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DESCRIPCION
Gamma-butirobetaina hidroxilasa originada a partir de neurospora crassa.

Campo técnico

La presente invencion se refiere al uso de un transformante que comprende un vector recombinante que
comprende un polinucledtido, que codifica para y-butirobetaina hidroxilasa, para preparar L-carnitina mediante la
hidroxilacién de y-butirobetaina usando la y-butirobetaina hidroxilasa codificada por el polinucleétido.

Antecedentes de la técnica

La L-carnitina (3-hidroxi-4-trimetilamino-butirato), que también se conoce como vitamina BT, es un analogo
de vitamina natural que es muy importante en el metabolismo humano. Se aisl6 originalmente L-carnitina de tejido
muscular bovino en 1905 por dos cientificos rusos, Gulewitsch y Krimberg, y su estructura quimica se identificé en
1932. La L-carnitina se encuentra en casi todas las células del organismo y transporta acidos grasos de cadena
larga libres y activados a través de la membrana interna de la mitocondria. Debido a que la membrana mitocondrial
interna es una barrera impenetrable para los ésteres de acil-CoA, los acidos grasos de cadena larga libres, activados
con ésteres de acil-CoA en el citoplasma, pasan a través de la membrana cuando se esterifican con L-carnitina.
Cuando esta presente L-carnitina en niveles bajos en los musculos esqueléticos, higado, corazén y rifiones, los
acidos grasos de cadena larga libres son dificiles de utilizar como fuente de energia. Este metabolismo anémalo de
la carnitina provoca diversas enfermedades, incluyendo retraso del crecimiento, miocardiopatia y debilidad muscular.
Cuando no se sintetiza L-carnitina en cantidades adecuadas en el organismo, la carnitina debe absorberse de los
alimentos para evitar sintomas de deficiencia de carnitina. Especialmente en lactantes que no pueden biosintesizar
L-carnitina, la L-carnitina es un nutriente esencial.

La L-carnitiha se usa como componente activo en preparaciones farmacéuticas. Se requiere
complementacién exégena de L-carnitina para tratar la deficiencia de carnitina y otras enfermedades, especialmente
enfermedades cardiacas. Recientemente, este uso terapéutico de la L-carnitina se ha hecho cada vez mas
importante (R. A. Frenkel y J. D. Mc Garry, “Carnitine biosyntheis, metabolism and functions”, Academic Press,
1980).

Se ha identificado que la L-carnitina desempefia muchos papeles importantes en el organismo. Sin
embargo, los métodos convencionales incluyendo la extraccion bioldgica no son adecuados para la produccion en
masa de L-carnitina. Un método que puede facilitar la obtencién de L-carnitina es utilizar DL-carnitina incluyendo
isbmeros Opticos. Este método provoca efectos secundarios en el organismo debido a que contiene D-carnitina
(Curr. Ther. Res. 28, 195-198, 1980). En muchos casos, la D-carnitina compite con la L-carnitina en el organismo e
interrumpe la beta-oxidacion mitocondrial de acidos grasos de cadena larga libres. En pacientes que tienen una
funcién renal notablemente reducida, este metabolismo alterado de acidos grasos de cadena larga conduce a una
inhibicion mas grave.

Se han realizado muchos esfuerzos para obtener L-carnitina 6pticamente pura, que incluyen un método
quimico de resolucion Optica (patente estadounidense n.° 5.166.426), un método bioldgico que usa microorganismos
0 enzimas (patente estadounidense n.° 5.187.093) y un método de produccion de L-carnitina usando un compuesto
quiral como compuesto de partida (patente estadounidense n.° 6.420.599 B2).

Entre los diversos métodos para obtener L-carnitina, un método biol6gico que usa microorganismos o
enzimas emplea una enzima biolégica, gamma-butirobetaina hidroxilasa, para producir L-carnitina Opticamente
activa. Se aisl6 esta enzima en ratones y seres humanos (Rebouche y Engel, J Biol Chem 255:8700-8705, 1980), y
se identificé su secuencia de nucledtidos. Los organismos superiores incluyendo los mamiferos utilizan un residuo
de aminoacido de proteinas, lisina, como precursor para la biosintesis de L-carnitina, mientras que Neurospora
crassa produce L-carnitina Opticamente pura a partir de lisina libre (Fraenkel, Biol Bull, 104:359-371, 1953). El
mecanismo de la biosintesis de L-carnitina es en resumen tal como sigue. La sintesis de carnitina comienza con la
metilacion de la lisina mediante S-adenosilmetionina que actia como donador de metilo, dando como resultado la
formacion de e-N-trimetil-lisina. La trimetil-lisina se transforma enziméticamente en B-hidroxi-trimetil-lisina. A partir de
la B-hidroxi-trimetil-lisina sintetizada, se forma el trimetilaminobutilaldehido, y se convierte entonces en y-
butirobetaina.

Galagan et al. ensefian la secuencia completa del genoma de Neurospora crassa incluyendo una secuencia
gue codifica para una proteina no caracterizada supuesta, que tiene una secuencia representada por SEQ ID NO.2.
Sin embargo, no se ensefia que esta proteina tenga alguna actividad y-butirobetaina hidroxilasa (y-BBH) (Galagan J.
E. et al., Nature, 422:859-868, 2003).

La patente estadounidense 4.371.618 A da a conocer que puede producirse L-carnitina usando los
productos de liberacion de Neurospora crassa y que las esporas de Neurospora crassa comprenden gamma-
butirobetaina hidroxilasa.

Una secuencia de nucledtidos que codifica para y-butirobetaina hidroxilasa, derivada de Neurospora crassa
y que produce L-carnitina usando y-butirobetaina, producida a través del mecanismo anteriormente mencionado,
como precursor, no ha se ha identificado antes de la presente invencion.
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Descripcion de la invencién

Basandose en estos antecedentes, los presentes inventores identificaron un gen que codifica para y-
butirobetaina hidroxilasa derivada de Neurospora crassa, y produjeron con éxito L-carnitina a partir de y-
butirobetaina mediante un método biolégico empleando y-butirobetaina hidroxilasa expresada usando el gen.

Breve descripcién de los dibujos

Los anteriores y otros objetos, caracteristicas y otras ventajas de la presente invencion se entenderdn mas
claramente a partir de la siguiente descripcion detallada tomada en conjunto con los dibujos adjuntos, en los que:

La figura 1 muestra los resultados de SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida) de sobrenadantes
de centrifuga de lisados celulares de Escherichia coli (E. coli) BL21 que no contiene el gen de y-butirobetaina
hidroxilasa (y-BBH) y E. coli BL21 que contiene el gen de y-BBH e inducido por IPTG (isopropil-p-D-
tiogalactopiranésido);

La figura 2 muestra los resultados de una electroforesis en gel de agarosa al 0,8% de un gen de ADNc de y-
BBH clonado en pT7-7;

La figura 3 es una alineacion de secuencias multiple en el que se alinea una secuencia de aminoacidos de
y-BBH de Neurospora crassa frente a la del ser humano, rata y y-BBH derivada de Pseudomonas;

La figura 4 es una presentacion esquematica de un plasmido pT7-BBH2; y

La figura 5 es un diagrama esquematico de un procedimiento de produccion de L-carnitina a partir de y-
butirobetaina.

Mejor modo de llevar a cabo la invencién

En un aspecto, la presente invencién se proporciona el uso de un transformante segun la reivindicacion 1.

Con el fin de obtener un gen que codifique para y-butirobetaina hidroxilasa derivada del hongo filamentoso
Neurospora crassa, los presentes inventores compararon en primer lugar genes heterogéneos que codifican para y-
butirobetaina hidroxilasa para encontrar regiones conservadas. Se realizd6 una busqueda de homologia entre las
regiones conservadas y las secuencias génicas completas de N. crassa, registradas en la base de datos de genes.
A partir de genes que tienen secuencias parcialmente similares, se selecciond un gen candidato que mostraba
actividad y-butirobetaina hidroxilasa. Con el fin de clonar el gen candidato, se sintetizaron cebadores especificos
para el gen. Se preparé una biblioteca de ADNc de Neurospora crassa y se examing para detectar el gen diana
usando los cebadores sintetizados. Se insert6 el clon de ADNc asi obtenido en un vector apropiado. Se transformo
el vector recombinante resultante en Escherichia coli, y se encontré que la clonacién del gen fue exitosa mediante
experimentos usando el transformante. Se indujo la expresién de la proteina del gen portado por el vector
recombinante mediante tratamiento con IPTG y se analizo mediante SDS-PAGE. En comparacién con un control, se
encontré que un transformante de E. coli que muestra expresion de proteinas especifica produce L-carnitina usando
y-butirobetaina como sustrato (tabla 1).

La presente invencion se basa en el hallazgo de un gen que codifica para y-butirobetaina hidroxilasa
derivada de Neurospora crassa, identificandose el gen tal como se describié anteriormente y no habiéndose
identificado como enzima antes de la presente invencion. Una secuencia de polinucleétido de y-butirobetaina
hidroxilasa derivada de Neurospora crassa, que se ha identificado por los presentes inventores, se representa
mediante SEQ ID NO. 1.

Se describen también mediante la presente invencién variantes, por ejemplo, fragmentos y derivados, del
polinucleétido de SEQ ID NO. 1 que codifica para un polipéptido que tiene actividad y-butirobetaina hidroxilasa,
siempre que se expresen en una forma que contenga un gen que tenga la secuencia de polinucleétido de SEQ ID
NO. 1.

En otro aspecto, la presente invencién describe un polinucleétido que codifica para una proteina que tiene
una homologia del 70% o superior con el polinucleétido de SEQ ID NO. 1 y tiene actividad y-butirobetaina
hidroxilasa.

El término “homologia”, tal como se usa en el presente documento para una secuencia de polinucleétido o
una proteina o polipéptido codificado por la secuencia de polinucleétido, indica la similitud de secuencia entre
secuencias de aminoacidos de tipo natural o secuencias de nucleétidos de tipo natural. En el caso de una proteina,
“homdloga” incluye una secuencia de aminoacidos idéntica al 75% o superior, preferiblemente al 85% o superior,
mas preferiblemente al 90% o superior e incluso mas preferiblemente al 95% o superior a la secuencia de
aminoacidos de una proteina y-butirobetaina hidroxilasa segun la presente invencion. Normalmente, un homaélogo de
proteina puede incluir un sitio activo idéntico a de una proteina diana. En el caso de un gen, “homélogo” incluye una
secuencia génica idéntica al 75% o superior, preferiblemente al 85% o superior, mas preferiblemente al 90% o
superior e incluso mas preferiblemente al 95% o superior a una secuencia de polinucleétido que codifica para una
proteina y-butirobetaina hidroxilasa segun la presente invencién. La evaluacion de la homologia puede realizarse a

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2362 488 T3

simple vista 0 usando un programa disponible comercialmente. Usando un programa informatico disponible
comercialmente, la homologia entre dos 0 més secuencias puede expresarse como un porcentaje (%), y puede
evaluarse la homologia (%) entre secuencias adyacentes.

La presente invencién describe un polinucleétido que codifica para una proteina que tiene una homologia
del 75% o superior, preferiblemente del 85% o superior, mas preferiblemente del 90% o superior e incluso mas
preferiblemente del 95% con la secuencia de SEQ ID NO. 1y tiene actividad y-butirobetaina hidroxilasa.

La presente invencion describe un polinucledtido que codifica para y-butirobetaina hidroxilasa representado
por SEQ ID NO. 2.

Puede producirse y-butirobetaina hidroxilasa a gran escala segun la presente invencién insertando un gen
de polinucleétido que codifica para y-butirobetaina hidroxilasa derivada de Neurospora crassa en un vector e
induciendo la expresion de la proteina usando el vector recombinante resultante.

Por tanto, aln en otro aspecto, la presente invencion describe un vector recombinante que comprende un
gen de polinucledtido que codifica para y-butirobetaina hidroxilasa derivada de Neurospora crassa.

El término “vector”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un constructo de ADN que
contiene una secuencia de ADN operativamente unida a secuencias reguladoras que pueden controlar la expresion
de una proteina en un huésped adecuado y secuencias introducidas para facilitar otra manipulacion genética u
optimizar la expresién de la proteina. Tales secuencias reguladoras incluyen un promotor para el control de la
transcripcion, un operador afiadido selectivamente para el control de la transcripcion, un sitio de union de ARNm a
ribosomas adecuado y secuencias que controlan la terminacién de la transcripcién/traduccion. Un vector de este tipo
para la insercion de un gen exdgeno puede ser un plasmido, un virus, un cdsmido o similares.

El vector incluye vectores de clonacion y vectores de expresion. El vector de clonacion es un plasmido que
puede replicarse en el que se inserta ADN exdgeno, y suministra el ADN exdgeno a células huésped transformadas
con el mismo. “Vector de expresion” significa normalmente un portador en el que se inserta un fragmento de ADN
exogeno, generalmente un fragmento de ADN bicatenario. “ADN exdgeno” se refiere a ADN heterogéneo que no se
produce de manera natural en las células huésped. El vector de expresion puede replicarse independientemente del
ADN cromosémico del huésped en células huésped de modo que puede producirse el ADN exdgeno insertado. Tal
como se conoce generalmente en la técnica, con el fin de aumentar el nivel de expresion de un gen transfectado en
una célula huésped, el gen debe estar operativamente unido a las secuencias reguladoras de la transcripcion y
traduccion funcionales en una célula huésped seleccionada como sistema de expresion.

Se deposité un vector pT7-BBH2 (Escherichia coli DH5c. CJ2004), que se construye para su uso en la
presente invencion para la expresion de un polinucleétido que codifica para y-butirobetaina hidroxilasa derivada de
Neurospora crassa, en una autoridad de depdsito internacional, el Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos
(KCCM) el 27 de enero del 2004, y se le asign6 el numero de registro KCCM-10557.

Aun en otro aspecto, la presente invencién describe el uso de un transformante transformado con un vector
recombinante que comprende el gen.

El término “transformacién”, tal como se usa en el presente documento, significa la introduccién de ADN en
una célula huésped adecuada de modo que el ADN pueda replicarse, o bien como un elemento extracromosémico, o
bien mediante integracion cromosémica. Las células huésped Utiles para la transformacion segun la presente
invencién pueden ser procariotas o eucariotas. Ademas, pueden usarse normalmente células huésped que tienen
alta eficacia de introduccion de ADN foraneo y que tienen altos niveles de expresion de ADN introducido. Los
ejemplos de células huésped incluyen células procariotas y eucariotas, tales como bacterias, por ejemplo,
Escherichia sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp. y Streptomyces sp., hongos y levaduras, células de insecto tales
como Spodoptera frugiperda (Sf9) y células animales tales como CHO, COS 1, COS 7, BSC 1, BSC 40 y BMT 10.
Puede usarse preferiblemente Escherichia coli.

Se representa una secuencia de aminoacidos codificada por el polinucleétido de SEQ ID NO. 1 mediante
SEQ ID NO. 2. Por tanto, todavia en otro aspecto, la presente invencién describe la y-butirobetaina hidroxilasa
derivada de Neurospora crassa y que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 2.

Todavia en otro aspecto, la presente invencion describe la y-butirobetaina hidroxilasa seleccionada del
grupo que consiste en variantes que tienen una homologia del 75% o superior, preferiblemente del 85% o superior,
mas preferiblemente del 90% o superior e incluso mas preferiblemente del 95% con la secuencia de SEQ ID NO. 2y
tienen actividad y-butirobetaina hidroxilasa.

Tal como se muestra en la figura 5, puede usarse la y-butirobetaina hidroxilasa descrita mediante la
presente invencién para producir L-carnitina a partir de y-butirobetaina, obteniendo de ese modo L-carnitina
Opticamente pura.

Por tanto, todavia en otro aspecto, la presente invencién ensefia un método de preparacion de L-carnitina
gue comprende la hidroxilacion de y-butirobetaina usando la y-butirobetaina hidroxilasa mencionada anteriormente.
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Puede usarse la L-carnitina obtenida tal como se describié anteriormente como complemento de L-carnitina
para tratar la deficiencia de carnitina y otros fines terapéuticos.

Puede obtenerse una mejor comprension de la presente invencion mediante los siguientes ejemplos que se
exponen para ilustrar pero no deben interpretarse como limite de la presente invencion.

EJEMPLO 1: Construccion de la biblioteca de ADNc de Neurospora crassa

Con el fin de obtener ADNc de Neurospora crassa, en primer lugar se aisl6 ARNm de Neurospora crassa, y
se sintetiz6 ADNc a partir del ARNm aislado mediante PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) usando un
cebador poliT. Se inserté el ADNc en sitios EcoRI/Xhol de un vector de clonacion AD5, y se prepard un conjunto de
ADNCc construido en un plasmido tal como sigue. Se cultivd la cepa de Escherichia coli BNN322 en medio LB
complementado con kanamicina y maltosa al 0,2% durante la noche, se recogié mediante centrifugacion y se
suspendié en 1 ml de MgSO4 10 mM. Se cultivé la suspensién bacteriana con 3,5x10 fagos A que poseen un
conjunto de ADNc durante 30 min. a 30°C sin agitaciéon. Tras afiadir 2 ml de medio LB al cultivo, se cultivo la cepa
infectada durante 60 min. a 30°C con agitacion. Se extendid el cultivo resultante en placas LB que contenian
ampicilina (75 wpl/ml). Se aislaron plasmidos de las colonias que surgen, creando asi un conjunto de biblioteca de
ADNCc.

EJEMPLO 2: Preparacion de cebadores para obtener el gen de y-butirobetaina hidroxilasa

Se compard la secuencia de aminoacidos de y-butirobetaina hidroxilasa derivada de Neurospora crassa (y-
BBH) con la del ser humano, la rata y y-BBH derivada de Pseudomonas (figura 3). La secuencia 1 representa la
secuencia de aminoacidos de y-BBH derivada de N. crassa, la secuencia 2 la de y-BBH derivada de ser humano, la
secuencia 3 la de y-BBH derivada de rata y la secuencia 4 la de y-BBH derivada de Pseudomonas. Los resultados de
la homologia de secuencia son tal como sigue (inicio de las alineaciones por parejas)

Secuencias (1:2) alineadas. Puntuacion: 11%
Secuencias (1:3) alineadas. Puntuacion: 11%
Secuencias (1:4) alineadas. Puntuacion: 10%
Secuencias (2:3) alineadas. Puntuacion: 88%
Secuencias (2:4) alineadas. Puntuacion: 29%
Secuencias (3:4) alineadas. Puntuacion: 29%.

Se encontré que y-BBH derivada de N. crassa tiene un 11% de homologia con y-BBH derivada de ser
humano.

Se disefié un conjunto de cebadores, a continuacion, para clonar y-BBH derivada de N. crassa basandose
en la informacion de secuencia del genoma de N. crassa.

Cebador 1 (SEQ ID NO. 3):

5- ATG AAT TCC ATA TGA TGG CCA CGG CAG CGG TTC AG -3’

Cebador 2 (SEQ ID NO. 4):

5- ATT AGT CGA CTC AAT ACCCTC CCC CACCCT G -3
EJEMPLO 3: Obtencion del gen que codifica para y-BBH

Se amplificé el gen de y-BBH a partir de la biblioteca de ADNc de Neurospora crassa, preparada en el
ejemplo 1, mediante PCR usando un conjunto de cebadores preparado en el ejemplo 2. Se sometio a electroforesis
el producto de PCR en un gel de agarosa, y se observé una banda a aproximadamente 1,4 kb. Se determiné la
secuencia de nucleétidos del gen amplificado mediante secuenciacién de ADN automatica. Ademas, se sometid la
secuencia de nuclettidos determinada a busquedas de homologia para detectar secuencias de nucleétidos usando
el programa BLAST del NCBI. Como resultado, se encontrd6 un gen el 100% idéntico al gen amplificado en la
secuencia del genoma de Neurospora crassa, y se mencioné que la funcién del producto de traduccién del gen
encontrado era s6lo como una proteina hipotética. Entonces, se digirié el producto de PCR tanto con EcoRI como
Sall, se ligé con pUC19 digerido con las mismas enzimas de restricciéon y se introdujo en Escherichia coli DH5. Se
identificé un transformante mediante selecciéon blanco/azul. Cuando se aislo el plasmido del transformante y se
analizo, se encontr6 que el gen de y-butirobetaina hidroxilasa se habia insertado con éxito en el plasmido.

EJEMPLO 4: Construccion del plasmido pT7-BBH2

Se digirié el plasmido obtenido que contiene el gen de y-butirobetaina hidroxilasa con Ndel y Sall, se
someti6 a electroforesis en un gel de agarosa de bajo punto de fusion. Se corté el fragmento de ADN
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correspondiente al gen de y-butirobetaina hidroxilasa del gel, se purifico y se inserté en pT7-7 tratado con Ndel y Sall
(figura 4). Se transform6 el plasmido resultante en Escherichia coli DH5 y se hizo crecer en placas solidas que
contenian ampicilina. A partir de las colonias que surgen, se aislé el plasmido recombinante. Cuando se digirio el
plasmido recombinante con Ndel y Sall, se encontré6 que el gen de y-BBH se habia insertado con éxito en el
plasmido (figura 2). Por tanto, se designé el pldsmido recombinante como “pT7-BBH2". Se introdujo este plasmido
recombinante en Escherichia coli DH5a. Se designé el transformante resultante como “Escherichia coli DH5a
CJ2004", se deposito en el Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM) el 27 de enero del 2004 y se le
asigno el numero de registro KCCM-10557.

EJEMPLO 5: Transformacion del plasmido pT7-BBH2 en la cepa bacteriana de expresion Escherichia coli
BL21(DE3)

Se transform6 el plasmido pT7-BBH2 que tiene un marcador de seleccion de ampicilina en una cepa
bacteriana de expresion, Escherichia coli BL21(DE3). La cepa E. coli BL21(DE3) produce ARN polimerasa de T7 en
presencia de lactosa o IPTG, que induce la traduccion del gen de y-butirobetaina hidroxilasa. Se extienden las
células transformadas en medio soélido que contiene ampicilina. A partir de las colonias que surgen, se purificéd y
digirié el plasmido con Ndel y Sall para examinar el tamafio del gen insertado y el plasmido. Como resultado, se
encontr6 que el plasmido pT7-BBH2 se habia introducido con éxito en la cepa E. coli BL21(DES3).

EJEMPLO 6: Expresion de y-butirobetaina hidroxilasa

Se cultivé el transformante BL21(DE3)/pT7-BBH2, que se preparé6 en el ejemplo 5 mediante la
transformacion del plasmido pT7-BBH2 en E. coli BL21(DE3), para evaluar la expresién de y-butirobetaina
hidroxilasa. Se cultivo el transformante en un matraz con deflectores de 250 ml que contenia 50 ml de medio LB o
medio LB complementado con ampicilina. Cuando el cultivo alcanzé un valor de DO600 de 0,6, se afadio IPTG 1
mM al medio, y se cultivaron las células adicionalmente durante 4 h. Se recogieron las células mediante
centrifugacion a 4.000xg durante 15 min. y se resuspendieron en 1 ml de tampdn de lisis (NaCl 140 mM, glicerol 200
g/litro, DTT 1 mM, tampon fosfato de sodio 10 mM, pH 7,4). Se coloco la suspension celular en hielo y se someti6 a
ultrasonicacion durante 10 s cinco veces usando un aparato de ultrasonicacion para romper las células. Entonces,
se centrifugaron las células rotas a 10.000xg durante de 20 a 30 min. a 4°C. Se recuper6 el sobrenadante, y se
desecharon los residuos celulares. El analisis de SDS-PAGE mostré una banda a aproximadamente 49 kDa que
corresponde al tamafio de la y-butirobetaina hidroxilasa (figura 1). Se determinaron las concentraciones de proteina
mediante el ensayo Bradford segun el uso previsto.

EJEMPLO 7: Medicién de L-carnitina

Se incubd un extracto bruto de Neurospora crassa en 500 ul de tampén de ensayo (KClI 20 mM,
cetoglutarato 3 mM, ascorbato de sodio 10 mM, Triton X-100 2 g/litro, (NH4)2Fe(SO4)2 0,25 mM, butirobetaina 0,2
mM, tampon fosfato de potasio 20 mM, pH 7,0) durante 1 h a 37°C. Se mezclaron 500 pl del sobrenadante del
extracto con 500 pul de &cido perclérico 1,2 M. Se incub6 la mezcla durante 10 min. a temperatura ambiente y se
centrifugé durante 5 min. Se mezclaron 600 pul del sobrenadante con 320 ul de KsPO4 0,7 M y se incubd en un bafio
de hielo durante 20 min. Tras centrifugarse la mezcla durante 5 min., se diluyeron 750 ul del sobrenadante en 250 pl
de agua destilada estéril. Se complementé el sobrenadante diluido con 100 pl de DNTB/H,O; y se incub6 durante 10
min. a temperatura ambiente. Entonces, se complement6 la mezcla de reaccion con 50 ul de una disolucion de
catalasa, incubada a temperatura ambiente durante 30 min., y se centrifugd. Se mezclé 1 ml del sobrenadante con
50 pl de acetil CoA y se incubé a temperatura ambiente durante 10 min. Se midi6 la absorbancia a 405 nm y se
calculd la concentracion de L-carnitina.

EJEMPLO 8: Evaluacién de la y-butirobetaina hidroxilasa derivada de N. crassa para determinar la capacidad de
producir L-carnitina utilizando y-butirobetaina como sustrato

Se cultivo la cepa de E. coli BL21(DE3), transformada con el gen de y-butirobetaina hidroxilasa en el
ejemplo 5, en un matraz con deflectores de 250 ml que contenia 50 ml de medio LB 0 medio LB complementado con
ampicilina. Cuando el cultivo alcanzé un valor de DO600 de 0,6, se afiadio IPTG 1 mM al medio, y se cultivaron las
células durante mas de 8 h a 25°C con el fin de prevenir la formacion de cuerpos de inclusion mientras que se
inducia la formacién de una estructura terciaria de la proteina precisa. Entonces, se recogieron las células mediante
centrifugacion a 4.000xg durante 15 min., y se prepard un extracto bruto de proteina segin el mismo método que en
el ejemplo 6. Se incubd el extracto bruto que contenia proteinas 1,0 mg/ml en un tamp6n de reaccion que contenia y-
butirobetaina 0,5 mg/ml durante 4 h. Se determind la concentracién de L-carnitina segun el mismo método que en el
ejemplo 7, y los resultados se facilitan en la tabla 1, a continuacion.
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Tabla 1
Mezcla de ensayo Conc. de L-carnitina
(ng/ml)
Tampdn de ensayo de y-BBH + extracto bruto de BL21(DE3) 1,0 mg/ml 0,0
Tampén de ensayo de y-BBH + extracto bruto de BL21(DE3)/Pt7-BBH2 1,0 mg/ml 0,8
(inducido por IPTG)

Aplicabilidad industrial

Tal como se describio anteriormente en el presente documento, el gen que codifica para y-butirobetaina hidroxilasa
derivada de Neurospora crassa es Util para producir L-carnitina 6pticamente pura a partir de y-butirobetaina.
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Lista de secuencias

<110> CJ Corp.

<120> gamma-butirobetaina hidroxilasa originada a partir de Neurospora crassa
<160> 4

<170> Kopatentin 1.7I

<210>1
<211> 1346
<212> ADN

<213> Neurospora crassa

<400> 1

atggccacgg cagcggttca ggtttcagtc pcagctccgg ttggacaacc agatatcggg
tacgctcctg accacgacaa gtacctcgca agagtcaaaa gacgacgaga aéacgagaag
ctggagtcgt ctcttccgece aggtttcect cgaagactag acteggacct tgtgtgggac
ggcaacaccc tcgecgagac gtacgactgg acctacagac tgacagaagg ggccattgat
gaaatcgagg ccgcgcttcg tcattttaag agttagtaca gaatctctce ticctgtect
tgggcatcaa geccatcaact aaccatcacc gcatgacagg cctcaacaag cccctaggcet
acatcaacca agaaaccttc ccccticcee gectacacca cactetecge teecteteee
acgagctcca ccacggcecac ggcettcaaag tcctccgegg getceecgte acctececata
cacgcgagga aaacatcatc atctacgccg gegtctectc geatgicget cctatecgeg

gccgecagga caaccagceac aacggecacce cagecgacgt agtcctagea cacatcaaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
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acctgtccac gactgttict gacgtgagca aaatcggtgc acccgectac accaccgaga 660
aacaagtctt ccacaccgac gcaggcgaca tcgtecgecct ctittgettg ggagaggecg 720
ccgagggegg acagagttac ctgtccagcea getggaaggt gtacaacgag ctggecageca 780
ctcggeccga tetggttege acgetggegg ageegtgggt ggeggacgag tttggeaagg 840
aagggaggaa gttttctgtg cgaccgcettt tgeatittca gtetactget getgetgett 900
ctagggaagce aaagcccegag tctgaacggce tcatcatcca gtacgeccge cgeacgtita 960
cggggtattg gggattaccg aggteggegg atatcccgec cattacggag gecgecaggegg 1020
aggegtigga tgcgetgcac tttacggegg agaagtacge ggtggegetg gatttcagge 1080
agggggatgt ccagtttgtg aataacttga gtgtgttcca ttcgagggcg gggtttagag 1140
atgaggggga gaagcagagg catttggtta ggttgtggtt gagagatccg gagaatgegt 1200

gggagacgcce cgaggegttg aaggaacggt gggaacgegt gtatggeggg gtegagteccgg 1260
agagggaggt gtttccgett gagecgeaga ttaggagcge gagtaagggg gagagcegigg 1320

ggacgcaggg tgggggageg tattga ) 1346

<210> 2
<211> 425
<212> PRT

<213> Neurospora crassa

<400> 2
Met Ala Thr Ala Ala Val Gln Val Ser Val Pro Ala Pro Val Gly Gin
1 5 10 15
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Pro Asp Ile Gly Tyr Ala Pro Asp His Asp Lys Tyr Leu Ala Arg Val
20 25 30

Lys Arg Arg Arg Glu Asn Glu Lys Leu Glu Ser Ser Leu Pro Pro Gly
35 40 45

Phe Pro Arg Arg Leu Asp Ser Asp Leu Val Trp Asp Gly Asn Thr Leu
50 55 60

Ala Glu Thr Tyr Asp Trp Thr Tyr Arg Leu Thr Glu Glu Ala Ile Asp
65 70 75 80

Glu Ile Glu Ala Ala Leu Arg His Phe Lys Ser Leu Asn Lys Pro Leu
85 90 95

Gly Tyr lle Asn Gin Glu Thr Phe Pro Leu Pro Arg Leu His His Thr
100 105 110

Leu Arg Ser Leu Ser His Glu Leu His His Gly His Gly Phe Lys Val
115 120 125

Leu Arg Gly Leu Pro Val Thr Ser His Thr Arg Glu Glu Asn lle Ile
130 135 140

[le Tyr Ala Gly Val S_er Ser His Val Ala Pro Ile Arg Gly Arg Gln
145 150 155 160

Asp Asn GIn His Asn Gly His Pro Ala Asp Val Val Leu Ala His lle
165 170 175

Lys Asp Leu Ser Thr Thr Val Ser Asp Val Ser Lys Ile Gly Ala Pro
180 185 190

Ala Tyr Thr Thr Glu Lys Gln Val Phe His Thr Asp Ala Gly Asp Ile
195 200 205

10
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Val Ala Leu Phe Cys Leu Gly Glu Ala Ala Glu Gly Gly GIn Ser Tyr
210 215 220

Leu Ser Ser Ser Trp Lys Val Tyr Asn Glu Leu Ala Ala Thr Arg Pro
225 230 235 240

Asp Leu Val Arg Thr Leu Ala Glu Pro Trp Val Ala Asp Glu Phe Gly
245 250 255

Lys Glu Gly Arg Lys Phe Ser Val Arg Pro Leu Leu His Phe Gln Ser
260 265 270

Thr Ala Ala Ala Ala Ser Arg Glu Ala Lys Pro Glu Ser Glu Arg Leu
275 280 285

lle Ile Gln Tyr Ala Arg Arg Thr Phe Thr Gly Tyr Trp Gly Leu Pro
290 295 300

Arg Ser Ala Asp Ile Pro Pro Ile Thr Glu Ala Gln Ala Glu Ala Leu
305 310 315 320

Asp Ala Leu His Phe Thr Ala Glu Lys Tyr Ala Val Ala Leu Asp Phe
325 330 335

Arg Gln Gly Asp Val Gin Phe Val Asn Asn Leu Ser Val Phe His Ser
340 345 350

Arg Ala Gly Phe Arg Asp Glu Gly Glu Lys GIn Arg His Leu Val Arg
355 360 365

Leu Trp Leu Arg Asp Pro Glu Asn Ala Trp Glu Thr Pro Glu Ala Leu
370 375 380

Lys Glu Arg Trp Glu Arg Val Tyr Gly Gly Val Ser Pro Glu Arg Glu
385 390 395 400

11
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Val Phe Pro Leu Glu Pro Gln lle Arg Ser Ala Ser Lys Gly Glu Ser
405 410 415

Val Gly Thr GIn Gly Gly Gly Gly Tyr
420 425

<210> 3
<211> 35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para amplificar el gen de gamma-butirobetaina hidroxilasa originada a partir de Neurospora crassa

<400> 3

atgaattcca tatgatggcc acggcagegg ttcag 35

<210> 4
<211>31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para amplificar el gen de gamma-butirobetaina hidroxilasa originada a partir de Neurospora crassa

<400> 4

attagtcgac tcaataccct ccecccacect g 31

12
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REIVINDICACIONES

Uso de un transformante que comprende un vector recombinante que comprende un gen que se selecciona
del grupo que consiste en un polinucleétido representado por SEQ ID NO 1 y un polinucleétido que codifica
para gamma-butirobetaina hidroxilasa representado por SEQ ID NO 2, para preparar L-carnitina, que
comprende la hidroxilacion de la gamma-butirobetaina.

Uso de un transformante segun la reivindicacion 1, en el que el transformante es Escherichia coli.

Uso de un transformante segun la reivindicacion 2, en el que el transformante es Escherichia coli KCCM-
10557.

13



ES 2362 488 T3

1
49 kDa g
+BBH
. f—
3BkDa —» | “%
%.Ea«s?w

Carril 1: Marcador de tamafio molecular de proteinas

Carril 2: E. coli BL21 sin gen de y - BBH
Carril 3: E. coli BL21 con gen de y - BBH e inducido mediante IPTG 1 mM

2.5 kb (pT7-7)
1.4 kb (y~BBH )

RR AR

Carril 1 - 4: pT7-7 + plasmido y - BBH digerido con Nde |
Carril 5: marcador de tamafio molecular de ADN de 1 kb
Carril 6 - 9: pT7-7 + plasmido y - BBH digerido con Nde | y Sal |

14
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Alineacion de secuencias multiple CLUSTAL W (1.82)

Serhumano  ~=wr—-MACT | QKAEALDGAHLKQ | LWYDEEESLYPAYWLRDNCPCSDCYLDSAKARK 52
rata ——————HHCA | LKAEAYVDGARLMQI FRHDGAESLYPAYWLRDNCOCSDCYLHSAKARK 52
pseudomonas NAADYRTFPLISPLASAASFASGYSYTWADGRVSPFHNLWLRONCPCGDCVYEVTREQY 60
N. crassa —MATAAYQYSYPAPYGOPD | GY APDHDKYLARYKRRAENEKLESSLPPG—— 4B
: . Lot . Dol I,
Serhumano | | VEALDYNIG!KGL | FDRK-KYY | TWPDEHYSEFQADYLKKRCFSKQARAKLORELFFP 111
rata LLLEALDVYN | RHDDLTFDOK-KVY | TOPNGHYSEFEANELKKRCFSQEARAGLOGELFLP 111
pseudomonas  FLYADVPED!QYQAVT | GDDGRLYYOWDDGHASAYHPGEILRAHAYDAGSLA—EREAARP 118
N. crassa -FPRALDSDLYRDGNTLAETYDWTYRLTEEA | DE| EAALRHFKSLNKPLGY | NQETFPLP 107
R - : *
Ser humano  ECOYRGSELQLPTLDFEDYLRYDEHAYKBLSTLKKYGI VRLTGASDKPGEYSKLGKAHGF 171
rata ECQY®GSELQLPTLNFEDYLNDDDHAYKYLSSLKKVE | VRLTGAADKRGE | IKLGKRIGF 1
pseudomonas HKHRWMQGELSLPYYDHGAYMODDDTLLEWLLAYRDVELTQLHGYPTEPGALIPLAKRISF 178
N. crassa - RLHHTLASLSHEL HHGHEFKYLR-—GLPYTSHTREEN| | | YAGYSSHYAP | RGROUDNQ-H 164
. . *, ' " H- *,, . ., = ve s
Ser humano  LYLTFYGHTWAYQDK ] DANNYAYTTGKLSFHT DYPALHHPPG~YALLHCIKQTYTGGDSE 230
rata LYLTFYGHTWOVQDK | DANNYAYTTGKLSFHTDYPALHHPPG-YALLHCIKQTYTGEDSE 230
pseudomonas | RESNFGYLFDVASKADADSNAYTAFNLPLHTDLPTRELQPG-LAOFLHCLYNDATGGNST 237
N. crassa NGI'PADWLAHIKDLSTWSDVSKIBAPA‘NTEKIJH'FHT DAGD]YALFCLGEAAEGGOSY 224
- v e N - - AL
Ser humano | VDGFNYCOKLKKNNPOAFQ LSS—TFYDFTD | GY——-DYCDFSYQSKHK ! | ELDDK 283
rata | YDGFNYCOKLKEKNPRAFSI LSS—TFYDFTDI GY——-DYCDFSYQSKHK| | ELDDK 283
pseudomonas FYDGFA|AEALR] EAPAAYRLLCE--TPYEFANK————DRHSDYRCTAPY | ALDSS 287
N. crassa LSSSWKVYNELAATRPDLYRTLAEPYYADEFGKEGRKFSYRPLLHFQSTAAAASREAKPE 284
- * *,, ., ik . " om . .
Ser humano  GQYYRINFNNATRDT | FDYP-YERVQPFYAALKEFVDLMN—SKESKFTFKMNPGDY I TF 340
rata GRYYRINFNNATRDTVFDYP-| ERVOPFYAALKEFVDLMN-~SKEYKYTFKMNPGDY | TF 340
pseudomonas GEVYRE|RLANFLR-APFOMD-AGRMPDYYLAYRRF | OMTR—EPRFCFTRRLEAGOLYCF 343
N. crassa SERLI | @YARRTFTEYYGLPRSADI PP TEAQAEALDALHFTAEKYAYALOFROGDVAFY 344
.o *, . Tl : * . e . . S o, #Il .
Ser humano DNWRLLHGRRSYEAGTE | SRHLEGAYAD HDVYHS ALRIL 379
rata DNWRALL HGRRSYEAGTE | SRHLEGAYAD WDYYHS———ALARIL 379
pseudomonas DNRRYLHARDAFDP-ASGDRHFQGCYYD RDELLS-————-RILYL 381
N. crassa NNLS\'FHSRAE’F!DEBEKWHLVFL’ULHDPEHAWETPEALKEHWEFI‘I\'EGVSPEHEVFPL 404
H . kD H .
Ser humano  RORYENGN — 387
rata RORVHNGN -— 387
pseudomonas @R 383
N. crassa EPQI ASASKGESYGTOGGEEY 425

(Las secuencias se alinearon usando el programa de analisis de secuencias del Instituto de
Bioinformatica Europeo (EMBL-EBI), clustalW.)
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Sal

V- BEBH

Nde |

4 N\
YN

CHa

v - butirebetaina

o = cetoglutarato + O,
] - butirobetaina hidroxilasa
succinato + CO,

" /ﬂ‘h
YO
o o es
\ L-camitina /
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