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DESCRIPCION
Reduccion enzimatica para producir alcoholes 6pticamente activos

La presente invencion se refiere a un método para producir alcanoles opticamente activos mediante reduccion
enzimatica de las cetonas correspondientes, en especial para la produccién de (1S)-3-metilamino-1-(2-tienil)-propan-

1-ol y (1S)-3-cloro-1-(2-tienil)-propan-1-ol.
Estado de la técnica:

(1S)-3-metilamino-1-(2-tienil)-propan-1-ol ("alcohol de duloxetina”) es un bloque de construcciéon en la sintesis de
duloxetina. La Duloxetina® es un principio activo farmacéutico que en la actualidad se encuentra en la etapa de
aprobacién y esta indicado para emplearse en la depresién y la incontinencia.

EP-B-0273658 describe un método para producir la base correspondiente de duloxetina mediante reaccion de 2-
acetiltiofeno en una reaccién de Mannich con formaldehido y dimetilamina, reduccién del grupo ceto de la base de
Mannich obtenida en este caso para producir (S)-3-N,N-dimetilamino-1-(tien-2-il)propan-1-ol racémico, eterificacion
de la funcién alcohol con fluoruro de naftilo y finalmente conversién del grupo dimetilamino en una funcién
metilamino. El enantiémero deseado del éter naftilo se obtiene mediante el empleo de materias primas quirales o
mediante separacién de racematos en la etapa del producto final, por ejemplo mediante sales con acidos
Opticamente activos o por cromatografia en una fase estacionaria.

US-5,362,886 describe un método analogo en el que se mezcla el propanol racémico, obtenido después de la
reduccion del grupo ceto, con acido S-mandélico. El S-enantidmero del alcohol se emplea en las etapas siguientes
de la reaccion. EP-A-0457559 describe también un proceso analogo al de la EP-B-0273658. Aqui, el grupo ceto de
la base de Mannich se reduce con el sistema de reduccién asimétrico LAH-Icb (hidruro de litio aluminio -[(2R,2S)-(-)-
4-dimetilamino-1,2-difenil-3-metil-2-butanol]) para producir alcohol en forma del S-enantiomero. La desventaja aqui,
ademas de los costes, es la sensibilidad del sistema de reduccion LAH-Icb que es estable solo unos pocos minutos.

W. J. Wheeler y F. Kuo describen en el Journal of Labelled Compounds and Radiopharmaceuticals, volume XXXVI,
No. 3, paginas 213 a 223, un método para la produccion de duloxetina. Para este propdsito se hace reaccionar
cloruro de acido tiofen-2-carboxilico en un acoplamiento de Stille con estanato de vinil-tri-n-butilo en presencia de
cantidades cataliticas de bencilcloro-bis(trifenilfosfina) paladio (Il) en DMPU (dimetilpropilenurea) para producir 1-
(tien-2-il)-propenona de la férmula (V),

la cual se convierte a continuacion mediante tratamiento con cloruro de hidrégeno en 3-cloro-1-(tien-2-il)-propan-1-
ona de la formula (VI)

S
4 (V1)

La cloropropanona asi obtenida se reduce a continuacién usando una oxazaborilidina quiral y BHs para producir (S)-
3-cloro-1-(tien-2-il)-propan-1-ol de la formula (VII)
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OH (Vi)

El alcohol obtenido de esta manera se convierte mediante reaccién sucesiva con yoduro de sodio y se convierte a
continuacién con metilamina en (S)-3-metilamino-1-(tien-2-il)-propan-1-ol. Mediante reaccién siguiente sucesiva con
hidruro de sodio, 1-fluoronaftalina y cloruro de hidrégeno se obtiene en forma del cloruro de hidrégeno

/ \ Hal

S
OH

Hal = Halégeno

WO 05/108590 describe dehidrogenasas para la produccién de alcanoles dpticamente activos mediante reduccion
de las alcanonas correspondientes, en especial para la produccién de 3-metilamino-1-(2-tienil)-propanona y 3-cloro-
1-(2-tienil)-propanona.

WO 05/033094 describe métodos enzimaticos y no enzimaticos para la produccion de 3-metilamino-
1-(tien-2-il)-propan-1-ol asi como enzimas para la realizaciéon de estos métodos.

Descripcion breve de la invencion:

El objetivo en el que se fundamentd la invencién fue encontrar un camino para la reduccion estereoespecifico de
alcanonas sustituidas, como la 3-metilamino-1-(2-tienil)-propanona y la 3-cloro-1-(2-tienil)-propanona.

Este objetivo se logra por el hallazgo sorprendente de las enzimas con actividad de dehidrogenasa que pueden
producirse a partir de microorganismos del género Lactobacillus, en especial de la especie Lactobacillus brevis, que
son capaces de la catalisis estereoespecifica de la reaccion de arriba.

Un primer objeto de la invencién se refiere a un método para producir alcanoles 6pticamente activos de la formula |

CyC R1 (‘)
y(/\);/

OH

donde
n representa un valor de nimero entero de 0 a 5;

Cyc representa un anillo carbociclico o heterociclico, saturado o insaturado, opcionalmente sustituido, de uno o mas
nacleo, y

R! representa halégeno, SH, OH, NO2, NR’R® o NR?R®R**X’, en cuyo caso R? R®y R*, independientemente uno de
otro, representan H o un residuo alquilo inferior de C1-Cg 0 alcoxi inferior de C1-Cg y X representa un contraién, en
cuyo caso, en un medio que contiene alcanona de la férmula Il
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Cch% )
n

o)

donde n, Cycy R' tienen los significados arriba indicados, se incuba una enzima con una secuencia de polipéptido
() SEQIDNO: 10

(i) en la cual, en comparacion con la SEQ ID NO: 1 se han modificado hasta un 25% de los residuos de aminoacidos
mediante delecidn, insercion, sustitucion o una combinacién de éstas y posee ademas por lo menos un 50% de la
actividad enzimatica de SEQ ID NO:1,

En cuyo caso el compuesto de la férmula Il se reduce enzimaticamente hasta el compuesto de la formula |, y se aisla
el producto formado. En una forma particularmente preferida de realizacién, el método sirve para la preparacion de
derivados del 1-(2-tienil)-(S)-propanol de la formula 111

donde R* = Cl 0 NHCH3,

donde en un medio que contiene un derivado de la 1-(2-tienil)-propanona de la férmula IV,

/\ R1

S (V)
0

este compuesto se reduce enzimaticamente hasta el compuesto de la férmula lll, y el producto formado se aisla
esencialmente en forma enantioméricamente pura.

En este método se usa preferentemente una enzima con actividad de dehidrogenasa, la cual puede prepararse a
partir de microorganismos de los géneros Lactobacillus.

De manera particularmente preferida se usan dehidrogenasas de Lactobacillus brevis.

En una forma particularmente preferida de realizacién del método, la enzima con actividad de dehidrogenasa se
selecciona entre enzimas que comprenden una secuencia de aminoacidos segun SEQ ID NO: 1 o una secuencia
derivada de la misma, en la cual hasta un 25%, preferible hasta un 20%, particularmente preferible hasta un 15%, en
especial hasta un 10, un 9, un 8, un 7, un 6, un 5, un 4, un 3, un 2, un 1 % de los residuos de aminoéacidos se han
modificado mediante una delecién, una sustituciéon, una insercion o una combinaciéon de delecién, sustitucion e
insercién, en cuyo caso las secuencias de polipéptidos modificadas frente a la SEQ ID NO: 1 ademas poseen al
menos un 50%, preferible un 65%, particularmente preferible un 80%, en especial mas de 90 % de la actividad
enzimatica de la SEQ ID NO:1. En este contexto debe entenderse como actividad enzimatica de SEQ ID NO:1 a la
capacidad de reducir las cetonas de la férmula (IV) con R! = Cl de manera enantioselectiva hasta el (S)-alcohol con
la formula general (l11).

De manera preferente, el método de la invencion se realiza adicionando equivalentes de reduccion (NADH o
NADPH) o en las condiciones (bioquimicas o electroquimicas) que regeneran los equivalentes de reduccion
consumidos en la reaccion. Para estas formas preferidas de realizacion se hace referencia a los ejemplos 5y 6 que
describen los sistemas de regeneracion aplicables de manera general.
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Otra forma adecuada de realizacién para una regeneracion de co-factor en el método de la invencién es el uso de un
compuesto oxidable, inmiscible con agua, por ejemplo un alcohol superior, preferible hexanol, el cual puede
presentarse en una segunda fase liquida en el medio de reaccién.

Ademas, se prefiere hacer reaccionar el compuesto de la formula general 1, como por ejemplo de la formula 1V, en
presencia de un microorganismo que se selecciona entre bacterias de las familias enterobacteriaceae,
pseudomonadaceae, rhizobiaceae, streptomycetaceae y nocardiaceae. El microorganismo puede ser especialmente
un microorganismo recombinante que se transforma con un constructo de acido nucleico, el cual codifica para una
enzima con actividad de dehidrogenasa segun la definicién de arriba.

Es objeto de la invencién en especial que

- un microorganismo se produce una enzima con actividad de dehidrogenasa el cual se aisla de una fuente natural o
se produce de manera recombinante,

- este microorganismo se reproduce,

- del microorganismo opcionalmente se aisla la enzima con actividad de dehidrogenasa o se produce una fraccion
de proteina que contiene esta enzima, y

- el microorganismo de la etapa b) o la enzima de la etapa c) se transfieren a un medio que contiene un compuesto
de la férmula 1.

Son objeto de la invencién enzimas con actividad de dehidrogenasa con una secuencia de polipéptido
() SEQIDNO: 10

(ii) en la cual hasta un 25% de los residuos de aminoacido se han modificado frente a la SEQ ID NO:1 mediante
delecion, insercién, sustitucion o una combinacién de las mismas y la cual ademéas posee al menos 50% de la
actividad enzimatica de SEQ ID NO:1.

Ademas, son objeto de la invencidon secuencias de acido nucleico codificantes que comprenden la secuencia
codificante para un polipéptido segun la definicién de arriba.

Ademas, la invencién se refiere a casetes de expresion que comprenden una secuencia de acido nucleico
codificante en conexion operativa con al menos una secuencia regulatoria de acido nucleico.

Otro objeto de la invencién son vectores recombinantes que comprenden al menos un casete de expresion asi.

La invencion se refiere también a huéspedes procariéticos o eucariéticos que se transforman con al menos un vector
de la invencién.

Un Gltimo objeto de la invencion se refiere al uso de una enzima con actividad de hidrogenasa segun la definicion de
arriba o de un microorganismo que produce esta enzima para la preparacion de compuestos de las formulas 1 o I, y
su post- procesamiento para la produccion de duloxetina (férmula VII1), por ejemplo.

~

(Vi)
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Descripcion detallada de la invencion:

A. Términos generales y definiciones

Si no se hacen otras indicaciones, se aplican los siguientes significados generales:
"Halégeno" representa flGor, cloro, bromo o yodo, en especial fllior o cloro.

"Alquilo inferior" representa residuos alquilo de cadena recta o ramificada, de 1 a 6 atomos de C, como metilo, etilo,
i- 0 n-propilo, n-, i-, sec.- o terc.-butilo, n-pentilo o 2-metilbutilo, n-hexilo, 2-metil-pentilo, 3-metil-pentilo, 2-etil-butilo.

"Alquenilo inferior" representa los analogos insaturados, una o varias veces, preferentemente una o dos veces, de
los residuos alquilo arriba nombrados con 2 a 6 atomos de carbono, en cuyo caso el enlace doble puede encontrarse
en cualquier posicion de la cadena de carbono.

"Alcoxi inferior" representa los analogos terminados en oxigeno de los residuos alquilo de arriba.

"Arilo" representa un residuo aromatico, opcionalmente sustituidos, mono- o polinuclear, preferentemente mono- o
binuclear, en especial fenilo o representa un naftilo enlazado por una posiciéon del anillo cualquiera, como 1- o 2-
naftilo. Estos residuos arilo pueden portar, opcionalmente, 1 o 2 sustituyentes iguales o diferentes, seleccionados de
halégeno, alquil inferior, alcoxi inferior segin la definicion de arriba o trifluorometilo.

Alcanonas sustituidas, (S)-alcanoles y derivados de las mismas

De acuerdo con la invencion, los alcanoles que son accesibles por catdlisis enzimatica son aquellos de la formula de
arriba (1) en la cual

n representa un valor de nimero entero de 0 a 5;

Cyc representa un anillo carbociclico o hetrociclico, saturado o insaturado, mono- o polinuclear, opcionalmente
sustituido, y

R! representa halégeno, SH, OH, NO,, NR°R® o NRZR®*R**X’, en cuyo caso

R? R® y R*, independientemente uno de otro, representan H o un residuo de alquilo inferior o alcoxi inferior y X
representa un contra-ion.

Las alcanonas de la formula Il de arriba, usadas para la sintesis enzimatica, son compuestos conocidos de por si y
son accesibles usando métodos de sintesis organica conocidos en general (comparese, por ejemplo, EP-A- 0 273
658).

En los compuestos de arriba, n preferentemente representa 0, 1 o 2, en especial representa 1.

Como ejemplos de grupos carbo- y heterociclicos Cyc pueden nombrarse en particular grupos mono- o binucleares,
preferentemente mononucleares, con hasta 4, preferentemente 1 o 2 heteroatomos en el anillo, iguales o diferentes,
seleccionados entre O, Ny S:

Estos anillos carbo- o heterociclicos comprenden en particular 3 a 12, preferentemente 4, 5 o 6 atomos de carbono
en el anillo. Como ejemplos pueden nombrarse ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo, los
analogos insaturados una o varias veces de los mismos, como ciclobutenilo, ciclopentenilo, ciclohexenilo,
cicloheptenilo, ciclohexadienilo, cicloheptadienilo; asi como residuos heterociclicos de 5 a 7 miembros, saturados o
mono- o poliinsaturados, con 1 a 4 heteroatomos que se seleccionan entre O, N y S, en cuyo caso el heterociclo
puede condensarse opcionalmente con otro heterociclo o carbociclo. En especial pueden nombrarse residuos
heterociclicos derivados de pirrolidina, tetrahidrofurano, piperidina, morfolina, pirrol, furano, tiofeno, pirazol, imidazol,
oxazol, tiazol, piridina, pirano, pirimidina, piridazina, pirazina, cumarona, indol y quiinolina.

Los residuos Cyc en este caso pueden estar enlazadas a la alcanona por cualquier posicion del anillo,
preferentemente por un atomo de carbono del anillo.
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Ejemplos de residuos Cyc adecuados son 2-tienilo, 3-tienilo; 2-furanilo, 3-furanilo; 2-piridilo, 3-piridilo o 4-piridilo; 2-
tiazolilo, 4-tiazolilo o 5-tiazolilo; 4-metil-2-tienilo, 3-etil-2-tienilo, 2-metil-3-tienilo, 4-propil-3-tienilo, 5-n-butil-2-tienilo, 4-
metil-3-tienilo, 3-metil-2-tienilo; 3-cloro-2-tienilo, 4-bromo-3-tienilo, 2-yodo-3-tienilo, 5-yodo-3-tienilo, 4-fluoro-2-tienilo,
2-bromo-3-tienilo, y 4-cloro-2-tienilo.

Los residuos Cyc pueden sustituirse ademas una o varias veces, como por ejemplo una o dos veces.
Preferentemente, los sustituyentes se encuentran en un atomo de carbono del anillo. Ejemplos de sustituyentes
adecuados son halégeno, alquilo inferior, alquenilo inferior, alcoxi inferior, -OH, -SH, -NO; o NR’R®, en cuyo caso R?
y R? poseen los significados de arriba, preferible halégeno o alquilo inferior.

R! representa en especial halégeno, NR’R® o NR’R®R*'X, en cuyo caso R?, R® o R?, R® y R*, independientemente
uno de otro representan H o un residuo alquilo inferior o alcoxi inferior y X representa un contra-ién, y
preferentemente uno de los residuos R* R® y R* representa H. Contraiones adecuados son, por ejemplo, aniones de
acido como se obtienen, por ejemplo, en la produccion de una sal de adicion de acido. Un ejemplo de esto se
nombra, por ejemplo, en la EP-A-0 273 658, a la cual se hace referencia por medio de la presente. Ejemplos
. . 1 . . . 2p3 2 3 f H

preferidos de los residuos R™ son en especial fltor o cloro, asi como NR“R™ donde R” y R™ son iguales o diferentes y
representan H o metilo, etilo o n-propilo; particularmente preferible, R! representa cloro o -NHmetilo.

C. Enzimas adecuadas con actividad dehidrogenasa.

Enzimas preferidas con actividad de dehidrogenasa comprenden una secuencia de aminoacidos segin SEQ ID NO:
1.

De acuerdo con la invencién también estan comprendidos "equivalentes funcionales" de las enzimas divulgadas
concretamente con actividad de dehidrogenasa y el uso de estos en los métodos de acuerdo con la invencion.

"Equivalentes funcionales" o analogos de las enzimas divulgadas concretamente son polipéptidos distintos de las
mismas, los cuales poseen ademas la actividad biolégica deseada, como por ejemplo especificidad de sustrato. Por
ejemplo, de esta manera se entiende por "equivalentes funcionales" a las enzimas que reducen 3-cloro-1-(tien-2-il)-
propan-1-ona hasta el S-alcohol y las cuales tienen 50 %, preferible 60 %, particularmente preferible 75 %, muy
particularmente preferible 90 % de la actividad de una enzima con la secuencia de aminoécidos listada en la SEQ ID
NO:1. Los equivalentes funcionales ademas son estables preferentemente entre pH 4 a 10 y poseen ventajosamente
un 6ptimo de pH entre pH 5y 8 asi como un éptimo de temperatura en el rango de 20C a 80C.

Por "equivalentes funcionales" también se entienden, de acuerdo con la invencién, en particular, los mutantes que
tienen, en al menos una posicion de secuencia, de las secuencias de aminoacidos nombradas arriba, otro
aminoacido distinto del aminoacido nombrado concretamente pero que, sin embargo, poseen una de las actividades
biolbgicas nombradas arriba. Los "equivalentes funcionales" comprenden de esta manera los mutantes obtenibles
mediante una o varias adiciones, sustituciones, deleciones y/o inversiones de aminoacido, en cuyo caso las
modificaciones nombradas pueden darse en cualquier posicion de secuencia, en tanto conduzcan hacia un mutante
que tenga el perfil de propiedades de acuerdo con la invencion. La equivalencia funcional también se da cuando el
patron de reactividad del mutante y el del polipéptido no modificado coinciden cualitativamente; es decir que, por
ejemplo, sustratos iguales se convierten a velocidad diferente.

Ejemplos de sustituciones adecuadas de aminoacidos pueden deducirse de la siguiente tabla:

Residuo original Ejemplos de la sustitucion

Ala Ser
Arg Lys
Asn Glin; His
Asp Glu
Cis Ser
GIn Asn
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Glu Asp

Gly Pro

His Asn; GIn

lle Leu; Val

Leu lle; Val

Lys Arg; Gin ; Glu
Met Leu; lle

Fe Met; Leu; Tyr
Ser Thr

Thr Ser

Trp Tyr

Tyr Trp; Fe

Val lle; Leu

De acuerdo con la invencién, en especial también se entiende por "equivalentes funcionales" los mutantes que
tienen un aminoacido distinto de los nombrados concretamente en al menos una posicién de secuencia de las
secuencias de aminodacidos arriba nombradas pero que, sin embargo, poseen una de las actividades biologicas
nombradas arriba. "Equivalentes funcionales" comprenden de esta manera los mutantes obtenibles mediante una o
varias adiciones, sustituciones, deleciones y/o inversiones de aminoacido, en cuyo caso las modificaciones
nombradas pueden darse en cualquier posicién de secuencia en tanto conduzcan hacia un mutante que tenga el
perfil de propiedades de acuerdo con la invenciéon. En especial también se da equivalencia funcional cuando el
patrén de reactividad coincide cualitativamente entre los mutantes y el polipéptido no modificado; es decir que, por
ejemplo, sustratos iguales se convierten a velocidad diferente.

"Equivalentes funcionales" en el sentido de arriba también son "precursores" de los polipéptidos descritos asi como
"derivados funcionales" y "sales" de los polipéptidos.

"Precursores” son en este caso precursores naturales o sintéticos de los polipéptidos con o sin la actividad biolégica
deseada.

Por la expresion "sales" se entiende tanto sales de grupos carboxilicos como también sales de adicion de acido de
las moléculas de proteina de acuerdo con la invencion. Sales de grupos carboxilicos pueden prepararse de una
manera conocida de por si y comprenden sales inorganicas como, por ejemplo, sales de sodio, calcio, amonio,
hierro y cinc, asi como sales con bases organicas como, por ejemplo, aminas, como trietanolamina, arginina, lisina,
piperidina y similares. Sales de adicién de acido como, por ejemplo, sales con acidos minerales, como acido
clorhidrico o acido sulftrrico y sales con acidos organicos como acido acético y acido oxalico también son objeto de
la invencion.

"Derivados funcionales" de polipéptidos de acuerdo con la invencién también pueden prepararse con la ayuda de
técnicas conocidas en los grupos laterales de aminoacidos funcionales o en sus extremos terminales de N o C. Los
derivados de este tipo comprenden, por ejemplo, ésteres alifaticos de grupos carboxilicos, amidas de grupos
carboxilicos que pueden obtenerse mediante reaccion amoniaco o con una amina primaria o secundaria; derivados
de N-acilo de grupos libres amino, preparados mediante reaccién con grupos acilo; o derivados O-acilo de grupos
hidroxilo, preparados mediante reaccién con grupos acilo.

"Equivalentes funcionales" también comprenden naturalmente polipéptidos que se encuentran accesibles de otros
organismos, asi como variantes que tienen lugar naturalmente. A manera de ejemplo, pueden establecerse sectores

8
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de regiones homologas de secuencia mediante comparacién de secuencia y pueden determinarse enzimas
equivalentes de conformidad con las premisas concretas de la invencion.

"Equivalentes funcionales" también comprenden fragmentos, preferentemente dominios individuales o motivos de
secuencia de los polipéptidos de la invencién que tienen, por ejemplo, la funcion biolégica deseada.

"Equivalentes funcionales" son ademas proteinas de fusion que tienen una de las secuencias de polipéptido arriba
mencionadas o equivalentes funcionales derivados de las mismas y al menos otra secuencia heteréloga
funcionalmente distinta en conexion funcional con los terminales N o C (es decir, sin dafio funcional esencial
reciproco de las partes de proteina de fusién). Ejemplos no limitantes de secuencias heterélogas de este tipo son,
por ejemplo, péptidos de sefial o enzimas.

"Equivalentes funcionales" comprendidos de acuerdo con la invencién son homélogos de las proteinas divulgadas
concretamente. Estas poseen al menos 60 %, preferentemente al menos 75%, en especial al menos 85 %, como por
ejemplo 90%, 95% o 99%, de homologia con una de las secuencias divulgadas concretamente, calculada segun el
algoritmo de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad, Sci. (USA) 85(8), 1988, 2444-2448. Una homologia porcentual de
un polipéptido homoélogo de la invencion significa especialmente identidad porcentual del residuo de aminoacido
respecto de la longitud total de una de las secuencias de aminoacidos descritas aqui concretamente.

En el caso de una posible glicosilacion de proteina, los "equivalentes funcionales" de acuerdo con la invencion
comprenden proteinas del tipo arriba designado en forma deglicosilada o en forma glicosilada, asi como en formas
derivadas obtenibles por modificacion del patrén de glicosilacion.

Homologos de las proteinas o polipéptidos de acuerdo con la invencion pueden generarse por mutagénesis, por
ejemplo por mutacién puntual o truncamiento de la proteina.

Homdlogos de la proteina de acuerdo con la invencién pueden identificarse mediante screening (tamizado) de los
bancos combinatorios de mutantes, como por ejemplo mutantes de truncamiento. A manera de ejemplo, un banco
abigarrado de variantes de proteina puede generarse por mutagénesis combinatoria a nivel de de acido nucleico,
como por ejemplo ligando de manera enzimatica una mezcla de oligonucleétidos sintéticos. Hay una gran cantidad
de métodos que pueden usarse para la produccion de bancos de homologos potenciales a partir de una secuencia
degenerada de oligonucledtidos. La sintesis quimica de una secuencia degenerada puede realizarse en un
sintetizador de ADN vy el gen sintético puede ligarse luego en un vector adecuado de expresion. El uso de un
conjunto génico degenerado hace posible suministrar todas las secuencias en una mezcla que codifican el conjunto
deseado de secuencias potenciales de proteina. Para el experto en la materia son conocidos métodos para sintetizar
oligonucledtidos degenerados (por ejemplo Narang, S.A. (1983) Tetrahedron 39:3; ltakura et al. (1984) Annu. Rev.
Biochem. 53:323; Itakura et al., (1984) Science 198:1056; Ike et al. (1983) Nucleic Acids Res. 11:477).

En el estado de la técnica se conocen varias técnicas para tamizar productos génicos de bancos combinatorios que
se han preparado mediante mutaciones puntuales o truncamiento y para tamizar bancos de ADNc para productos
génicos con una propiedad seleccionada. Estas técnicas pueden ajustarse para tamizar rapido los bancos de datos
que se han generado mediante mutagénesis combinatoria de los homologos de la invencion. Las técnicas usadas de
manera mas frecuente para tamizar grandes bancos de datos, que se someten a un analisis con alto rendimiento,
comprenden la clonacién del banco de datos en vectores de expresion replicables, transformacion de las células
adecuadas con el banco de datos resultante y expresion de los genes combinatorios en condiciones en las que la
deteccion de la actividad deseada facilita el aislamiento del vector que codifica el gen cuyo producto se ha
detectado. Recursive Ensemble Mutagenese (REM) (mutagénesis de ensamblaje recursiva), una técnica que
aumenta la frecuencia de mutantes funcionales en los bancos, puede usarse en combinacion con los ensayos de
tamizado para identificar homdlogos (Arkin y Yourvan (1992) PNAS 89:7811-7815; Delgrave et al. (1993) Protein
Engineering 6(3):327-331).

D. Secuencias de acido nucleico que codifican para dehidrogenasa

Objeto de la invencion son especialmente secuencias de acido nucleico (secuencias de ADN y ARN, monocatenario
y bicatenario, como por ejemplo ADNc y ARNm), que codifican para una enzima con la actividad de dehidrogenasa
de acuerdo con la invencién. Se prefieren secuencias de acido nucleico que codifican, por ejemplo, para secuencias
de aminoacidos segin SEQ ID NO:1 o secuencias parciales caracteristicas de las mismas. Los acidos nucleicos
correspondientes pueden determinarse facil mediante traduccién inversa de la SEQ ID NO:1 segin el cédigo
genético. También se prefiere la adaptacion de la secuencia de acido nucleico al "codon usage" del organismo
huésped planificado en el que debe expresarse el acido nucleico.
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Todas las secuencias de éacido nucleico mencionadas aqui pueden producirse de manera conocida de por si
mediante sintesis quimica a partir de los bloques de construccién de nucleétidos, como por ejemplo mediante
condensacion de fragmentos de los bloques de construccién de acido nucleico complementarios, que se solapan, de
la hélice doble. La sintesis quimica de oligonucleétidos puede efectuarse de manera conocida, por ejemplo segun el
método de de fosfoamidita (Voet, Voet, 2. Edicién, Wiley Press New York, paginas 896-897). La adicion de
oligonucledtidos sintéticos y el llenado de vacios con ayuda del fragmento Klenow de la polimerasa-ADN y
reacciones de ligacién y métodos generales de clonacion se describen en Sambrook et al. (1989), Molecular
Cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press.

También son objeto de la invencién secuencias de acido nucleico (secuencias de ADN y ARN, monocatenario y
bicatenario, como por ejemplo ADNc y ARNm), que codifican para uno de los polipéptidos de arriba y sus
equivalentes funcionales que son accesibles, por ejemplo, usando andlogos artificiales de nucleétido.

La invencion se refiere tanto a moléculas aisladas de acido nucleico que codifican para polipéptidos o proteinas o
segmentos biolégicamente activos de los mismos de acuerdo con la invenciéon, como también fragmentos de acido
nucleico que pueden usarse, por ejemplo, como sondas de hibridacién o cebadores para la identificacién o
amplificacion de acidos nucleicos codificantes de la invencion.

Las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencidon pueden ademas contener secuencias no traducidas del
extremo 3’ y/o 5’ de la region codificante del gen.

La invencién comprende ademas las moléculas de acido nucleico complementarias a las secuencias de nucleétidos
descritas concretamente, 0 a un segmento de las mismas.

Las secuencias de nucledtidos de acuerdo con la invencion hacen posible la generacion de sondas y cebadores que
pueden usarse para la identificaciéon y/o clonacién de secuencias homologas en otros tipos de células y organismos.
Tales sondas o cebadores comprenden habitualmente una region de secuencia de nucleétidos que hibrida en
condiciones "stringent" (rigurosas) (véase abajo) en al menos aproximadamente 12, preferentemente al menos
aproximadamente 25, como por ejemplo aproximadamente 40, 50 o 75 nucle6tidos sucesivos uno tras otro, de una
hebra sense de una secuencia de &acido nucleico de acuerdo con la invencion o de una hebra antisense
correspondiente.

Una molécula "aislada" de acido nucleico se separa de otras moléculas de acido nucleico que estan presentes en la
fuente natural del acido nucleico y puede ademas estar esencialmente libre de otro material celular o medio de
cultivo si se prepara mediante técnicas recombinantes o libre de precursores quimicos u otros productos quimicos, ci
se sintetiza quimicamente.

Una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencion puede aislarse mediante técnicas estandar de biologia
molecular y de la informacion de secuencias suministrada de acuerdo con la invencion. A manera de ejemplo, el
ADNc puede aislarse de un banco adecuado de ADNc usando una de las secuencias completas divulgadas
concretamente o un segmento de la misma como sonda de hibridacion y técnicas de hibridacién estandar (como se
describe, por ejemplo, en Sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2.
Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989).
Ademas, mediante reaccién en cadena de polimerasa puede aislarse una molécula de acido nucleico que
comprende una de las secuencias divulgadas o un segmento de la misma, en cuyo caso se usan los cebadores de
oligolinucleodtidos que se prepararon con base en esta secuencia. El acido nucleico amplificado puede clonarse a un
vector adecuado y caracterizarse mediante andlisis de secuencia de ADN. Los oligonucleétidos de la invencion
pueden prepararse, ademas, mediante procesos de sintesis estandar, por ejemplo con un sintetizador automatico de
ADN.

Las secuencias de acido nucleico de la invencién pueden identificarse y aislarse en principio a partir de todos los
organismos del género Lactobacillus, en especial de Lactobacillus brevis. A partir de otros organismos las
secuencias de acido nucleico de acuerdo con la invencion pueden aislarse, por ejemplo, con métodos usuales de
hibridacién o de la técnica PCR, por ejemplo por medio de bancos gendémicos o de ADNc. Estas secuencias de ADN
hibridan en condiciones estandar con las secuencias de acuerdo con la invencion. Para la hibridacién pueden usarse
de manera ventajosa oligonucleétidos cortos de las regiones conservadas, por ejemplo, del centro activo, que
pueden determinarse de manera conocida para el experto en la materia por medio de comparaciones con una con
una dehidrogenasa de la invencion. Pero para la hibridacién también pueden usarse fragmentos mas largos de los
acidos nucleicos de la invencion o las secuencias completas. Dependiendo de los acidos nucleicos usados
(oligonucledtido, fragmento mas largo o secuencia completa) o dependiendo de cual tipo de acido nucleico, ADN o
ARN, se use para la hibridacién, estas condiciones estandar varian. Asi, las temperaturas de fusién para ADN :
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hibridos de ADN se encuentran, por ejemplo, en cerca de 10 € mas bajo que para ADN : hibridos de ARN de igula
longitud.

Por condiciones estandar pueden entenderse, por ejemplo segun acido nucleico, temperaturas entre 42 y 58 T en
una solucién acuosa bufer con una concentracion entre 0,1 a5 x SSC (1 X SSC = 0,15 M NaCl, 15 mM de citrato de
sodio, pH 7,2) o adicionalmente en presencia de 50% de formamida, como por ejemplo 42 € en 5 x SSC, 50% de
formamida. Las condiciones de hibridacion para ADN : hibridos de ADN se encuentran ventajosamente en 0,1 x SSC
y temperaturas entre aproximadamente 20 T hasta 45 €T, preferible entre aproximadamente 30 € hasta 4 5 C.
Para ADN : hibridos de ADN las condiciones de hibridaciéon se encuentran ventajosamente en 0,1 x SSC y
temperaturas entre aproximadamente 30 € a 55 C, p referiblemente entre aproximadamente 45 € a 55 C. Estas
temperaturas indicadas para la hibridacion son, por ejemplo, valores calculados de temperatura de fusién para un
acido nucleico con una longitud de cerca de nucledtidos y un contenido de G + C de 50 % en ausencia de
formamida. Las condiciones experimentales para la hibridacion de ADN se describen en manuales de consulta de
genética, como por ejemplo Sambrook et al., "Molecular Cloning", Cold Spring Harbor Laboratory, 1989, y pueden
calcularse de acuerdo con férmulas conocidas para el experto en la materia, por ejemplo dependiendo de la longitud
de los &cidos nucleicos, del tipo de los hibridos o del contenido de G + C. El experto técnico puede inferir mas
informacién de los siguientes manuales: Ausubel et al. (eds), 1985, Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, New York; Hames and Higgins (eds), 1985, Nucleic Acids Hibridization: A Practical Approach, IRL
Press at Oxford University Press, Oxford; Brown (ed), 1991, Essential Molecular Biology: A Practical Approach, IRL
Press at Oxford University Press, Oxford.

También son objeto de la invencion derivados de las secuencias de acido nucleico concretamente divulgadas o
derivables.

De acuerdo con la invencion también estan comprendidas aquellas secuencias de acido nucleico que comprenden
las llamadas mutaciones silentes o que se han modificado en comparacion con una secuencia nombrada
concretamente, de manera correspondiente al uso de codon de un organismo especial de origen o huésped, como
también variantes de las mismas que tienen lugar naturalmente, como por ejemplo variantes splice (de empalme) o
variantes de alelos.

Asi mismo son objeto las secuencias que pueden obtenerse por sustituciones conservativas de nucleétidos (es
decir, el aminoacido en cuestién se reemplaza con un aminoacido de la misma carga, tamafio, polaridad y/o
solubilidad).

También son objeto de la invencion las moléculas derivadas de los acidos nucleicos derivados concretamente
mediante polimorfismos de secuencia. Estos polimorfismos pueden existir entre individuos de una poblacion debido
a la variacion natural. Estas variaciones ocasionan usualmente una varianza de 1 a 5 % en la secuencia de
nucleétido de un gen.

Por derivados de una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la invencion pueden entenderse, por ejemplo, las
variantes de alelos que tienen al menos 40 % de homologia al nivel derivado de aminoacidos, preferible al menos 60
% de homologia, muy particularmente preferible al menos 80, 85, 90, 93, 95 0 98 % de homologia por toda la region
de secuencia (respecto de la homologia al nivel de aminoacidos se hace referencia a las explicaciones de arriba
referentes a los polipéptidos). Por regiones parciales de las secuencias, las homologias pueden encontrarse
ventajosamente mas alto.

Ademas, por derivados también pueden entenderse homadlogos de las secuencias de acido nucleico de acuerdo con
la invencién, por ejemplo homélogos de hongos o de bacterias, secuencias truncadas, ADN monocatanerio o ARN
de la secuencia de ADN codificante y no codificante. Asi, a nivel de ADN, por ejemplo, poseen una homologia de al
menos 40 %, preferible de al menos 60 %, particularmente preferible de al menos 70 %, muy particularmente
preferible de al menos 80 % por toda la regién indicada de ADN.

Ademas, por derivados pueden entenderse fusiones con promotores. Los promotores que se ubican antes de las
secuencias indicadas de nucleétidos pueden modificarse mediante uno o varios intercambios de nucleétidos,
inserciones, inversiones y/o deleciones, pero sin que se perjudique la funcionalidad o la efectividad de los
promotores. Ademas, los promotores pueden incrementarse en su eficacia modificando su secuencia o
intercambiarse completamente por promotores mas efectivos, incluso de organismos de otras especies.

Por derivados también pueden entenderse variantes cuya secuencia de nucleétidos se hayan modificado en la
regiéon de -1 a -1000 bases corriente arriba del codén stop o 0 a 1000 bases corriente abajo después del codén stop,
de tal manera que se modifique la expresion génica y/o la expresién de proteina, preferiblemente que se incremente.
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Ademas, la invencion también comprende secuencias de acido nucleico que hibridan en "condiciones rigurosas" con
las secuencias codificantes arriba nombradas. Estos polinucleétidos pueden encontrarse tamizando bancos
gendmicos o de ADNc y proliferarse opcionalmente a partir de éstos con cebadores adecuados por medio de PCR y,
a continuacion, aislarse con sondas adecuadas, por ejemplo. Ademas, los polinucleétidos de acuerdo con la
invencion también pueden sintetizarse de manera quimica. Por esta propiedad se entiende la capacidad de un poli-
u oligonucleétido de enlazarse a una secuencia casi complementaria en condiciones rigurosas, mientras que en
estas condiciones no se tengan lugar enlaces no especificos entre las partes no complementarias. Para este
proposito las secuencias deben ser complementarias en 70-100%, preferentemente en 90-100%. La propiedad de
secuencias complementarias de poder enlazarse unas a otras de manera especifica se utiliza, por ejemplo, en la
técnica de Northern o Southern blot o en el enlazamiento de cebador en PCR o RT-PCR. Habitualmente se emplean
para esto oligonucleétidos desde una longitud de 30 pares de bases. Por condiciones rigurosas se entiende, por
ejemplo en la técnica Northern blot, el uso de una solucién de lavado caliente a 50 - 70 C, preferentemente a 60 -
65 C, por ejemplo bufer 0,1x SSC con SDS de 0,1% (20x SSC: NaCl de 3M, citrato de Na de 0,3M, pH 7,0) para
elucion de sondas de ADNc u oligonucleétidos, hibridados de manera no especifica. Tal como se menciond arriba,
en tal caso quedan enlazados uno al otro solo los acidos nucleicos que son complementarios en gran medida. El
establecimiento de condiciones rigurosas se conoce por parte del experto en la materia y se describe, por ejemplo,
en Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6..

E. Disefios de constructos de acuerdo con la invenciéon

Ademas, son objeto de la invencion los constructos de expresion que contienen, bajo el control genético de
secuencias regulatorias de acido nucleico, una secuencia de acido nucleico que codifica para un polipéptido de la
invencion; y vectores que comprenden al menos uno de estos constructos de expresion.

Tales constructos de la invencion comprenden preferentemente un promotor 5'-corriente arriba de la secuencia
codificante respectiva y una secuencia terminadora 3’-corriente abajo asi como, opcionalmente, otros elementos
regulatorios habituales, y que se conectan operativamente en cada caso con la secuencia codificante.

Por una "conexion operativa" se entiende la disposicion secuencial de promotor, secuencia codificante, terminador y
opcionalmente otros elementos regulatorios de tal manera que cada uno de los elementos regulatorios puede
cumplir su funcién en la expresion de la secuencia codificante conforme a lo prescrito. Ejemplos de secuencias
operativamente conectables son secuencias de targeting (seleccion de objetivo) y enhancers (promotores), sefiales
de poliadenilacion y similares. Otros elementos regulatorios comprenden marcadores seleccionables, sefiales de
amplificacion, origenes de replicacién y similares. Secuencias regulatorias adecuadas se describen, por ejemplo, en
Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990).

Por un constructo de acido nucleico de acuerdo con la invencién pueden entenderse especialmente aquellos en los
que para una dehidrogenasa de la invencién se ha conectado de manera operativa o funcional el gen con una o
varias sefiales de regulacion para controlar, por ejemplo incrementar, la expresion génica.

Adicionalmente a estas secuencias de regulacion, la regulacién natural de estas secuencias puede aln estar
presente corriente arriba de los genes estructurales propios y puede haberse modificado genéticamente de manera
opcional, de tal modo que se haya eliminado la regulacién natural y elevado la expresion de los genes. Pero el
constructo de acido nucleico también puede estar estructurado de una manera mas sencilla, lo que significa que no
se insertaron sefiales de regulacion adicionales antes de la secuencia codificante y no retiré el promotor natural con
su regulacion. En lugar de esto, la secuencia natural de regulaciéon se muta de tal modo que ya no se efectia una
regulacion y se incrementa la expresion de gen.

Un constructo preferido de acido nucleico también contiene ventajosamente uno o varios de las ya mencionadas
secuencias "enhancer", conectadas funcionalmente con el promotor, las cuales hacen posible una expresion elevada
de la secuencia de acido nucleico. En el extremo 3’ de las secuencias de ADN pueden insertarse secuencias
ventajosas adicionales, como otros elementos regulatorios o terminadores. Los acidos nucleicos de acuerdo con la
invencion pueden estar contenidos en una o varias copias en el constructo. En el constructo pueden estar
contenidos aun mas marcadores, como resistencias a antibiéticos o genes que complementan auxotrofias,
opcionalmente para la seleccion del constructo.

Secuencias ventajosas de regulacién para el proceso de acuerdo con la invencién se encuentran contenidas, por
ejemplo, en promotores tales como promotores cos, tac, trp, tet, trp-tet, Ipp, lac, Ipp-lac, laclg, T7, T5, T3, gal, trc,
ara, rhaP (rhaPgap)SP6, lambda-Pr 0 lambda-Py, los cuales encuentran aplicacion de manera ventajosa en bacterias
gram-negativas. Otras secuencias ventajosas de regulacion estan contenidas, por ejemplo, en los promotores gran-
positivos amy y SPO2, en los promotores de levadura o de hongo ADC1, MFalpha , AC, P-60, CYC1, GAPDH, TEF,
rp28, ADH. En este contexto también son ventajosos los promotores de la piruvatodecarboxilasa y de la
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metanoloxidasa, por ejemplo a partir de Hansenula. También pueden usarse promotores artificiales para la
regulacion.

Para la expresion en un organismo huésped, el constructo de acido nucleico se inserta de manera ventajosa en un
vector como por ejemplo un plasmido o un fago que hacen posible una expresién optima de los genes en el
huésped. Por vectores también se entienden, aparte de plasmidos y fagos, todos los otros vectores conocidos para
el experto en la materia; es decir, por ejemplo, virus como SV40, CMV, baculovirus y adenovirus, transposones,
elementos IS, fasmidos, césmidos y ADN lineal o circular. Estos vectores pueden replicarse de manera auténoma en
el organismo huésped o replicarse de manera cromosémica. Estos vectores representan una modalidad mas de la
invencién. Plasmidos adecuados son, por ejemplo, en E. coli pLG338, pACIC184, pBR322, pUC18, pUC19, pKC30,
pRep4, pHS1, pKK223-3, pDHE19.2, pHS2, pPLc236, pMBL24, pLG200, pUR290, pIN-III*"=-B1, Igt11l o pBdCl, en
Streptomyces plJ101, plJ364, plJ702 o plJ361, en Bacillus pUB110, pC194 o pBD214, en Corynebacterium pSA77 o
pAJ667, en hongos pALS1, plL2 o pBB116, en levaduras 2alphaM, pAG-1, YEp6, YEpl3 o pEMBLYe23 o en
vegetales pLGV23, pGHlac®, pBIN19, pAK2004 o pDH51. Los plasmidos nombrados representan una pequefia
seleccion de los plasmidos posibles. Otros plasmidos son bien conocidos para el experto en la materia y pueden
inferirse, por ejemplo, del libro Cloning Vectors (Eds. Pouwels P. H. et al. Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford,
1985, ISBN 0 444 904018).

Para la expresion de los otros genes contenidos, el constructo de acido nucleico también contiene ventajosamente y
de manera adicional secuencias regulatorias 3’- y/o 5'-terminales para el aumento de la expresion, las cuales se
seleccionan para una expresién optima dependiendo del organismo huésped seleccionado y el gen o los genes.

Estas secuencias regulatorias deben hacer posible la expresién dirigida de los genes y de la expresion de proteina.
Dependiendo del organismo huésped, esto puede significar, por ejemplo, que el gen se expresa o se sobre-expresa
solo después de induccién o que se expresa y/o sobre-expresa inmediatamente.

Las secuencias o factores regulatorios pueden influir positivamente en este caso de manera preferente la expresion
génica de los genes introducidos e incrementarla de esta manera. De esta manera puede efectuarse
ventajosamente un refuerzo de los elementos regulatorios a nivel de transcripcion, usando fuertes sefiales de
transcripcion como los promotores y/o "enhancers". Pero ademas también es posible un refuerzo de la traduccion
(translation) mejorando, por ejemplo, la estabilidad del ARNm.

En otra modalidad del vector, el vector que contiene el constructo de acido nucleico de la invencion o el acido
nucleico de la invenciéon también puede introducirse a los microorganismos en forma de un ADN lineal e integrarse
mediante recombinacién heter6loga u homéloga al genoma del organismo huésped. Este ADN lineal puede
componerse de un vector linealizado, como un plasmido, o solo del constructo de acido nucleico o del acido nucleico
de la invencién.

Para una expresion optima de genes heterélogos en organismos es ventajoso modificar las secuencias de acido
nucleico de manera correspondiente con el uso especifico de codédn ("codon usage") empleado en el organismo. El
"codon usage" puede determinarse facilmente por medio de andlisis de ordenador de otros genes conocidos del
organismo en cuestion.

La preparacion de un casete de expresion de acuerdo con la invencién se efectia mediante fusion de un producto
adecuado con una secuencia codificante adecuada de nucleétidos asi como con una sefial de terminador y de
poliadenilaciéon. Para este propésito se usan técnicas corrientes de recombinacion y de clonacion, como se
describen, por ejemplo, en T. Maniatis, E.F. Fritsch y J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989) asi como en T.J. Silhavy, M.L. Berman y L.W. Enquist,
Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) y en Ausubel, F.M.
et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley Interscience (1987).

Para la expresion en un organismo huésped, el constructo recombinante de acido nucleico o el constructo del gen se
insertan ventajosamente a un vector especifico al huésped, el cual hace posible una expresion éptima de los genes
en el huésped. Los vectores son bien conocidos para el experto en la materia y pueden inferirse, por ejemplo, de
"Cloning Vectors" (Pouwels P. H. et al., editor Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 1985).

F. Organismos huéspedes utiles de la invencion

Con ayuda de los vectores o constructos de la invencion pueden producirse microorganismos recombinantes, los
cuales se transforman, por ejemplo, con al menos un vector de acuerdo con la invencion y pueden emplearse para la
produccién de los polipéptidos de la invencion. Ventajosamente los constructos recombinantes arriba descritos de
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acuerdo con la invencion se introducen a un sistema huésped adecuado y se expresa. En tal caso, métodos de
clonacion y de transfeccion corrientes conocidos para el experto en la materia, como por ejemplo co-precipitacion,
fusién de protoplastos, electroporacion, transfeccion retroviral y similares, se usan preferentemente para hacer que
los acidos nucleicos nombrados se expresen en el sistema respectivo de expresion. Sistemas adecuados se
describen, por ejemplo, en Current Protocols in Molecular Biology, F. Ausubel et al., Editor, Wiley Interscience, New
York 1997, o Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2. Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

De acuerdo con la invencién, también pueden prepararse microorganismos recombinados homdélogamente. Para
este proposito se prepara un vector que contiene al menos un segmento de un gen de la invencién o de una
secuencia codificante en donde se ha introducido opcionalmente al menos una delecién, una adicién o sustitucion de
aminoacido para modificar la secuencia de la invencién, por ejemplo para desbaratar funcionalmente (vector
"knockout"). La secuencia introducida también puede ser un homélogo de un microorganismo relacionado o de una
fuente de mamifero, de levadura o de insecto, por ejemplo. El vector usado para la recombinacién homdloga puede
estar disefiado alternativamente de tal manera que el gen endégeno muta en el caso de recombinacion homologa o
se modifica de otra manera, aunque aun codifica la proteina funcional (por ejemplo, la regién regulatoria situada
corriente arriba puede modificarse de tal manera que de esta manera se modifique la expresién de la proteina
endodgena). El segmento modificado del gen de la invencién es un vector homoélogo de recombinacion. La
construccién de vectores adecuados para la recombinacién homoéloga se describe, por ejemplo, en Thomas, K.R. y
Capecchi, M.R. (1987) Cell 51:503.

Como organismos huéspedes recombinantes para el acido nucleico de la invencién o el constructo de acido nucleico
se consideran en principio todos los organismos procariotas o eucariotas. Ventajosamente se usan microorganismos
como bacterias, hongos o levaduras en calidad de organismos huéspedes. De manera ventajosa se usan bacterias
gram-positivas o gram-negativas, preferible bacterias de las familias Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae,
Rhizobiaceae, Streptomycetaceae o Nocardiaceae, particularmente preferible bacterias de los géneros Escherichia,
Pseudomonas, Streptomyces, Nocardia, Burkholderia, Salmonella, Agrobacterium o Rhodococcus. Muy
particularmente se prefiere el género y la especie Escherichia coli. Otras bacterias ventajosas pueden encontrarse
ademas en el grupo de las alfa-proteobacterias, beta-proteobacterias o0 gamma-proteobacterias.

El organismo huésped o los organismos huéspedes segun la invencidon contienen en tal caso preferentemente al
menos una de las secuencias de acido nucleico, de los constructos de acido nucleico o vectores descritos en esta
invencion, los cuales codifican para una enzima con la actividad de hidrogenasa de acuerdo con la invencion.

Los organismos usados en el proceso de la invencion se hacen creer o se cultivan de una manera conocida para el
experto en la materia dependiendo del organismo huésped. Los microorganismos regularmente se hacen crecer en
un medio liquido que contiene una fuente de carbono la mayor parte en forma de azulcares, una fuente de nitrégeno
la mayor pare en forma de fuentes organicas de nitrégeno tales como extracto de levadura o sales como sulfato de
amonio, microelementos como sales de hierro, de manganeso, de magnesio y, opcionalmente, vitaminas, a
temperaturas entre 0 Ty 100 T, preferible entre 10 T a 60 T bajo exposicion de gas nitrogeno. En t al caso, el pH
del liquido nutriente puede mantenerse en valores fijos, lo que significa que durante el cultivo se regulan o no. El
cultivo puede efectuarse a manera de "batch" (lote), "semi batch" (semicontinua) o continuamente. Los nutrientes
pueden cargarse al inicio de la fermentacién o de manera semicontinua o continua agregarse después. La cetona
puede adicionarse directamente al cultivo o0 de manera ventajosa después del cultivo. Las enzimas pueden aislarse
segun el método descrito en los ejemplos a partir de los organismos o usarse como extracto crudo para la reaccion.

G. Preparacion recombinante de los polipéptidos de la invencion

También son objeto de la invencién métodos para la preparacion recombinante de los polipéptidos de la invencion o
de los fragmentos funcionales, biolégicamente activos, de los mismos, en cuyo caso se cultiva un microorganismo
que produce polipéptidos, induce opcionalmente la expresién de los polipéptidos y los aisla del cultivo. Los
polipéptidos también pueden producirse asi a escala industrial si se desea.

El organismo recombinante puede cultivarse y fermentarse de acuerdo con métodos conocidos. Las bacterias
pueden propagarse, por ejemplo, en medio TB o LB y a una temperatura de 20 a 40C y un valor de pH de 6 a 9. En
detalle se describen condiciones de cultivo adecuadas, por ejemplo, en T. Maniatis, E.F. Fritsch and J. Sambrook,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989).

Luego, las células se rompen su los polipéptidos no se secretan al medio de cultivo y el producto se obtiene segin
métodos conocidos de aislamiento de proteina a partir del lisado. Las células pueden abrirse a discrecion mediante
ultrasonido de alta frecuencia, mediante presién alta como, por ejemplo, en una célula de presiéon francesa, por
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osmolisis, por accién de detergentes, enzimas liticas o solventes organicos, mediante homogeneizadores o por la
combinacion de varios de los métodos listados.

Puede lograrse una purificacion de los polipéptidos con métodos cromatogréaficos conocidos, como cromatografia de
tamices moleculares (filtracion en gel), como cromatografia en Q-sefarosa, cromatografia de intercambio i6nico y
cromatografia hidrofoba, asi como con otros métodos usuales como ultrafiltracion, cristalizacion, precipitacion de
proteinas por accion de sal, dialisis y electroforesis nativa en gel. Métodos adecuados se describen, por ejemplo, en
Cooper, F. G., Biochemische Arbeitsmethoden (Métodos bioquimicos de trabajo), Editorial Walter de Gruyter, Berlin,
New York o en Scopes, R., Protein Purification, Editorial Springer Verlag, New York, Heidelberg, Berlin.

Puede ser ventajoso usar para el aislamiento de la proteina recombinante a sistemas vector que alargan el ADNc en
determinadas secuencias de nucledtidos y de esta manera codifican para polipéptidos o proteinas de fusién
modificados que sirven para una modificacion mas sencilla. Modificaciones adecuadas de este tipo son, por ejemplo,
los asi llamados "tags" que fungen como anclas, como por ejemplo la modificacion conocida como ancla de hexa-
histidina o epitopes que pueden reconocerse como antigenos de anticuerpos (descritos por ejemplo en Harlow, E. y
Lane, D., 1988, Antibodies: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor (N.Y.) Press). Estas anclas pueden servir para
adherir las proteinas en un soporte sélido, como por ejemplo una matriz polimérica, que puede empacarse a una
columna cromatografica o puede usarse en una placa de microtitulado o en algun otro soporte.

Simultdneamente, estas anclas también pueden usarse para reconocer las proteinas. Ademas, para reconocer las
proteinas pueden usarse marcadores habituales como colorantes de fluorescencia, marcadores de enzima que
después de la reaccién con un sustrato forman un producto de reaccion detectable, o marcadores radioactivos, solos
0 en combinacion con las anclas para derivatizar las proteinas.

H. Realizacion del método de la invencion para preparar (S)-alcanoles

Las enzimas usadas de acuerdo con la invencién que tienen actividad de dehidrogenasa pueden usarse en el
método de la invencién como enzima libre o inmovilizada.

El método de acuerdo con la invencion se realiza ventajosamente a una temperatura entre 0 T a 95 T, p referible
entre 10 € a 85 T, particularmente preferible ent re 15 T a 75 TC.

El valor de pH en el método de acuerdo con la invencidon se mantiene ventajosamente entre pH 4 y 12, preferible
entre pH 4,5y 9, particularmente preferible entre pH 5y 8.

Por productos enantioméricos puros o quirales o alcoholes dpticamente activos en el método de la invenciéon se
entienden enantidmeros que muestran un enriquecimiento de enantiomero. En el método se logran preferiblemente
unidades de enantiomero de al menos 70 %ee, preferible de minimo 80 %ee, particularmente preferible de minimo
90 %ee, muy particularmente preferible minimo 98 %ee erreicht.

Para el método de la invencion pueden usarse células crecientes que contienen los acidos nucleicos, constructos de
acido nucleico o vectores de la invencion. También pueden usarse células reposando o abiertas. Por células abiertas
se entienden, por ejemplo, células que se han hecho permeables mediante un tratamiento con solventes, por
ejemplo, o células que se han roto mediante un tratamiento enzimatico, mediante un tratamiento mecanico (por
ejemplo French Press o ultrasonido) o mediante otros métodos. Los extractos crudos obtenidos de esta manera son
ventajosamente adecuados para el método de la invencién. Para el método también pueden usarse enzimas
purificadas o parcialmente purificadas. Asi mismo son adecuados los microorganismos o enzimas inmovilizados que
pueden encontrar aplicacion ventajosamente en la reaccion.

Si en el método de acuerdo con la invencion se usan organismos o enzimas libres entonces éstos se separan antes
de la extraccion de manera conveniente, por ejemplo mediante una filtracion o centrifugacién.

El producto preparado en el método de acuerdo con la invencién, por ejemplo (1S)-3-metilamino-1-(2-tienil)-propan-
1-ol, puede obtenerse de manera ventajosa a partir de la solucién acuosa de la reaccion mediante extraccion o
destilacion. La extraccion puede repetirse varias veces para incrementar el rendimiento. Ejemplos de agentes de
extraccion son solventes como tolueno, cloruro de metileno, acetato de butilo, éter de diisopropilo, benceno, MTBE o
acetato, sin limitarse a éstos.

Después de concentrar la fase organica, regularmente pueden obtenerse los productos en buenas purezas
guimicas, lo que significa una pureza quimica mayor a 80 %. Después de la extraccién la fase organica con el
producto solo puede concentrarse parcialmente y cristalizar el producto. Para este propdsito se enfria la solucién
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ventajosamente a una temperatura de 0 C a 10 C. L a cristalizacion también puede efectuarse directamente a partir
de la solucion organica o a partir de una solucién acuosa. El producto cristalizado puede tomarse de nuevo para una
nueva cristalizacién en el mismo solvente o en otro y cristalizarse una vez mas. Si se requiere puede seguir
aumentandose la pureza enantiomérica del producto mediante la cristalizacion realizada a continuacién al menos
una vez.

En los tipos de procesamiento nombrados el producto del proceso de la invencidn puede aislarse en rendimientos de
60 a 100 %, preferible de 80 a 100 %, particularmente preferible de 90 a 100 %, respecto del sustrato empleado para
la reaccion, como por ejemplo de 3-metilamino-1-(2-tienil)-propan-1-ona. El producto aislado se caracteriza por una
alta pureza quimica de > 90 %, preferible > 95 % particularmente preferible de > 98 %. Ademas, los productos tienen
una alta pureza enantiomérica que, en caso de necesidad, puede seguir incrementandose mediante cristalizacion.

El método de la invencién puede operarse en forma de lotes, en forma semi-continua o en forma continua.

La realizacion del método puede efectuarse de manera ventajosa en bioreactores, como se describe por ejemplo en
Biotechnology, volumen 3, 2. Ediciéon, Rehm et al editores, (1993) en especial el capitulo 1.

La descripcion de arriba y los ejemplos siguientes sirven solo para ilustrar la invencion. Las numerosas variaciones
posibles, obvias para el técnico en la materia, también estdn comprendidas de acuerdo con la invencion.

Parte experimental:

Ejemplo 1

Analisis de 3-cloro-1-(tien-2-il)-propan-1-ona y 3-cloro-1-(tien-2-il)-propan-1-ol

La concentracién de 3-cloro-1-(tien-2-il)-propan-1-ona y 3-cloro-1-(tien-2-il)-propan-1-ol pueden determinarse por
medio de HPLC. Segun la eleccion de las fases estavionaria y mévil, ademas de la concentracién también puede
determinarse el valor ee.

a) Andlisis aquiral

La cuantificacién de la reaccion se realizé con el siguiente sistema:

Fase estacionaria: Chromoltih SpeedROD RP18, 50*4, 6Pm, Merck (Darmstadt) climatizada a 45C

Fase movil: Eluente A: KH,PO,4 de 10mM, pH 2.5 Eluente B: acetonitrilo gradiente: 0-0.5 min, 35%B;
0.5-1.0 min 35 sobre 80% de B; 1.0-1.2 min 80% deB; 1.2-1.3 min 80% - 35%B; 1.3-2.0
min 35%B;

Velocidad de flujo: 1.5 ml/min

Deteccion: deteccién UV a 230 y 260nm

Tiempos de retencion: 3-cloro-1-(tien-2-il)-propan-1-ona: cerca de 1.6 min 3-Cloro-1-(tien-2-il)-propan-1-ol: cerca
de 1.3 min

Con material auténtico se produce una serie de calibracién, por medio de la cual puede determinarse la
concentracién de las muestras desconocidas.

b) Analisis quiral

Fase estacionaria: Chiracel OD-H, 250*4, 6um, Daicel, calentado a 40C

Fase movil: Eluente A: n-Hexano Eluente B: iso-propanol isocratico con 2.5% B
Velocidad de flujo: 1.0ml/min

Deteccion: Deteccion UV a 230 y 260nm
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Tiempos de retencion: 3-cloro-1-(tien-2-il)-propan-1-ona: cerca de 9.5 min (1S)-3-cloro-1-(tien-2-il)-propan-1-ol:

cerca de 16.6min (1R)-3-cloro-1-(tien-2-il)-propan-1-ol: cerca de 18.3 min

Con material auténtico se produce una serie de calibracion por medio de la cual puede determinarse la
concentracion de muestras desconocidas.

5 Ejemplo 2:

Suministro de glucosa-dehidrogenasa para regenerar co-factor

Para la regeneracion de cofactor puede usarse glucosa dehidrogenasa. La enzima es accesible a partir de fuentes
comerciales (por ejemplo, Julich Fine Chemicals Order-No. 22.10 o 19.10) o también puede prepararse facilmente
basandose en la secuencia conocida de ADN. Se us6 un clon de E. coli XL10 Gold que contiene el gen de glucosa

10 dehidrogenasa en el plasmido pUC19 a partir de Bacillus subtilis (Genbank-Acc.No. M12276); este constructo lleva
la denominacion E. coli LU11293.

Para fermentar E. coli LU11293 se empled el siguiente medio:

560 g de extracto de levadura (65 %)
448 g de Trypton (Difco)

429 de KH2POq4

84 ¢ de Na;HPO4

644 g de glicerina (99%)

100 mL | de solucién SL4 (5 veces)

1lg de Tegosipon 3062

Rellenar el medio con agua hasta 13,5 L, ajustar el valor de pH a 7,0,

sacar cerca de 300 mL para el precultivo,

después esterilizar por 30 minutos 122 T.

Adicionar solucién salina estéril* (previamente sacar la solucién salina para los matraces agitados,
véase Rapport).

*Solucién salina: 2,1 g de CacCl; *2 H,O
3,5 g de MgSO, * 7 H,0
14 g de NH4CI

Disolver 14 mL de solucién de ampicilina (100 mg/mL) en 500 mL de agua y filtrar de manera estéril.

150 mL de medio se esterilizaron respectivamente en dos matraces de Erlenmeyer de 1 L y se completé con 5 mL
15 de solucién salina estéril. Después de inocular una placa de LB-ampicilina-agar se incubaron los pre-cultivos por 12
horas a 37 Ty 200 rpm y se agregaron al medio de fermentacion. La fermentacion inicié a 37<C, 0,1 bar de presion
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interna, pH 7,0 (regulacién con 20% de acido fosférico y 25% de NaOH) con una velocidad de aplicacion de gas de
7,5 L/min y 300 rpm (regulacién de pO; entre 20 y 50% con 10-20 L/min de alimentacion de aire y 500-1500 rpm).
Después de 2 h para la induccién se adicion6 IPTG de 0,1 mM y se finaliz6 la fermentacién después de un tiempo
total de 13 h. Después de cosechar y lavar las células (1,3 kg) éstas se almacenaron hasta el uso (2-20 g/L en la
mezcla de reaccion) a -20<T.

Ejemplo 3:
Regeneracion de cofactor

La regeneracion del cofactor también puede realizarse mediante la dehidrogenasa que causa la conversion de
alcanonas (ll) en alcanoles (I). En este caso no es necesaria la adicion de una enzima de regeneracion por
separado. La dehidrogenasa acepta diferentes alcoholes simples como agentes reductores. Se oxidan hasta los
compuestos correspondientes de carbonilo. Un alcohol simple que es adecuado para regenerar NADH con
dehidrogenasa es iso-propanol. En lugar de la glucosedehidrogenasa y glucosa se usa 10% iso-propanol en la
mezcla de reaccion.
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SEQUENCE LISTING

<110> BASF Aktiengesellschaft

<120> Nueva proteina para la sintesis de alcoholes 6pticamente activos
<130> PF 57486

<160> 1

<170> PatentIn version 3.1

<210>1

<211> 249

<212> PRT

<213> Lactobacillus brevis

<400> 1
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REIVINDICACIONES

1. Método para la preparacion de alcanoles épticamente activos de la formula |

CVCW R"
n

OH

donde
5 nrepresenta un valor de nimero entero desde 0 a 5;

Cyc representa un anillo carbociclico o heterociclico, saturado o insaturado, mono- o polinuclear, opcionalmente
sustituido, y

R! representa halégeno, SH, OH, NO,, NR’R® o NR’R*R**X’, donde R? R®y R*, independientemente unos de otros,
representan H o un residuo alquilo inferior de C;-Cg 0 alcoxi inferior de C;-Cg y X representa un contra-ién,

10 en cuyo caso en un medio que contiene una alcanona de la férmula I

CYCT("F/W )
n

o)

en la que n, Cyc y R' poseen los significados indicados arriba, se incuba una enzima con una secuencia de
polipéptido

() SEQIDNO:1o
15 (ii) (i) en la que hasta el 25% de los residuos de aminoacidos se han modificado frente a la secuencia SEQ ID
NO:1 mediante delecidn, insercion, sustitucion o una combinacion de éstas y posee aln al menos el

50% de la actividad enzimatica de la SEQ ID NO:1,

en cuyo caso el compuesto de la formula Il se reduce de manera enzimatica hasta el compuesto de la formula |
y se aisla el producto formado.

20 2. Método segun la reivindicacion 1, para la preparacion de derivados del 1-(2-tienil)-(S)-propanol de la formula Ill

4:§\/\/""1 any

OH

donde R' = Cl o NHCHs, en cuyo caso en un medio que contiene derivados de la 1-(2-tienil)-propanona de la férmula
v

) "
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se reduce enzimaticamente este compuesto hasta el compuesto de la formula Ill, y se aisla el producto
enantioméricamente puro con al menos 90%ee.

3. Método segun una de las reivindicaciones precedentes, donde la enzima se selecciona entre enzimas de
microorganismos del género de Lactobacillus.

4. Método segun una de las reivindicaciones precedentes, donde la conversién se realiza adicionando equivalentes
de reduccién o en condiciones que regeneran los equivalentes de reduccion consumidos durante la conversion.

5. Método segun la reivindicacion 4, caracterizado porque se realiza una regeneracion de los cofactores con un
alcanol de C,-Cio.

6. Método segun una de las reivindicaciones precedentes, donde la conversion del compuesto de la formula Il se
efectlia en presencia de un microorganismo que se selecciona entre bacterias de las familias de Enterobacteriaceae,
Pseudomonadaceae, Rhizobiaceae, Streptomycetaceae y Nocardiaceae.

7. Método segun una de las reivindicaciones precedentes, donde el microorganismo es un microorganismo
recombinante que se transforma con un constructo de acido nucleico, el cual codifica para una enzima segun la
definicion en la reivindicacion 1.

8. Enzima que tiene actividad de dehidrogenasa con un secuencia de polipéptido
() SEQIDNO: 10

(i) en la que hasta el 25% de los residuos de aminoacidos se ha modificado frente a SEQ ID NO:1 mediante
delecion, insercién, sustitucion o una combinacion de éstas y que posee aun al menos el 50% de la actividad
enzimatica de SEQ ID NO:1.

9. Uso de una enzima que tiene actividad dehidrogenasa con una secuencia de polipéptido
() SEQIDNO: 10

(i) en la que hasta el 25% de los residuos de aminoacidos se ha modificado frente a la SEQ ID NO:1 mediante
delecion, insercion, sustitucion o una combinacién de las mismas y que posee aun al menos el 50% de la actividad
enzimatica de SEQ ID NO:1 para la preparacion de compuestos de las formulas | o I1l.

10. Uso segun la reivindicacion 9 en un método para la preparacion de duloxetina.
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