico, la presente invencién proporciona
variantes de GOx que tienen, ademas de las dos sustituciones aminoacidicas T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID
NO: 1, sustituciones aminoacidicas adicionales en las posiciones F414 con lle, Leu, Met, Val, y V560 con Leu, Pro,
Thr, combinadas con sustituciones aminoacidicas en las posiciones A173 con lle, Thr, Val; y A332 con Ser, Val, Thr.

En un aspecto especifico, la presente invencidon proporciona variantes de GOx que tienen, ademas de las dos
sustituciones aminoacidicas T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, sustituciones aminoacidicas combinadas
adicionales en las posiciones F414 con lle, Leu, Met, Val, y V560 con Leu, Pro, Thr.

Otro aspecto especifico de la invencion se relaciona con el aspecto anterior y proporciona variantes de GOx, que
tienen, ademas de las dos sustituciones aminoacidicas T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, las sustituciones
aminoacidicas combinadas adicionales F414M o F414V y V560P o V560L.

En otro aspecto especifico, la presente invencién proporciona variantes de GOx, que tienen, ademas de las dos
sustituciones aminoacidicas T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, las sustituciones aminoacidicas adicionales
F414M o F414V, combinadas con la(s) sustitucion/sustituciones aminoacidica(s) V560P o V560L y/o A173l o A173V
y/o A332S o A332V o A332T.

En otro aspecto especifico, la presente invencién proporciona variantes de GOx, que tienen, ademas de las dos
sustituciones aminoacidicas T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, las sustituciones aminoacidicas adicionales
F414M o F414V, combinadas con la(s) sustitucién/sustituciones aminoacidica(s) V560P o V560L y/o A1731 o A173V
y/o A332S o A332V o A332T.

Otro aspecto especifico de la invencion se relaciona con el aspecto anterior y proporciona variantes de GOx, que
tienen, ademas de las dos sustituciones aminoacidicas T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, al menos dos
sustituciones aminoacidicas combinadas seleccionadas de cualquiera de las sustituciones mencionadas
anteriormente.

La especificidad de GOx para los mediadores de electrones distintos del oxigeno se puede determinar por el ensayo
de mediador como se explica en la seccién Materiales y procedimientos en el punto ff).

En otro aspecto especifico, la presente invenciéon proporciona variantes de GOx que tienen una actividad para
mediador de > 400 %, 0 > 450 %, 0 > 500 %, 0 > 550 %, o incluso > 600 % para el mediador de electrones N,N-bis(2-
hidroxietil)-4-nitrosoanilina cuando se determina por el ensayo de mediador como se explica en la seccion Materiales
y procedimientos en el punto ff).

En otro aspecto especifico, la presente invencién proporciona variantes de GOx, que tienen una actividad reducida al
menos 5 veces para oxigeno como aceptador de electrones, o al menos una actividad reducida 6 veces para oxigeno
como aceptador de electrones, o al menos una actividad reducida 7 veces para oxigeno como aceptador de electrones
en comparacion con GOx-WT o en comparacion con el GOx-T30V; 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 por medio
del ensayo de ABTS como se explica en la seccion Materiales y procedimientos en el punto gg).

En otro aspecto especifico, la presente invencion proporciona variantes de GOx, que tienen una actividad oxidasa

restante de < 30 % de la de la actividad oxidasa de GOx WT o de la de la actividad oxidasa de GOx-T30V; 194V de
acuerdo con la SEQ ID NO: 1, o, en particular, que tienen una actividad oxidasa restante de < 20 %, 0 <15 %, de la
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de la actividad oxidasa de GOx-WT o de la de la actividad oxidasa de GOx-T30V; 194V de acuerdo con la SEQ ID NO:
1, 0, incluso mas en particular, que tienen una actividad oxidasa restante de < 10 % de la de la actividad oxidasa de
GOx-WT o de la de la actividad oxidasa de GOx-T30V; 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, cuando se determina
por el ensayo de ABTS como se explica en la seccion Materiales y procedimientos en el punto gg).

En otro aspecto mas especifico de la invencion, un equivalente/fragmento funcional de las moléculas de nucleétido
como se proporciona en de la SEQ ID NO: 11 ala SEQ ID NO: 17 es una molécula de ARN correspondiente, que esta
codificada por dicha secuencia de ADN o una secuencia que es sustancialmente complementaria a la secuencia de la
SEQ ID NO: 11 ala SEQ ID NO: 17.

En el contexto de la presente invencion, el término "molécula de ARN" pretende referirse a un polimero lineal de
moléculas de ribonucledtido, que es monocatenario y sirve como molde para la sintesis de proteinas de las variantes
de GOx proporcionadas en el presente documento de acuerdo con de la SEQ ID NO: 3 ala SEQ ID NO: 9.

En otro aspecto especifico de la presente invencion, el grado o porcentaje de homologia es de al menos un 70 %, o
al menos un 80 %, o al menos un 90 %, o al menos un 95 %, o al menos un 99 % o un 100 % con respecto a de la
SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 9; siempre que presenten las mismas sustituciones como se explica por toda la
memoria descriptiva y presenten ademas esencialmente las mismas propiedades que las variantes de GOx de acuerdo
con la presente invencion, siendo esas propiedades esenciales la actividad enzimatica, la especificidad enzimatica
para glucosa y las tasas de consumo de oxigeno significativamente reducidas y/o la actividad significativamente
incrementada para mediadores especificos distintos del oxigeno.

La identidad de secuencia se puede determinar por el algoritmo de BLAST, la herramienta de busqueda de alineacion
local basica (Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)) [Altschul, S.F. et al. 1990. J. Mol. Biol. 215:403; Altschul,
S.F. et al. 1997. Nucleic Acid Res. 25:3389-3402]. Los porcentajes de identidad de secuencia de aminoacidos
mencionados en el presente documento se refieren a la determinacién de la identidad de secuencia por dicho algoritmo
de BLAST, en la que la regién sobre la que se determina la homologia es toda la secuencia de las variantes de GOx
de la presente invencion. La identidad de secuencia se puede determinar por cualquier otro procedimiento conocido
por el experto en la técnica con el propésito de alineacion y comparacién de secuencias.

Un experto en la técnica entiende que las variantes de GOx proporcionadas en el presente documento pueden tener
o pueden no tener otras modificaciones diferentes de las sustituciones mencionadas antes sin cambiar las propiedades
esenciales de dichas variantes de GOXx, es decir, la especificidad para glucosa, las tasas de consumo de oxigeno
significativamente reducidas y/o la actividad significativamente incrementada para mediadores especificos distintos
del oxigeno como en el sentido de la presente invencion.

Otro aspecto especifico de la presente invencién es un polinucledtido aislado que codifica una variante de GOx o un
equivalente/fragmento activo de la misma de acuerdo con la presente invencion. El polinucleétido aislado puede ser
una molécula de ADN o ARN o un gen correspondiente del mismo que codifica las siguientes secuencias que se
enumeran explicitamente en la seccion Listado de secuencias, es decir, de la SEQ ID NO: 11 ala SEQ ID NO: 17.

En otro aspecto especifico, las variantes de GOx proporcionadas por la presente invencién presentan estabilidad con
respecto a la temperatura al tener una actividad enzimatica residual de al menos un 70 %, en particular, de al menos
un 80 % en el intervalo de 30 °C a 47 °C, cuando se determina por el ensayo de mediador como se explica en la
seccion Materiales y procedimientos en el punto ff).

En otro aspecto especifico, las variantes de GOx proporcionadas por la presente invencion presentan una estabilidad
con respecto a la temperatura al tener una actividad enzimatica residual de al menos un 10 % en el intervalo de 48 °C
a 60 °C, cuando se determina por el ensayo de mediador como se explica en la seccidon Materiales y procedimientos
en el punto ff).

Las variantes de GOx de la presente invencion se pueden proporcionar en diversas formas, por ejemplo, como un
reactivo liofilizado o como una solucion en una solucidon de almacenamiento apropiada.

Las variantes de GOx proporcionadas en el presente documento estan destinadas predominantemente a su aplicacion
en dispositivos de anadlisis de glucemia para diabetes mas exactos. Especificamente, las variantes de GOx
independientes del oxigeno de la invencién utilizan oxigeno para la transferencia de electrones solo en tasas de
consumo de oxigeno significativamente reducidas, esto significa que la actividad GOx residual para oxigeno es < 30 %,
0 < 25 %, 0 <20 %, en particular, < 15 %, o0 £ 10 %, cuando se determina por el ensayo de ABTS como se explica en
la seccién Materiales y procedimientos en el punto gg). En consecuencia, la cantidad significativa de glucosa reacciona
en la reaccioén relacionada con mediador para mediciones de glucemia mas adecuadas, aunque la reaccién con el
contenido de oxigeno disuelto en la muestra de sangre se reduce significativamente. Esto es beneficioso para el
diabético cuando la sangre arterial, venosa o capilar es la fuente para las mediciones o en el caso de la medicion de
las concentraciones de glucemia en diferentes alturas sobre el nivel del mar.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona variantes de GOx que presentan tasas de consumo de oxigeno
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significativamente reducidas y/o actividad para mediador significativamente incrementada para mediadores de
electrones distintos del oxigeno, lo que también da como resultado mediciones de glucemia mas exactas de las que
se beneficia el diabético.

Definiciones

Con el contexto de la presente memoria descriptiva, las expresiones "dependiente del oxigeno" y "dependencia del
oxigeno" indican una actividad GOXx caracterizada por una actividad para oxigeno residual > 30 %, cuando se
determina por el ensayo de ABTS como se explica en la seccion Materiales y procedimientos en el punto gg).

En cambio, las expresiones "independiente del oxigeno" e "independencia del oxigeno" indican una actividad GOx
caracterizada por una actividad para oxigeno residual < 30 %, 0 < 25 %, 0 < 20 %, en particular, < 15 %, o0 <10 %,
cuando se determina por el ensayo de ABTS como se explica en la seccién Materiales y procedimientos en el punto

g99)-

Con el contexto de la presente invencion, la expresion "inespecifica para glucosa" indica una actividad GOx para el
sustrato glucosa de < 100 %, 0 <99,9 %, 0 <99,5 %, cuando se determina por el ensayo de mediador como se explica
en la seccidon Materiales y procedimientos en el punto ff). Por implicacién, las GOx que son "inespecificas para glucosa"
presentan una actividad GOx para azucares distintos de glucosa, tales como galactosa, maltosa, xilosa y maltotriosa,
de > 6 %, cuando se determina por el ensayo de mediador como se explica en la seccién Materiales y procedimientos
en el punto ff).

Los términos "modificado" o "modificacion” en relacién con las variantes de GOx de la presente invencion se refieren
a una proteina GOx que contiene, ademas de las dos sustituciones aminoacidicas T30V e 194V de acuerdo con la
SEC ID NO: 1, al menos una sustitucion aminoacidica adicional en la secuencia de polipéptidos de acuerdo con la
SEQ ID NO: 1, en cualquiera de la(s) posicion/posiciones S53; A173; A332; F414; y V560. El término también indica
el polinucledtido respectivo o las variaciones conservadoras de secuencia del mismo que codifican dicha variante de
GOx "modificada".

Las "variaciones conservadoras de secuencia" de una secuencia de polinucleétido son aquellas en las que un cambio
de uno o mas nucleétidos en una posicion de codon dada no da como resultado ninguna alteracion en el aminoacido
codificado en esa posicion.

El término "variante(s) de GOx" indica glucosa oxidasas en virtud de la invencion que tienen las dos sustituciones
aminoacidicas T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, y al menos una sustitucién aminoacidica adicional en la
secuencia de polipéptidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, en cualquiera de la(s) posicion/posiciones S53; A173;
A332; F414; y V560, caracterizadas por presentar especificidad enzimatica para el sustrato glucosa, y tasas de
consumo de oxigeno significativamente reducidas y/o actividad incrementada para mediadores especificos distintos
del oxigeno.

Se debe entender que la numeracion de las secuencias de aminoacidos por toda la presente memoria descriptiva
empieza con "1" en la S (Ser, Serina) inicial como en la proteina GOx-T30V; 194V madura de acuerdo con la SEQ ID
NO: 1.

El término "enzima" de acuerdo con la invencion significa cualquier sustancia compuesta total o mayormente de
proteinas o polipéptidos que cataliza o promueve, mas 0 menos especificamente, una 0 mas reacciones quimicas o
bioquimicas. El término "enzima" también se puede referir a un polinucledtido catalitico (por ejemplo, ARN o ADN).

El término "reaccién de oxidacion" significa, en términos generales, una reaccién quimica o bioquimica que implica la
adicién de oxigeno a un sustrato para formar un sustrato o producto oxigenado u oxidado. Una reaccién de oxidacion
tipicamente estd acompafiada de una reaccién de reduccion (de ahi que el término reaccion "rédox" englobe tanto
oxidacion como reduccion). Un compuesto se "oxida" cuando recibe oxigeno o pierde electrones. Un compuesto se
"reduce" cuando pierde oxigeno o gana electrones. Las GOx tipicamente catalizan la oxidaciéon de un grupo alcohol
primario a un aldehido.

El término "glucosa oxidasa(s)" como se usa por toda la memoria descriptiva especifica una proteina que cataliza la
oxidacion de beta-D-glucosa en D-glucono-1,5-lactona (D-glucosa + O2 — gluconolactona + H20z2), que, a continuacion,
se puede hidrolizar a acido gluconico. En consecuencia, la glucosa oxidasa es una enzima. Ademas, la expresion "un
polipéptido que tiene la actividad de una glucosa oxidasa" se refiere a un polipéptido que tiene la actividad mencionada
anteriormente. La(s) glucosa oxidasa(s) se puede(n) abreviar como "GOx" o "E.C. 1.1.3.4." Los términos "GOx-WT o
WT" como se usa por toda la memoria descriptiva, indican la GOx natural del hongo Aspergillus niger. Los términos
"GOx-T30V; 194V; o T30VI94V; o doble mutante; o mutante original" indican la variante de GOx que tiene las dos
sustituciones T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 como se describe en Zhu et al. (2006; 2007).

Todas la(s) variante(s) de GOx en virtud de la invencion tienen en comun las dos sustituciones T30V e 194V de acuerdo
con la SEQ ID NO: 1, y al menos una sustitucion aminoacidica adicional en cualquiera de la(s) posicidn/posiciones
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S53; A173; A332; F414; y V560 con aminoacidos proteindgenos adecuados para el reemplazo de acuerdo con la
invencion, a saber, Phe para la posicién S53 e/o lle, Thr, Val para la posicion A173; y/o Ser, Val, Thr para la posicion
A332; e/o lle, Leu, Met, Val para la posicion F414; y/o Leu, Pro, Thr, para la posicion V560. Los numeros de "EZ"
respectivos pueden abreviar la(s) variante(s) de GOx en virtud de la invencién por todo el texto de la memoria
descriptiva. "EZ" quiere decir enzima.

La enzima "glucosa oxidasa" es, por tanto, un miembro de la clase de enzimas de oxidacion, que cataliza una reaccion
de oxidacion, afiadiendo, insertando, contribuyendo o transfiriendo oxigeno de una fuente o donante a un sustrato.
Dichas enzimas también se llaman oxidorreductasas o enzimas rédox, y engloban oxigenasas, hidrogenasas o
reductasas, oxidasas y peroxidasas.

A este respecto, los términos "donante de oxigeno", "agente oxidante" y "oxidante" significan una sustancia, molécula
0 compuesto que dona oxigeno a un sustrato en una reaccién de oxidacion. Tipicamente, el donante de oxigeno se
reduce (acepta electrones). Los donantes de oxigeno ejemplares incluyen, por ejemplo, oxigeno molecular o dioxigeno
(O2), y los peroxidos incluyen, por ejemplo, peroxidos de alquilo, tales como peroxido de t-butilo, y lo mas
preferentemente peroxido de hidrégeno (H20z2). "Perdxido(s)" es/son cualquier compuesto que tiene dos atomos de
oxigeno unidos entre si.

Como se menciona, la "actividad" o "actividad enzimatica" de una glucosa oxidasa o de las variantes de GOx como se
usa en el presente documento esta dirigida a una medida de su capacidad de catalizar la reaccion de oxidacion D-
glucosa+O2 — gluconolactona+H202, y se puede expresar como la tasa a la que se produce el producto de la reaccion.
Por ejemplo, la actividad glucosa oxidasa se puede representar como la cantidad de producto (gluconolactona y/o
H20:2) producido por unidad de tiempo, o por unidad (por ejemplo, concentracion o peso) de glucosa oxidasa.

En general, el/los polipéptido(s) de la invencion también se puede(n) denominar en el presente documento como que
es/son un "mutante”, "muteina” o "variante" o "una GOx modificada" o una "modificacion”, lo que significa que se ha
preparado, alterado, derivado, o es de algun modo diferente o se ha cambiado de la GOx-WT de Aspergillus niger'y

del GOx-T30V; 194V acuerdo con la SEQ ID NO: 1.

La proteina GOx-WT de Aspergillus niger comprende la secuencia natural de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID
NO: 2. En consecuencia, el "mutante original" o "doble mutante" es un polipéptido de GOx del que se deriva o prepara
cualquier otro polipéptido de GOx proporcionada en el presente documento, usando cualquier procedimiento,
herramienta o técnica descrita en el presente documento. De acuerdo con la invencién, el "mutante original" o "doble
mutante" es el polipéptido de acuerdo con la SEQ ID NO: 1.

En consecuencia, un "polinucledétido original" es uno que codifica un polipéptido original, es decir, el polinucleétido de
acuerdo con la SEQ ID NO: 10.

El término "mutacion” o "variaciéon" o "modificacion" significa cualquier cambio detectable del material genético, por
ejemplo, ADN o ARN, o cualquier procedimiento, mecanismo o resultado de dicho cambio. Esto incluye mutaciones
génicas, en las que se altera la estructura (por ejemplo, la secuencia de ADN o ARN) de un gen, cualquier gen o ADN
o ARN que surja de cualquier procedimiento de mutacién, y cualquier producto de expresion (por ejemplo, proteina o
polinucleétido) expresado por un gen modificado o secuencia de ADN. Dichos cambios también incluyen cambios en
el promotor, sitio de unién a ribosoma, etc.

Con el contexto de la presente divulgacion, las expresiones "determinados mediadores distintos del oxigeno",
"determinados mediadores de electrones distintos del oxigeno", "determinado mediador inmovilizado" y "determinados
aceptadores de electrones distintos del oxigeno" indican los mediadores/mediadores de electrones seleccionados del
grupo que comprende nitrosoanilinas y derivados de las mismas, compuestos azoicos, fenazinas y derivados de las
mismas, fenotiazinas y derivados de las mismas, fenoxazinas y derivados de las mismas, ferrocenos y derivados de
los mismos, ferricianuro de potasio, complejos de Ru y Os, quinonas y derivados de las mismas, indofenoles,
violégenos, tetratiafulvaleno y derivados del mismo, y ftalocianinas.

En consecuencia, las expresiones "determinados mediadores distintos del oxigeno", "determinados mediadores de
electrones distintos del oxigeno", "determinado mediador inmovilizado" y "determinados aceptadores de electrones
distintos del oxigeno" de acuerdo con la invencion también indican mediadores de electrones, que se reducen
rapidamente con FADH2, pero que se reducen lentamente o no se reducen con acidos ascérbicos, tales como
derivados de 2-[4-(dimetilamino)fenil]-diazenocarboxamida.

Abreviaturas

AA: aminoantipirina

HRP: peroxidasa(s) de rabano picante

GOx: glucosa oxidasa(s)
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GOx-WT o WT: GOx natural del hongo Aspergillus niger
GDH: glucosa deshidrogenasa

ABTS: acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)
PMO: acido fosfomolibdico

Descripcion de las figuras

Figura 1

La fig. 1 muestra el principio de la determinacion de la actividad en oxigeno para las variantes de GOx proporcionadas
en el presente documento: el H202 producida durante la semirreaccion reductora de GOx y HRP se usa para oxidar el
sustrato cromégeno ABTS. El cambio de color de ABTS se controla por absorcion a 414 nm. Este principio forma la
base del ensayo de ABTS como se explica en la seccion Materiales y procedimientos en el punto gg).

Figura 2

La fig. 2 representa el ensayo de mediador o ensayo de PMO (acido fosfomolibdico) para la deteccion de la
transferencia de electrones mediada. EI compuesto mediador se reduce en dos etapas durante la semirreaccion
reductora de GOx. El mediador transfiere dos electrones al indicador rédox PMO que posteriormente se reduce. El
cambio de color de PMO durante la reduccién se controla por absorcion a 700 nm.

Figura 3
La fig. 3 muestra la localizacién distinta de las seis posiciones para las sustituciones aminoacidicas en la estructura
de la proteina en virtud de la invencién.

Figura 4

La fig. 4 muestra tasas de consumo de oxigeno de diferentes variantes de GOx en virtud de la invencioén: a) progresion
de la concentracién de oxigeno relativa en funcion del tiempo; b) tasa de consumo de oxigeno relativa por minuto. La
implementacion del ensayo se describe en la seccién Materiales y procedimientos en el punto hh). Las enzimas se
normalizaron a 2 U/.

Figura 5

La fig. 5 representa la cinética de Michaelis-Menten de diferentes variantes de GOx en virtud de la invencién. Para la
determinacion de la actividad, se aplicé el ensayo de mediador para la caracterizacién como se explica en la seccion
Materiales y procedimientos en el punto ff). Las lineas discontinuas se calcularon en Microsoft Excel aplicando el
procedimiento de minimos cuadrados.

Figura 6

La fig. 6 muestra las propiedades de termoestabilidad de diferentes variantes de GOx en virtud de la invencion. El
ensayo se realizd como se explica en la seccién Materiales y procedimientos en el punto ii). Como controles adicionales,
se usaron GOx desglucosiladas e hiperglucosiladas.

Figura 7

La fig. 7 muestra la tasa de consumo de oxigeno relativa de la GOx-WT, el GOx-T30V; 194V y la variante de GOx V
de la invencion (es decir, A173V; A332S; F4141; V560T, ademas de las sustituciones T30V; 194V). La implementacion
del ensayo se describe en la seccion Materiales y procedimientos en el punto hh). Las concentraciones de enzima se
normalizaron a 1,7 mg/l.

Figura 8

La fig. 8 muestra la actividad residual de GOx-WT, GOx-T30V; 194V y la variante de GOx EZ07 en diferentes azucares
en comparacion con glucosa. Para la determinacion de las actividades residuales, se aplico el ensayo de mediador
para la caracterizacion como se describe en la seccion Materiales y procedimientos en el punto ff). La concentracion
de sustrato fue 181,8 mM en las mezclas de reaccion.

Figura 9

La fig. 9 muestra los pardmetros enzimaticos para GOx-WT, GOx-T30V; 194V vy la variante de GOx EZ07. Los
parametros se calcularon de acuerdo con la cinética de Michaelis-Menten aplicando el procedimiento de minimos
cuadrados en Microsoft Excel. Para la determinacion de la actividad, se aplicé el ensayo de mediador para la
caracterizacion como se describe en la seccion Materiales y procedimientos en el punto ff).

Figura 10

La fig. 10 muestra la actividad residual de GOx-WT, GOx-T30V; 194V y la variante de GOx EZ07 después de 15 min
de incubacion a diversas temperaturas entre 25y 67 °C.
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Descripcion de las secuencias
Secuencias de polipéptidos

SEQ ID NO: 1 (GOx-T30V; 194V)

SNGIEASLLTDPKDVSGRTVDYITAGGCGLVGLTTAARLTENPNISVLVIESGSYESDRGP
ITEDLNAYGDIFGSSVDHAYETVELATNNOTALVRSGNGLGGST LVNGGTWTRPHKAQVD
SWETVFGNEGWNWDNVAAY SLOAERARAPNAKQIAAGHY FNASCHGVNGTVHAGPRDTGD
DYSPIVKALMSAVEDRGVPTRKDEFGCGDPHGVSMEPNTLHEDOVRSDAAREWLLPNYQRP
NLOVLTGQYVGKVLLSONGTTPRAVGVEFGTHKGNTHNVYAKHEVLLAAGSAVSPTILEY
SGIGMKSILEPLGIDTVVDLPVGLNLOQDQTTATVRSRITSAGACQGQAAWFATFNETEGD
YSEKAHELINTKLEQWAEEAVARGGFHNTTALLIQYENYRDWIVNHNVAY SELFLDTAGY
ASFDVWDLLPFTRGYVHILDKDPY LHHFAYDPQYFLNELDLLGQAAATQLARNISNSGAM
QTYFAGETIPGDNLAYDADLSAWTEYIPYHFRPNYHGVGTCSMMPKEMGGVYVDNAARVYG
VOGLRVIDGSIPPTOMSSHVMTVEYAMALKISDATLEDYASMQ

SEQ ID NO: 2 (GOx-WT de Aspergillus niger) :

SNGIEASLLTDPKDVSGRTIVDY IIAGGGLTGLTTAARLTENENISVLVIESGSYESDRGP
IIEDLNAYGDIFGSSVDHAYETVELATNNQTALIRSGNGLGGSTLVNGGTWTRPHKAQVD
SWETVFGNEGWNWDNVAAY SLOAERARAPNAKOIAAGHYFNASCHGVNGTVHAGPRDTGD
DYSPIVEKALMSAVEDRGYPTKKDFGCGDPHGVSMFPNT LHEDQVRSDAAREWLLPNYQRP
NLOVLTGQYVGKVLLSONGTTPRAVGVEFGTHKGNTHNVYAKHEVLLAAGSAVSPTILEY
SGIGMKSILEPLGIDTVVDLPVGLNLODOTTATVRSRITSAGAGOGOAAWTATFNETEFGD
YSERAHELLNTKLEQWAEEAVARGGFHNTTALLIQYENYRDWIVNHNVAY SELEFLDTAGY
ASFDVWDLLPFTRGYVHILDKDPYLHHFAYDPOYFLNELDLLGQAAATQLARNISNSGAM
QIYFAGETIPGDNLAYDADLSAWNTEY IPYHFRPNYHGVGTCSMMPKEMGGVVDNAARVY G
VOGLRVIDGSIPPTOMSSHVMTVEYAMALKISDAILEDYASMQ

SEQ ID NO: 3 (GOx-EZ07) :

SNGIEASLLTDPKDVSGRTVDY ITAGGGLVGLTTAARLTENPNISVLVIESGSYESDRGP
IIEDLNAYGDIFGSSVDHAYETVELATNNQTALVRSGNGLGGSTLVNGGTWTRPHEAQVD
SWETVEGNEGWNWDNVAAY SLOAERARAPNAKQIAAGHYFNASCHGVNGTVHVGPRDTGD
DYSPIVKALMSAVEDRGVPTKKDFGCGDPHGYVSMEFPNTLHEDQVRSDAAREWLLPNYQRP
NLOVLTGQYVGKVLLSQNGTTPRAVGVEFGTHKGNTHNVYAKHEVLLAAGSAVSPTILEY
SGIGMKSILEPLGIDTVVDLPVGLNLOQDOQTTSTVRSRITSAGAGOGQAANTATFNETEGD
YSEKAHELLNTKLEQWAEEAVARGGFHNTTALLIQYENYRDWIVNHNVAYSELILDTAGV
ASFDVWDLLPFTRGYVHILDKDPY LHHFAYDPOYFLNELDLLGQAAATQOLARNISNSGAM
QTYFAGETIPGDNLAYDADLSAWTEY IPYHFRPNYHGVGTCSMMPKEMGGVVDNAARVYG
VOQGLRVIDGSIPPTOMSSHTMTVEYAMATKISDATILEDYASMG
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SEQ ID NO: 4 (GOx-EZ06) :

SNGIEASLLTDPKDVSGRTVDYIIAGGGLVGLTITAARLTENPNISVLVIESGSYESDRGP
ITIEDLNAYGDIFGSSVDHAYETVELATNNOTALVRSGNGLGGSTLYVNGGTWTRPHEKAQVD
SWETVEFGNEGRNWDNVAAYSLOAERARAPNAKQIAAGHYFNASCHGVNGTVHIGPRDTGD
DYSPIVKALMSAVEDRGVPTKKDFGCGDPHGVSMEPNTLHEDQVRSDAAREWLLPNYQRP
NLOVLTGQYVGKVLLSONGTTPRAVGVEFGTHKGNTHNVYAKHEVLLAAGSAVSPTILEY
SGIGMKSILEPLGIDTVVDLPVGLNLODOTTSTVRSRITSAGAGQGOAAWFATFNETFGD
YSEKAHELLNTKLEQWAREEAVARGGFHNTTALLIQYENYRDWIVNHNVAYSELLLDTAGY
ASFDVWDLLPFTRGYVHILDKDPYLHHFAYDPOYFLNELDLLGQAAATQLARNI SNSGAM
OTYFAGETIPGDNLAYDADLSAWTEYIPYHFRPNYHGVGTCSMMPKEMGGVVDNAARVYG
VOGLRVIDGSIPPTOMSSHVMTIVFYAMALKISDAILEDYASMQ

SEQ ID NO: 5 (GOx-EZ8) :

SNGIEASLLTDPEDVSGRTVDY I TAGGGLVGLTTAARLTENPNISVLVIESGSYESDRGP
ITEDLNAYGDIFGSSVDHAYETVELATNNOTALVRSGNGLGGSTLVNGGTWTRPHKAQVD
SWETVEGNEGWNWDNVAAY SLOAERARAPNAKQIAAGHYFNASCHGVNGTVHVGPRDTGD
DYSPIVKALMSAVEDRGVPTKKDFGCGDPHGVSMFPNTLHEDQVRSDAAREWLLPNYQRP
NLOVLTGOYVGKVLLSONGTTPRAVGVEFGTHKGNTHNYVYAKHEVLLAAGSAVSPTILEY
SGIGMESILEPLGIDTVVDLPVGLNLODOTTNTVRSRITSAGAGOGOAAWFATFNETEFGD
YSEKAHELLNTKLEQWAEEAVARGGFHNTTALLIQYENYRDWIVNHNVAY SELFLDTAGY
ASFDVWDLLPFTRGYVHILDKDPYLHHFAYDPQYFLNELDLLGQAAATQLARNISNSGAM
QTYFAGETIPGDNLAYDADLSAWTEY IPYHFRPNYHGVGTCSMMPKEMGGVVDNAARVY
VOGLRVIDGSIPPTOMSSHPMTVEYAMATKISDAILEDYASMO

SEQ ID NO: 6 (GOx-EZ10) :

SNGIEASLLTDPEDVSGRTIVDYITAGGGLVGLTTAARLTENPNISVLVIESGSYESDRGP
IIEDLNAYGDIFGSSVDHAYETVELATNNOTALVRSCNGLGGSTLVNGGTWTRPHKAQVD
SWETVEGNEGWNWDNVAAY SLOAERARAPNAKQIAAGHYFNASCHGVNGTVHVGPRDTGD
DYSPIVKALMSAVEDRGVPTKKDFGCGDPHGVSMEFPNTLHEDQVRSDAAREWLLPNYQRP
NLOVLTGQYVGKVLLSONGTTPRAVGVEFGTHKGNTHNVYAKHEVLLAAGSAVSPTILEY
SGIGMKSTILEPLGIDTVVDLPVGLNLODOTTNTVRSRITSAGAGOGQAAWFATFNETEGD
YSEKAHELLNTKLEQWAEEAVARGGFHNTTALLIQYENYRDWIVNHNVAY SELVLDTAGVY
ASFDVWDLLPFTRGYVHILDKDPYLHHFAYDPQYFLNELDLLGOAAATQLARNI SNSGAM
OTYFAGETIPGDNLAYDADLSAWTEY IPYHEFRPNYHGVGTCSMMPKEMGGVVDNAARVY (G
VOGLRVIDGSIPPTOMSSHLMTVEYAMATKISDAILEDYASMO

SEQID NO: 7 (GOx-EZ11) :

SNGIEASLLTDPKDVSGRTVDYITIAGGGLVGLTTAARLTENPNISVLVIESGSYESDRGP
IIEDLNAYGDIFGSSVDHAYETVELATNNOTALVRSCNGLGGSTLVNGGTWTRPHKAQVD
SWETVEGNEGWNWDNVAAY SLOAERARAPNAKQIAAGHYFNASCHGVNGTVHAGPRDTGD
DYSPIVKALMSAVEDRGVPTKKDFGCGDPHGVSMFPNTLHEDQVRSDAAREWLLPNYQRP
NLOVLTGQYVGKVLLSQNGTTPRAVGVEFGTHKGNTHNVYAKHEVLLAAGSAVSPTILEY
SGIGMKSILEPLGIDTVVDLPVGLNLODQTTSTVRSRITSAGAGOGQAAWFATENETIGD
YSEKAHELLNTKLEQWAEEAVARGGFHNTTALLIQYENYRDWIVNHNVAY SELFLDTAGY
ASFDVWDLLPFTRGYVHILDKDPYLHHFAYDPOYFLNELDLLGQAAATQLARNTI SNSGAM
OTYFAGETIPGDNLAYDADLSAWTEY IPYHEFRPNYHGVGTCSMMPKEMGGVVDNAARVY (G
VOGLRVIDGSIPPTOMSSHPMTVEYAMATLKISDAILEDYASMQ
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SEQ ID NO: 8 (GOx-EZ12) :

SNGIEASLLTDPRDVSGRTVDYTITAGGGLYVGLTTAARLTENFNISVLVIESGEFYESDRGP
ITEDLNAYGDIFGSSVDHAYETVELATNNQTALVRISGNGLGGSTLVNGGTWTRPHKAQVD
SWETVEGNEGWNWDNVAAY STOAERARAPNAKQIAAGHY FNASCHGVNGTVHAGPRDTGD
DYSPIVKALMSAVEDRGVPTERDFGCGDPHGVSMFPNTLHEDOVRSDAAREWLLPNYQRP
NLOVLTGOYVGKVLLSONGTTPRAVGVEFGTHEKGNTHNVYAKHEVLLAAGSAVSPTILEY
SGIGMKSILEPLGIDTVVDLPVGLNLODOTTSTVRSRITSAGAGOGOAAWFATFNETFGD
YSEKAHELLNTEKLEQWAEEAVARGGFHNTTALLIQYENYRDWIVNHNVAY SELFLDTAGV
ASFDVADLLPFTRGYVHILDKDFY LHHFAYDPOYFLNELDLLGOAAATOLARNT SNSGAM
QTYFAGETIPGDNLAYDADLSAWTEYIPYHFRPNYHGVGTCSMMPKEMGGVVDNAARVYG
VOGLRVIDGSIPPTOMSSHVMTVEYAMALKISDAILEDYASMO

SEQ ID NO: 9 (GOx-EZ15) :

SNGIEASLLTDPKDVSGRTVDY ITAGGGLVGLTTAARLTENPNISVLVIESGSYESDRGP
IIEDLNAYGDIFGSSVDHAYETVELATNNQTALVRSGNGLGGS TLVNGGTWTRPHKAQVD
SWETVEGNEGWNWDNVLAY SLQAERARAPNAKQIAAGHYFNASCHGVNGTVHAGPRDTGD
DYSPIVKALMSAVEDRGVPTKKDFGCGDPHGVSMFPNTLHEDQVRSDAAREWLLPNYQRP
NLOVLTGQYVGKVLLSQNGTTPRAVGVEFGTHKGNTHNVYAKHEVLLAAGSAVSPTILEY
SGIGMKSILEPLGIDIVVDLPVGLNLODOTTATVRSRIT SAGAGOGOAAWTATINETEGD
YSEKAHELLNTKLEQWAEEAVARGGEFHNTTALLIQYENYRDWIVNHNVAY SELFLDTAGY
ASFDVADLLPFTRGYVHILDKDPYLHHFAYDPOYFLNELDLLGOAARATQLARNI SNSGAM
QTYFAGETIPGDNLAYDADLSAWTEY IPYHFRPNYHGVGTCSMMPREMGGVVDNAARVYG
VOGLRVIDGSIPPTOMSSHYMTVEYAMALKISDAILEDYASMQ

Secuencias de nucleétidos

SEQ D NO: 10 (GOx-T30; 194V) :

AGCAATGGCATTGAAGCCAGCCTCCTGACTGATCCCAAGGATGTCTCCGGCCGCACGGTC
GACTACATCATCGCTGGTGGAGGTCTGGTTGGACTCACCACCGCTGCTCGTCTGACGGAG
AACCCCAACATCAGTIGTGCTCGTCATCGARAGTGGCTCCTACGAGTCGGACAGAGGTCCT
ATCATTGAGGACCTGAACGCCTACGGCGACATCTTTGGCAGCAGTGTAGACCACGCCTAC
GAGACCGTGGAGCTCGCTACCAACRAATCAARCCGCGCCTCGTCCGCCTCCGGAAATGCGTCTC
GGTGGCTCTACTCTAGTGAATGGTGGCACCTGGACTCGCCCCCACAAGGCACAGGTTGAC
TCTTGGGAGACTGTCTTTGGAAATGAGGGCTGCGAACTGGGACAATGTGGCCGCCTACTCC
CTCCAGGCTGAGCGTGCTCGCGCACCARATGCCAAACAGATCGCTGCTGGCCACTACTTC
AACGCATCCTGCCATGGTGTTAATGGTACTGTCCATGCCGGACCCCGCGACACCGGCGAT
GACTATTCTCCCATCGTCAAGGCTCTCATGAGCGCTGTCGAAGACCGGGGCGTTCCCACC
AAGAALGACTTCGGATGCCGTCACCCCCATGGTGTGTCCATGTTCCCCAACACCTTGCAC
GAAGACCAAGTGCGCTCCGATGCCGCTCGCGAATGGCTACTTCCCAACTACCAACGTCCC
AACCTGCAAGTCCTGACCGGACAGTATGTTGGTAAGGTGCTCCTTAGCCAGAACGGCACC
ACCCCTCGTGCCGTTGGCGTGGAATTCGGCACCCACAAGGGCAACACCCACAACGTTTAC
GCTAAGCACGAGGTCCTCCTGGCCGCGEGCTCCGCTGTCTCTCCCACAATCCTCGAATAT
TCCGGTATCGGAATGAAGTCCATCCTGGAGCCCCTTGGTATCGACACCGTCGTTGACCTG
CCCGTCGGCTTGAACCTGCAGGACCAGACCACCGCTACCGTCCGCTCCCGCATCACCTCT
GCTGGTGCAGGACAGGGACAGGCCGCTTGGTTCGCCACCTTCAACGAGACCTTTGGTGAC
TATTCCGAAAAGGCACACCGAGCTGCTCAACACCAAGCTGGAGCAGTGGGCCGAAGAGGCC
GTCGCCCGTGGCGGATTCCACAACACCACCGCCTTGCTCATCCAGTACGAGAACTACCGC
GACTGGATTGTCAACCACAACGTCGCGTACTCGGAACTCTTCCTCGACACTGCCGGAGTA
GCCAGCTTCGATGTGTGGGACCTTCTGCCCTTCACCCGAGGATACGTTCACATCCTCGAC
AAGGACCCCTACCTTCACCACTTCGCCTACGACCCTCAGTACTTCCTCARCGAGCTGGAC
CTGCTCGGTCAGGCTIGCCGCTACTCAACTGGCCCGCAACATCTCCAACTCCGGTGCCATG
CAGACCTACTTCGCTGGGGAGACTATCCCCGGTGATAACCTCGCGTATGATGCCGATTTG
AGCGCCTGGACTGAGTACATCCCGTACCACTTCCGTCCTAACTACCATGGCGTGGGTACT
TGCTCCATGATGCCGAAGGAGATGGGCGGTIGTTGTITGATAATGCTGCCCGTGTGTATGGT
GTGCAGGGACTGCGTGTCATTGATGGTTCTATTCCTCCTACGCAAATGTCGTCCCATGTC
ATGACGGTGTTCTATGCCATGCGCGCTARARATTTCGGATGCTATCTTGGAAGATTATGCT
TCCATGCAG
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SEQ ID NO: 11 (GOx-EZ07) :

AGCAATGGCATTGAAGCCAGCCTCCTGACTGATCCCAAGGATGTCTCCGGECCGCACGGTC
GACTACATCATCGCTGGTIGGAGGTCTGGTTGGACTCACCACCGCTGCTCGTCTGACGGAG
AACCCCAACATCAGTGTGCTCGTCATCGAAAGTGGCTCCTACGAGTCGGACAGAGGTCCT
ATCATTGAGGACCTGAACGCCTACGGCGACATCTTTGCGCAGCAGTGTAGACCACGCCTAC
GAGACCGTGGAGCTCGCTACCAACAATCARARACCGCGCTGETCCGCTCCGGAAATGGTCTC
GGTGGCTCTACTCTAGTGAATGGTGCCACCTGGACTCGCCCCCACAAGGCACAGGTTGAC
TCTTGGGAGACTGTCTTTGGAAATGAGGGCTGGAACTGGGACAATGTGGCCGCCTACTCC
CTCCAGGCTGAGCGTGCTCGCGCACCARATGCCAAACAGATCGCTGCTGGCCACTACTTC
AACGCATCCTGCCATGGTGTTAATGGTACTGTCCATGTTGGACCCCGCGACACCGGCGAT
GACTATTCTCCCATCGTCAAGGCTCTCATGAGCGCTGTCGAAGACCGGGGCGTTCCCACC
AAGAAAGACTTCGGATGCGGTGACCCCCATGGTGTGTCCATGTTCCCCARCACCTTGCAC
GAAGACCAAGTGCGCTCCGATGCCGCTCGCGAATGGCTACTTCCCAACTACCAACGTCCC
AACCTGCAAGTCCTGACCGGACAGTATGTTGGTAAGGTGCTCCTTAGCCAGARCGGCACC
ACCCCTCGTGCCGTTGGCGTGGRAATTCGGCACCCACAAGGGCAACACCCACAACGTTTAC
GCTARAGCACGAGGTICCTCCTGGCCGCGGGCTCCGCTCTCTCTCCCACARTCCTCGAATAT

TCCGGTATCGGAATGAAGTCCATCCTGCAGCCCCTTGGTATCGACACCGTCGTTGACCTG
CCCGTCGGCTTGAACCTGCAGGACCAGACCACCAGTACCGTCCGCTCCCGCATCACCTCT

GCTGGTGCAGGACAGGGACAGGCCGCTTIGGTTCGCCACCTTCAACGAGACCTTTGGTGAC
TATTCCGAAAAGGCACACGAGCTGCTCAACACCAAGCTCGAGCAGTGGGCCGAAGAGGCC
GTCGCCCETGGCGGATTCCACAACACCACCGCCTTGCTCATCCAGTACGAGAACTACCGC
GACTGGATTGTCAACCACAACGTCGCGTACTCGGAACTCATTCTCGACACTGCCGGAGTA
GCCAGCTTCGATGCTGTGGGACCTTCTGCCCTTCACCCGAGGATACGTTCACATCCTCGAC
AAGGACCCCTACCTTCACCACTICGCCTACGACCCTCAGTACTTCCTICAACGAGCTGGAC
CTGCTCGGTCAGGCTGCCGCTACTCAACTGGCCCGCARCATCTCCAACTCCGGTGCCATG
CAGACCTACTTCGCTGGGGAGACTATCCCCGGTGATAACCTCGCGTATGATGCCGATTTG
AGCGCCTGGACTGAGTACATCCCGTACCACTTCCGTCCTAACTACCATGGCGTGGGTACT
TGCTCCATGATGCCGARGGAGATGGGCGGTGTTGTTGATAATGCTGCCCGTGTGTATGGT
GTGCAGGGACTGCGTGTCATTGATGGTTCTATTCCTCCTACGCAAATGTCGTCCCATACG
ATGACGGTGITCTATGCCATGGCGCTAAAAATTTCGGATGCTATCTTGGAAGATTATGCT
TCCATGCAG
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SEQ ID NO: 12 (GOx-EZ06) :

AGCAATGGCATTGAAGCCAGCCTCCTGACTGATCCCAAGGATGTCTCCGGCCGCACGGTC
GACTACATCATCGCTGGTGGAGGTCTGGTTGGACTCACCACCGCTGCTCGTCTGACGGAG
AACCCCAACATCAGTGTGCTCGTCATCCGAAAGTGGC TCCTACGAGTCGGACAGAGGTCCT
ATCATTGAGGACCTGAACGCCTACGGCGACATCTTTGGCAGCAGTGTAGACCACGCCTAC
GAGACCGTGGAGCTCGCTACCAACAATCARAACCGCGCTGGTCCGCTCCGGARATGGTCTC
GGTGGCTCTACTCTAGTCGAATGGTGGCACCTGGACTCGCCCCCACAAGGCACAGGTTGAC
TCTTGGGAGACTGTICTTTGGAAATGAGGGCTCGAACTGGGACAATGTGGCCGCCTACTCC
CTCCAGGCTGAGCGTGCTCGCGCACCAAATGCCAAACAGATCGCTGCTGGCCACTACTTC
AACGCATCCTIGCCATGGTIGTITAATGGTACTGTCCATATTGGACCCCGCGACACCGGLGAT
GACTATTCTCCCATCGTCAAGGCTCTCATGAGCGCTGTCGAAGACCEGGGCGTTCCCACC
AAGAAAGACTTCGGATGCGGTGACCCCCATGGTGTGTCCATGTICCCCAACACCTTIGCAC
GAAGACCAAGTGCGCTCCGATGCCGLTCGCGAATGGCTACTTCCCAACTACCARCGTCCC
AACCTGCAAGTCCTGACCGGACAGTATGTTGGTAAGGTGCTCCTTAGCCAGARCGGCACC
ACCCCTCGTGCCGTTGGCGTGGAATTCGGCACCCACAAGGGCAACACCCACAACGTTTAC
GCTAAGCACGAGGTCCTCCTGGCCGCGEGCTCCGCTGTCTCTCCCACAATCCTCGAATAT
TCCGGTATCGGAATGRAAGTCCATCCTGGAGCCCCTTGGTATCGACACCGTCGTTGRACCTG
CCCCTCGGCTTGAACCTGCAGGACCAGACCACCAGTACCGTCCGCTCCCGCATCACCTICT
GCTGGTGCAGGACAGGGACAGGCCGCTTGGTTCGCCACCTTCAACGAGACCTTTGGTGAC
TATTCCGAAAAGGCACACGAGCTGCTCAACACCAAGCTGGAGCAGTGGGCCGAAGAGGCC
GTCGCCCGTGGCGGATTCCACAACACCACCGCCTTGCTCATCCAGTACGAGAACTACCGC
GACTGGATTGTCAACCACAACGTCGCGTACTCGGAACTCCTTCTCGACACTGCCGGAGTA
GCCAGCTTCGATGTGTGGGACCTTCTGCCCTTCACCCGAGGATACGTTCACATCCTCGAC
AAGGACCCCTACCTTCACCACTTCGCCTACGACCCTCAGTACTTICCTCAACGAGCTGGAC
CTGCTCGGTCAGGCTGCCGCTACTCAACTGGCCCGCAACATCTCCAACTCCGGTGCCATG
CAGACCTACTTCGCTGGGGAGACTATCCCCGGTGATAACCTCGCGTATGATGCCGATTTG
AGCGCCTGGACTGAGTACATCCCGTACCACTTCCGTCCTAACTACCATGGCGTGGGTACT
TGCTCCATGATGCCGAAGGAGATGGGCGGTIGTITGTTGATAATGCTGCCCGTGTCGTATGGET
GTCGCAGGGACTGCGTGTCATTGATGGTICTATTCCTCCTACGCAAATGTCGTCCCATGTC
ATGACGGTGTTCTATGCCATGGCGCTAAAAATTTCGGATGCTATCTTGGAAGATTATGCT
TCCATGCAG

SEQ ID NO: 13 (GOx-EZ08) :

AGCAATGGCATTGAAGCCAGCCTCCTGACTGATCCCAAGGATGTCTCCGGCCGCACGGTC
GACTACATCATCGCTGGTGGAGGTCTGGTTGGACTCACCACCGCTGCTCGTCTGACGGAG
AACCCCAACATCAGTGTGCTCGTCATCGAAAGTGGECTCCTACGAGTCGGACAGAGGTCCT
ATCATTGAGGACCTGAACGCCTACGGCGACATCTITTIGGCAGCAGTGTAGACCACGCCTAC
GAGACCGTGGAGCTCGCTACCAACAATCAAACCCCGCTGGTCCGCTCCGGARATCGTCTC
GGTGGCTCTACTCTAGTGAATGGTGGCACCTGGACTCGCCCCCACRAGGCACAGGTTGAC
TCTTGGGAGACTGTCTTIGGAAATGAGGGCTGGAACTGGGACAATGTGGCCGCCTACTCC
CTCCAGGCTGAGCGTGCTCGCGCACCAAATGCCAAACAGATCCCTGCTGGCCACTACTTC
AACGCATCCTGCCATGGTGTTAATGGTACTGTCCATGTTGGACCCCGCGACACCGGCGAT
GACTATTCTCCCATCGTCAAGGCTCTCATGAGCGCTGTCGARGACCGGGGCGTTCCCACC
AAGAAAGACTTCGGATGCGGTGACCCCCATGGTGTGTCCATGTTCCCCAACACCTTGCAC
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GAAGACCAAGTGCGCTCCGATGCCGCTCGCGAATGGCTACTTCCCAACTACCARCGTCCC
ARACCTGCAAGTCCTGACCGGACAGTATGTTGGTAAGGTGCTCCTTAGUCAGAACGGCACC
ACCCCTCGETGCCGTTGGCGTGGAATTCGGCACCCACAAGGGCAACACCCACAACGTTITAC
GCTAAGCACGAGGTCCTCCTGGCCGCGGGCTCCGCTGTCTCTCCCACAATCCTCGAATAT
TCCGGTATCGGAATGAAGTCCATCCTGGAGCCCCTTGGTATCGACACCGTCGTTGACCTG
CCCGTICGGCTTGAACCTGCAGGACCAGACCACCAATACCGTCCGCTCCCGCATCACCTCT
GCTGGTGCAGGACAGGGACAGGCCGCTTGGTTCGCCACCTTCAACGAGACCTTTGGTGAC
TATTCCGAARARGGCACACGAGCTGCTCAACACCAAGCTGGAGCAGTGGGCCGAAGAGGCC
GTCGCCCGTGGCGGATTCCACAACACCACCGCCTTGCTCATCCAGTACGAGRAACTACCGC
GACTGGATTGTCAACCACAACGTCGCGTACTCGGAACTCTTTCTCGACACTGCCGGAGTA
GCCAGCTTCGATGTGTGGGACCTTCTGCCCTTCACCCGAGGATACGTTCACATCCTCGAC
ARGGACCCCTACCTTCACCACTTCGCCTACGACCCTCAGTACTTCCTCAACGAGCTGGAC
CTGCTCGGTCAGGCTGCCGCTACTCAACTGGCCCGCAACATCTCCAACTCCGGTGCCATG
CAGACCTACTTCGCTGGGGAGACTATCCCCGGTGATAACCTCGCGTATGATGCCGATTTG
AGCGCCTGGACTGAGTACATCCCGTACCACTTCCGTCCTAACTACCATGGCGTGGGTACT
TGCTCCATGATGCCGAAGGAGATGGGCGGTGTTGTTGATAATGCTGCCCGTGTGTATGET
GTGCAGGGACTGCGTGTCATTGATGGTTCTATTCCTCCTACGCAAATGTCGTCCCATCCG
ATGACGGTGTTCTATGCCATGGCGCTARARATTTCGGATGCTATCTTGGAAGATTATGCT
TCCATGCAG

SEQ ID NO: 14 (GOx-EZ10) :

AGCAATGGCATTGAAGCCAGCCTCCTGACTGATCCCAAGGATGTCTCCGGCCGCACGGTC
GACTACATCATCGCTGGTCGAGGTCTIGGTTGGACTCACCACCGCTGCTCGTCTGACGGAG
AACCCCAACATCAGTGTGCTCGTCATCGARAGTGGCTCCTACGAGTCGGACAGAGGTCCT
ATCATTGAGGACCTGAACGCCTACGGCGACATCTTTGGCAGCAGTGTAGACCACGCCTAC
GAGACCGTGGAGCTCGCTACCARCAATCAAACCGCGUTGGTCCGCTCCGGAAATGGTCTC
GGTGGCTCTACTCTAGTGAATGGTGGCACCTGGACTCGCCCCCACAAGGCACAGGTTGAC
TCTTGGGAGACTGTICTTTGGAAATGAGGGCTGGAACTGGGACAATGTGGCCGCCTACTCC
CTCCAGGCTGAGCGTGCTCGCGCACCAAATGCCAAACAGATCGCTGCTGGCCACTACTTC
AACGCATCCTGCCATGGTGTTAATGCTACTGTCCATGTTGGACCCCGCCACACCGGCGAT
GACTATTCTCCCATCGTCAAGGCTCTCATGAGCGCTGTCGAAGACTGGGGCGTTCCCACC
AAGAAAGACTTCGGATGCOGTGACCCCCATGGTGTGTCCATCTTCCCCAACACCTTGCAC
GAAGACCAAGTGCGCTCCGATGCCGCTCGCGAATGGCTACTTCCCAACTACCAACGTCCC
AACCTGCAAGTCCTGACCGGACAGTATGTIGGTAAGGTGCTCCTTAGCCAGAACGGCALCC
ACCCCTCGTGCCGITGGCGTGGAATTCGGCACCCACAAGGGCAACACCCACAACGTTTAC
GCTAAGCACGAGGTCCTCCTGGCCGCGGGCTCCGCTGTCTCTCCCACAATCCTCGAATAT
TCCGGTATCGGAATGARGTCCATCCTGGAGCCCCTTGGTATCGACACCGTCGTTGACCTG
CCCGTCGGCTTIGAACCTGCAGGACCAGACCACCAATACCGTCCGCTCCCGCATCACCTCT
GCTGGTGCAGGACAGGGACAGGCCGCTTGGTTCGCCACCTTCAACGAGACCTTTGGTGAC
TATTCCGAAAAGGCACACGAGCTGCTCAACACCAAGCTGGAGCAGTGGGCCGAAGAGGCC
GTCGCCCGTGGCGCATTCCACARCACCACCGCCTTGCTCATCCAGTACCAGAACTACCGC
GACTGGATTGTCAARCCACAACGTCGCGTACTCGGAACTCGTTCTCGACACTGCCGGAGTA
GCCAGCTTCGATGTGTGGGACCTTCTGCCCTTCACCCGAGGATACGTTCACATCCTCGAC
AAGGACCCCTACCTTCACCACTTCGCCTACGACCCTCAGTACTTCCTCAACGAGCTGGAC
CTGCTCGGTCAGGCTGCCGCTACTCAACTGGCCCGCAACATCTCCAACTCCGGTGCCATG
CAGACCTACTTCGCTGGGGAGACTATCCCCGGTGATAACCTCGCGTATGATGCCGATT TG
AGCGCCTGGACTGAGTACATCCCGTACCACTTCCGTCCTAACTACCATGGCGTGGGTACT
TGCTCCATGATGCCGAAGGAGATGGGCGETGTTGTTGATAATGCTGCCCGTGTGTATGET
GTGCAGGGACTGCGTGTCATTGATGGTTCTATTICCTCCTACGCAAATGTCGTCCCATCTG
ATGACGGTGTTCTATGCCATCGCGCTAAARAATTTCGGATGCTATCTTGGAAGATTATGCT
TCCATGCAG
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SEQ ID NO: 15 (GOx-EZ11) :

AGCAATGGCATTGAAGCCAGCCTCCTGACTGATCCCAAGGATGTCTCCGGCCGCACGETC
GACTACATCATCGCTGGTGGAGGTCTGGTTGGACTCACCACCGCTGCTCGTCTGACGGAG
AACCCCAACATCAGTGTGCTCGTCATCGAAAGTGECTCCTACGAGTCGGACAGAGGTCCT
ATCATTGAGGACCTGAACGCCTACGGCGACATCTTTGGCAGCAGTGTAGACCACGCCTAC
GAGACCGTGGAGCTCGCTACCAACAATCAAACCGCGCTGGTCCGCTCCGGARAATGGTCTC

GGTGGCTCTACTCTAGTGAATGGTGGCACCTGGACTCGCCCCCACAAGGCACAGGTTGAC
TCTTGGGAGACTGTCTTTGGAAATCAGGGCTGGAACTGGGACAATGTGGCCGCCTACTCC

CTCCAGGCTGAGCGTGCTCCCGCACCAAATCCCAAACAGATCGCTGCTGGCCACTACTTC
AACGCATCCTGCCATGGTGTTAATGGTACTGTCCATGCCGGACCCCGCGACACCGGCGAT
GACTATTCTCCCATCGTCAAGGCTCTCATGAGCCCTGTCCAAGACCGGGGCGTTCCCACC
AAGAAAGACTTCGGATGCGGTGACCCCCATGGTGTGTCCATGTTCCCCARCACCTTGCAC
GAAGACCAAGTGCGCTCCGATGCCGCTCGCGAATGGCTACTTCCCAACTACCAACGTCCC
AACCTGCAAGTCCTGACCGGACAGTATGTTGGTAAGGTGCTCCTTAGCCAGAACGGCACC
ACCCCTCGTGCCGTTGGCGTGGAATTCGGCACCCACAAGCGCAARCACCCACAACGTTTAC
GCTAAGCACGAGGTCCTCCTGGCCGCGGGCTCCGCTGTCTCTCCCACAATCCTCGAATAT
TCCGGTATCGGAATGAAGTCCATCCTGGAGCCCCTTGGTATCGACACCGTICGTTGACCTG
CCCGTCGGCTTGAACCTGCAGGACCAGACCACCAGTACCGTCCGCTCCCGCATCACCTCT
GCTGGTIGCAGGACAGGGACAGGCCGCTTGGTTCGCCACCTTCAACGAGACCTTTGGTGAC
TATTCCGAAAAGGCACACGAGCTGCTCAACACCAAGCTGGAGCAGTGGGCCGAAGAGGCC
GTCGCCCGTGGCGGATTCCACAACACCACCGCCTTGCTCATCCAGTACGAGAACTACCGC
GACTGGATTGTCAACCACAACGTCGCGTACTCGGAACTCTITCCTCGACACTGCCGGAGTA
GCCAGCTTCGATGTGTGGGACCTTCTGCCCTTCACCCGAGGATACGTTCACATCCTCGAC
AAGGACCCCTACCTTICACCACTICGCCTACGACCCTCAGTACTTCCTCAACGAGCTGGAC
CTGCTCGGTCAGGCTGCCGCTACTCAACTGGCCCGCAACATCTCCAACTCCGGTGCCATG
CAGACCTACTTCGCTGGGGAGACTATCCCCGGTGATAACCTCGCGTATGATGCCGATTTG
AGCGCCTGCACTGAGTACATCCCGTACCACTTCCGTCCTAACTACCATGCGCGTGGGTACT
TGCTCCATGATGCCGAAGGAGATGGGCGGTGTTGTTGATAATGCTGCCCGTGTGTATGGT
GTGCAGGGACTGCGTGTCATTGATGGTTCTATTCCTCCTACGCAAATGTCGTCCCATCCG
ATGACGGTGTTCTATGCCATGGCGCTARAAATTTCGGATGCTATCTTGGAAGATTATGCT
TCCATGCAG
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SEQ ID NO: 16 (GOx-EZ12) :

AGCAATGGCATTGAAGCCAGCCTCCTGACTGATCCCAAGGATGTCTCCGGCCGCACGGTC
GACTACATCATCGCTGGTGGAGGTCTGGTTGGACTCACCACCGCTGCTCGTCTGACGGAG
AACCCCAACATCAGIGTGCTCGTCATCGAAAGTGGCTTCTACGAGTCGGACAGAGGTCCT
ATCATTGAGGACCTGAACGCCTACGGCGACATCTTTGGCAGCAGTGTAGACCACGCCTAC
GAGACCGTGGAGCTCGCTACCAACAATCAARACCGCGCTGGTCCGCTCCGGARAATGCTCTC
GGTGGCTCTACTCTAGTGAATGCTGGCACCTGGACTCGCCCCCACAAGGCACAGGTTGAC
TCTTGGGAGACTGTCTTTGGAAATGAGGGCTGGAACTGGGACAATGTGGCCGCCTACTCC
CTCCAGGCTGAGCGTGCTCGCGCACCARATGCCARACAGATCGCTGCTGGCCACTACTTC
AACGCATCCTGCCATGGTGTTAATGGTACTGTCCATGCCGGACCCCGCCACACCGGLCGAT
GACTATTCTCCCATCGTCAAGGCTCTCATGAGCGCTGTCGAAGACCGGGGCGTTCCCALC
AAGAAAGACTTCGCATGCGGTGACCCCCATGGTGTGTCCATGTTCCCCAACACCTTGCAC
GAAGACCAAGTGCGCTCCGATGCCGCTCGCGAATGGCTACTTCCCAACTACCAACGTCCC
AACCTGCAAGTCCTGACCGGACAGTATGTTGGTAAGGTGCTCCTTAGCCAGAACGGLACC
ACCCCTCGTGCCGTTGGCGTGGAATTCGGCACCCACAAGGGCARCACCCACAACGTTTAC
GCTAAGCACGAGGTCCTCCTGGCCGCGGGCTCCGCTGTCTCTCCCACAATCCTCGAATAT
TCCGGTATCGCGAATGAAGTCCATCCTGCACCCCCTTGGCTATCGACACCGTCGTTGACCTG
CCCETCGGECTTGAACCTGCAGGACCAGACCACCAGTACCGTCCGCTCCCGCATCACCTCT
GCTGGTGCAGGACAGGCGACAGGCCGCTTGGTTCGCCACCTTCAACGAGACCTTTGGTGAC
TATTCCGAARAAGGCACACGAGCTGCTCAACACCAAGCTGGAGCAGTGGGCCGAAGAGGLC
GTCGCCCGTGGCGGATTCCACAACACCACCGCCTTGCTCATCCAGTACGAGAACTACCGC
GACTGGATTGTCAACCACAACGTCGCGTACTCGGAACTCTTCCTCGACACTGCCGGAGTA
GCCAGCTTCGATGTGTGGGACCTTCTGCCCTTCACCCGAGGATACGTTCACATCCTCGAC
AAGGACCCCTACCTTCACCACTTCGCCTACGACCCTCAGTACTTCCTCAACGAGCTGGAC
CTGCTCGGTCAGGCTGCCGCTACTCAACTGGCCCGCAACATCTCCAACTCCGGTGCCATG
CAGACCTACTTCGCTGGGGAGACTATCCCCGGTGATARCCTCGCGTATGATGCCGATTTG
AGCGCCTGGACTGAGTACATCCCGTACCACTTCCGTCCTAACTACCATGGCGTGGGTACT
TGCTCCATGATGCCGAAGGAGATGGGCGGTIGTTGTTGATAATGCTGCCCGTGTGTATGGT
GTGCAGGGACTGCGTGTCATTGATGGTTCTATTCCTCCTACGCAAATGTCGTCCCATGTC
ATGACGGTGTTCTATGCCATGGCGCTAAAAATTTCGGATCGCTATCTTGCAAGATTATGCT
TCCATGCAG

SEQ ID NO: 17 (GOx-EZ15) :

AGCAATGGCATTGAAGCCAGCCTCCTGACTGATCCCAAGGATGTCTCCGGCCGCACGGTC
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GACTACATCATCGCTGGTCGAGGTCTIGGTTCGACTCACCACCGCTGCTCGTCTGACCGAG
AACCCCAACATCAGTGTGCTCGTCATCGAAAGTGGC TCCTACGAGTCGGACAGAGGTCCT
ATCATTGAGGACCTGAACGCCTACGGCGACATCTTTGGCAGCAGTGTAGACCACGCCTAC
GAGACCGTGGAGCTCGCTACCARCAATCAAACCGCGCTGGTCCGCTCCGGARATGGTCTC
GGTGGCTCTACTCTAGTGAATGETGGCACCTGGACTCGCCCCCACAAGGCACAGGTTGAC
TCTTGGGAGACTGTCTTTGGAAATGAGGGCTGGAACTGGGACAATGTGTTGGCCTACTCC
CTCCAGGCTGAGCGTGCTCGCGCACCAAATGCCAAACAGATCGCTGCTGGCCACTACTTC
AACGCATCCTGCCATGGTGTTAATGGTACTGTCCATGCCGGACCCCGCGACACCGGCGAT
GACTATTCTCCCATCGTCAAGGCTCTCATGAGCGCTGTCGAAGACCGGGGCETTCCCACC
AAGAAAGACTTCGGATGCGGTGACCCCCATGGTGTGTCCATGTTICCCCAACACCTTGCAC
GAAGACCAAGTGCGCTCCGATGCCGCTCCCGAATCGCTACTTCCCAACTACCARCGTCCC
AACCTGCAAGTCCTGACCGGACAGTATGTTGGTAAGGTGCTCCTTAGCCAGAACGGCACC
ACCCCTCGTGCCGTTGGCGTGGAATTCGGCACCCACAAGGGCAACACCCACAACGTTTAC
GCTRAAGCACGAGGTCCTCCTGGCCGCGGGUTCCGCTGTCTCTCCCACAATCCTCGAATAT
TCCGGTATCGGAATGAAGTCCATCCTGGAGCCCCTTGGTATCGACACCGTCGTTGACCTG
CCCGTCGGCTTGRAACCTGCAGGACCAGACCACCGCTACCGTCCGLTCCCGCATCACCTCT
GCTGGTGCAGGACAGGGACAGGCCGCTTGGTTCGCCACCTTCAACGAGACCTTTGGTGAC
TATTCCGAAAAGGCACACCAGCTGCTCAACACCAAGCTGGAGCAGTGGGCCGAAGAGGCC
GTCGCCCGTGGECGGATTCCACARCACCACCGCCTTGCTCATCCAGTACGAGAACTACCGC
GACTGGATTCGTCARCCACAACGTCGCGTACTCGGAACTCTTCCTCGACACTGCCGGAGTA
GCCAGCTTCGATGTIGTGGGACCTTCTGCCCTTCACCCGAGGATACGTTCACATCCTCGAC
AAGGACCCCTACCTTCACCACTTCGCCTACGACCCTCAGTACTTCCTCAACGAGCTGGAC
CTGCTCGGTCAGGCTGCCGCTACTCAACTGGCCCGCAACATCTCCAACTCCGGTGCCATG
CAGACCTACTTCGCTGGGCAGACTATCCCCGGTGATAACCTCGCCGTATCGATGCCGATTTGC
AGCGCCTGGACTGAGTACATCCCGTACCACTTCCGTCCTAACTACCATGGCGTGGGTACT
TGCTCCATGATGCCGAAGGAGATGGGCGETGTTGTTGATAATGCTGCCCGTGTGTATGGT
GTGCAGGGACTGCCTGTCATTGATGGTTCTATTCCTCCTACGCAAATGTCGTCCCATGTC
ATGACGGTGTTCTATGCCATGGCGCTAARRAATTTCGGATGCTATCTTGGAAGATTATGCT
TCCATGCAG

En la siguientes seccién Ejemplos, todos los reactivos, enzimas de restriccién y otros materiales se obtuvieron de
Roche Diagnostics Alemania, a menos que se especifiquen otras fuentes comerciales, y se usaron de acuerdo con las
instrucciones dadas por los proveedores. Las operaciones y procedimientos empleados para la purificacion,
caracterizacion y clonacion de ADN son bien conocidos en la técnica [Ausubel, F., et al., en "Current protocols in
molecular biology" (1994), Wiley] y se pueden adaptar como se requiera por el experto en la técnica.

Ejemplos

La presente invencion se ilustrara en detalle por medio de los ejemplos a continuacion, aunque la presente invencion
no estara limitada a esos ejemplos especificos.

La esencia de la presente invencion es el hallazgo inesperado y sorprendente de variantes de GOx especificas que
presentan propiedades mejoradas sobre GOx conocidas en el campo de las mediciones de glucemia, es decir,
manteniendo su especificidad para el sustrato glucosa y reduciendo significativamente las tasas de consumo de
oxigeno por medio de un cambio de actividad oxidasa hacia actividad deshidrogenasa y/o teniendo una actividad
incrementada para mediadores de electrones distintos del oxigeno especificos.

Para demostrar las propiedades de GOx de las variantes de GOx de acuerdo con la invencién, los inventores no
pudieron confiar en la mayoria de los ensayos de actividad disponibles que indican la reduccién de oxigeno molecular
a peroxido de hidrégeno. Especificamente, para la transferencia de electrones mediada, Zhu et al. (2006; 2007)
establecieron un ensayo de deteccion por GOx basado en producto (a continuacién en el presente documento GODA)
[Zhu, Z., Momeu, C., Zakhartsev, M. y Schwaneberg, U. (2006). Making glucose oxidase fit for biofuel cell applications
by directed protein evolution. Biosensors and Bioelectronics 21, 2046-2051; Zhu, Z., Wang, M., Gautam, A., Nazor, J.,
Momeu, C., R, P., y U, S. (2007). Directed evolution of glucose oxidase from Aspergillus niger for ferrocenemethanol-
mediated electron transfer. Biotechnology Journal 2, 241-248]. Esos ensayos, de hecho, permiten la deteccion
independiente del oxigeno de gluconolactona, pero todavia en presencia de oxigeno no es posible detectar
especificamente la transferencia de electrones mediada por mediadores distintos del oxigeno, lo que es altamente
pertinente en el caso de dispositivos analiticos para glucemia en tiempo real.

En los siguientes ejemplos, los inventores sometieron a prueba, por lo tanto, variantes de GOx especificas de la
invencion, por separado para determinar su transferencia de electrones mediada, la transferencia de electrones por
oxigeno y su especificidad para glucosa para demostrar la esencia de la invencion. Ademas, también se sometieron a
prueba las propiedades en términos de termoestabilidad.
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En consecuencia, los inventores usaron ensayo de ABTS bien conocido [Sun, L., Bulter, T., Alcalde, M., Petrounia, I.P.
y Arnold, F.H. (2002). Modification of galactose oxidase to introduce glucose 6-oxidase activity. Chembiochem 3, 781-
783] para detectar la actividad de las variantes de GOx en oxigeno. La figura 1 muestra el principio de la determinacién
de la actividad en oxigeno.

Pruebas para variantes de GOx

Para someter a prueba las sustituciones aminoacidicas apropiadas para determinar su mejora sobre las propiedades
de GOx en términos de especificidad para glucosa, tasas de consumo de oxigeno reducidas y/o actividad
incrementada para mediadores especificos distintos del oxigeno, se sometieron a prueba variantes de GOx especificas
de la invencion

(i) para determinar sus tasas de consumo de oxigeno, es decir, la actividad enzimatica usando oxigeno como un
aceptador de electrones en un ensayo de ABTS colorimétrico y

(i) para determinar la transferencia de electrones mediada por el mediador de nitrosoanilina como mediador ejemplar

(iii) para determinar la transferencia de electrones mediada por el mediador de nitrosoanilina como mediador ejemplar
en presencia de diferentes azicares como sustrato, es decir, glucosa, galactosa, maltosa, xilosa, maltotriosa.

Para dicha transferencia de electrones mediada se us6 un compuesto de p-nitrosonanilina [Becker, O. (2005). Die
Glucose-Dye-Oxidoreduktase in der klinischen Diagnostik. Tesis DOCTORAL, Technische Universitét Kaiserslautern,
Kaiserslautern]. La figura 2 muestra el principio del ensayo de mediador, es decir, un ensayo de PMO (acido
fosfomolibdico), en el que se aplica el mediador de nitrosoanilina N,N-bis(2-hidroxietil)-4-nitrosoanilina.

En el ensayo anterior, dos electrones, que resultan de la reaccion con mediador, se transfieren al PMO. El PMO se
reduce posteriormente. El cambio de color de amarillo palido, del PMO oxidado, a azul oscuro, del PMO reducido, se
controlo por absorcion a 700 nm.

Para demostrar las variantes de GOx especificas de acuerdo con la invencion, el ensayo de mediador descrito
anteriormente se adapto a bajas actividades GOx en sobrenadantes de células de levadura que muestran un amplio
intervalo de deteccion lineal de 0,65 U/l a 22 U/l en tampon fosfato de potasio (0,2 M, pH 7,0). Se obtuvo una
desviacion estandar en una placa de 96 pocillos de un 10,2 % en dichas condiciones. Para el calculo de la desviacion
estandar, se considero el fondo restando los valores del control negativo (desviacion estandar real).

Variantes de glucosa oxidasas

De acuerdo con la invencion, el doble mutante como se describe en Zhu et al. (2006; 2007) se eligié como material de
partida para las sustituciones aminoacidicas especificas proporcionadas en el presente documento. Este doble
mutante tiene las dos sustituciones T30V e 194V presentes de forma inherente (SEQ ID NO: 1). El GOx-T30V; 194V
muestra una estabilidad térmica mejorada, una estabilidad con respecto al pH mejorada, asi como un valor de Kcat
incrementado (de 69,5/s a 137,7/s) [Zhu, Z., Wang, M., Gautam, A., Nazor, J., Momeu, C., R, P. y U, S. (2007). Directed
evolution of glucose oxidase from Aspergillus niger for ferrocenemethanol-mediated electron transfer. Biotechnology
Jounal 2, 241-248].

Se eligié una cepa de Saccharomyces cerevisiae hipoglucosilante como huésped de expresion [Lehle, L., Eiden, A.,
Lehnert, K., Haselbeck, A., y Kopetzki, E. (1995). Glycoprotein biosynthesis in Saccharomyces cerevisiae: ngd29, an
N-glycosylation mutant allelic to ochl having a defect in the initiation of outer chain formation. FEBS Lett 370, 41-45].

Después del cultivo de los clones celulares que tienen sustituciones aminoacidicas especificas de acuerdo con la
invencion, se aplicaron en paralelo el ensayo de mediador y el ensayo de ABTS. Los clones, que mostraron actividad
para mediador incrementada, actividad para oxigeno reducida, o ambas, se seleccionaron para su investigacion
adicional. Por lo tanto, los clones seleccionados y los controles se cultivaron y cribaron 12 veces. Posteriormente, los
genes de GOx de variantes mejoradas de acuerdo con la invencion se aislaron y secuenciaron. Posteriormente, dichos
genes de variantes seleccionadas sirvieron como moldes para otras sustituciones aminoacidicas especificas.

Caracterizacion de las posiciones de aminoacido

Los inventores caracterizaron ademas las posiciones de aminoacido especificas de las variantes de GOx
proporcionadas en el presente documento, es decir, S53; A137; A173; A332; F414; y V560. Estas posiciones se
representan en la figura 3.

Precaracterizacion

Para investigar adicionalmente variantes de GOx especificas, los inventores realizaron una precaracterizacion,
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considerando las siguientes propiedades:

1) consumo de oxigeno

2) especificidad para glucosa como sustrato

3) cinética de Michaelis-Menten (actividad para mediador/afinidad por glucosa) y
4) estabilidad térmica.

El cultivo de los clones celulares correspondientes tuvo lugar en matraces de agitacion convencionales. Los
sobrenadantes se concentraron y tamponaron en fosfato de potasio 0,2 M, pH 7.

1) Tasa de consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno se determiné indirectamente por la oxidacion del sustrato cromégeno ABTS como se explica
en el punto gg) en la seccion Materiales y procedimientos a continuacion. Para demostrar estos datos, el consumo de
oxigeno se midio directamente usando una sonda 6ptica de oxigeno. Las variantes de GOx se normalizaron a 2 U/l
en el enfoque de la reaccion.

2) Especificidad

Como ya se explica anteriormente, la especificidad de GOx para el sustrato glucosa desempefia un papel importante
en la determinacién de glucosa enzimatica, puesto que existen azucares clinicamente pertinentes junto a la glucosa,
tales como los cuatro azucares galactosa, maltosa, xilosa y maltoriosa. Por lo tanto, para demostrar la especificidad
de las variantes de GOx proporcionadas en el presente documento, se eligieron dichos azlcares y se compararon con
glucosa. Para estos estudios se us6 el ensayo de mediador, se aplicé 181,8 mM de cada azucar.

3) Actividad para mediador/afinidad por glucosa

Para un estudio mas detallado sobre la actividad para mediador y para una determinacion de la afinidad por glucosa,
los inventores aplicaron pruebas de las variantes divulgadas en el presente documento para la cinética de Michaelis-
Menten.

4) Termoestabilidad

La termoestabilidad de las variantes de GOx seleccionadas de la invencidn se analizé aplicando el ensayo de mediador
como se explica en la seccion Materiales y procedimientos en el punto ff). Como controles adicionales, también se
analizaron una GOx hiperglucosilada, expresada en Aspergillus niger y la GOx-WT desglucosilada.

Caracterizacion final de la variante de GOx GOx-EZ07

Para la caracterizacion final, se cultivé la cepa de S. cerevsiae que expresaba GOx-EZ07 respectiva en un fermentador
de 10 [, la GOx-EZQ7 obtenida se purifico posteriormente. La pureza de la preparacion enzimatica final fue mayor de
un 90 % en tampon fosfato de potasio 50 mM, pH 7. Como en la fase de precaracterizacion, se estudiaron el consumo
de oxigeno, la especificidad, la actividad y la afinidad por glucosa. Para la determinacion especifica de la concentracion
de GOx, se aplicéd un ELISA (véase la seccion Materiales y procedimientos en el punto ee).

La variante GOx-EZ07 también se caracteriz6 en términos de

1a) consumo de oxigeno

2a) especificidad para glucosa como sustrato

3a) cinética de Michaelis-Menten (actividad para mediador/afinidad por glucosa) y

4a) termoestabilidad.

1a) Consumo de oxigeno de GOx-EZ07

La medicién se implementé como se describe en 1). Todas las enzimas sometidas a prueba (GOx-WT; GOx-T30V;
194V, y la GOx-EZ07) se purificaron por un protocolo estandar como se explica en la seccion Materiales y
procedimientos en el punto dd) y se ajustaron a una concentracién de proteina de 5 pg/ml.

Se detectaron las siguientes tasas de consumo de oxigeno [%/min]: GOx-WT: 17,44; GOx-T30V; 194V: 24,22 y la GOx-

EZ07 de la invencion: 3,86. La actividad para oxigeno residual de la GOx-EZ07 es de un 15,9 % en comparacion con
GOx-T30V; 194V, y de un 22,13 % en comparacion con GOx-WT.
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2a) Especificidad de GOx-EZ07

La medicion se implementd como se describe en 2).
3a) Cinética de Michaelis-Menten de GOx-EZ07
La medicion se implementd como se describe en 3).
4a) Termoestabilidad

La medicion se implementd como se describe en 4).
Resultados

Los inventores descubrieron las seis posiciones de aminoacido distintas S53; A137; A173; A332; F414; y V560, que
son responsables de las tasas de consumo de oxigeno reducidas y/o actividad para mediador incrementada para
mediadores distintos del oxigeno. Ademas, los inventores descubrieron efectos cooperativos entre las seis posiciones
de aminoacido que posibilitan al experto en la técnica disefiar variantes de GOx en términos de especificidad para
glucosa, tasas de consumo de oxigeno significativamente reducidas y/o actividad incrementada para mediadores
distintos del oxigeno.

En particular, los inventores descubrieron que las posiciones V560 y F414, solas o bien en combinacién, son
responsables de reducir significativamente las tasas de consumo de oxigeno y/o son responsables de incrementar
significativamente la actividad para mediador. Ademas, se descubrié que las posiciones A173 y A332 eran
responsables de ambas en combinacion, es decir, un incremento significativo de la actividad para mediador y
simultaneamente una reduccién significativa de las tasas de consumo de oxigeno de las variantes de GOx
proporcionadas en el presente documento. Se descubrié que las posiciones S53 y A137 eran responsables de
incrementar significativamente la actividad para mediador para mediadores especificos distintos del oxigeno. Ademas,
los inventores descubrieron que aminoacidos especificos eran adecuados para las variantes de GOx proporcionadas
por la presente invencion.

La tabla 1 muestra de forma ejemplar un conjunto adecuado de aminoacidos para las posiciones 173, 332, 414
y 560 y los codones redundantes correspondientes.

Residuo Conjunto reducido de aminoacidos Codones redundantes
173 AITV RYT
332 SN ART
414 RNDCGHILFSTV NDT
560 AILMPTV VYK

Las actividades especificas de las variantes de GOx sometidas a prueba de acuerdo con la invenciéon se muestran en
la tabla 2 mediante una numeracion de EZ respectiva. La tabla es una comparacién de las variantes de GOx sometidas
a prueba de acuerdo con la invencion con respecto a la actividad para mediador por medio del ensayo de mediador y
las propiedades de consumo de oxigeno por medio del ensayo de ABTS.

Los resultados se muestran en forma de una proporcién (cociente) entre las variantes de GOx de acuerdo con la
invencion y el mutante original, es decir, el GOx-T30V; 194V como material de partida. Los resultados de las diferentes
placas de microvaloracién fueron comparables. La proporcion se basa en las actividades especificas [U/mg],
determinadas por la técnica de ELISA convencional como se explica en la seccién Materiales y procedimientos en el
punto ee). La tabla también muestra las sustituciones exactas de las posiciones de aminoacido sometidas a prueba
de acuerdo con la presente invencion.
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Tabla 2: Variantes de GOx especificas de la invencién con un cédigo numérico de EZ, sometidas a prueba para
determinar la actividad para mediador y para determinar la actividad para oxigeno (residual).

Variante de |A173|A 332 |[A 137 |F 414 |V 560 |S 53 |Variante de GOx con Variante de GOx con

GOx respecto a actividad para |respecto a actividad para
mediador/GOx-T30V; 194V |oxigeno/GOx-T30V; 194V

Gox-T30V; |- - - - - - 1,0 1,0

194V

(referencia)

EZ03 T - - L - - 1,5 0,1

EZ05 - S - - A - 1,1 0,1

EZ12 - S - - - F 1,7 1,5

EZ06 | S - L - - 1,6 0,3

EZ07 \' S - | T - 4.4 0,1

EZ08 \' N - - P - 1,0 0,1

EZ10 \' N - \'} L - 2,2 0,1

EZ11 - S - - P - 1,2 0,1

EZ15 - - L - - - 6,0 4,0

Los resultados muestran las diferentes variantes especificas (EZ03, EZ05, EZ12, EZ06, EZ07, EZ08, EZ10, EZ11,
EZ15) que tienen las propiedades esenciales de acuerdo con la invencion, es decir, la afinidad por oxigeno reducida
que da lugar a tasas de consumo de oxigeno significativamente reducidas y/o la actividad para mediador incrementada
en comparacién con el mutante original GOx-T30V; 194V. Las variantes EZ03, EZ05, EZ07, EZ08 y EZ10 estaban
sometidas a otros estudios.

Por ejemplo, los inventores descubrieron que tanto la GOx-EZ07 como EZ10 muestran mejoras significativas en cuanto
a actividad para mediador incrementada, asi como una disminucion significativa en el ensayo de oxigeno en
comparacioén con el mutante original.

En particular, los inventores descubrieron que la variante EZ07 como que era una variante de GOx significativamente
mejorada de acuerdo con la invencién sin ninguna limitacion a las sustituciones aminoacidicas especificas
correspondientes de dicha variante. EZ07 muestra un incremento en 4,4 veces en el ensayo de mediador en
comparacién con el mutante original y solo una actividad para oxigeno en 0,1 veces de la actividad para oxigeno del
mutante original en el ensayo de ABTS. En cambio, las variantes de GOx EZ12 y EZ15 muestran incrementos
simultaneos tanto para actividad para mediador como para oxigeno en comparacion con el mutante original. EZ12
tiene una sustitucion adicional en la posicion S53 en comparacion con el mutante original (véase la tabla 2). Ademas,
se descubrio que EZ15 tenia un incremento en 6 veces de la actividad para mediador debido a la sustitucion
aminoacidica A137L.

Caracterizacion de las posiciones de aminoacido

Las posiciones A173 y A332 estan lejos del sitio activo. A173 es una posicion en superficie; A332 se localiza cerca del
canal de entrada de sustrato. Las dos posiciones F414 y V560, que influyen en la actividad para oxigeno, se localizan
cerca del sitio activo. F414 esta por encima del sitio de union a glucosa y V560 se situa junto a glucosa y FAD. Las
dos posiciones de actividad A137 y S53 son posiciones en superficie cerca del FAD.

Precaracterizacion

Los resultados para las variantes precaracterizadas seleccionadas son como sigue:

1) Tasa de consumo de oxigeno

La figura 4 muestra la progresion del contenido de oxigeno en la mezcla de reaccidon como una funcién del tiempo (a)
y la tasa de consumo de oxigeno por minuto (b). Como controles, también se analizaron el GOx-T30V; 194V, GOx-WT
y el sobrenadante de la cepa de control negativo.

La GOx-WT y GOx-T30V; 194V muestran un comportamiento similar. Por tanto, todas las variantes de GOx sometidas
a prueba aqui (EZ03, EZ05, EZ07, EZ08, EZ10) tienen una tasa de consumo de oxigeno significativamente reducida.

Ademas, como hallazgo sorprendente e inesperado de la presente invencion, las variantes sometidas a prueba no se
pueden distinguir claramente del control negativo, lo que indica que las actividades para oxigeno respectivas estan
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incluso por debajo del intervalo de deteccidn del ensayo en las condiciones seleccionadas.

2) Especificidad

La tabla 3 muestra las actividades enzimaticas de GOx residuales que hacen referencia a glucosa.

Tabla 3: Actividad residual de las variantes de GOx de la invencion para diferentes azlcares. Para la
determinacion de las actividades residuales se aplicé el ensayo de mediador para la caracterizacion. La

concentracion de sustrato fue 181,8 mM en las mezclas de reaccion respectivas. Las actividades GOx-WT y
GOx-T30V; 194V sirvieron como referencias.

Actividad residual [%] Glucosa Galactosa Maltosa Xilosa Maltotriosa

GOx-WT 100 1,4 0 2,6 0
GOx-T30V; 194V 100 1,6 0 2,6 0
EZ03 100 2,9 0 5,3 0

EZ05 100 3,3 0,3 3,8 0

EZ10 100 1,1 0 3,1 0

EZ08 100 4,0 0,2 47 0

EZ07 100 0 0 3,6 0

En comparacién con la GOx-WT y el mutante original GOx-T30V; 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, ninguna de
las variantes de GOx de la invencion mostro interferencias significativas con maltosa o maltotriosa. EZ07 y EZ10 tienen
los mejores resultados para todos los azlucares sometidos a prueba.

3) Actividad para mediador/afinidad por glucosa

La cinética de Michaelis-Menten se representa en la figura 5. La tabla 4 muestra los valores calculados para Vmax y
Kwm.

Tabla 4: Parametros enzimaticos para diferentes variantes de GOx. Los parametros se calcularon de acuerdo
con Michaelis-Menten aplicando el procedimiento de minimos cuadrados en Microsoft Excel.

Variante de GOx Vmax Km
GOx-WT 0,53 25,90
GOx-T30V; 194V 0,83 21,84
EZ03 2,00 46,62
EZ05 0,57 24,83
EZ07 6,35 40,26
EZ08 1,37 49,69
EZ10 3,75 40,14

La tabla 4 muestra que EZQ7 tiene, por una parte, un valor de Vmax aproximadamente 7,5 veces mayor en comparacion
con el mutante original GOx-T30I; 194V, pero, por otra parte, un valor de Km casi dos veces mayor. Sin embargo, el
alto valor de Km es un resultado del alto valor de Vmax. En la figura 5 se puede observar claramente que el rendimiento
de GOx-EZ07 a bajas concentraciones de sustrato es comparable a la WT y al mutante original T30V, 194V. La GOx-
EZ10 obtuvo resultados similares, pero un menor valor de Vmax.

4) Termoestabilidad

En la figura 6, se representa en diagrama la actividad residual para ocho temperaturas diferentes.

Las variantes de GOx sometidas a prueba en virtud de la invencién, la GOx-WT y el mutante original GOx-T30V; 194V
muestran resultados similares. Se puede observar un descenso significativo de la termoestabilidad para la GOx-WT

desglucosilada; sin embargo, la molécula hiperglucosilada muestra una mayor termoestabilidad.

Conclusioén
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En conclusion de las pruebas especificas de 1) a 4) durante todos los estudios de precaracterizacion, la variante GOx-
EZ07 y la GOx-EZ10 mostraron los resultados mas significativos. Se logré un descenso significativo de la actividad
para oxigeno, asi como un incremento significativo de la actividad para mediador de acuerdo con los resultados de
precaracterizacion. La especificidad de GOx-EZ07 y GOx-EZ10 casi no ha cambiado, solo se detecté un ligero cambio
de actividad en la xilosa. Puesto que la actividad de la EZ07 es aproximadamente 1,7 veces mayor que la actividad
de EZ10, se eligié la GOx-EZ07 para la caracterizacion final.

Se debe enfatizar que los resultados anteriores se generaron usando variantes de GOx no purificadas de la invencion.
En consecuencia, el experto en la técnica esta al tanto de que los resultados pueden variar después de usar variantes
de GOx purificadas similares. Ademas, la determinacién de proteina especifica en sobrenadantes de células aplicando
ELISA se puede ver afectada por las impurezas.

Caracterizacion final de la variante GOx-EZ07
Para la caracterizacion final se eligio la variante GOx-EZ07 purificada.
1a) Consumo de oxigeno de GOx-EZ07

La tasa de consumo de oxigeno relativa de la GOx-WT, GOx-T30V; 194V y la GOx-EZ07 se representan en la figura
7.

En las condiciones seleccionadas, la tasa de consumo de oxigeno de GOx-EZ07 se reduce mas de 10 veces en
comparacion con la GOx-WT, lo que confirma los datos del estudio de precaracterizacion.

2a) Especificidad de GOx EZ07

La figura 8 muestra la actividad residual de la GOx-WT, GOx-T30V; 194V y la GOx-EZ07 que hacen referencia a
glucosa (100 %). La figura 8 muestra que no existe ningin cambio significativo de la especificidad de GOx-EZ07 en
comparacion con GOx-T30V; 194V y GOx-WT.

3a) Cinética de Michaelis-Menten de la variante de GOx EZ07
La figura 9 compara la cinética de GOx-WT, GOx-T30V; 194V y la GOx-EZ07 en el ensayo de mediador.

De acuerdo con la figura 9, la variante de GOx EZ07 muestra una actividad residual de un 641,5 % en el ensayo de
mediador y una actividad residual de un 17,5 % en el ensayo de ABTS en comparacion con la GOx-WT, dando como
resultado una actividad oxidasa reducida 37 veces.

4a) Termoestabilidad de la GOx-EZ07

La figura 10 indica que la estabilidad térmica de la GOx-EZ07 se mantuvo por las sustituciones respectivas, en
comparacioén con la GOx-WT y el GOx-T30V; 194V.

Sumario para las variantes de GOx

Se identificaron seis posiciones de aminoacido en el mutante original GOx-T30V, 194V, que muestran efectos sobre la
especificidad para glucosa de las variantes de GOx proporcionadas en el presente documento, sobre la actividad
enzimatica para la transferencia de electrones mediada y sobre la actividad para oxigeno. Todas las posiciones se
saturaron individualmente. Para estudiar los efectos cooperativos, se saturaron simultdneamente las posiciones
agrupadas alrededor del sitio activo (S53; A137; A173; A332; F414; V560). Las variantes mas significativas en cuanto
una actividad para mediador mejorada y/o tasas de consumo de oxigeno reducidas en comparacién con las
propiedades del mutante original se eligieron para la precaracterizacién. Lo que ocurri6 es que la variante GOx-EZ07
(que tiene las sustituciones adicionales A173V; A332S; F414l; y V560T) muestra los resultados mas significativos para
las propiedades sometidas a prueba especificidad para glucosa, actividad para mediador y tasas de consumo de
oxigeno en el sentido de la presente invencion.

Por tanto, se estudié intensamente la GOx-EZ07 en cuanto a su actividad para mediador, actividad oxidasa,
especificidad para glucosa, asi como sus propiedades de estabilidad térmica. La variante muestra un incremento en
6,4 veces de la actividad especifica para la transferencia de electrones mediada (GOx-WT: 7,4; GOx-EZ07: 47,5 U/mg)
y una actividad reducida 5,7 veces en el ensayo de ABTS (GOx-WT: 451,1 U/mg; GOx-EZ07: 78,86 U/mg), dando
como resultado una actividad oxidasa reducida 36,5 veces. GOx-EZQ7 no tiene cambios significativos en la estabilidad
térmica o especificidad.

Materiales y procedimientos

Todos los productos quimicos fueron de calidad analitica y se adquirieron de Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Alemania),
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Applichem (Darmstadt, Alemania) o Carl Roth (Karlsruhe, Alemania). Todas las enzimas se adquirieron de New
England Biolabs (Reino Unido) y Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Alemania). El vector transportador pYES2 y la cepa
DH5a de Escherichia coli se adquirieron de Invitrogen (Karlsruhe, Alemania). La cepa 7087 de Saccharomyces
cerevisiae (ngd29mnn1) se proporcioné por Roche Diagnostics [Lehle, L., Eiden, A., Lehnert, K., Haselbeck, A. y
Kopetzki, E. (1995). Glycoprotein biosynthesis in Saccharomyces cerevisiae: ngd29, an N-glycosylation mutant allelic
to ochl having a defect in the initiation of outer chain formation. FEBS Lett 370, 41-45]. EI ADN se cuantificé usando
un fotdmetro NanoDrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EE. UU.). La secuenciacion y sintesis de
oligonucledtidos se realizé por Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Alemania). Los cebadores usados se mencionan
en la tabla 5 (informacién de apoyo).

aa) Mutagénesis de saturacion de sitios miultiples y unicos

Para la mutagénesis de saturacién de sitios multiples se aplicé el protocolo de Omnichange [Dennig, A., Shivange,
A.V., Marienhagen, J., y Schwaneberg, U. (2011). OmniChange: The Sequence Independent Method for Simultaneous
Site-Saturation of Five Codons. PLoS ONE 6, e26222]. 400 ul de mezcla de reaccion para PCR contenian 1 ng/pl de
molde plasmidico, 1x tampodn Phusion (New England Biolabs, Francfort, Alemania), 1 U de polimerasa Phusion y dNTP
200 pM. La mezcla de reaccién se dividié en cuatro volumenes iguales y se afiadié 250 nM de cebador directo y
cebadores inversos, que seleccionan como diana sitios especificos, para las amplificaciones de fragmentos. En la
mezcla para la amplificacion del esqueleto del vector, se afiadieron dNTP adicionales para obtener una concentracion
final de 300 uM. Para el fragmento 1, que selecciona como diana A173, se afadieron los cebadores P7 y P8 en la
mezcla maestra. Mientras que para la saturacion de A332, se usaron P9y P10. Se seleccion6 como diana el sitio F414
usando P11y P12. El sitio V560 se incluyo en el esqueleto del vector, ya que se amplifico por P13 y P14. El programa
de PCR para la amplificacion de fragmentos fue de 98 °C durante 45 s (1 ciclo); 98 °C durante 15 s; 65 °C durante
30 s; 72 °C durante 30 s (20 ciclos); 72 °C durante 5 min (1 ciclo). Para la amplificacién del esqueleto del vector, se
aplicé un tiempo de extension de 4 min. Todos los fragmentos se purificaron en columna y la concentracion se midié
en un fotémetro NanoDrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EE. UU.). A continuacién, el producto de PCR
se sometio a digestion con Dpnl durante la noche (5 U de cada).

Digestion y union de fragmentos: La concentracion de los fragmentos de inserto se ajusto a 0,06 pmol/ul. Mientras, la
concentracion del esqueleto del vector se ajusté a 0,02 pmol/ul (también se tomd en consideracion el factor de dilucién
con digestion con Dpnl). Se afiadio 1 pl de solucion de escision (50 % de (Tris 500 mM, pH 9,0), 30 % de (yodo 100 mM
en etanol) y 20 % de dH20) a 4 ul de cada fragmento. A continuacion, la reaccion se incub6 a 70 °C durante 5 min.
Los fragmentos escindidos se mezclaron entre si y se incubaron a temperatura ambiente (TA) durante 5 min antes de
la transformacion de DH5a de E. coli quimicamente competente para la amplificacion de la coleccion. Para la
transformacion de la levadura, la genoteca se aislé de DH5a de E. coli usando el kit de aislamiento de plasmidos
"NucleoSpin® Plasmid" (MACHERY-NAGEL, Diren, Alemania).

Para la mutagénesis de saturacion de sitios individuales (SSM) se ha seguido un protocolo de PCR en dos etapas
[Sambrook, J., y Russel, D. (2001). Molecular cloning: a laboratory manual, volumen 2 (Cold Spring Harbor Laboratory
Press)]. 50 yl de mezcla de reaccion para PCR contenian 1 ng/ul de molde plasmidico, 1x tampdn Phusion (New
England Biolabs, Francfort, Alemania), 1 U de polimerasa Phusion y dNTP 300 uM. La mezcla de reaccion se dividio
en dos volumenes iguales y se afiadié 400 nM de cebador directo y cebador inverso del sitio seleccionado como diana
a mezclas de reaccién separadas. El programa de PCR fue de 98 °C durante 45 s (1 ciclo); 98 °C durante 15 s; 65 °C
durante 30s; 72 °C durante 4 min (5 ciclos); 72 °C durante 5 min (1 ciclo). Después de la primera etapa, ambas
reacciones se agruparony se llevo a cabo el mismo programa con 15 repeticiones mas para los ciclos de amplificacion.
Se usaron los siguientes cebadores: P15/P16 para la posicion 173, P17/P18 para la posicion 332, P19/P20 para la
posicion 414 y P21/22 para la posicion 560. El producto de PCR se purificd en columna y posteriormente se sometid
a digestion con Dpnl.

bb) Clonacién génica y transformacion de células de levadura

La clonacion de los genes de GOx mutada en el esqueleto del vector pYES2 se realizé de acuerdo con un
procedimiento libre de ligasa mediado por recombinacién [Oldenburg, K.R., Vo, K.T., Michaelis, S., y Paddon, C. (1997).
Recombination-mediated PCR-directed plasmid construction in vivo in yeast. Nucleic Acids Research 25, 451-452]. En
primer lugar, se linealizaron 2 ug de doble mutante T30V; 194V de GOx en pYES2 por digestion con Sall/BamHI
(10 U/ug de ADN, 6 h, 37 °C) y posteriormente se purificd por extraccion en gel empleando el kit NucleoSpin® Extract
Il (MACHERY-NAGEL, Duren, Alemania). Los cebadores, usados para la amplificacion de la coleccién, se disefiaron
de modo que toda la secuencia de cebador sea complementaria al esqueleto del vector linealizado.

En segundo lugar, el vector pYES2 linealizado y la genoteca amplificada se mezclaron en una proporcién de 1:3
(250/750 ng). Esta mezcla de ADN se uso para la transformacién de 7087 de Saccharomyces cerevisiae empleando
un procedimiento con acetato de litio [Gietz, R.D. y Schiestl, R.H. (2007). High-efficiency yeast transformation using
the LiAc/SS carrier DNA/PEG method. Nature Protocols 2, 31-34]. Los transformantes se cultivaron en placas
selectivas con SC-U que contenian glucosa al 2 %. Para la transformacion de plasmidos circulares se usaron 300 ng
de ADN.
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cc) Cultivo y expresion en placas de 96 pocillos

Se transfirieron las colonias Unicas cultivadas en placas de agar selectivas con SC-U que contenian glucosa al 2 % a
placas de microvaloracion de 96 pocillos (fondo P de PS, Greiner Bio-One) que contenian 100 ul de medios SC-U
(glucosa al 1 %) por pocillo usando palillos de dientes. El cultivo del precultivo tuvo lugar en un agitador de placas
(Infors GmbH, Eisenach, Alemania) en las siguientes condiciones: 900 rpm, 30 °C, 70 % de humedad, 24 h. Se
transfirié una determinada cantidad de precultivo de cada pocillo a 500 pl de medios de autoinduccién SC-U (glucosa
al 0,5 %/galactosa al 2 %) en una placa de pocillos profundos (Riplate rectangular, de Ritter). El cultivo principal se
cultivd en las mismas condiciones que el precultivo, pero durante 72 h. Las placas se centrifugaron a 4000 rpm y TA
durante 20 min. Los sobrenadantes resultantes se usaron para las determinaciones de la actividad.

dd) Produccioén y purificacion de GOx recombinante

Precultivo: Se inocularon 500 ml de medios SynY (glucosa al 2 %) a una DO a 600 = 0,2 usando un cultivo durante la
noche de Sc7087/GOx en pYES2, los cultivos tuvieron lugar en matraces de agitacion de 5 | durante 12h a 30 °C y
250 rpm. Cultivo principal: Se inocularon 10 | de medios SynY (glucosa al 1 %) con 500 ml de precultivo. Para el cultivo
se uso un fermentador de 10 | aplicando las siguientes condiciones: Temperatura: 30 °C; agitador: 400 rpm; flujo de
aire: 1 vvm; tiempo: 48 h.

Separacion celular e intercambio de tampdn: El sobrenadante que contenia GOx se recupero por microfiltracion. Para
este propdsito, se uso la unidad de filtracion de flujo cruzado SartoJet (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gotinga,
Alemania) con un casete con filtro (SARTOCON Slice, Hydrosart 0,45 ym, Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gotinga,
Alemania). La presién de alimentacion se ajusté a 2,0 bar (0,2 MPa) y la presién de retenido a 1,0 bar (0,1 MPa). Se
uso el mismo sistema de filtracion para el intercambio de tampén y la concentracion de muestra aplicando un casete
de ultrafiltracion (SARTOCON Slice, Hydrosart 10 kDa, Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gotinga, Alemania) en las
siguientes condiciones: tampdon NaH2POs4 50 mM, pH 6; voliumenes de intercambio de tampodn: 7; presion de
alimentacion: 2,0 bar (0,2 MPa); presion de retenido: 1,0 bar (0,1 MPa); volumen final de 0,5 I.

Para la purificacion de la enzima, se aplico cromatografia de intercambio aniénico, usando el sistema piloto AKTA y
una columna FinLine Pilot 35 (GE Healthcare, Munich, Alemania). La columna se rellené con 220 ml de resina
(Fractogel TSK DEAE-650s, Merck), se seleccioné un caudal de 62,5 cm/h. Equilibrado: 440 ml de tampén fosfato de
sodio 50 mM, pH 6; carga de muestra: 0,5 | de retenido; lavado: 440 ml de tampdn fosfato de sodio 50 mM, pH 6;
elucion: 95 % de tampodn fosfato de sodio 50 mM, pH 6/5 % de NaCl 1 M (gradiente escalonado). Las fracciones que
contenian GOx se agruparon, posteriormente tuvo lugar un intercambio de tampén final frente a tampodn fosfato de
potasio 50 mM, pH 7 (Amicon® Ultracel-30k Millipore, Cork, Irlanda).

ee) Normalizacion de las concentraciones de proteina

Se uso6 un ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA) para la determinacion especifica de las concentraciones
de GOx. Cada pocillo de una placa de microvaloracion recubierta con estreptavidina (Roche, n.° de material
11643673001) se llend con 100 pl de la solucion de anticuerpo primario (2 pg/ml; Rabbit PAK GOD-Biotin Acris
R1083B), la placa se incubd durante 1 h a temperatura ambiente. Después de una etapa de lavado posterior (4 veces
350 pl 9 g/l NaCl_Tween 20 al 0,1 %) se pipetearon 100 ml de muestra de enzima en los pocillos, seguido de una
segunda etapa de incubacion. La etapa de lavado se repitié y la placa se llené con 100 pl de la soluciéon de anticuerpo
secundario (10 pg/ml; Rabbit PAK GOD-HRP Acris R1083HRP). Después de una tercera etapa de incubacion y lavado,
se llend la placa con 100 pl de una solucion de ABTS/H202 (11684302001, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemania). La placa se incubd durante 30 min a temperatura ambiente antes de que se determinara la absorcion a
405 nm. Se uso glucosa oxidasa de Aspergillus niger como patrén interno (G7141-50KU SIGMA-ALDRICH).

ff) Ensayo de mediador

Para la manipulacion de liquidos se usaron pipetas de multiples canales de Brand (Transferpette S-8) y Eppendorf
(Research pro). Se transfirieron 75 pl de muestra (sobrenadantes preparados/solucién de enzima) a una microplaca
de fondo plano de 96 pocillos (Greiner Bio-One). Se anadieron 100 ul de solucién de mediador (N,N-bis(2-hidroxietil)-
4-nitrosoanilina 19,05 mM [Becker, O. (2005). Die Glucose-Dye-Oxidoreduktase in der klinischen Diagnostik. Tesis
DOCTORAL, Technische Universitidt Kaiserslautern, Kaiserslautern], Roche, n.° de material 100088314,
polivinilpirrolidona al 5 % (p/p), Roche, 10003476964; pH 7) y 20 ul de acido fosfomolibdico 25 mM (Roche, n.° de
Genisys: 11889893001). Las reacciones comenzaron afiadiendo 25 pl de solucién de sustrato y posteriormente
agitando la placa a 1000 rpm durante 1 min. La cinética de la reduccién de acido fosfomolibdico se controlé a 700 nm
usando el lector de microplacas Tecan Sunrise (Tecan Trading AG, Suiza). Para el analisis cinético, se determinaron
los valores de Vmax y Km de los datos de velocidad inicial representados como una funcién de las concentraciones de
sustrato con un coeficiente de correlacion lineal de > 0,99.

gg) Ensayo de ABTS

Para la manipulacion de liquidos se usaron pipetas de multiples canales de Brand (Transferpette S-8) y Eppendorf
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(Research pro). Se transfirieron 75 pyl de muestra (sobrenadantes preparados/solucién de enzima) a una microplaca
de fondo plano de 96 pocillos (Greiner Bio-One) que contenia 100 ul de tampon fosfato (pH 7). Se afiadieron 20 pl de
mezcla de reaccion a cada pocillo, dando como resultado las siguientes concentraciones: 0,91 U/ml de HRP; ABTS
2,3 mM. Las reacciones comenzaron afadiendo 25 pl de solucién de sustrato y posteriormente agitando la placa a
1000 rpm durante 30 s. La oxidacién de ABTS se determind cinéticamente a 414 nm usando el lector de microplacas
FLUOstar Omega (BMG LABTECH). Para el andlisis cinético, se determinaron los valores de Vmax y Kum de los datos
de velocidad inicial representados como una funciéon de las concentraciones de sustrato con un coeficiente de
correlacion lineal de > 0,99.

hh) Ensayo de consumo de oxigeno

Para la determinacion directa del consumo de oxigeno se usé la sonda 6ptica de oxigeno "Fibox3 - Minisensor Oxygen
Meter" (Precision Sensing GmbH, Ratisbona, Alemania). Los 1540 yl de mezcla de reaccion consistian en 840 pl de
tampon fosfato (0,2 M/pH 7), 175 pl de solucion de sustrato y 525 pl de solucion de GOx. El consumo de oxigeno
(%/min) se determind cinéticamente.

ii) Estabilidad térmica

Se incubaron 100 pl de la solucion de enzima a la temperatura correspondiente durante 15 min y posteriormente se
enfriaron en hielo durante 5 min. Se usaron 75 pl para las determinaciones de la actividad. Se estudiaron las siguientes
temperaturas: 30-, 35-, 40-, 45-, 50-, 55-, 60- y 65 °C.

Tabla 5: Cebador usado en la secciéon experimental

Cebador (Secuencia

P1 GOGC GTG AATOTA AGC GTG ACATA

P2 CACACTACCGCACTCCGTCG CCG GAT CGG ACT ACT AGC AG

P3 CCG GAT CGG ACT ACT AGC AG

P4 GTGTGATGGCOGTGAGGUAGC GGC GTG AAT GTA AGC GTG ACATA

P5 GTGOTCTCCCTCGCTGCGGCCCTGCCACACTACATCAGGAGCAATGGCA
TTGAAGCCAG

P6 ATTACATGATGCGGCCCTCTAGATGCATGCTCGAGCGOCCGCCAGTGTG
ATGGATATCTG

P7 ggtactgtecatR Y TGGACCCCGUGACAC

P8 gutgutctgetcCTGCAGGTTCAAG

P9 gaccagaccaccARTACCGTCCGCTCCC

P10 gagtteegagtaCGCOGACGTTGTGG

P11 tacteggaactcNDTCTCGACACTGCC

P12 atgggacgacat TTGCGTAGGAGG

P13 atgtcgtcecat VY KATGACGGTGTTCTA

P14 atggacagtaccATTAACACCATG

P15 GGT ACT GTC CAT NNK GGA CCC CGC GAC AC

P16 GTG TCG CGG GGT CCM NNA TGG ACA GTA CC

P17 GAC CAG ACC ACCNNK ACCGTC CGC TCC C

P18 GGG AGC GGA CGG TMN NGG TGG TCT GGT C

P19 TAC TCG GAA CTC NNK CTC GAC ACT GCC

P20 GGC AGT GTC GAG MNN CGAG TTC CGA GTA

P21 ATG TCG TCC CAT NNK ATG ACG GTGTTCTA

P22 TAG AAC ACC GTC ATM NNA TGG GAC GAC AT
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385
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220
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Tyr

300
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Lys
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380
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205
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Phe
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Thr
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190
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Leu
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270

Leu

Gly

Val
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Trp

350

His

Ala

Asn

FPhe
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175

Ser

Gly

Gln

Arg

Leu

255

Thr

Leu

Ile

Asp

Arg

335

Phe

Glu

Arg

Tyr

Leu
415

Arg
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Pro
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Gly

Leu
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Ala

Leu
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Thr Ala Gly Val Ala Ser Phe Asp Val Trp Asp Leu Leu Pro Phe Thr
420 425 430

Arg Gly Tyr Val His Ile Leu Asp Lys Asp Pro Tyr Leu His His Phe
435 440 445

Ala Tyr Asp Pro Gln Tyr Phe Leu Asn Glu Leu Asp Leu Leu Gly Gln
450 455 460

Ala Ala Ala Thr Gln Leu Ala Arg Asn Ile Ser Asn Ser Gly Ala Met
465 470 475 480

Gln Thr Tyr Phe Ala Gly Glu Thr Ile Prc Gly Asp Asn Leu Ala Tyr
485 490 495

Asp Ala Asp Leu Ser Ala Trp Thr Glu Tyr Ile Pro Tyr His Phe Arg
500 505 510

Pro Asn Tyr His Gly Val Gly Thr Cys Ser Met Met Pro Lys Glu Met
515 520 525

Gly Gly Val Val Asp Asn Ala Ala Arg Val Tyr Gly Val Gln Gly Leu
530 535 540

Arg Val Ile Asp Gly Ser Ile Pro Pro Thr Gln Met Ser Ser His Val
545 550 555 560

Met Thr Val Phe Tyr Ala Met Ala Leu Lys Ile Ser Asp Ala Ile Leu
565 570 575

Glu Asp Tyr Ala Ser Met Gln
580

<210> 2

<211> 583

<212> PRT

<213> Aspergillus niger
<400> 2

Ser Asn Gly Ile Glu Ala Ser Leu Leu Thr Asp Pro Lys Asp Val Ser
1 5 10 15

Gly Arg Thr Val Asp Tyr Ile Ile Ala Gly Gly Gly Leu Thr Gly Leu
20 25 30

Thr Thr Ala Ala Arg Leu Thr Glu Asn Pre Asn Ile Ser Val Leu Val
35 40 45
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Leu

Glu

Gly

Glu

Arg

145

Asn

Asp

Val

Pro

Arg

225

Asn

Gln

Lys

aAla

Glu
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Asn

Thr

Asn

Pro

Gly

130

Ala

Ala

Thr

Glu

His

210

Ser

Leu

Asn

Gly

Gly
290

Ser

Ala

Val

Gly

His

115

Trp

Arg

Ser

Gly

Asp

195

Gly

Asp

Gln

Gly

Asn

275

Ser

Gly

Tyr

Glu

Leu

100

Lys

Asn

Ala

Cys

Asp

180

Arg

Val

Ala

Val

Thr

260

Thr

Ala

Ser

Gly

Leu

85

Gly

Ala

Trp

Pro

His

165

Asp

Gly

Ser

Ala

Leu

245

Thr
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Tyr

Asp

70

Ala

Gly

Gln
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Asn
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Gly

Tyr

Val

Met
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230

Thr

Pro

Asn
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Gly
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Ser

Phe

Asn

Thr

Asp
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Val

Lys

Asn

Pro

Thr

200

Pro

Trp

Gln

Ala

Tyr

280

Thr

Asp

Gly

Asn

Leu

105

Ser

Ala

Gln

Gly

Ile

185

Lys

Asn

Leu

Tyr

val

265

Ala

Ile

Arg

Ser

Gln

80

val

Trp

Ala

Ile

Thr

170

val

Lys

Thr

Leu
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250

Gly

Lys

Leu

41

Gly

Ser

75

Thr

Asn

Glu

Tyr

Ala

155

Val

Lys

Asp

Leu

Pro

235

Gly

Val

His

Glu

Pro

60

Val

Ala

Gly

Thr

Ser

140

Ala

His

Ala

Phe

His

220

Asn

Lys

Glu

Glu

Tyr
300

Ile

Asp

Leu

Gly

val

125

Leu

Gly

Ala

Leu

Gly

205

Glu

Tyr

Val

Phe

Val

285

Ser

Ile

His

Ile

Thr

110

Fhe

Gln

His

Gly

Met

190

Cys

Asp

Gln

Leu

Gly

270

Leu

Gly

Glu

Ala

Arg

35

Trp

Gly

Ala

Tyr

Pro

175

Ser

Gly

Gln

Arg

Leu

255

Thr

Leu

Ile

Asp

Tyr

80

Ser

Thr

Asn

Glu

Phe

160

Arg

Ala

Asp

Val

Pro

240

Ser
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Ala
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305

Pro

Arg

Thr

Leu

Gly

385

Asp

Thr

Arg

Ala

Ala

465

Gln

Asp

Pro

Gly

Arg

Lys

Val

Ile

Fhe

Asn

370

Fhe

Trp

Ala

Gly

Tyr

450

Ala

Thr

Ala

Asn

Gly

530

Val

Ser

Gly

Thr

Asn

355

Thr

His

Ile

Gly

Tyr

435

Asp

Ala

Tyr

Asp

Tyr

515

Val

Ile

Ile

Leu

Ser

340

Glu

Lys

Asn

Val

val

420

val

Pro

Thr

Phe

Leu

500

His

Val

Asp

Leu

Asn

325

Ala

Thr

Leu

Thr

Asn

405

Ala

His

Gln

Gln
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485

Ser

Gly

Asp

Gly

Glu

310

Leu

Gly

Phe
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3590

His

Ser

Ile

Tyr

Leu
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Gly

Ala
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Pro
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Ala
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Leu
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455
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Glu

Trp

Gly
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Leu

Asp

Gly

Asp

360

Trp

Leu

Val

Asp

Asp

440

Leu

Arg

Thr

Thr

Thr

520

Ala

Fro

Gln

Gln

345

Tyr

Ala

Leu

Ala
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425

Lys

Agn

Asn

Ile

Glu

505

Cys

Arg

Pro

Ile

Thr

330

Gly

Ser

Glu

Ile

Tyr

410

Trp

Asp

Glu

Ile

Pro

490

Tyr

Ser

Val

Thr

42

Asp

315

Thr

Gln

Glu

Glu

Gln

395

Ser

Asp

Pro

Leu

Ser

475

Gly

Ile

Met

Tyr

Gln

Thr

Ala

Ala

Lys
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380

Tyr

Glu

Leu

Tyr

Asp

460

Asn

Asp

Preo

Met

Gly

540

Met

Val

Thr

Ala
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365

vVal

Glu

Leu

Leu

Leu

445

Leu

Ser

Asgn

Tyr

Pro

525

Val

Ser

Val
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Trp

350

His

aAla

Asn

Phe

Pro

430

His

Leu

Gly

Leu

His
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Lys

Gln

Ser

Asp

Arg

335

Phe

Glu

Arg

Tyr

Leu

415

Phe

His

Gly

Ala
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495

Phe

Glu

Gly

His

Leu
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Ser

Ala

Leu

Gly

Arg
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Thr

Phe

Gln

Met
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Tyr

Arg

Met

Leu

Val
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555

560

Met Thr Val Phe Tyr Ala Met Ala Leu Lys Ile Ser Asp Ala Ile Leu

565

Glu Asp Tyr Ala Ser Met Gln

<210> 3

<211> 583
<212> PRT

<213>
<400> 3

Ser Asn
1

Gly Arg

Thr Thr

Ile Glu
50

Leu Asn
65

Glu Thr

Gly Asn

Arg Pro

Glu Gly

130

Arg Ala
145

Asn Ala

Asp Thr

580

Aspergillus niger

Gly Ile Glu

Thr

Ala

35

Ser

Ala

Val

Gly

His

115

Trp

Arg

Ser

Gly

Val

20

Ala

Gly

Tyr

Glu

Leu

100

Lys

Asn

Ala

Cys

Asp

5

Asp

Arg

Ser

Gly

Leu

85

Gly

Ala

Trp

Pro

His

165

Asp

Ala

Tyr

Leu

Tyr

Asp

70

Ala

Gly

Gln

Asp

Asn

150

Gly

Tyr

Ser

Ile

Thr

Glu

55

Ile

Thr

Ser

val

Asn

135

Ala

val

Ser

Leu

Ile

Glu

40

Ser

Phe

Asn

Thr

Asp

120

Val

Lys

Asn

Pro

Leu

Ala

25

Asn

Asp

Gly

Asn

Leu

105

Ser

Ala

Gln

Gly

Tle
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Thr
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Gly
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Arg

Ser

Gln

90

vVal

Trp

Ala

Ile

Thr

170

Val

43

Asp

Gly

Asn

Gly

Ser

75

Thr

Asn

Glu

Tyr

Ala

155

val

Lys

Pro

Gly

Ile

Pro

60

val

Ala

Gly

Thr

Ser

140

Ala

His

Ala

Lys

Leu

Ser

45

Ile

Asp

Leu

Gly

val

125

Leu

Gly

val

Leu

Asp

Val

30

val

Ile

His

Val

Thr

110

Phe

Gln

His

Gly

Met

575

val

15

Gly

Leu

Glu

Ala

Arg

95

Trp

Gly

Ala

Tyr

Pro

175

Ser

Ser

Leu

Val

Asp

Tyr

80

Ser

Thr

Asn

Glu

Phe

160

Arg

Ala
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Pro

Arg

225

Asn

Gln

Lys

Ala

Met

305

Pro

Arg

Thr

Leu

Gly

385

Asp

Thr

Glu

His

210

Ser

Leu

Asn

Gly

Gly

290

Lys

val

Tle

Phe

Asn

370

Phe

Trp

Ala

Asp

195

Gly

Asp

Gln

Gly

Asn

275

Ser

Ser

Gly

Thr

Asn

355

Thr

His

Ile

Gly

180

Arg

val

Ala

Vval

Thr

260

Thr

Ala

Ile

Leu

Ser

340

Glu

Lys

Asn

Val

val
420

Gly

Ser

Ala

Leu

245

Thr

His

val

Leu

Asn

325

Ala

Thr

Leu

Thr

Asn

405

Ala

Val

Met

Arg

230

Thr

Pro

Asn

Ser

Glu

310

Leu

Gly

Phe

Glu

Thr

390

His

Ser

Pro

Phe

215

Glu

Gly

Arg

Val

Pro
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Gly

Gln
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Ala

Asn
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ES 2779 725 T3

Thr
200

Pro

Trp

Gln

Ala

Tyr

280

Thr

Leu

Asp

Gly

Asp

360

Trp

Leu

val

Asp

185

Lys

Asn

Leu

Tyr

val

265

Ala

Ile

Gly

Gln

Gln

345

Tyr

Ala

Leu

Ala
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425

Lys

Thr

Leu

Val

250

Gly

Lys

Leu

Ile

Thr

330

Gly

Ser

Glu

Ile

Tyr

410

Trp

44

Asp

Leu

Pro

235

Gly
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His

Glu

Asp

315

Thr

Gln

Glu

Glu

Gln

395

Ser

Asp

Phe

His

220

Asn

Lys

Glu

Glu

Tyr

300

Thr

Ser

Ala

Lys
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380

Tyr

Glu

Leu

Gly

205

Glu

Tyr
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Phe
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Ser

Val

Thr

Ala
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365
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Glu

Leu

Leu
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Cys
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Gln

Leu

Gly

270

Leu

Gly
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Val

Trp

350
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Ala

Asn

Ile

Pro
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Gln

Arg

Leu
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Thr

Leu

Ile

Asp

Arg

335

Phe

Glu

Arg

Tyr

Leu
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Pro
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Gly

Leu
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Leu
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Arg

400
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Arg Gly Tyr Val His Ile Leu Asp Lys
435 440

Ala Tyr Asp Pro Gln Tyr Phe Leu Asn
450 455

Ala Ala Ala Thr Gln Leu Ala Arg Asn
465 470

Gln Thr Tyr Phe Ala Gly Glu Thr Ile
485

Asp Ala Asp Leu Ser Ala Trp Thr Glu
500 505

Pro Asn Tyr His Gly Val Gly Thr Cys
515 520

Gly Gly val Vval Asp Asn Ala Ala Arg
530 535

Arg Val Tle Asp Gly Ser Ile Pro Pro
545 550

Met Thr Val Phe Tyr Ala Met Ala Leu
565

Glu Asp Tyr Ala Ser Met Gln
580

<210> 4

<211> 583

<212> PRT

<213> Aspergillus niger

<400> 4

Ser Asn Gly Ile Glu Ala Ser Leu Leu
1 5

Gly Arg Thr val Asp Tyr Ile Ile Ala
20 25

Thr Thr Ala Ala Arg Leu Thr Glu Asn
35 40

Ile Glu Ser Gly Ser Tyr Glu Ser Asp
50 55

Asp

Glu

Ile

Pro

490

Tyr

Ser

Val

Thr

Lys
570

Thr Asp

10

Gly Gly

Pro Asn

Arg Gly

45

Leu His His Phe
445

Leu Leu Gly Gln

Ser Gly Ala Met

480

Asn Leu Ala Tyr

495

Tyr His Phe Arg

510

Pro Lys Glu Met
525

Val Gln Gly Leu

Ser Ser His Thr

560

Asp Ala Ile Leu

575

Lys Asp Val Ser
15

Leu Val Gly Leu
30

Ser Val Leu Val
45

Ile Ile Glu Asp



Leu
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Gly

Arg
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Arg
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Asn

Asp
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Pro

Arg
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Asn

Gln

Lys

Ala

Met
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Asn

Thr
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Gly
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Thr
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Ser

Leu

Asn

Gly

Gly
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Lys

Ala
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Gly
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Arg
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Gly
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Gln

Gly
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Ser
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Tyr

Glu

Leu
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Lys

Asn

Ala

Cys
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180

Arg
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Ala

Val

Thr

260

Thr

Ala

Ile

Gly

Leu

85

Gly

Ala

Trp

Pro
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165
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Ala

Leu

245

Thr

His

Val

Leu
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Gly
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Gly

Tyr
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Thr
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Phe
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Gly
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Val
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Ala
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Val
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Thr

Leu
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Gly

Lys

Leu
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Ser
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Thr
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Glu

Tyr

Ala
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val
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Gly

Val
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Glu
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Gly

Thr
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His
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His
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Glu
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Tyr

300

Thr
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Gly
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Leu

Gly
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Glu
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His

Val
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His

Gly

Met
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Cys
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Leu

Gly

270

Leu

Gly
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Ala

Arg
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Trp

Gly

Ala

Tyr

Pro
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Ser

Gly

Gln

Arg

Leu

255

Thr

Leu

Ile

Asp

Tyr
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Thr

Asn

Glu

Phe
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Arg

Ala
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Pro
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Ala

Gly
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Pro

Arg

Thr

Leu

Gly

385

Asp

Thr

Ala
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Gln
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Gly

Arg
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Tle
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Tyr
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Glu

Lys
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420

val

Pro

Thr

Phe

Leu
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Ala
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Leu
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405
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Ala
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Leu

Gly

Phe
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390

His
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ES 2779 725 T3

Asp

Gly

Asp
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Trp

Leu

Val
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Leu

Arg
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Thr
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Trp
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Leu

Tyr

Asp

460

Asn

Asp

Pro
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5
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Aspergillus niger
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Leu

Ile
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Trp
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470

Gly

Ala

Val

Asn

Ser

550

Ala

Met

Gln

375

Ala

Asn

Phe

Leu

Phe

455

Ala

Glu

Trp

Gly

Ala

535

Ile

Met

Gln

ES 2779 725 T3

360

Trp

Leu

val

Asp

Asp

440

Leu

Arg

Thr

Thr

Thr

520

Ala

Pro

Ala

Ala

Leu

Ala

val

425

Lys

Asn

Asn

Ile

Glu

505

Cys

Arg

Pro

Leu

Glu

Ile

Tyr

410

Trp

Asp

Glu

Tle

Pro

490

Tyr

Ser

val

Thr

Lys
570

57

Glu

Gln

385

Ser

Asp

Pro

Leu

Ser

475

Gly

Ile

Met

Tyr

Gln

355

Ile

Ala

380

Tyr

Glu

Leu

Tyr

Asp

460

Asn

Asp

Pro

Met

Gly

540

Met

Ser

365

val

Glu

Leu

Leu

Leu

445

Leu

Ser

Asn

Tyr

Pro

525

Val

Ser

Asp

Ala

Asn

Phe

Pro

430

His

Leu

Gly

Leu

His

510

Lys

Gln

Ser

aAla

Arg

Tyr

Leu

415

Phe

His

Gly

Ala

Ala

495

Phe

Glu

Gly

His

Ile
575

Gly

Arg

400

Asp

Thr

Phe

Gln

Met

480

Tyr

Arg

Met

Leu

Val

560

Leu



<400>

Ser

1

Gly

Thr

Ile

Leu

65

Glu

Gly

Arg

Glu

Arg

145

Asn

Asp

VvVal

Pro

Arg
225

9

Asn

Arg

Thr

Glu

50

Asn

Thr

Asn

Pro

Gly

130

Ala

Ala

Thr

Glu

His

210

Ser

Gly

Thr

Ala

35

Ser

Ala

vVal

Gly

His

115

Trp

Arg

Ser

Gly

Asp

195

Gly

Asp

Ile

Val

20

Ala

Gly

Tyr

Glu

Leu

100

Lys

Asn

Ala

Cys

Asp

180

Arg

Val

Ala

Glu

Asp

Arg

Ser

Gly

Leu

85

Gly

Ala

Trp

Pro

His

165

Asp

Gly

Ser

Ala

Ala

Tyr

Leu

Tyr

Asp

70

Ala

Gly

Gln

Asp

Asn

150

Gly

Tyr

Vval

Met

Arg
230

Ser

Ile

Thr

Glu

55

Ile

Thr

Ser

Val

Asn

135

Ala

val

Ser

Pro

Phe

215

Glu

ES 2779 725 T3

Leu

Ile

Glu

40

Ser

Phe

Asn

Thr

Asp

120

Val

Lys

Asn

Pro

Thr

200

Pro

Trp

Leu

Ala

25

Asn

Asp

Gly

Asn

Leu

105

Ser

Leu

Gln

Gly

Ile

185

Lys

Asn

Leu

Thr

10

Gly

Pro

Arg

Ser

Gln

90

Vval

Trp

Ala

Ile

Thr

170

Val

Lys

Thr

Leu

58

Asp

Gly

Asn

Gly

Ser

75

Thr

Asn

Glu

Tyr

Ala

155

val

Lys

Asp

Leu

Pro
235

Pro

Gly

Ile

Pro

60

Val

Ala

Gly

Thr

Ser

140

Ala

His

Ala

Phe

His

220

Asn

Lys

Leu

Ser

45

Ile

Asp

Leu

Gly

Val

125

Leu

Gly

Ala

Leu

Gly

205

Glu

Tyr

Asp

Val

30

Val

Ile

His

val

Thr

110

Phe

Gln

His

Gly

Met

1390

Cys

Asp

Gln

val

15

Gly

Leu

Glu

Ala

Arg

85

Trp

Gly

Ala

Tyr

Proc

175

Ser

Gly

Gln

Arg

Ser

Leu

Val

Asp

Tyr

80

Ser

Thr

Asn

Glu

Phe

160

Arg

Ala

Asp

Val

Pro
240



Asn

Gln

Lys

Ala

Met

305

Pro

Thr

Leu

Gly

385

Asp

Thr

Ala

Ala
4865

Gln

Leu

Agn

Gly

Gly

290

iys

val

Ile

Phe

Asn

370

Phe

Trp

Ala

Gly

Tyr

450

Ala

Thr

Gln

Gly

Asn

275

Ser

Ser

Gly

Thr

Asn

355

Thr

His

Ile

Gly

Tyr

435

Asp

Ala

Tyr

Val

Thr

260

Thr

Ala

Ile

Leu

Ser

340

Glu

Lys

Asn

val

val

420

Val

Pro

Thr

Phe

Leu

245

Thr

His

Val

Leu

Asn

325

Ala

Thr

Leu

Thr

Asn

405

Ala

His

Gln

Gln

Ala
485

Thr

Pro

Asn

Ser

Glu

310

Leu

Gly

Phe

Glu

Thr

390

His

Ser

Ile

Tyr

Leu

470

Gly

Gly

Arg

Val

Pro

295

Pro

Gln

Ala

Gly

Gln

375

Ala

Asn

Phe

Leu

Phe

455

Ala

Glu

ES 2779 725 T3

Gln

Ala

Tyr

280

Thr

Leu

Asp

Gly

Asp

360

Trp

Leu

Val

Asp

Asp

440

Leu

Arg

Thr

Tyr

val

265

Ala

Ile

Gly

Gln

Gln

345

Tyr

Ala

Leu

Ala

Val

425

Lys

Asn

Asn

Ile

val

250

Gly

Lys

Leu

Ile

Thr

330

Gly

Ser

Glu

Ile

Tyr

410

Trp

Asp

Glu

Ile

Pro
490

59

Gly

Val

His

Glu

Asp

315

Thr

Gln

Glu

Glu

Gln

395

Ser

Asp

Pro

Leu

Ser

475

Gly

Lys

Glu

Glu

Tyr

300

Thr

Ala

Ala

Lys

Ala

380

Tyr

Glu

Leu

Tyr

Asp

460

Asn

Asp

Val

Phe

Val

285

Ser

val

Thr

Ala

Ala

365

val

Glu

Leu

Leu

Leu

445

Leu

Ser

Asn

Leu

Gly

270

Leu

Gly

val

val

Trp

350

His

Ala

Asn

Phe

Pro

430

His

Leu

Gly

Leu

Leu

255

Thr

Leu

Ile

Asp

Arg

335

Phe

Glu

Arg

Tyr

Leu

415

Phe

His

Gly

Ala

Ala
495

Ser

His

Ala

Gly

Leu

320

Ser

Ala

Leu

Gly

Arg

400

Asp

Thr

Phe

Gln

Met

480

Tyr



10

Asp Ala

Pro Asn

Asp

Tyr

Leu Ser

500

His Gly

515

Gly Gly

530

Arg Val

545

Met Thr

Glu Asp

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

10
1749
ADN

<400> 10

agcaatggca
gactacatca
aaccccaaca
atcattgagg
gagaccgtgyg
ggtggctcta
tcttgggaga
ctccaggectg
aacgcatcct
gactattctc
aagaaagact
gaagaccaag
aacctgcaag
acccectegtyg
gctaagcacg

tcecggtateg

Val

Ile

Val

Tyr

Val Asp

Asp Gly

Phe Tyr

565

Ala
580

Ser

Aspergillus niger

ttgaagccag
tcgetggtgg
tcagtgtget
acctgaacge
agctagcotac
ctctagtgaa
ctgtctttgg
agcgtgeteg
gccatggtgt
ccatcgtcaa
teggatgegg
tgcgctecga
tactgacegg
caegttggegt
aggtcctect

gaatgaagtc

Ala Trp

vVal Gly

Thr

Thr

ES 2779 725 T3

Glu
505

Tyr Ile Pro

Cys Ser Met Met

520

Ala
535

Asn

Ser Ile

550

Ala Met

Met Gln

cctectgact
aggtctggtt
cgtcatcgaa
ctacggeogac
caacaatcaa
tggtggcace
aaatgagggce
cgcaccaaat
taatggtact
ggctctcatg
tgacccccat
tgececgctoge
acagtatgtt
ggaattcgge
ggccgeggge

catcctggag

Ala

Pro

Ala

Arg Val Tyr Gly

540

Thr Gln

555

Pro Met

Leu Lys Ile Ser

570

His Phe

510

Tyr

Pro Glu

525

Lys

Val Gln Gly

Ser Ser His

Ala Ile

575

Asp

gatcccaagg
ggactcacca
agtggctecct
atctttggea
accgegetgg
tggactegece
tggaactggg
gccaaacaga
gtccatgccg
agcgcectgteg
ggtgtgtceca
gaatggctac
ggtaaggtge
acccacaagg
tcecgetgtet

ccccttggta

atgtctcegg
cogetgeteg
acgagtagga
gcagtgtaga
tecgetecgyg
cccacaaggce
acaatgtgge
tegetgetgg
gaccccgcga
aagaccgggdg
tgttecocaa
ttcccaacta
tecttageca
gcaacaccca
ctececcacaat

togacacegt

60

ccgcacggte
tetgacggag
cagaggtcct
ccacgectac
aaatggtete
acaggttgac
cgecctactcee
ccactactte
caccggcgat
cgttcccace
caccttgeac
ccaacgtcec
gaacggeace
caacgtttac
cctecgaatat

cgttgacctg

Arg

Met

Leu

Val
560

Leu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

360



10

ccegtegget
gctggtgecag
tattccgaaa
gtcgececegtg
gactggattg
gccagectteg
aaggacccct
ctgctcggtc
cagacctact
agcgectgga
tgctccatga
gtgcagggac
atgacggtgt
tccatgecag

<210> 11
<211>
<212>
<213>

ADN

<400> 1M

agcaatggca
gactacatca
aaccccaaca
atcattgagg
gagaccgtgg
ggtggctcecta
tcttgggaga
ctecaggetg
aacgcatcct
gactattcte
aagaaagact
gaagaccaag
aacctgcaag

accectegtg

1749

tgaacctgea
gacagggaca
aggcacacga
gcggatteca
tcaaccacaa
atgtgtggga
accttcacca
aggctgccge
tegetgggga
ctgagtacat
tgccgaagga
tgegtgteat

tctatgeocat

Aspergillus niger

ttgaagecag
tegetggtgg
tcagtgtget
acctgaacge
agctegetac
ctctagtgaa
ctgtctttgg
agcgtgeteg
gocatggtgt
ccatcgtcaa
teggatgegg
tgcgetecga
tcctgaccgyg

cegttggegt

ggaccagacce
ggccgcttygy
gctgctcaac
caacaccace
cgtegegtac
ccttetgecee
cttegectac
tactcaactg
gactatceecc
ccegtaccac
gatgggeggt
tgatggttet

ggcgetaaaa

ceteoctgact
aggtctggtt
cgtcatcgaa
ctacggcgac
caacaatcaa
tggtggcace
aaatgagggc
cgcaccaaat
taatggtact
ggctctcatg
tgacceceat
tgccgetege
acagtatgtt

ggaattegge

ES 2779 725 T3

accgectaceg
ttcgecaccet
accaagctgg
gecttgetea
teggaactet
ttcacccgag
gacccteagt
gcccgcaaca
ggtgataacc
ttcegtccta
gttgttgata
attecetceta

attteggatyg

gatcccaagg
ggactcacca
agtggctecct
atctttggca
accgegetgg
tggactcgee
tggaactggg
gccaaacaga
gtccatgttg
agcgctgteg
ggtgtgtecca
gaatggctac
ggtaaggtgce

acccacaagg

tccgeteceg
tcaacgagac
agcagtgggce
tccagtacga
tectegacac
gatacgttca
acttcctcaa
tctcecaactce
tecgegtatga
actaccatgg
atgctgeceg
cgcaaatgte

ctatcttgga

atgtctccgg
cegetgeteyg
acgagtcogga
gcagtgtaga
teccgecteegyg
cccacaagge
acaatgtggc
tegetgetgg
gacceccogega
aagaccgggyg
tgttecccaa
ttcccaacta
tccttagcecea

gcaacaccca

61

catcacctct
ctttggtgac
cgaagaggcc
gaactaccgce
tgceggagta
catcctegac
cgagetggac
cggtgccatg
tgccgatttg
cgtgggtact
tgtgtatggt
gtcccatgte

agattatgcet

ccgcacggte
tetgacggag
cagaggtcct
ccacgcctac
aaatggtcte
acaggttgac
cgcctactcee
ccactactte
caccggcgat
cgttcccace
caccttgeac
ccaacgtcce
gaacggcace

caacgtttac

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1749

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



10

gctaagcacg
tcocggtatcg
ccegtegget
gctggtgeag
tattcecgaaa
gtegecegty
gactggattg
gecagetteg
aaggacccct
ctgcteggtco
cagacctact
agcgcctgga
tgctccatga
gtgcagggac
atgacggtgt

tecatgeag

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

12

ADN

<400> 12

agcaatggea
gactacatca
aaccccaaca
atcattgagg
gagaccgtgg
ggtggetcta
tecttgggaga
ctecaggetyg
aacgcatcct
gactattctc

aagaaagact

gaagaccaag

1749

aggteccteoct
gaatgaagtc
tgaacctgca
gacagggaca
aggcacacga
goeggatteca
tcaaccacaa
atgtgtggga
accttcacca
aggctgeccge
tegetgggga
ctgagtacat
tgccgaagga
tgcgtgteat

tetatgeocat

Aspergillus niger

ttgaagecag
tegetggtgg
tcagtgtgcet
acctgaacge
agctcegctac
ctcetagtgaa
ctgtotttgg
agcgtgeteg
gocatggtgt
ccatcgtcaa
teggatgegg

tgegetecga

ggccgceggge
catcctggag
ggaccagacc
ggccgettgyg
gotgctcaac
caacaccace
cgtcgegtac
coettotgooe
cttegectac
tactcaactg
gactatccee
cccgtaccac
gatgggcggt
tgatggttet

ggcgctaaaa

cetectgact
aggtctggtt
cgtcatcgaa
ctacggogac
caacaatcaa
tggtggeace
aaatgagggce
cgcaccaaat
taatggtact
ggctctcatyg
tgacccccat

tgeocogotege

ES 2779 725 T3

tecegetgtet
ccecttggta
accagtacecg
ttegecacet
accaagctgg
gecttgetea
tecggaactcea
ttecaccegag
gaccetcagt
gcccgcaaca
ggtgataacce
ttccgtcocta
gttgttgata
atteoctecta

attteggatg

gatcccaagy
ggactcacca
agtggctcct
atctttggea
accgcegcetgg
tggactegece
tggaactggy
gccaaacaga
gtccatattg
agcgetgteg
ggtgtgtcca

gaatggectac

ctcccacaat
tcgacaccgt
teccgeteceg
tcaacgagac
agcagtggge
tecagtacga
ttctecgacac
gatacgttca
acttcctcaa
tctccaactc
tcgegtatga
actaccatgg
atgctgeeeg
cgcaaatgte

ctatecttgga

atgteteegg
ccgectgeteg
acgagtcgga
geagtgtaga
tccgetecegyg
cccacaagge
acaatgtgge
tegetgetgg
gaccocgega
aagaccggygyg
tgttececaa

tteoccaacta

62

cctegaatat
cgttgacctg
catcacctet
ctttggtgac
cgaagaggcec
gaactacege
tgcecggagta
catcctogac
cgagctggac
cggtgeccatg
tgcocegatttg
cgtgggtact
tgtgtatggt
gteccatacyg

agattatgct

cogcacggte
tctgacggag
cagaggtcct
ccacgectac
aaatggtctc
acaggttgac
cgcctactece
ccactactte
caccggegat
cgttcccace
caccttgeac

ccaacgtece

900

960

1020

1080

1149

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

17449

1745

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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aacctgcaag
accccteogtyg
gctaagcacg
tccggtatcg
cccecgtegget
gctggtgeag
tattccgaaa
gtocgecegtg
gactggattg
gcecagetteg
aaggacccck
ctgctecggtco
cagacctact
agcgectgga
tgcteocatga
gtgcagggac
atgacggtgt
tecatgeoag

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

13
1749
ADN

<400> 13

agcaatggca
gactacatca
aaccccaaca
atcattgagg
gagaccgtgyg
ggtggctcta
tettgggaga
ctcecaggetg

aacgcatcct

gactattcte

teoctgacegg
ccgttggegt
aggtcctcct
gaatgaagtc
tgaacctgca
gacagggaca
aggcacacga
geggatteca
tcaaccacaa
atgtgtggga
accttcacca
aggctgcecge
tcgetgggga
ctgagtacat
tgcegaagga
tgcgtgtcat

tctatgecat

Aspergillus niger

ttgaagccag
tegetggtgg
tcagtgtget
acctgaacge
agctegetac
ctctagtgaa
ctgtetttgg
agcgtgeteg
gccatggtgt

ccatcgtcaa

acagtatgtt
ggaattcgge
ggccgegggce
catcctggag
ggaccagacc
ggcegettygg
gcotgetcaac
caacaccacc
cgtecgegtac
ccttetgece
cttegectac
tactcaactg
gactatccece
cacgtaccac
gatgggeggt
tgatggttct

ggcgcetaaaa

ccteoetgact
aggtcetggtt
cgtcatcgaa
ctacggegac
caacaatcaa
tggtggcacc
aaatgagggc
cgcaccaaat
taatggtact

ggcteteatg

ES 2779

ggtaaggtge
acccacaagg
tcegetgtet
cccecttggta
accagtaccg
ttegecacet
accaagctgyg
geettgetea
tcggaactcce
ttecacececgag
gaccctcagt
gcccgcaaca
ggtgataacc
tteegteota
gttgttgata
attcctccta

attteggatg

gatecccaagg
ggactcacca
agtggctect
atctttggea
accgegetgg
tggactcgce
tggaactggg
gccaaacaga
gtccatgttyg

agegetgteg

725 T3

tccttageca
gcaacaccca
ctcccacaat
tcgacaccgt
teccgeteceg
tcaacgagac
agcagtggge
tccagtacga
ttctegacac
gatacgtteca
acttcctcaa
tctccaacte
tecgegtatga
actaccatgg
atgetgeceg
cgcaaatgtc

ctatcttgga

atgtcteccgg
coegetgeteg
acgagtcgga
gcagtgtaga
tccgetecgyg
cccacaaggc
acaatgtgge
toegetgetgg
gacccegega

aagaccgggy

63

gaacggcace
caacgtttac
cctcgaatat
cgttgacctg
catcacctct
ctttggtgac
cgaagaggcce
gaactaccge
tgcecggagta
catecctegac
cgagctggac
cggtgececatyg
tgccgatttg
cgtgggtact
tgtgtatggt
gtcccatgte

agattatgcet

ccgcacggtce
tetgacggag
cagaggtecct
ccacgectac
aaatggtcta
acaggttgac
cgectactece
ccactactte
caccggcogat

cgttcocace

780

840

900

960

1020

1080

11490

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1745

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



10

aagaaagact
gaagaccaag
aacctgcaag
acccctegtg
gctaagcacyg
tceggtateg
cccgtegget
gctggtgeag
tattccgaaa
gtecgecegtg
gactggattg
gcecagctteg
aaggacccct
ctgecteggte
cagacctact
agcgectgga
tgcteocatga
gtgcagggac
atgacggtgt
tccatgeag

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

14

ADN

<400> 14

agcaatggca
gactacatca
aaccccaaca
atcattgagg
gagaccgtgg
ggtggctcta

tettgggaga

ctccaggetg

1704

tcggatgegg
tgegetacga
toctgacegg
ccgttggegt
aggtecctect
gaatgaagtc
tgaacctgea
gacagggaca
aggcacacga
gcggattcca
tcaaccacaa
atgtgtggga
accttcacca
aggctgeege
tegetgggga
ctgagtacat
tgecgaagga
tgegtgteat

tctatgecat

Aspergillus niger

ttgaagccag
tegetggtgg
tcagtgtget
acctgaacgc
agctcgctac
ctctagtgaa
ctgtetttgg

agcgtgeteg

tgacceceocat
tgeocogetege
acagtatgtt
ggaattcggce
ggecgeggge
catcctggag
ggaccagacc
ggccgcttgg
gctgctcaac
caacaccacc
cgtcgegtac
ccettetgece
cttcgectac
tactcaactg
gactatccceoe
cecgtaccac
gatgggcggt
tgatggttct

ggcgctaaaa

cctectgact
aggtetggtt
cgtcatecgaa
ctacggcgac
caacaatcaa
tggtggcace
aaatgaggge

cgcaccaaat

ES 2779 725 T3

ggtgtgtceca
gaatggctac
ggtaaggtge
acccacaagg
tecegetgtet
ccecttggta
accaatacecg
ttcgecacet
accaagctgg
gecttgetca
teggaactct
ttecaccegag
gaccctcagt
gcceogcaaca
ggtgataace
ttecgtecta
gttgttgata
attcctecta

atttecggatg

gatcccaagg
ggactcacca
agtggctcct
atctttggca
accgcgctgg
tggactcgcc

tggaactggg

gccaaacaga

tgttcceocaa
tteccaacta
tcecttageeca
gcaacaccca
ctcccacaat
tcgacacegt
tcogeteoceg
tcaacgagac
agcagtgggc
tccagtacga
ttctcgacac
gatacgttca
acttcctcaa
totecaacte
toegegtatga
actaccatgg
atgctgeoccg
cgcaaatgte

ctatcttgga

atgtctccgg
ccgetgeteg
acgagtcgga
gcagtgtaga
tccgetecegg
cccacaaggce
acaatgtgge

tegetgetgg
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caccttgeac
ccaacgteoce
gaacggcace
caacgtttac
cctecgaatat
cgttgacctg
catcacctet
ctttggtgac
cgaagaggcc
gaactaccgce
tgccggagta
catcctegac
cgagctggac
cggtgcecatg
tgcegatttg
cgtgggtact
tgtgtatggt
gteceatecg

agattatget

ccgcacggte
tctgacggag
cagaggtcct
ccacgcctac
aaatggtctc
acaggttgac
cgectactee

ccactactte
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aacgcatcct
gactattete
aagaaagact
gaagaccaag
aacctgcaag
accectegtg
gctaagcacg
tccggtatcg
cceghtegget
gctggtgeag
tattccgaaa
gtegecegtg
gactggattg
gccagctteg
aaggacccct
ctgcteggtce
cagacctact
agcgectgga
tgctocatga
gtgcagggac
atgacggtgt
<210>
<211>

<212>
<213>

15

ADN

<400> 15

agcaatggeca
gactacatca
aaccccaaca
atcattgagg
gagaccgtgg
ggtggectecta

toettgggaga

1749

gecatggtgt
ccategteaa
tecggatgegy
tgegeteega
tectgaceqgg
cegttggegt
aggtcctcct
gaatgaagtc
tgaacctgca
gacagggaca
aggcacacga
geggattceca
teaaccacaa
atgtgtggga
accttcacca
aggctgccge
tecgectgggga
ctgagtacat
tgccegaagga
tgcgtgtcat

tctatgccat

Aspergillus niger

ttgaageccag
tecgetggtgg
tcagtgtgct
acctgaacgc
agcetegetac
ctctagtgaa

ctgtctttgg

taatggtact
ggctetcatg
tgacccccat
tgcegetege
acagtatgtt
ggaattcgge
ggcecgeggge
catcctggag
ggaccagacce
ggccgettgg
gctgctcaac
caacaccace
cgtegegtac
ccttetgece
cttegectac
tactcaactg
gactatccce
ccegtaccac
gatgggcggt
tgatggttct

ggcg

cetoctgact
aggtctggtt
cgtcatcgaa
ctacggcgac
caacaatecaa
tggtggeoacc

aaatgaggge

ES 2779 725 T3

gtccatgttg
agcegetgteg
ggtgtgteca
gaatggctac
ggtaaggtge
acccacaagg
tcegetgtcet
ccccttggta
accaataccg
ttegeccacct
accaagctgg
gecettgetea
teggaacteg
ttcaccegag
gaccctcagt
gcccgcaaca
ggtgataacc
tteegtecta
gttgttgata

attcctecta

gatccocaagg
ggactcacca
agtggctcct
atctttggea
accgegetygg
tggactageoc

tggaactggg

gacceccgega
aagaccgggg
tgttocccaa
ttcccaacta
tecttagecea
gcaacaccca
ctcccacaat
tcgacaccgt
tcocgeteceg
tcaacgagac
agcagtgggce
tecagtacga
ttetegacac
gatacgttca
acttcctecaa
tctccaacte
tcgegtatga
actaccatgg
atgctgeceog

cgcaaatgtc

atgtctecgg
ccgectgeteg
acgagtecgga
gcagtgtaga
teegeteegg
cccacaaggce

acaatgtgge

65

caccggegat
cgtteccace
caccttgeac
ccaacgtccce
gaacggeacce
caacgtttac
cctcgaatat
cgttgacctg
catcacctct
ctttggtgac
cgaagaggcc
gaactaccge
tgeeggagta
catcctegac
cgagcetggac
cggtgeccatyg
tgccgatttyg
cgtgggtact
tgtgtatggt

gtcccatctg

cogeacggte
tctgacggag
cagaggtcct
ccacgcctac
aaatggtcete
acaggttgac

cgectactee
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ctccaggcetg
aacgcatcct
gactattctc
aagaaagact
gaagaccaag
aacctgcaag
acccctegtg
gcetaageacg
tccggtateg
cccgtegget
getggtgcag
tatteccgaaa
gtegecegty
gactggattg
gccagetteg
aaggacccct
ctgctecggtce
cagacctact
agcgectgga
tgcteocatga
gtgcagggac
atgacggtgt
tecatgeag

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

16

ADN

<400> 16

agcaatggca
gactacatca
aaccccaaca

atcattgagg

gagacecgtgg

1749

agcgtgeteg
gccatggtgt
ccatcgtcaa
toggatgegg
tgegetecga
tectgacegg
cegttggegt
aggtecctect
gaatgaagtc
tgaacctgca
gacagggaca
aggcacacga
goggatteca
tcaaccacaa
atgtgtggga
agcttcacca
aggctgocgc
tcgetgggga
ctgagtacat
tgcegaagga
tgegtgtecat

tctatgecat

Aspergillus niger

ttgaagccag
tcgctggtgy
tcagtgtgct
acctgaacgc

agctogeotac

cgcaccaaat
taatggtact
ggctcteatg
tgacccceat
tgeegetege
acagtatgtt
ggaattcgge
ggcegeggge
catcctggag
ggaccagacc
ggcegettgg
gctgctcaac
caacaccace
cgtegegtac
caettatgece
cttcgectac
tactcaactg
gactatcecece
ccegtaccac
gatgggeggt
tgatggttect

ggcgctaaaa

ccteetgact
aggtctggtt
cgtcatcgaa
ctacggcgac

caacaatcaa
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gccaaacaga
gtcecatgeceyg
agcgectgteg
ggtgtgtcca
gaatggetac
ggtaaggtge
acccacaagg
teegetgtet
cceottggta
accagtaccg
ttegecacet
accaagctgg
gecttgetea
tecggaactet
ttecaccegag
gaccctcagt
gcccgcaaca
ggtgataacc
ttcecgtecta
gttgttgata
attecctecta

attteggatg

gatcccaagg
ggactcacca
agtggcttct
atctttggea

accgogetgg

tcgetgetgg
gacceccgcega
aagaccgggg
tgttccccaa
ttecccaacta
tccttageca
gcaacaccca
ctcecacaat
tcgacacegt
tccgetaceg
tcaacgagac
agcagtgggce
tecagtacga
tcctecgacac
gatacgttca
acttcctcaa
tctccaactc
tcgegtatga
actaccatgg
atgetgeceg
cgcaaatgte

ctatcttgga

atgteteegg
ccgectgeteg
acgagtcgga
gcagtgtaga

tecgetecgg

66

ccactactte
caccggcgat
cgttcccacce
caccttgeac
ccaacgtoce
gaacggcacc
caacgtttac
cotegaatat
cgttgacctyg
catcacctet
ctttggtgac
cgaagaggcc
gaactacege
tgceggagta
catcctegac
cgagctggac
cggtgecatg
tgcecgatttg
cgtgggtact
tgtgtatggt
gteccateeg

agattatget

cegeacggte
tctgacggag
cagaggtcct
ccacgcctac

aaatggtcte
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ggtggctcta
tcttgggaga
ctccaggctg
aacgcatcct
gactattcte
aagaaagact
gaagaccaag
aacctgeaag
accectegtg
gctaagcacg
tecggtateg
cccgtegget
gctggtgcag
tattccgaaa
gtcgeccegtyg
gactggatty
geccagetteg
aaggacccect
ctgeteggte
cagacctact
agcgcctgga
tgcteccatga
gtgcagggac
atgacggtgt
tccatgcag

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

17
1749
ADN

<400> 17

ctctagtgaa
ctgtctttgyg
agcgtgeteg
gecatggtgt
ccategtcaa
tcggatgegg
tgcgctcecga
tcctgacegyg
cegttggegt
aggtcctcct
gaatgaagtce
tgaacctgca
gacagggaca
aggcacacga
gcggattcca
tcaaccacaa
atgtgtggga
accttcacca
aggcetgecge
tcgetgggga
ctgagtacat
tgcecgaagga
tgcgtgtcat

tctatgccat

Aspergillus niger

tggtggcacc
aaatgagggc
cgcaccaaat
taatggtact
ggcteteatg
tgacceceat
tgccgetege
acagtatgtt
ggaattegge
ggccgegggce
catectggag
ggaccagacc
ggccgettgy
gcetgotecaac
caacaccacc
cgtegegtac
cecttetgece
cttegectac
tactcaactg
gactatcece
cccgtaccac
gatgggcggt
tgatggttct

ggcgctaaaa
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tggactcgee
tggaactggg
gccaaacaga
gteccatgcecg
agcegetgteg
ggtgtgtcca
gaatggctac
ggtaaggtge
acccacaagg
tccgetgtet
ccccttggta
accagtaccg
ttcgccacct
accaagctgg
gccttgctca
teggaactet
ttcacccgag
gacccetcagt
gocegoaaca
ggtgataacc
ttccgtecta
gttgttgata
attcctccta

atttcggatg

cccacaaggce
acaatgtggce
tcgectgetgg
gacceocgega
aagaccggygyg
tgttccecaa
ttcccaacta
tecttageca
gcaacaccca
ctcccacaat
tecgacacegt
tccgeteceg
tcaacgagac
agcagtggge
tccagtacga
tectegacac
gatacgttca
acttcctcaa
tetccaacte
tcgeogtatga
actaccatgg
atgectgeeceg
cgcaaatgtc

ctatcttgga

acaggttgac
cgectactee
ccactactte
caccggegat
cgtteccace
caccttgeac
ccaacgtccc
gaacggcace
caacgtttac
cctcgaatat
cgttgacetg
catcacctct
ctttggtgac
cgaagaggcc
gaactaccgc
tgeceggagta
catcctegac
cgagetggac
cggtgecatyg
tgcecgatttyg
cgtgggtact
tgtgtatggt
gtcececatgte

agattatgct

agcaatggca ttgaagccag cctcctgact gatcccaagg atgtectecgg cecgcacggte

gactacatca tegetggtgg aggtetggtt ggactcacca cegetgeteg tetgacggag

aaccccaaca tcagtgtgct cgtcatcgaa agtggetcct acgagtcgga cagaggtcct
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atcattgagg
gagaccgtgg
ggtggctcta
tcttgggaga
ctccaggetg
aacgcatcct
gactattctc
aagaaagact
gaagaccaag
aacctgcaag
accecctegtg
gctaagcacg
tcecggtateg
ccegtegget
gctggtgeag
tattccgaaa
gtegeccegtg
gactggattg
gocagetteg
aaggaccccet
ctgctcggte
cagacctact
agcgectgga
tgctcocatga
gtgcagggac
atgacggtgt

tccatgecag

acctgaacge
agctcogetac
ctctagtgaa
ctgtctttgg
agcgtgeteg
gccatggtgt
ccatcgtcaa
teggatgegg
tgecgcteega
tcctgacegg
cegttggegt
aggtcctcct
gaatgaagtc
tgaacctgeca
gacagggaca
aggcacacga
gcggattececa
tcaaccacaa
atgtgtggga
accttecacea
aggctgecge
tegetgggga
ctgagtacat
tgccgaagga
tgcgtgtcat

tctatgccat

ctacggcgac
caacaatecaa
tggtggcacec
aaatgagggc
cgcaccaaat
taatggtact
ggcteotcatg
tgaccocccat
tgecgetege
acagtatgtt
ggaattogge
ggccgeggge
catcctggag
ggaccagacc
ggeegettgg
gctgctcaac
caacacecacc
cgtegegtac
cattotgece
cttegectac
tactcaactg
gactatecce
caccgtaccac
gatgggeggt
tgatggttct

ggcgctaaaa
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atctttggca
accgegcetgg
tggactcgce
tggaactggyg
gccaaacaga
gtccatgcecg
agcgetgteg
ggtgtgteca
gaatggctac
ggtaaggtge
acccacaagg
teegetgtet
cccettggta
accgctaceg
ttegeocacct
accaagctgg
gccttgetea
tcggaactct
ttcacecegag
gaccctcagt
gcccgcaaca
ggtgataace
tteegtecta
gttgttgata
attcctccta

attteggatg

gcagtgtaga
tcecgeteegg
cccacaagygce
acaatgtgtt
tegetgetgg
gaccccgcga
aagaccgggyg
tgttecccaa
ttcccaacta
tecttageeca
gcaacaccca
ctcccacaat
tcgacaccgt
tecocgeteceg
tcaacgagac
agcagtgggc
tccagtacga
tccteogacac
gatacgttca
acttcectcaa
tctcecaactc
tcegegtatga
actaccatgqg
atgetgeceg
cgcaaatgtc

ctatcttgga

68

ccacgecctac
aaatggtctc
acaggttgac
ggectactce
ccactactte
caccggcgat
cgttoccace
caccttgeac
ccaacgteec
gaacggcacc
caacgtttac
cctcgaatat
cgttgacctg
catcacctct
ctttggtgac
cgaagaggcc
gaactaccge
tgeceggagta
catcctegac
cgagetggac
cggtgccatg
tgeegatttg
cgtgggtact
tgtgtatggt
gtccecatgtce

agattatget
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REIVINDICACIONES
1. Una glucosa oxidasa de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, seleccionada del grupo que consiste en

a) una glucosa oxidasa de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, que tiene, ademas de las dos sustituciones aminoacidicas
T30V e 194V, al menos una sustitucion aminoacidica adicional en cualquiera de las cinco posiciones seleccionadas
del grupo S53; A173; A332; F414; V560 en dicha SEQ ID NO: 1; o

b) una glucosa oxidasa que presenta al menos un 70 %, en particular, al menos un 80 %, o > 90 % de identidad de
secuencia de aminoacidos con respecto a la glucosa oxidasa de acuerdo con a) siempre que la glucosa oxidasa de b)
tenga, ademas de las dos sustituciones aminoacidicas T30V e 194V, al menos una sustitucién aminoacidica adicional
en cualquiera de las cinco posiciones seleccionadas del grupo S53; A173; A332; F414; V560 de acuerdo con la SEQ
ID NO: 1,

y siempre que la glucosa oxidasa de acuerdo con b) presente al menos un 70 %, en particular, al menos un 80 %, o >
90 % de la actividad enzimatica de la glucosa oxidasa de acuerdo con a), y presente al menos un 70 %, en particular,
al menos un 80 %, o > 90 % de la especificidad enzimatica para glucosa de la glucosa oxidasa de acuerdo con a),

y siempre que la glucosa oxidasa de acuerdo con b) presente al menos una actividad reducida 5 veces para oxigeno
como aceptador de electrones de la glucosa oxidasa de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 o presente al menos una
actividad incrementada 1,5 veces para mediadores de electrones distintos del oxigeno de la glucosa oxidasa de
acuerdo con la SEQ ID NO: 1, o ambas; o

c) un fragmento activo de una glucosa oxidasa de acuerdo con a) o b), siempre que en el fragmento activo de acuerdo
con c) las sustituciones aminoacidicas como se explica en a) o b) se conserven en comparacion con la glucosa oxidasa
de acuerdo con a) o b),

y siempre que la glucosa oxidasa de acuerdo con c) presente al menos un 70 %, en particular, al menos un 80 %, o >
90 % de la actividad enzimatica de la glucosa oxidasa de acuerdo con a), y presente al menos un 70 %, en particular,
al menos un 80 %, o > 90 % de la especificidad enzimatica para glucosa de la glucosa oxidasa de acuerdo con a),

y siempre que la glucosa oxidasa de acuerdo con c) presente al menos una actividad reducida 5 veces para oxigeno
como aceptador de electrones de la glucosa oxidasa de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 o presente al menos una
actividad incrementada 1,5 veces para mediadores de electrones distintos del oxigeno de la glucosa oxidasa de
acuerdo con la SEQ ID NO: 1, o ambas; y en la que los aminoacidos para sustitucion/sustituciones adicional(es) se
seleccionan del grupo

Phe para la posicion S53; e/o

lle, Thr, Val para la posicion A173; y/o

Ser, Val, Thr para la posicién A332; e/o

lle, Leu, Met, Val para la posicion F414; y/o

Leu, Pro, Thr, para la posicién V560.

2. Una glucosa oxidasa de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que

+ dicha actividad para oxigeno como aceptador de electrones se determina por el ensayo de ABTS, que comprende
las etapas de

a) se transfieren 75 ul de solucion de enzima de muestra a una microplaca de fondo plano de 96 pocillos que contiene
100 pl de tampdn fosfato (pH 7)

b) se afiaden 20 ul de mezcla de reaccion a cada pocillo, dando como resultado las siguientes concentraciones:
0,91 U/ml de HRP; ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) 2,3 mM

c) la reaccion comienza afadiendo 25 pl de solucién de sustrato de glucosa y posterior agitacion de la placa a
1000 rpm durante 30 s

d) la oxidacion de ABTS se determina cinéticamente a 414 nm usando un lector de microplacas

« dicha actividad para mediadores de electrones distintos del oxigeno se determina por un ensayo de mediador, que
comprende las etapas de
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a) se transfieren 75 pl de muestra de solucién de enzima a una microplaca de fondo plano de 96 pocillos

b) se afiaden 100 pl de solucion de mediador (N,N-bis(2-hidroxietil)-4-nitrosoanilina 19,05 mM); polivinilpirrolidona al
5 % (p/p), pH 7, y 20 pl de acido fosfomolibdico 25 mM

c) la reaccion comienza afadiendo 25 ul de solucion de sustrato de glucosa y posterior agitacion de la placa a
1000 rpm durante 1 min

d) la cinética de la reduccién de acido fosfomolibdico se controla a 700 nm usando un lector de microplacas.

3. Una glucosa oxidasa de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en la que dichos mediadores de electrones distintos
del oxigeno se seleccionan del grupo que comprende nitrosoanilinas y derivados de las mismas, compuestos azoicos,
fenazinas y derivados de las mismas, fenotiazinas y derivados de las mismas, fenoxazinas y derivados de las mismas,
ferrocenos y derivados de los mismos, ferricianuro de potasio, complejos de Ru y Os, quinonas y derivados de las
mismas, indofenoles, violdgenos, tetratiafulvaleno y derivados del mismo, y ftalocianinas.

4. Una glucosa oxidasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que tiene, ademas de las dos
sustituciones T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, dos, o tres, o cuatro, o cinco sustituciones aminoacidicas
adicionales en cualquiera de las cinco posiciones seleccionadas del grupo S53; A173; A332; F414; V560 de acuerdo
conla SEQ ID NO: 1.

5. Una glucosa oxidasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que, ademas de las
sustituciones T30V e 194V de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, al menos una sustitucion aminoacidica adicional en la(s)
posicion/posiciones F414 y/o V560 se combina(n) con al menos una sustitucion aminoacidica en la(s)
posicion/posiciones A173 y/o A332.

6. Una glucosa oxidasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que tiene, ademas de las
sustituciones T30V e 194V, las sustituciones aminoacidicas adicionales A173l; A332S; y F414L de acuerdo con la SEQ
ID NO: 4.

7. Una glucosa oxidasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que tiene, ademas de las
sustituciones T30V e 194V, las sustituciones aminoacidicas adicionales A173V; A332S; F414l; y V560T de acuerdo
con la SEQ ID NO: 3.

8. Una glucosa oxidasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que tiene, ademas de las
sustituciones T30V e 194V, las sustituciones aminoacidicas adicionales A173V; A332N; F414V; y V560L de acuerdo
con la SEQ ID NO: 6.

9. Una glucosa oxidasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que presenta una
especificidad para glucosa de al menos un 99,9 % y/o una especificidad para galactosa < 4 % y/o una especificidad
para maltosa < 0,3 % y/o una especificidad para xilosa < 6 % y/o una especificidad para maltotriosa < 0,1 %, cuando
se determina por el ensayo de mediador, que comprende las etapas de

a) se transfieren 75 pl de muestra de solucidon de enzima a una microplaca de fondo plano de 96 pocillos

b) se afiaden 100 pl de solucion de mediador (N,N-bis(2-hidroxietil)-4-nitrosoanilina 19,05 mM); polivinilpirrolidona al
5% (p/p), pH 7, y 20 pl de acido fosfomolibdico 25 mM

c) la reaccién comienza afiadiendo 25 pl de la solucién de sustrato de azucar respectiva y posterior agitacion de la
placa a 1000 rpm durante 1 min

d) la cinética de la reduccion de acido fosfomolibdico se controla a 700 nm usando un lector de microplacas.

10. Una glucosa oxidasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que presenta una actividad
de > 400 %, o> 500 %, o > 600 % para mediador de nitrosoanilina para la transferencia de electrones en comparacion
con la actividad para mediador de nitrosoanilina de la GOx de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 por medio del ensayo de
mediador, que comprende las etapas de

a) se transfieren 75 pl de muestra de solucidon de enzima a una microplaca de fondo plano de 96 pocillos

b) se afiaden 100 pl de solucion de mediador (N,N-bis(2-hidroxietil)-4-nitrosoanilina 19,05 mM); polivinilpirrolidona al
5% (p/p), pH 7, y 20 ul de acido fosfomolibdico 25 mM

c) la reaccion comienza afadiendo 25 ul de solucion de sustrato de glucosa y posterior agitacion de la placa a
1000 rpm durante 1 min
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d) la cinética de la reduccién de acido fosfomolibdico se controla a 700 nm usando un lector de microplacas.

y una actividad para oxigeno de < 30 %, o0 < 25 %, o < 20 %, en particular, < 15 %, o < 10 %, en comparacion con la
actividad para oxigeno de la GOx de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 por medio del ensayo de ABTS, que comprende
las etapas de

a) se transfieren 75 pl de solucion de enzima de muestra a una microplaca de fondo plano de 96 pocillos que contiene
100 pl de tampdn fosfato (pH 7)

b) se afiaden 20 yl de mezcla de reaccién a cada pocillo, dando como resultado las siguientes concentraciones:
0,91 U/ml de HRP; ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) 2,3 mM

c) la reaccion comienza afadiendo 25 pl de solucion de sustrato de glucosa y posterior agitacion de la placa a
1000 rpm durante 30 s

d) la oxidacion de ABTS se determina cinéticamente a 414 nm usando un lector de microplacas.

11. Un polinucleétido aislado que codifica una glucosa oxidasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
precedentes o un fragmento activo de la misma.

12. Un procedimiento de deteccién, determinacion o medicion de glucosa en una muestra ex vivo por una glucosa
oxidasa de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 11 o un fragmento activo de la misma, comprendiendo dicha deteccion,
determinacién o medicion poner en contacto una muestra ex vivo con dicha glucosa oxidasa o un fragmento activo de
la misma.

13. El procedimiento de la reivindicacion 12, en el que dicha deteccion, determinacion o medicion de glucosa se realiza
usando un sensor o un dispositivo con tira reactiva.
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GOx EZ07

Fig. 7
30 Consumo de oxigeno
|
—
= 20 +
E 48 oo
i
10 -
|
0 +—
WT T30VI94V EZO7
Fig. 8
Actividad residual [%a] GOx-WT GOx-T30V; 194V Variante de GOx EZ07
Glucosa (100 £ 1.05 100+ 2,1 100 £ 0.3
Maltosa { n.d. n.d. n.d.
| S ST
Galactosa | 1,08 £ 0,08 1,03 +£0,02 042 20,02
Xilosa 0381004 0,33 + 0,02 1,66 = 0,01
-}'lilil'_{ﬂ‘lf‘iﬂﬁa 0,17+ 0,01 0,82 + 10,03 . 0,26 = 0,01
Fig. 9
"'r':...a.lll..'a'mgl ' Ky [mM| Vonax | Uimg| K |mM_|
Ensayo de mediador | Ensave de mediador | Ensayo de ABTS | Ensayo de ABTS
GOx-WT 740+ 0,12 13.18= 1,03 450.10£ 10,98 1420+ 1,28
SOCTIV 13,70+ 0,19 11,85+ 0.86 586,40+ 1698 | 8.82= 1,12
Yariamtede. | 4047100 28.20 & 1,98 78,86 £ 0,58 1,314 0,07
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