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DESCRIPCION

Acido nucleico promotor derivado de bacterias del género Corynebacterium, casete de expresioén que comprende el
promotor y vector que comprende el casete, célula huésped que comprende el vector y procedimiento para expresar
un gen usando la célula

Campo técnico

La presente invencién se refiere a un nuevo acido nucleico promotor derivado de bacterias del género
Corynebacterium, a un casete de expresion que incluye el mismo, a un vector que incluye el casete de expresion, a
una célula huésped que incluye el vector, y a un procedimiento para expresar un gen usando la célula huésped.

Técnica antecedente

Las bacterias corineformes son microorganismos usados para producir diversos materiales quimicos usado en
muchas aplicaciones, tales como pienso animal, medicinas, y alimentos que incluyen L-lisina, L-treonina, y diversos
acidos nucleicos. Una cepa de bacterias corineformes que muestre alta productividad puede desarrollarse a través
de ingenieria genética e ingenieria metabdlica. Para obtener dicha cepa de bacterias corineformes que muestren
alta productividad, tiene que expresarse un gen relacionado con diversas vias metabdlicas en las bacterias
corineformes. Para este fin, debe desarrollarse un promotor adecuado.

En lineas generales, en bacterias corineformes, un gen se expresa bajo un promotor incluido de forma inherente en
el mismo (véase, por ejemplo, Journal of Bacteriology, 181(19), 6188-6191, 1999). Sin embargo, la estructura de una
secuencia promotora para expresar un gen en bacterias corineformes es desconocido, mientras que las estructuras
de otros microorganismos industriales, tales como E. coli y Bacillus subtilis, son conocidas. Por lo tanto, se ha
sugerido el siguiente procedimiento para producir promotores que posibiliten la expresion de un gen en bacterias
corineformes. En primer lugar, se retira una regién promotora de un gen que sea resistente a un antibiotico, tal como
cloranfenicol. Por separado, se escinde un ADN cromosomico separado de bacterias corineformes usando una
enzima de restriccion adecuada, y el fragmento resultante se introduce en el gen a partir del cual se retiré la region
promotora. Después, el gen obtenido se usa para transformar bacterias corineformes para producir una cepa
transformada y se mide la resistencia a antibidtico de la cepa transformada (véase Gene, 102, 93-98, 1991;
Microbiology, 142, 1297-1309, 1996.). En particular, se ha desarrollado una cantidad muy pequefia de promotores
usados en Corynebacterium ammoniagenes, un microorganismo que produce &acido nucleico conocido. Por ejemplo,
se usa un promotor que tiene una actividad aproximadamente un 10 % mayor que un promotor tac en E. coli (véase,
Biotechnol. Lett. 25, 1311-1316, 2003.). Sin embargo, cuando se usa en una expresion masiva de genes, dicho
promotor muestra baja eficacia. La patente de Estados Unidos N° 5.593.781 desvela un ADN promotor que se
separa de una cepa de Brevibacterium flavum MJ-233 (FERM BP-1497) y tiene actividad mayor que un promotor
tac. Sin embargo, dicho ADN promotor que se separa de un género Brevibacterium puede no ser funcional en otras
bacterias. Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar una secuencia promotora que se obtenga de
Corynebacterium ammoniagenes disponible en el mercado, y tenga elevada actividad en otras bacterias.

Por consiguiente, los inventores de la presente invencion buscaron una secuencia promotora potente en
Corynebacterium ammoniagenes y hallaron que un promotor de acuerdo con la presente invencion puede expresar
genes con elevada actividad en Corynebacterium ammoniagenes.

Descripciéon de los dibujos

La Figura 1 muestra los resultados de un ensayo de electroforesis bidimensional de una muestra extraida de
una bacteria Corynebacterium ammoniagenes, en el que los resultados del ensayo se tifieron de plata y se
revelaron para la identificacion;

la Figura 2 ilustra un procedimiento para producir un vector de exploracion de p117-gfp de acuerdo con una
realizacién de la presente invencion;

la Figura 3 ilustra un procedimiento para producir un vector recombinante que incluya la secuencia promotora
pcjl a pcj7 de un vector de exploracion p117-gfp de acuerdo con una realizacién de la presente invencion.

Descripcién detallada de la invencion

Problema técnico

La presente invencién proporciona un promotor que tiene elevada actividad en Corynebacterium.

La presente invencién también proporciona un casete de expresion que incluye el promotor y un vector que incluye
el casete de expresion.

La presente invencion también proporciona una célula huésped que incluye el vector.

La presente invencién también proporciona un procedimiento para expresar un gen usando la célula huésped.
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Solucién técnica
La presente invencién proporciona un promotor que comprende un polinucleétido de la SEC ID N° 7.

El promotor de acuerdo con la presente invencién es un acido nucleico aislado y tiene actividad promotora. En el
presente documento, el término "promotor" se refiere a una regién de ADN a la cual se une una ARN polimerasa
para iniciar la trascripcion de un gen. El término "promotor tac" se refiere a un promotor obtenido fusionando una
secuencia obtenida de la regién - 35 de un promotor del operén de triptéfano de E. coli y una secuencia obtenida de
la region - 10 de un promotor del operdn de lactosa de E. coli. Se sabe que el promotor tac tiene elevada actividad
promotora. Un promotor que tenga al menos un acido nucleico seleccionado entre las SECID N° 1, 4,5, 6y 7 tiene
mayor actividad en bacterias del género Corynebacterium que el promotor tac. En particular, un promotor que tiene
al menos un acido nucleico seleccionado entre las SEC ID N° 1 y 4 tiene 10 veces mayor actividad que el promotor
tac en bacterias del género Corynebacterium.

El promotor de acuerdo con una realizacion de la presente invencion tiene actividad promotora en bacterias del
género Escherichia, ademas de bacterias del género Corynebacterium.

La célula en la cual el promotor de la presente invencion puede funcionar puede ser cualquier bacteria del género
Corynebacterium. Ejemplos de bacterias del género Corynebacterium incluyen Corynebacterium ammoniagenes
CJHB100 (KC-CM-10330) y ATCC 6871, Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 y ATCC 13060, y similares. Sin
embargo, las bacterias del género Corynebacterium no se limitan a las mismas. Ejemplos de bacterias del género
Escherichia en las cuales puede funcionar un promotor de acuerdo con una realizacion de la presente invencion,
incluyen E. coli.

La secuencia del promotor de acuerdo con una realizacién de la presente invencion puede cambiarse facilmente por
un especialista en la técnica a través de un procedimiento de mutagénesis conocido, tal como evolucion dirigida y
mutagénesis dirigida al sitio. Por consiguiente, se incluye en el alcance de la presente invencién un acido nucleico
que tiene, por ejemplo, un 70 % o mas de homologia, preferiblemente un 80 % o mas de homologia, y mas
preferiblemente, un 90 % o mas de homologia, con la secuencia promotora aislada que incluye al menos un &cido
nucleico seleccionado entre la SEC ID N° 7, y puede actuar como promotor en bacterias del género
Corynebacterium.

La presente invencion también proporciona un casete de expresion que incluye el promotor que esta unido de forma
funcional a una secuencia codificante. La secuencia codificante puede ser, por ejemplo, el gen completo o una
secuencia codificante que codifica una region predeterminada del gen. En el presente documento, el término "unido
de forma funcional" indica que la secuencia codificante estd funcionalmente conectada al promotor de modo que la
secuencia promotora pueda iniciar o0 mediar la trascripcion de la secuencia codificante. El casete de acuerdo con
una realizacion de la presente invencion puede incluir adicionalmente secuencias de control 5' y 3' unidas de forma
funcional a la secuencia promotora. La secuencia codificante puede ser un gen asociado con un producto
metabdlico, tal como IMP, GMP, L-lisina y L-treonina.

La presente invencion también proporciona un vector que incluye el casete de expresion de acuerdo con una
realizacién de la presente invencion. En el presente documento, el vector no esta limitado, y puede ser cualquier
vector conocido en la técnica. Ejemplos del vector de acuerdo con realizaciones de la presente invencién incluyen un
vector pCR2.1-TOPO (producido en Invitrogen Inc., USA) y pECCG 117 (KFCC-10673). Sin embargo, el vector no
esta limitado a los mismos. Ejemplos del vector que incluye el casete de expresion de acuerdo con una realizacion
de la presente invencion incluyen p117-cjl-gfp, p117-cj2-gfp, p117-cj3-gfp, p117-cj4-gfp, p117-cj5-gfp, p117-cj6-gfp
y p117-cj7-gfp.

La presente invencion también proporciona una célula huésped que incluye el vector de acuerdo con una realizacion
de la presente invencién. La célula huésped puede ser una bacteria del género Corynebacterium o una bacteria del
género Escherichia, pero no se limita a las mismas. Por ejemplo, la célula huésped puede ser Corynebacterium
ammoniagenes CJHB100 (KCCM-10330) o E. coli.

La presente invencion también proporciona un procedimiento para expresar un gen exégeno cultivando la célula
huésped. La célula huésped se cultiva en uno de los diversos medios de cultivo conocidos y en diversas condiciones
de cultivo conocidas de acuerdo con la célula huésped seleccionada.

Efectos ventajosos

Un gen que esta unido de forma funcional a un promotor de acuerdo con la presente invencion se expresa de forma
eficaz en E. coli y Corynebacterium ammoniagenes. El promotor es adecuado para desarrollar una cepa usando
bacterias del género Corynebacterium.

Un casete de expresion que incluye al promotor de acuerdo con la presente invencién y un vector que incluya el
casete de expresion de acuerdo con la presente invencién son adecuados para expresar de forma eficaz un gen
exogeno en E. coli y Corynebacterium ammoniagenes.
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Una célula huésped de acuerdo con la presente invencion puede expresar de forma eficaz un gen exégeno.

Usando un procedimiento para expresar un gen de acuerdo con la presente invencion, puede expresarse de forma
eficaz un gen exdgeno.

Mejor modo

La presente invencion se describira en mayor detalle con referencia a los siguientes ejemplos. Estos ejemplos son
solamente para propositos ilustrativos, y no pretenden limitar el alcance de la presente invencion.

Ejemplos

Se prepararon extractos bacterianos a partir de Corynebacterium ammoniagenes CJHB100 (KCCM-10330) en
diversas fases de cultivo. Se realiz6 electroforesis bidimensional sobre los extractos bacterianos para hallar
proteinas sobre-expresadas en los mismos, que después se escindieron para analizar las secuencias peptidicas.
Las secuencias peptidicas obtenidas se usaron para identificar los genes de las proteinas sobre-expresadas.
Después, se aislaron las regiones promotoras, y se produjeron vectores usando las regiones promotoras. A
continuacion, se midieron las actividades del promotor en Corynebacterium ammoniagenes CJHB100 (KCCM-
10330) y E. coli.

Ejemplo 1: Cultivo de Corynebacterium ammoniagenes CJHB100 (KCCM-10330) y seleccidn de la proteina de
sobre-expresién de acuerdo con las fases de cultivo

(1) Cultivo de bacterias

Se cultivd Corynebacterium ammoniagenes CJHB100 (KCCM-10330) en un medio que tenia azUlcar sin procesar de
melazas (mezcla que contenia un 50 % de glucosa y un 50 % de fructosa). En este momento, se midid la
concentracioén celular. Se recogieron muestras de Corynebacterium ammoniagenes CJHB100 (KCCM-10330)
cultivada a una fase estacionaria temprana y en fases estacionarias. Las muestras se centrifugaron y se retiré la
solucion superior resultante. El sedimento celular obtenido se lisé en un tampdn disgregante para producir
aproximadamente 100 um de un extracto bacteriano.

(2) Ensayo de electroforesis bidimensional

El extracto bacteriano obtenido de la seccion (1) se diluy6é usando urea 6 M, tiourea 2 M, CHAPS al 4 %, y DTT al
0,4 % para obtener una mezcla con un volumen total de 350 ul. Después, se afiadieron a la misma 7 ul de un
tampon IPG y 3 ul de azul de bromofenol (BPB) al 1 %. La solucion resultante se cargé en una placa de
rehidratacion usando una tira seca de gradiente de pH de inmobilina. La muestra en la placa de rehidratacion se
cubrié con 2 ml de un liquido de cobertura para evitar la vaporizacion de la muestra y la cristalizacion de la urea, y
después se rehidrat6 a temperatura ambiente durante aproximadamente 24 horas.

La tira de gel rehidratado se sometio a enfoque isoeléctrico a 20 °C a 0-100 V durante 1 hora, a 300 V durante 1
hora, 600 V durante 1 hora, y a 8000 V durante un tiempo predeterminado, que se ajusto para realizar el enfoque
para 43-97 kVh (pH 4-7: 43,4 kVh, pH 4,5-5,5, pH 5,5-6,7: 97 kVh) usando un dispositivo de enfoque isoeléctrico
(Multiphor II: producido por Amersham Bioscience, EEUU).

Cuando se completd el enfoque isoeléctrico, las tiras de gel respectivas se equilibraron en una solucion de pH 8,8
que contenia Tris-HCI 20 mM, urea 6 M, SDS al 2 %, glicerol al 20 %, acrilamida al 2,5 % y TBP 5 mM durante 15
minutos. Las tiras equilibradas respectivas se cargaron en un gel bidimensional (gradiente de concentracién del 9-16
%) y después se sellé con una solucién de SDS que contenia agarosa al 0,5 % que tenia un bajo punto de ebullicién
y BPB al 0,001 %. La electroforesis se realizd a 100 V durante aproximadamente 19 horas.

Después de completarse la electroforesis, el gel se inmovilizé en una solucion de metanol al 45 % y solucién de
acido acético al 5 %. El acido acético se lavé durante 1 hora usando agua destilada. El gel se sensibilizd con
tiosulfato sddico al 0,02 % durante 2 minutos y se lavo con agua destilada. Después, el gel se hizo reaccionar con
nitrato de plata al 0,1 % durante 20 minutos y se lavé con agua destilada. El producto de reaccién se revelé con una
solucion que contenia carbonato sddico al 2 % (p/v) y formaldehido al 0,04 % (v/v). Cuando aparecié una mancha
gue tenia la fuerza deseada, se detuvo la reaccion usando acido acético al 1 %. Se lavo el gel con agua destilada y
se almacend en una bolsa de plastico sellada a 4 °C.

Cuando se usa tinciéon de coomassie, después de completarse la electroforesis, el gel se fijé6 usando una solucién de
metanol al 30 % y una solucién de acido acético al 10 % durante 1 hora, se lavé con agua destilada, se tifié con
brillante de coomassie coloidal G-250 durante 24 horas, y después se blanqueé con una solucion de metanol al 10
% y una solucion de acido acético al 7 % durante 4 horas.

(3) Preparacién de la muestra peptidica usada para espectrometria de masas basada en manchas

Se separo6 el péptido de las manchas usando una version modificada de un procedimiento conocido (Shevchenko y
col., Anal. Chem., 68(5), 850-8, 1996).
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En primer lugar, se escindié una mancha de proteina del gel preparado en la seccion (2), se blanque6 en 120 pul de
una solucién mixta de ferricianuro de potasio 30 mM y tiosulfato sédico 100 mM a una proporcion de 1:1, y se lavo
con agua destilada y después con 120 ul de acetonitrilo al 50 %/bicarbonato aménico 25 mM (pH 7,8) durante 10
minutos. El producto resultante se hizo reaccionar con 50 ul de acetonitrilo al 100 % durante aproximadamente 5
minutos hasta que aparecié un color blanco y después se seco al vacio.

Se afadieron 10 ul de tripsina de calidad de electroforesis bidimensional (0,02 pg/ul) a las manchas secas y
después se hicieron reaccionar en hielo durante 45 minutos. Después, se afiadié tampén bicarbonato amonico 50
mM (pH 7,8) al producto de reaccién y se hizo reaccionar a 37 °C durante 12-14 horas. El producto resultante se
tratd tras veces con ondas ultrasénicas durante 10 minutos en 10 ul de TFA al 0,5 % y acetonitrilo al 50 % para
extraer un péptido.

(4) Espectrometria de masas

El péptido extraido como se ha descrito anteriormente se ensayé a través de HPLC-EM/EM. La HPLC-EM/EM se
realiz6 con el sistema HPLC 1100 series (producido en Agilient Inc, EEUU) y un dispositivo de espectrometria de
masas de retencion de iones Finnigan LCQ DECA (producido en ThermoQuest, EEUU) sobre el cual se instalé una
fuente de ionizacion por nanonebulizacién. La HPLC se realizé con una columna de fase inversa C18 microprobe, se
proporciond &cido férmico al 0,1 % (disolvente A) y solucion (disolvente B) de acetonitrilo al 90 % (v/v) y acido
férmico al 0,1 % en un gradiente lineal (caudal=1 ml/min) para aislar un péptido.

La deteccion del péptido se realizd 3 veces usando ionizacién por nanonebulizacion (INN) (voltaje de nebulizacion:
1,8 kV; temperatura del capilar: 200 °C; voltaje del capilar: 34 V; compensacion de la lente de conduccién: 40 V; y
multiplicador electronico: -60 V). Las mediciones se obtuvieron en un modo centroide. Después de obtenerse la
exploracion EM completa de 400-2000 Da, se establecié un valor umbral a 1x10° recuentos y los iones mas fuertes
se separaron a través de una exploraciéon de zoom de alta resolucion. Después, se realizé EM/EM por disociaciéon
inducida por colision (DIC). La secuencia de un espectro DIC que no estuviera codificado se identificé usando el
software TurboQuest (producido por Thermo Finnigan Inc, EEUU). Los resultados de una bisqueda SEQUEST se
identificaron a través de correlacion cruzada y ACn (correlacion normalizada delta).

La secuencia de aminoacidos del péptido se confirmo e identific6 usando EMCL/EM Q-star Pulsar (producida por
Applied Biosystems Inc, EEUU).

Como resultado, se hallaron 50 proteinas, y se seleccionaron siete proteinas sobre-expresadas de las 50 proteinas.
La FIG. 1 muestra los resultados del ensayo de electroforesis bidimensional de una muestra extraida de
Corynebacterium ammoniagenes, en que los resultados de ensato se tifieron con plata y se revelaron para su
identificacion. En la FIG. 1, se identificaron siete manchas sobre-expresadas indicadas por CJ1 a CJ7. Las funciones
de estas siete proteinas sobre-expresadas se indicaron en la Tabla 1. Las funciones de estas proteinas se
identificaron comparando la secuencia del péptido con una secuencia de amino&cidos contenida en la base de datos
del banco genético NCBI.

Tabla 1
Nombre de la Proteina N° de acceso al banco
mancha genético
Proteina de choque térmico hsp60 AE008903.1
5-Carboxi metil-2-hidroxi muconato semialdehido NC-006461.1
deshidrogenasa
Homoprotocateculato 2,3-dioxigenasa NC-005835.1
Factor de extension de traduccion temporal EF-Tu YP-145957
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa AAA69094
Cisteina sintasa AAV89445
Manganeso superéxido dismutasa NP-940564

Se asumié una secuencia génica a partir de las siete proteinas sobre-expresadas y se analizé para seleccionar una
regién promotora. Como resultado, se supuso que los oligonucleétidos de las SEC ID N° 1 a 7 separados de la
secuencia génica correspondiente a las proteinas indicadas por CJ1 a CJ7 tienen actividad promotora.

Ejemplo 2: Fabricacion del vector recombinante pll17-cil~7-gfp que tiene secuencia promotora y
confirmacion de la actividad promotora en Corynebacterium ammoniagenes

(1) Amplificacion de la secuencia promotora del genoma de Corynebacterium ammoniagenes CJHB100

Se separaron 500 ug del ADN cromosémico a partir de 25 ml de cultivo de Corynebacterium ammoniagenes
CJHB100 incubado durante un dia, usando un procedimiento sugerido por Eikmann y col. (Gene, 102, 93-98, 1991).
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El ADN cromosomico separado se us6é como molde. Se realizaron PCR usando series de cebadores (SEC ID N° 10
y11,12y 13,14y 15,16y 17,18y 19,20y 21,y 22 y 23) para amplificar los promotores de CJ1 a CJ7 durante 30
segundos a 94 °C, a 55 °C, y a 72 °C, repetido 30 veces, respectivamente. Como resultado, se amplificaron las
secuencias promotoras respectivas pcjl a pcj7.

(2) Fabricacion del vector de exploracion

En primer lugar, se realizaron PCR usando un vector pGFuv (producido por Clontech Inc, EEUU) como molde y
usando las SEC ID N° 8 y 9 como cebador a 94 °C durante 30 segundos, a 55 °C durante 30 segundos, y a 72 °C
durante un minuto, respectivamente. La PCR se realiz6 30 veces a cada temperatura. Como resultado, se amplificé
un gen de proteina verde fluorescente (GFP) que no incluia una regién promotora. Después, el gen de GFP obtenido
que no incluia una regién promotora se cloné en vectores pCR2.1-TOPO (producidos en Invitrogen, EEUU), que
después se escindieron por Pstl y EcoRIl y se introdujeron en el sitio Pstl y EcoRl de pECCG117 (KFCC-
10673/KFCC-10674), que se un vector lanzadera y puede expresarse en E. coli y bacterias corineformes. El
resultado se usé como vector de exploracion (p117-gfp) para separar el promotor. La FIG. 2 ilustra un procedimiento
para producir el vector de exploracion de p117-gfp de acuerdo con una realizacion de la presente invencion.

(3) Introduccion de la secuencia promotora en el vector de exploracion e identificacion de la actividad promotora en
Corynebacterium ammoniagenes CJHB100

El vector de exploracién obtenido en la seccién (2) se escindié con una enzima de restriccion de Kpnl/EcoRV y
después ligo a las secuencias promotoras de pcjl a pcj7 que se habian escindido por la misma enzima de restriccion
para producir vectores recombinantes de pl117-cj1-7-gfp en los que los oligonucledtidos de pcjl a pcj7, que se
separaron de Corynebacterium ammoniagenes CJHB100 y se les habia supuesto actividad promotora, se ligaron
con la GFP. La FIG. 3 ilustra un procedimiento para producir un vector recombinante que incluye las SEC ID N° pcjl
a pcj7 del vector de exploracion p117-gfp de acuerdo con una realizacién de la presente invencion.

El vector recombinante obtenido se introdujo en Corynebacterium ammoniagenes CJHB100 (KCCM-10330) lista
para transformacion a través de un procedimiento introducido por van der Rest y col. (Appl. Microbiol. Biotechnol.,
52, 541-545, 1999). La cepa transformada resultante se extendié en un medio CM (peptona al 1 %, caldo al 1 %,
cloruro sédico al 0,25 %, extracto de levadura al 1 %, 100 mg/ml de adenina, 100 mg/ml de guanina, agar al 2 % (pH
7,2)) que contenia 10 ug/ml de kanamicina y se cultivd a 32 °C durante 3 dias. Se explor6 una cepa viable que
mostrd crecimiento a partir de las colonias. Después, se irradid con luz ultravioleta la cepa explorada y se
seleccionaron las cepas que irradiaban fluorescencia.

La exploracion de las cepas que irradiaban fluorescencia indica que los promotores de pcjl a pcj7 muestran
actividad promotora en una bacteria corineforme.

Mientras tanto, se midié cuantitativamente la actividad promotora. El vector recombinante de pl17-cj1-7-gfp se
introdujo en Corynebacterium ammoniagenes CJHB100 (KCCM-10330) y se cultivd del mismo modo al descrito
anteriormente. El cultivo se centrifugd para obtener el sedimento bacteriano. Después, se suspendid el sedimento
bacteriano en un tampon de extracto de proteina (EDTA 1 mM de PBS, glicerol al 3 %, solucion triton-X-100 al 1 %,
pH-7,5) y se lis6 por ultrasonicacion. El lisado se centrifugd y se separo la solucién superior resultante que contenia
un extracto bacteriano. La cantidad de la proteina contenida en el extracto bacteriano se midié a través de un
procedimiento de ensayo de Bradford. Posteriormente, se irradié con luz de 488 nm un extracto bacteriano igual en
cantidad al extracto bacteriano descrito anteriormente usando un procedimiento introducido por Laure Gory y col.
(FEMS Microbiology Letters 194, 127-133, 2001) y se midid la luz emitida usando un espectrofotometro LS-50B
(Perkin-Elmer) para hallar el grado de expresién del gen GFP y se descubrié que tenia una longitud de onda de 511
nm.

Los resultados se muestran en la Tabla 2. Como se muestra en la Tabla 2, el promotor de acuerdo con una
realizacién de la presente invencién dirige la expresion eficaz de un gen GFP. Mas particularmente, los promotores
de pcjl y pcj4 mostraron la mayor eficacia en comparacion con los otros promotores.

Tabla 2

Promotor (pcjl pcj2 pcj3 pcj4 pcj5 pcj6 pcj7
12309 |437 479 11790 |1363 5651 2493

Ejemplo 3: Comparacion de las actividades del promotor tac y el promotor de acuerdo con una realizacion
de la presente invencién en Corynebacterium ammoniagenes

En el presente experimento, se compararon las actividades de un promotor de acuerdo con una realizacion de la
presente invencion y un promotor tac que se usa convencionalmente en Corynebacterium ammoniagenes.

(1) Fabricacion del vector que contiene la secuencia del promotor tac y el gen GFP combinado
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En primer lugar, se realiz6 una PCR usando un vector pKK223-2 (producido por Pharmacia Biotech, EEUU) como
molde y usando las SEC ID N° 24 y 25 como dejador del mismo modo que en el Ejemplo 1 para amplificar la
secuencia promotora tac. El producto amplificado se cloné en un vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen, EEUU).
Después, la secuencia promotora tac obtenida se escindié con las enzimas de restriccion Kpnl y EcoRV y se ligé a
pl17-gfp que se habia escindido con las mismas enzimas de restriccion para obtener un vector de expresion
recombinante (p117-tac-gfp).

El vector recombinante se usé para transformar Corynebacterium ammoniagenes CJHB100 del mismo modo que en
el Ejemplo 1, y se midié la actividad del gen GFP. Se comparo la actividad del gen GFP debida al promotor tac con
la actividad del gen GFP debida al promotor seleccionado de acuerdo con el Ejemplo 2. Los resultados se muestran
en la Tabla 3.

Tabla 3

Promotor |pcjl pcj2 pcj3 pcj4 pcj5 pcj6 pcj7 Ptac
1140 % (40 % 44 % 1092 % (126 % |523 % (231 % 100 %

Como se muestra en la Tabla 3, se descubrié que un promotor de acuerdo con una realizacion de la presente
invencién expresaba de forma eficaz un gen GFP. Ademas, cuando se compara la actividad de los promotores de
acuerdo con una realizacion de la presente invencion en Corynebacterium ammoniagenes con la actividad del
promotor tac en Corynebacterium ammoniagenes, los promotores pcjl, pcj4, pcj5, pcj6 y pcj7 mostraban
intensidades mayores que el promotor tac. En particular, los promotores de pcjl y pcj4 mostraron 10 veces la
actividad del promotor tac.

Ejemplo 4: Confirmacion de la actividad del promotor de acuerdo con la presente invencion en E. coli

Se confirmd que el promotor de acuerdo con una realizacion de la presente invencion mostraba actividad en E. coli
ademas de en bacterias corineformes. Se transform6 E. coli con el vector de expresion recombinante usado en los
Ejemplos 1y 2.

Se determind si el promotor de acuerdo con una realizacion de la presente invencién posibilita la expresion eficaz del
gen GFP en E. coli midiendo la actividad del gen GFP del mismo modo que en el Ejemplo 1. Un vector de referencia
fue un vector recombinante de p117-tac-gfp que contenia el promotor tac. La Tabla 4 muestra la actividad promotora
de promotores de acuerdo con realizaciones de la presente invencion en E. coli.

Tabla 4

Promotor |pcjl pcj2 pcj3 pcj4 pcj5 pcj6 pcj7 ptac
296 % |15% 20 % 17 % 19 % 24 % 24 % 100 %

Como se muestra en la Tabla 4, se descubrid6 que el promotor de acuerdo con una realizacion de la presente
invencién expresaba de forma eficaz el gen GFP en E. coli. Mas particularmente, el promotor pcjl mostraba elevada
actividad tanto en bacterias corineformes como en E. coli.

Ejemplo 5: Efectos de IPTG sobre la actividad del promotor de acuerdo con la presente invencion

Es bien sabido que un promotor tac es un promotor representativo mediante el cual la expresion génica es inducible
por IPTG (isopropiltio-13-D-galact6sido) en E. coli. En otras palabras, en E. coli, la cantidad de un gen expresado por
el promotor tac varia de acuerdo con la presencia o ausencia de IPTG.

En el presente experimento, se midieron los efectos de IPTG sobre la expresion de un gen GFP por un promotor de
acuerdo con una realizacion de la presente invencion. Para este fin, se introdujo un vector recombinante que
contenia el promotor pcjl que tenia mayor actividad que los otros promotores de pll7-cjl-gfp en E. coli y
Corynebacterium ammoniagenes CJHB100 (KCCM-10330) del mismo modo que en los Ejemplos 1y 2, y se midi6 la
cantidad del gen GFP expresado mediante el mismo. La referencia fue un vector recombinante de p117-tac-gfp que
contenia el promotor tac.

Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5
Célula huésped Corynebacterium ammoniagenes CJHB100 (E. coli
Induccién Induccién con IPTG |Sin induccién Induccién con IPTG|Sin induccién
Promotor ptac pcjl ptac pcjl ptac pcjl ptac
Intensidad de fluorescencia|2089 5530 1959 5048 6480 7165 2314
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Como se muestra en la Tabla 5, un promotor de acuerdo con una realizaciéon de la presente invencion expresaba de
forma mas eficaz un gen GFP en E. coli y Corynebacterium ammoniagenes que un promotor tac,
independientemente de la presencia de IPTG.

Los promotores de pCJ1, pCJ2, pCJ3, pCJl4, pCJ5, pCJ6 y pCJ7 obtenidos en los Ejemplos descritos anteriormente
se insertaron en pECCG117. Los vectores obtenidos se usaron para transformar E. coli DH5. Los transformantes
resultantes se depositaron en el Korean Cuture Center of Microorganisms (KCCM), que es una organizacion de
deposito internacional segun el Tratado de Budapest, el 11 de junio de 2004 (nimero de depésito: KCCM-10611,
KCCM-10612, KCCM-10613, KCCM-10614, KCCM-10615, KCCM-10616, y KCCM-10617).

<110> CJ Corporation
<120> Acido nucleico promotor derivado de bacterias del género Corynebacterium, casete de expresion que

comprende el promotor y vector que comprende el casete, célula huésped que comprende el vector y
procedimiento para expresar un gen usando la célula

<130> PN05941
<160> 24

<170> Kopatentin 1.71

<210>1

<211> 301

<212> ADN

<213> Corynebacterium ammoniagenes CJHB100

<400> 1
caccgeggge ttattecatt acatggaatg accaggaatg gcagggaaty cgacgaaatt 60
gactgtgtcg ggagettcbty atccgatget goccaaccagy agagaaaata atgacatgtyg 120
caggcacgct ggtgagcetgg agatttatga tcoctcaagtac cttttttott gcactogagy 180
gggctgagty ccagaatggt tgctgacace aggttgaggt tggtacacac tcaccaatcc 240
tgcogtegeg ggecgoctgoyg tggaacataa accttgagtg aaacccaatc taggagatta 300
a 301

<210>2

<211> 285

<212> ADN

<213> Corynebacterium ammoniagenes CJHB100

<400> 2
aattccacca gacgttgttt agtaagtgcc cgaattcteg gttggtgcag ttgctttteg 60
atgaatggga gaacctcgaa tacttccegeg tcectctacttt coggtacgtg ccacacagag 120
cagagcaate ggtggaagag cacgacagat tagtagcgct tatcgaagec caggcagaaq 180
atttctacat cgaatcccaa gococgcaace accgoctgac aaccgcaacg acctacogeco 240
aacgtttaaa ttccgaaaat catcacgaag aacaaggagt gcaca 285

<210>3

<211> 291

<212> ADN

<213> Corynebacterium ammoniagenes CJHB100

<400> 3
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getgectaca teotggactte
geeggcatgg tetggttgaa

gtcaaggeat ccggtetggy

caacaggccy tacacaccaa

aactaattct cccteatcca

<210>4
<211> 312
<212> ADN

ES 2409 255 T3

tgacctgaag
ctecaacaac

gecatgagggc

cttaggegaa

cactccectte

cgoteccaca
gteegtgace

ggctaccget

gtccacaacc

ttaacctcac

<213> Corynebacterium ammoniagenes CJHB100

<400> 4

actgggagygy taggggtcac

ttaccctect aggatccgag

cgggatgete
gtaactggca
caagtgccgt

ggaggacata

<210>5
<211> 249
<212> ADN

gaatcacccet
cgaaaagaaa
gacatctgte

ca

gctgaattag
atgattcttyg
tagetggttt
gegteatcgg

aacccogtgy

caggtcacat
tagaggacta
gaaaaatccg
cgcttgggaa

ctgcgagagt

<213> Corynebacterium ammoniagenes CJHB100

<400> 5

tcggacatat acggatttac
ttttagtctg attgtgttgg
gcagtgtagg gaaccteggt
ttgaagtaat tetocccagge

acaactacc

<210> 6
<211> 332
<212> ADN

ctgetgeaat

acttegegea
tgcgeaccee

¢cattgactt

cagtcttcgg

taggagtcat

cetgttgett
acgteegeac
tggcataaat
catcttttta

cgtagtcaca

cgoegeoggoe cttgctcegaa

aatatccgcea gaatgtgtgg gtttoctttt

actatcggeca gtgtcggaga aacttcecteg

aatagctttt

gacgtactcc gottoccaac

<213> Corynebacterium ammoniagenes CJHB100

aaacgtigaa
attcggtggc

ctacaccgac

caagcaaace

c

gagetggecy
aaatcttceg
ctaggatcgt
agatattect

atgaagtcca

attgcgtgaa
ataaatctyc
atataaatct

tetttaggag

60

120

180

240

291

120

180

240

300

312

60

129

180

240

249
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ggctteateg
aaaacggygy
acccaaatca
cccaatcagy
gtcggtctay

dacaaagttg

tcgtctttga
tattccaaca
ttacggaaac
tgecacccget
aatatatata

tctattaaga

ES 2409 255 T3

tcecgatgega
cggttatcca
teccaatetgg
tcctgogaca
cegeceggtco

ggaggeecatt

gtcecattaac
cagtttaacc
ctcacaatat
acgagtcaaa
tagtgttgtg

tc

<210>7

<211> 318

<212> ADN

<213> Corynebacterium ammoniagenes CJHB100

<400> 7

agaaacatce
gagtgcctaa
catcttcttt
cctttetgtt
agtattagygg

caacgaaagy

cagcgetact
aaccgcatgce
agcaacaagt
tttaatcaac
cacaatatcg

aaacactc

aatagggagc
ggcttagget
tgaggggtag
atacaccace

ttgccaaaat

gttgacctte
ccaagatagqg
gtgcaaataa
acctaaaaat

attgtttcgy

<210>8

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 8
acgcgatatc atgagtaaag gagaagatct t 31

<210>9

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400>9
aaaactgcag ttatttgtag agctcatccat 31

<210>10

<211>32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 10
cggggtacca ccgcgggctt attccattac at 32

10

ccaaactect
gttatteggg
cctccatgat
cteggeaaag

gtgtacacta

ctteocacgga
ttetgegegg
gaacgacata
tceccgacea

aatatcatgg

taaagececgt
ggtaatccta
tctagggaca
cectecaacet

acgataaacc

ccggtaateg
ccgggtaatg
gaaatcgtct
gcaagttcac

gatacgtacc

&0

120

180

240

300

332

60

120

180

249

300

318
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<210>11

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 11
acgcgatatc ttaatctcct agattgggtt tc

<210>12

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 12

cggggtacca attccaccag acgttgttta gta

<210> 13

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 13
acgcgatatc tgtgcactcc ttgttcttcg tg

<210> 14

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 14

cggggtaccg ctgcctacat ctggacttct gac

<210> 15

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 15

ES 2409 255 T3

32

33

32

33

acgcgatatc gatgactcct agtgaggttaa 31

<210> 16

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 16
cggggtacca ctgggagggt aggggtcac

29

11
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<210> 17

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 17
acgcgatatc tgtatgtcct cctggacttc 30

<210> 18

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 18
cggggtacct cggacatata cggatttacc tg 32

<210>19

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 19
acgcgatatc gttgtctcct aaaaagttggg 31

<210> 20

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 20
cggggtaccg gcttcatcgt cgtct 25

<210> 21

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 21
acgcgatatc atggcctcct cttaatagac 30

<210> 22

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 22
cggggtacca gaaacatccc agcegctacta ata 33

12
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<210> 23

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 23
acgcgatatc agtgtttcct ttcgttggg

<210> 24

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 24

cggggyaccc ggagcttatc gactgcacg

ES 2409 255 T3

29

29

13
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REIVINDICACIONES
1. Un promotor que comprende un polinucleétido de la SEC ID N° 7.

2. Un casete de expresion, que comprende el promotor de la reivindicacion 1 y esta unido de forma funcional a una
secuencia codificante.

3. Un vector que comprende el casete de expresion de la reivindicacion 2.
4. Una célula huésped que comprende el vector de la reivindicacion 3.

5. La célula huésped de la reivindicacion 4 que es una célula bacteriana que pertenece a un género
Corynebacterium o un género Escherichia.

6. Un procedimiento para expresar un gen exégeno que comprende cultivar la célula huésped de la reivindicacién 4
o reivindicacion 5.

14
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FIG. 1
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FIG. 2
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FIG. 3
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