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DESCRIPCION
Enzima asociado a la sintesis de ecuol.
Campo técnico

La presente invencién se refiere a un polipéptido que presenta una actividad de sintesis de tetrahidrodaidzeina
utilizando dihidrodaidzeina como sustrato, asi como un polinucleétido que codifica dicho polipéptido. La invencion se
refiere ademas a un procedimiento para producir tetrahidrodaidzeina utilizando el polipéptido anteriormente indicado.
La invencion proporciona ademas técnicas referentes a los mismos.

Antecedentes de la técnica

Se cree que los derivados de isoflavona presentan diversas actividades fisiolégicas y farmacoldgicas. Por ello, los
derivados de isoflavona se utilizan como material para alimentos y productos farmacéuticos. A medida que los
estudios han descubierto nuevas funciones de los derivados de isoflavona, han aparecido informes de que la
actividad de tipo estrégeno de los derivados de isoflavona no se debe, tal como se creia convencionalmente, a la
accion de los derivados de isoflavona mismo, sino a la fuerte actividad de tipo estrégeno presente en todo el cuerpo
mostrada por ecuol, que resulta absorbido en los intestinos tras su liberacién por diverso tipos de bacterias
intestinales que metabolizan (biosintetizan) los derivados de isoflavona para producir ecuol. En el ser humano, no
todos los individuos presentan la capacidad de producir ecuol en los intestinos, y esta capacidad de producir ecuol
varia en diferentes individuos. Por ejemplo, algunos individuos pueden no presentar bacterias productoras de ecuol
en los intestinos, mientras que otras pueden presentar dichas bacterias aunque sélo una capacidad limitada de
producir ecuol.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, resultaria beneficioso en paises con poblaciones en proceso de
envejecimiento tales como Japén, utilizar efectivamente el ecuol presente en el cuerpo, particularmente tras
considerar los trastornos cronicos tales como la osteoporosis que afectan a las personas de edad avanzada. Dado el
hecho de que las bacterias productoras de ecuol no se encuentran presentes en todos los individuos, existe una
necesidad de encontrar un material de sintesis de ecuol que permita la produccion artificial eficiente del mismo.

Bajo estas circunstancias, resulta muy importante en términos de proporcionar un material de sintesis de ecuol, la
identificacion y utilizacién de enzimas implicados en la ruta biosintética del ecuol. Sin embargo, no se dispone de
informacién sobre los enzimas que producen o catalizan algunos de los productos intermedios implicados en la ruta
biosintética. Por ello se desea identificar enzimas asociados a la sintesis de dichos productos intermedios.

Documento de patente n° 1: JP n°® A-2006-296434.

Exposicion de la invencion

Problema técnico

Un objetivo de la presente invencion consiste en proporcionar un enzima asociado a la sintesis de
tetrahidrodaidzeina que puede ser utilizado como material de sintesis de ecuol. Concretamente, la invencion
presenta el objetivo de proporcionar un polipéptido con una actividad de sintesis de tetrahidrodaidzeina utilizando
dihidrodaidzeina como sustrato. Otro objetivo de la invencion es proporcionar un polinucleétido codificante de dicho
polipéptido y técnicas referidas a la sintesis de tetrahidrodaidzeina utilizando dicho polipéptido.

Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un procedimiento para producir tetrahidrodaidzeina.

Solucién técnica

Se han llevado a cabo estudios exhaustivos para resolver los problemas anteriormente indicados, y se ha aislado
con éxito a partir de bacterias intestinales productoras de ecuol un enzima capaz de sintetizar dihidrodaidzeina, un
enzima capaz de sintetizar tetrahidrodaidzeina y un enzima capaz de sintetizar ecuol, utilizados como materiales de
partida de la sintesis de ecuol, y han identificado las estructuras de estos enzimas. Ademas, se han llevado a cabo
estudios adicionales y se ha tenido éxito en la produccién artificial de dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y ecuol
utilizando los enzimas anteriormente indicados. La presente invencion se llevé a cabo tras estudios adicionales
basandose en estos resultados.

Concretamente, se da a conocer lo siguiente:

ftem A1. Un polipéptido seleccionado de entre:

(Aa) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1,
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(Ab) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1 con la sustitucion, delecion,
insercién y/o adicibn de uno o mas aminoéacidos, y que presenta una actividad de sintesis de
dihidrodaidzeina utilizando daidzeina como sustrato, y

(Ac) un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de 60% o
superior respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1 y que presenta una actividad de sintesis
de dihidrodaidzeina utilizando daidzeina como sustrato.

ftem A2. Un polinucledtido seleccionado de entre:

(Ad) un polinucledétido que consiste en la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 4,

(Ae) un polinucledtido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1,
y

(Af) un polinucleétido que se hibrida bajo condiciones restrictivas con la cadena complementaria del
polinucleétido (Ad) o (Ae) y que codifica un polipéptido que presenta una actividad de sintesis de
dihidrodaidzeina utilizando daidzeina como sustrato.

ftem A3. Un vector de expresion que incluye el polinucleédtido del item A2.

ftem A4. Una célula recombinante transformada con el vector de expresion del item A3.

ftem A5. Una célula recombinante segin el item A4, en el que la célula recombinante es una célula procariética
bacteriana.

item A6. Una célula recombinante segln el item A5, en el que la célula procariética bacteriana pertenece al género
Lactococcus.

ftem A7. Un procedimiento para producir un polipéptido, que comprende cultivar la célula de cualquiera de los ftems
A4 a A6 con el fin de obtener un polipéptido que presenta una actividad de sintesis de dihidrodaidzeina utilizando
daidzeina como sustrato.

ftem A8. Un polipéptido obtenido mediante el procedimiento del item A7.

ftem A9. Un procedimiento para producir dihidrodaidzeina, que comprende hacer que el polipéptido del ftem A1 o A8
y NADPH y/o NADH actlen sobre la daidzeina.

ftem A10. Un procedimiento para producir dihidrodaidzeina, que comprende la accion de la célula de cualquiera de
los items A4 a A6 sobre la daidzeina.

item A11. Un anticuerpo con afinidad para el polipéptido del item A1, o el polipéptido codificado por el polinucleétido
del item A2,

ftem A12. Un método inmunoldgico para detectar o medir el polipéptido del ftem Al o el polipéptido codificado por el
polinucleétido del ltem A2, comprendiendo el método poner en contacto el anticuerpo del ltem A1l con una muestra
de ensayo.

item A13. Un método segun el item A12, en el que el polipéptido que debe detectarse o medirse existe en una célula
procariotica bacteriana.

ftem A14. Una sonda que presenta una secuencia de nucleotidos capaz de hibridarse bajo condiciones restrictivas
con un polinucledtido que codifica el polipéptido del ltem Al, o con el polinucledtido del ltem A2.

ftem A15. Un cebador que presenta una secuencia de nucledtidos capaz de hibridarse bajo condiciones restrictivas
con un polinucledtido que codifica el polipéptido del ltem Al o con el polinucleétido del ltem A2.

ftem A16. Un método para detectar o medir un polinucledtido que codifica el polipéptido del item A1, o el
polinucleétido del Item A2, utilizando la sonda del Item A14.

ftem A17. Un método segun el item A16, en el que el polipéptido que debe detectarse o medirse existe en una célula
procaridtica bacteriana.

ftem A18. Un método segin el item Al6, que comprende amplificar por PCR la totalidad o una parte de un
polinucleétido que codifica el polipéptido del Item A1, o el polinucleétido del ltem A2.
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ftem A19. Una composicién enzimética de sintesis de dihidrodaidzeina, que comprende el polipéptido del item AL, o
un polipéptido codificado por el polinucleétido del Item A2.

ftem A20. Una composicion segun el item A19, que comprende ademas NADPH y/o NADH.
ftem A21. Una composicion de sintesis de dihidrodaidzeina, que comprende:
(Ai) el polipéptido del item A1, o un polipéptido codificado por el polinucleétido del item A2,
(Aii) NADPH y/o NADH, y
(Aiii) daidzeina.
ftem A22. Una composicion de sintesis de dihidrodaidzeina, que comprende:

(Aiv) la célula de cualquiera de los items A4 a A6, y
(Aiii) daidzeina.

ftem A23. Un kit de sintesis de dihidrodaidzeina, que comprende:
(Ai) el polipéptido del item A1, o un polipéptido codificado por el polinucleétido del item A2,
(Aii) NADPH y/o NADH, y
(Aiii) daidzeina.

ftem A24. Un kit de sintesis de dihidrodaidzeina, que comprende:

(Aiv) la célula de cualquiera de los items A4 a A6, y
(Aiii) daidzeina.

ftem A25. Un kit de medicion inmunolégica para medir el polipéptido del ftem Al, o un polipéptido codificado por el
polinucleétido del Item A2, comprendiendo el kit por lo menos el anticuerpo del ltem A11.

item 26. Un kit de PCR para detectar un polinucledtido codificante del 'polinuclec’)tido del item A1, o el polinucleétido
del Item A2, comprendiendo el kit de PCR por lo menos el cebador del Item A15.

ftem A27. Un kit segin el item A26, en el que el kit esta destinado a identificar una célula que contiene un
polinucleétido codificante del polipéptido del Item A1, o el polinucledtido del ltem A2.

ftem A28. Un kit de PCR segun el ftem A27, en el que el kit esta destinado a la PCR.
ftem A29. Un enzima de sintesis de dihidrodaidzeina, que consiste en el polipéptido del item A1.
item B1. Un polipéptido seleccionado de entre:

(Ba) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7,

(Bb) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7 con la sustitucion, delecion,
insercion y/o adicion de uno o mas aminoacidos y que presenta una actividad de sintesis de
tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como sustrato, y

(Bc) un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de secuencia de
60% o0 mas con la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7, y que presenta una actividad de sintesis de
tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como sustrato.

ftem B2. Un polinucleétido seleccionado de entre:

(Bd) un polinucleétido que consiste en la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 10,

(Be) un polinucle6tido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7,
y

(Bf) un polinucleétido que se hibrida bajo condiciones restrictivas con la cadena complementaria del
polinucleétido (Bd) o (Be) y que codifica un polipéptido que presenta una actividad de sintesis de
tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como sustrato.

ftem B3. Un vector de expresion que incluye el polinucleédtido del item B2.

item B4. Una célula recombinante transformada con el vector de expresion del item B3.
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ftem B5. Una célula recombinante segin el item B4, en la que la célula recombinante es una célula procariética
bacteriana.

ftem B6. Una célula recombinante segun el item B5, en la que la célula procariética bacteriana pertenece al género
Lactococcus.

item B7. Un procedimiento para producir un polipéptido, que comprende cultivar la célula de cualquiera de los items
B4 a B6 para obtener un polipéptido que presenta una actividad de formacion de tetrahidrodaidzeina utilizando
dihidrodaidzeina como sustrato.

ftem B8. Un polipéptido obtenido mediante el procedimiento del item B7.

ftem B9. Un procedimiento para producir tetrahidrodaidzeina, que comprende hacer que el polipéptido del item B1 o
B8, y NADPH y/o NADH actuie sobre la dihidrodaidzeina.

I'ten] B10. Un procedimiento para producir tetrahidrodaidzeina, que comprende hacer que la célula de cualquiera de
los ltems B4 a B6 actle sobre la dihidrodaidzeina.

ftem B11. Un anticuerpo que presenta afinidad para el polipéptido del ftem B1, o el polipéptido codificado por el
polinucleétido del ltem B2.

ftem B12. Un méto'do inmunolégico para detectar o medir el polipéptido del item B1 oel polipéptido codificado por el
polinucleétido del Item B2, comprendiendo el método hacer que el anticuerpo del Item B11 entre en contacto con
una muestra de ensayo.

item B13. Un método segun el item B12, en el que el polipéptido que debe detectarse o medirse existe en una célula
procaridtica bacteriana.

ftem B14. Una sonda que presenta una secuencia de nucleotidos capaz de hibridarse bajo condiciones restrictivas
con un polinucledtido que codifica el polipéptido del Item B1, o con el polipéptido del ltem B2.

ftem B15. Un cebador que presenta una secuencia de nucledtidos capaz de hibridarse bajo condiciones restrictivas
con un polinucleétido que codifica el polipéptido del ltem B1, o con el polinucleétido del Item B2.

ftem B16. Un método para detectar o medir un polinucledtido que codifica el polipéptido del ftem B1, o el
polinucleétido del Item B2, utilizando la sonda del ltem B14.

ftem B17. Un método segun el item B16, en el que el polipéptido que debe detectarse o medirse existe en una célula
procariotica bacteriana.

item B18. Un método segun el item B16, que comprende amplificar por PCR la totalidad o parte de un polinuclettido
que codifica el polipéptido del Item B1, o el polinucleétido del Item B2.

ftem B19. Una composicién enzimatica de sintesis de tetrahidrodaidzeina, que comprende el polipéptido del ftem B1,
o un polipéptido codificado por el polinucleétido del Item B2.

ftem B20. Una composicion segun el item B19, que comprende ademas NADPH y/o NADH.
item B21. Una composicion de sintesis de tetrahidrodaidzeina, que comprende:
(Bi) el polipéptido del item B1, o un polipéptido codificado por el polinucleétido del item B2,
(Bii) NADPH y/o NADH, y
(Biii) dihidrodaidzeina.

{tem B22. Una composicion de sintesis de tetrahidrodaidzeina, que comprende:

(Biv) la célula de cualquiera de los items B4 a B6, y
(Biii) dihidrodaidzeina.

ftem B23. Un kit de sintesis de tetrahidrodaidzeina, que comprende:
(Bi) el polipéptido del item B1, o un polipéptido codificado por el polinucleétido del item B2,

(Bii) NADPH y/o NADH, y
(Biii) dihidrodaidzeina.
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item B24. Un kit de sintesis de tetrahidrodaidzeina, que comprende:

(Biv) la célula de cualquiera de los items B4 a B6, y
(Biii) dihidrodaidzeina.

ftem B25. Un kit de medicion inmunol6gica para medir el polipéptido del ftem B1, o un polipéptido codificado por el
polinucleétido del Item B2, comprendiendo el kit por lo menos el anticuerpo del Item B11.

I'ten] B26. Un kit de PCR para detectar un polinucleotido codificante del polipéptido del item B1, o el polinucledtido
del Item B2, comprendiendo el kit de PCR por lo menos el cebador del Item B15.

ftem B27. Un kit segun el item B26, en el que el kit esta destinado a la identificacion de una célula que contiene el
polinucleétido codificante del polipéptido del Item B1, o el polinucleétido del Item B2.

ftem B28. Un kit de PCR segun el ftem B27, en el que el kit esta destinado a la realizacion de PCR.
item B29. Un enzima de sintesis de tetrahidrodaidzeina, que consiste en el polipéptido del item B1.
ftem C1. Un polipéptido seleccionado de entre:

(Ca) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13,

(Cb) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13 con la sustitucién, delecion,
insercién y/o adicién de uno o mas aminoacidos y que presenta una actividad de sintesis de ecuol utilizando
tetrahidrodaidzeina como sustrato, y

(Cc) un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de 60% o
superior respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13, y que presenta una actividad de sintesis
de ecuol utilizando tetrahidrodaidzeina como sustrato.

ftem C2. Un polinucleétido seleccionado de entre:

(Cd) un polinucleétido que consiste en la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 16,

(Ce) un polinucledtido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13,
y

(Cf) un polinucleétido que se hibrida bajo condiciones restrictivas con la cadena complementaria del
polinucleétido (Cd) o (Ce), y que codifica un polipéptido que presenta una actividad de sintesis de ecuol
utilizando tetrahidrodaidzeina como sustrato.

ftem C3. Un vector de expresion que incluye el polinucleétido del ftem C2.

ftem C4. Una célula recombinante transformada con el vector de expresion del item C3.

ftem C5. Una célula recombinante segin el item C4, en la que la célula recombinante es una célula procariética
bacteriana.

ftem C6. Una célula recombinante segin el item C5, en la que la célula procaridtica bacteriana pertenece al género
Lactococcus.

ftem C7. Un procedimiento para producir un polipéptido, que comprende cultivar la célula de cualquiera de los items
C4 a C6 con el fin de obtener un polipéptido que presenta una actividad de formacién de ecuol utilizando
tetrahidrodaidzeina como sustrato.

ftem C8. Un polipéptido obtenido mediante el procedimiento del item C7.

ftem C9. Un procedimiento para producir ecuol, que comprende hacer que el polipéptido del item C1 o C8 actia
sobre la tetrahidrodaidzeina.

ftem C10. Un procedimiento para producir ecuol, que comprende hacer que la célula de cualquiera de los ftems C4 a
C6 actlie sobre la tetrahidrodaidzeina.

ftem C11. Un anticuerpo con afinidad para el polipéptido del item C1, o el polipéptido codificado por el polinucleétido
del item C2.
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ftem C12. Un método inmunoldgico para detectar o medir el polipéptido del item C1 o el polipéptido codificado por el
polinucleétido del Item C2, comprendiendo el método hacer que el anticuerpo del Item C11 entre en contacto con
una muestra de ensayo.

ftem C13. Un método segun el item C12, en el que el polipéptido que debe detectarse o medirse existe en una célula
procaridtica bacteriana.

ftem C14. Una sonda que presenta una secuencia de nucledtidos capaz de hibridarse bajo condiciones restrictivas
con un polinucleétido que codifica el polipéptido del Item C1, o con el polinucleétido del Iltem C2.

ftem C15. Un cebador que presenta una secuencia de nucledtidos capaz de hibridarse bajo condiciones restrictivas
con un polinucledtido que codifica el polipéptido del Item C1, o con el polinucleétido del ltem C2.

ftem C16. Un método para detectar o medir un polinucledtido que codifica el polipéptido del ftem C1, o el
polinucleétido del Item C2, utilizando la sonda del ltem C14.

ftem C17. Un método segun el item C16, en el que el polipéptido que debe detectarse o medirse existe en una célula
procariotica bacteriana.

ftem C18. Un método segin el item C16, que comprende amplificar por PCR la totalidad o una parte de un
polinucleétido que codifica el polipéptido del Iltem C1, o el polinucledtido del ltem C2.

ftem C19. Una composicién enziméatica de sjntesis de ecuol, que comprende el polipéptido del ftem C1, o un
polipéptido codificado por el polinucleétido del ltem C2.

ftem C20. Una composicion de sintesis de ecuol, que comprende:

(Ci) el polipéptido del item C1, o un polipéptido codificado por el polinucleétido del item C2, y
(Cii) tetrahidrodaidzeina.

ftem C21. Una composicién de sintesis de ecuol, que comprende:

(Ciii) la célula de cualquiera de los items C4 a C6, y
(Cii) tetrahidrodaidzeina.

ftem C22. Un kit de sintesis de ecuol, que comprende:

(Ci) el polipéptido del item C1, o un polipéptido codificado por el polinucleétido del item C2, y
(Cii) tetrahidrodaidzeina.

ftem C23. Un kit de sintesis de ecuol, que comprende:

(Ciii) la célula de cualquiera de los items C4 a C6, y
(Cii) tetrahidrodaidzeina.

ftem C24. Un kit de medicion inmunoldgica para medir el polipéptido del ftem C1, o un polipéptido codificado por el
polinucleétido del Item C2, comprendiendo el kit por lo menos el anticuerpo del Item C11.

I'ten] C25. Un kit de PCR para detectar un polinucledtido codificante del polipéptido del ftem C1, o el polinucleétido
del Item C2, comprendiendo el kit de PCR por lo menos el cebador del Iltem C15.

ftem C26. Un kit segun el item C25, en el que el kit esta destinado a la identificacion de una célula que contiene un
polinucleétido codificante del polipéptido del Iltem C1, o el polinucledtido del ltem C2.

ftem C27. Un kit segln el item C26, en el que el kit esta destinado a la realizacion de PCR.

ftem C28. Un enzima de sintesis de ecuol, que consiste en el polipéptido del item C1.

iftem D1. Un procedimiento para producir tetrahidrodaidzeina que comprende las primera y segunda etapas
siguientes, comprendiendo la primera etapa hacer que un enzima que consiste en uno de los polipéptidos siguientes
(Aa) a (Ac), y NADPH y/o NADH, actte sobre la daidzeina, produciendo de esta manera dihidrodaidzeina,

(Aa) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1,

(Ab) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1 con la sustitucion, delecion,
insercién y/o adicibn de uno o mas aminoacidos, y que presenta una actividad de sintesis de
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dihidrodaidzeina utilizando la daidzeina como sustrato, y

un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos con una identidad de 60% o superior
respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1, y que presenta una actividad de sintesis de
dihidrodaidzeina utilizando daidzeina como sustrato; comprendiendo la segunda etapa hacer que un
enzima que consiste en los polipéptidos (Ba) a (Bc) siguientes y NADPH y/o NADH actien sobre la
dihidrodaidzeina, produciendo de esta manera tetrahidrodaidzeina,

un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7,

un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7 con la sustitucion, delecion,
insercion y/o adicion de uno o mas aminodcidos, y que presenta una actividad de sintesis de
tetrahidrodaidzeina utilizando la dihidrodaidzeina como sustrato, y

un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos con una identidad de secuencia de 60% o
superior respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°® 7, y que presenta una actividad de sintesis
de tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como sustrato.

ftem D2. Un producto que contiene tetrahidrodaidzeina, producido mediante el procedimiento segun el item D1.

ftem D3. Un procedimiento para producir ecuol que comprende la segunda y tercera etapas, comprendiendo la
segunda etapa hacer que un enzima que consiste en los polipéptidos (Ba) a (Bc) siguientes y NADP y/o NADH
actlen sobre la dihidrodaidzeina, produciendo de esta manera tetrahidrodaidzeina,

(Ba)

(Bb)

(Be)

un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7,

un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°® 7 con la sustitucion, delecion,
insercion y/o adicion de uno o mas aminoacidos y que presenta una actividad de sintesis de
tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como sustrato, y

un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de 60% o mas
respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7, y que presenta una actividad de sintesis de
tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como sustrato,

comprendiendo la tercera etapa hacer que un enzima que consiste en los polipéptidos (Ca) a (Cc) siguientes actlue
sobre la tetrahidrodaidzeina, produciendo de esta manera ecuol,

(Ca)

(Cb)

(Cc)

un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13,

un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°® 13 con la sustitucién, delecion,
insercién y/o adicién de uno o mas aminoacidos y que presenta una actividad de sintesis de ecuol utilizando
tetrahidrodaidzeina como sustrato, y

un polipéptido que presenta una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de 60% o mas
respecto a la secuencia de aminoéacidos de SEC ID n° 13 y que presenta una actividad de sintesis de ecuol
utilizando tetrahidrodaidzeina como sustrato.

ftem D4. Un producto que contiene ecuol, producido mediante el procedimiento segun el item D3.

ftem D5. Un procedimiento para producir ecuol que comprende la primera a tercera etapas.

item D6. Un producto que contiene ecuol, producido mediante el procedimiento segun el item D5.

ftem D7. Un vector de expresion que presenta por lo menos un polinucledtido seleccionado de entre el grupo que
consiste en (Ad) a (Af), (Bd) a (Bf) y (Cd) a (Cf) siguientes,

(Ad)
(Ae)

(Af)

(Bd)

un polinucle6tido que consiste en la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 4,

un polinucleétido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1,
un polinucleétido que se hibrida bajo condiciones restrictivas con la cadena complementaria del
polinucleétido (Ad) o (Ae), y que codifica un polipéptido que presenta una actividad de sintesis de

dihidrodaidzeina utilizando daidzeina como sustrato,

un polinucleétido que consiste en la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 10,
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(Be) un polinucleétido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7,

(Bf) un polinucleétido que se hibrida bajo condiciones restrictivas con la cadena complementaria del
polinucleétido (Bd) o (Be) y que codifica un polipéptido que presenta una actividad de sintesis de
tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como sustrato,

(Cd) un polinucleétido que consiste en la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 16,

(Ce) un polinucledtido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13,
y

(Cf) un polinucleétido que se hibrida bajo condiciones restrictivas con la cadena complementaria del
polinucleétido (Cd) o (Ce) y que codifica un polipéptido que presenta una actividad de sintesis de ecuol
utilizando tetrahidrodaidzeina como sustrato.

item D8. Una célula recombinante transformada con el vector de expresion del item 7.

ftem D9. Una célula recombinante segin el item 8, en la que la célula recombinante es una célula procaridtica
bacteriana.

ftem D10. Una célula recombinante segun el item 9, en la que la célula procariética bacteriana pertenece al género
Lactococcus.

ftem D11. Un procedimiento para producir dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol, que comprende por lo
menos dos de las etapas cuarta a sexta siguientes, comprendiendo hacer que uno de los polinucleétidos (Ad) a (Af)
siguientes actle sobre la daidzeina, produciendo de esta manera dihidrodaidzeina.

(Ad) un polinucledétido que consiste en la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 4,

(Ae) un polinucledtido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1,
y

(Af) un polinucleétido que se hibrida bajo condiciones restrictivas con la cadena complementaria del
polinucleétido (Ad) o (Ae), y que codifica un polipéptido que presenta una actividad de sintesis de
dihidrodaidzeina utilizando daidzeina como sustrato, comprendiendo la quinta etapa hacer que una célula
recombinante que comprende uno de los polinucledtidos (Bd) a (Bf) siguientes actle sobre la
dihidrodaidzeina, produciendo de esta manera tetrahidrodaidzeina,

(Bd) un polinucleétido que consiste en la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 10,

(Be) un polinucle6tido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7,
y

(Bf) un polinucleétido que se hibrida bajo condiciones restrictivas con la cadena complementaria del
polinucleétido (Bd) o (Be) y que codifica un polipéptido que presenta una actividad de sintesis de
tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como sustrato, comprendiendo la sexta etapa hacer que una
célula recombinante que comprende uno de los polipéptidos (Cd) a (Cf) siguientes actle sobre la
tetrahidrodaidzeina, produciendo de esta manera ecuol.

(Cd) un polinucleétido que consiste en la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 16,

(Ce) un polinucledtido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13,
y

(Cf) un polinucleétido que se hibrida bajo condiciones restrictivas con la cadena complementaria del
polinucleétido (Cd) o (Ce) y que codifica un polipéptido que presenta una actividad de sintesis de ecuol
utilizando tetrahidrodaidzeina como sustrato, en el que por lo menos dos polinucleétidos seleccionados de
entre el grupo que consiste en (Ad) a (Af), (Bd) a (Bf) y (Cd) a (Cf) pueden encontrarse presentes en una
Unica célula recombinante.

ftem D12. Una célula recombinante segun el item 11, en la que la célula recombinante es una célula procariética
bacteriana.

ftem D13. Una célula recombinante segun el item D12, en la que la célula procaridtica bacteriana pertenece al
género Lactococcus.
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ftem D14. Un producto que contiene dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol, producido mediante cualquiera
de los procedimientos segun los ltems D11 a D13.

ftem D15. Un dispositivo para producir dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol, que comprende por lo menos
uno de los primer a tercer recipientes de reaccion,

presentando el primer recipiente de reaccion unos medios de reaccion en los que se inmoviliza un enzima que
consiste en los polipéptidos (Aa) a (Ac), utilizando el recipiente de reaccién para la produccion de
dihidrodaidzeina a partir de daidzeina utilizando el enzima, disponiendo los medios de reaccién en una posicion
que permita el contacto con la daidzeina,

presentando el segundo recipiente de reaccion unos medios de reaccién en los que se inmoviliza un enzima que
consiste en uno de los polipéptidos (Ba) a (Bc), utilizando el recipiente de reaccién para la produccién de
tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina utilizando el enzima, disponiendo los medios de reaccién en una
posicion que permita el contacto con la dihidrodaidzeina, y

presentando el tercer recipiente de reaccién medios en los que se inmoviliza un enzima que consiste en uno de
los polipéptidos (Ca) a (Cc), utilizando el recipiente de reaccién para la produccion de ecuol a partir de
tetrahidrodaidzeina utilizando el enzima, disponiendo los medios de reaccidon en una posicidon que permita el
contacto con la tetrahidrodaidzeina.

ftem D16. Un dispositivo para producir dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol, comprendiendo por lo menos
uno de entre el cuarto a sexto recipientes de reaccion,

presentando el cuarto recipiente de reaccién unos medios de reaccion en los que se inmoviliza una célula
recombinante que comprende uno de los polipéptidos (Ad) a (Af), utilizando el recipiente de reaccion para la
produccién de dihidrodaidzeina a partir de daidzeina utilizando los medios de reaccion, disponiendo los medios
de reaccion en una posicion que permita el contacto con la daidzeina,

presentando el quinto recipiente de reaccién unos medios de reaccidon en los que se inmoviliza una célula
recombinante que comprende los polinucleétidos (Bd) a (Bf), utilizando el recipiente de reacciéon para la
produccién de tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina utilizando los medios de reaccion, disponiendo los
medios de reaccién en una posicién que permite el contacto con la dihidrodaidzeina, y

presentando el sexto recipiente de reaccion unos medios de reaccidn en los que se inmoviliza una célula
recombinante que comprende uno de los polinucledtidos (Cd) a (Cf), utilizando el recipiente de reaccién para la
produccion de ecuol a partir de tetrahidrodaidzeina utilizando los medios de reaccion, disponiendo los medios de
reaccion en una posicion que permite el contacto con la tetrahidrodaidzeina.

Efectos de la invencién

La presente exposicion proporciona polipéptidos capaces de: (1) sintetizar dihidrodaidzeina utilizando daidzeina
como sustrato, (2) sintetizar tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como sustrato, y (3) sintetizar ecuol
utilizando tetrahidrodaidzeina como sustrato. De esta manera, la presente invencion resulta Gtil para la sintesis
industrial de tetrahidrodaidzeina, que es un producto intermedio generado en la produccion de ecuol a partir de
daidzeina, asi como la sintesis industrial de ecuol. La presente invencién permitird la produccién industrial de ecuol
sin utilizar cepas bacterianas anaerébicas utilizadas tradicionalmente para la producciéon de ecuol, las cuales
resultan dificil de manipular.

Mejor modo de poner en practica la invencion

A continuacion, todas las abreviaturas utilizadas representan los nombres de sustancias, incluyendo aminoacidos,
polipéptidos, secuencias de bases y acidos nucleicos, segun la nomenclatura especificada por la IUPAC-IUB
(IUPAC-IUB Communication on Biological Nomenclature, Eur. J. Biochem. 138:9, 1984), en las Directrices para la
redaccion de especificaciones que contienen secuencias de bases o secuencias de aminoacidos (oficina de patentes
japonesa) y segun otros simbolos convencionales utilizados cominmente en este campo.

A continuacién se describe en detalle la presente exposicion.

A: enzima de sintesis de dihidrodaidzeina

La presente seccidon describe en detalle un enzima de sintesis de dihidrodaidzeina (en adelante también
denominada enzima E1). Salvo por lo descrito, la explicacién general del enzima de sintesis de dihidrodaidzeina se
aplica a un enzima de sintesis de tetrahidrodaidzeina y a un enzima de sintesis de ecuol, descrito posteriormente.
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A-1. Polipéptido

La presente exposicion proporciona un polipéptido (en adelante también denominado "polipéptido E1") para la
sintesis de dihidrodaidzeina utilizando daidzeina como sustrato. Concretamente, la exposicién proporciona:

(Aa) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1, por ejemplo es de entre 1y
250, preferentemente de entre 1 y 200, mas preferentemente de entre 1 y 150, mas preferentemente de
entre 1 y 100, mas preferentemente de entre 1 y 50, méas preferentemente de entre 1 y 30, mas
preferentemente de entre 1 y 15, mas preferentemente de entre 1 y 5, todavia mas preferentemente de
entre 1y 4, todavia mas preferentemente de entre 1y 3, y con particular preferencia, 1 o 2.

(Ab) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1 con la sustitucion, delecion,
insercion y/o adicion de uno o mas aminoacidos y que presenta una actividad de sintesis de
dihidrodaidzeina utilizando daidzeina como sustrato, y

(Ac) un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de 60% o
superior respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1, y que presenta una actividad de sintesis
de dihidrodaidzeina utilizando daidzeina como sustrato.

En el polipéptido (Ab), el intervalo "uno o mas aminoacidos" no se encuentra particularmente limitado, con la
condicion de que el polipéptido presente la actividad de sintesis de dihidrodaidzeina utilizando daidzeina como
sustrato. Entre los ejemplos de polipéptido (Ab) se incluyen un polipéptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEC ID n° 2 y un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°® 3. En
comparacion con la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1, la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 2
contiene tres aminoacidos sustituidos. En comparacion con la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1, la
secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 3 contiene diez amino&cidos sustituidos. La secuencia de aminoéacidos de
SEC ID n° 2 corresponde al polipéptido enzima E1 de Bacteroides ovatus cepa E-23-15 (n°®° FERM BP-6435). La
secuencia de aminoacidos de SEC ID n° corresponde al polipéptido enzima E1 de Streptococcus constellatus A6G-
225 (n° FERM BP-6437).

Ademas, el tipo de sustitucion de aminoéacido en el polipéptido (Ab) no se encuentra particularmente limitado. Sin
embargo, desde el punto de vista de la prevencion del cambio fenotipico en el polipéptido, resulta preferible que la
sustitucion se produzca entre aminoacidos analogos. Los aminoacidos analogos pueden clasificarse de la manera
siguiente:

Aminoéacidos aromaticos: Phe, Trp y Tyr.

Aminoécidos alifaticos: Ala, Leu, lle y Val.

Aminoécidos polares: GIn y Asn.

Aminoécidos basicos: Lys, Arg e His.

Aminoacidos acidos: Glu y Asp.

Aminoacidos con un grupo hidroxilo: Sery Thr.

Aminoacidos con una cadena lateral corta: Gly, Ala, Ser, Thry Met.

En el polipéptido (Ab), resulta preferible que la sustitucion, delecién, inserciéon o adicién de aminoacido se produzca
en regiones en las que el cambio de aminoacido no presenta efectos importantes sobre las estructuras de orden
superior del polipéptido, o en donde el cambio no afecte negativamente el centro activo del enzima de sintesis de la
dihidrodaidzeina. Entre los ejemplos de dichas regiones se incluyen regiones de baja conservacion entre las
secuencias de aminoacidos SEC ID n° 1, n® 2 y n° 3, y regiones proximas de las mismas, y la region N-terminal o la
regién C-terminal. Entre los ejemplos concretos se incluyen leucina en la posicién 45, asparagina en la posicion 80,
valina en la posicion 167, acido aspartico en la posicién 231, isoleucina en la posicién 233, arginina en la posicion
435, acido aspartico en la posicién 459, valina en la posicién 462, arginina en la posicién 528, serina en la posicion
540, isoleucina en la posicion 639, en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1 y regiones contiguas de dichos
aminoacidos. La "region contigua" se refiere a regiones en las que la actividad enzimatica de sintesis de
dihidrodaidzeina no resulta afectada. Entre los ejemplos se incluyen aquellas regiones a cinco o menos aminoacidos
de uno de los aminoacidos ejemplificados, preferentemente aquéllas a cuatro o menos aminoéacidos de uno de los
aminoacidos ejemplificados, mas preferentemente aquéllas a tres 0 menos aminoacidos de uno de los aminoacidos
ejemplificados, todavia mas preferentemente aquéllas a dos o menos aminoacidos de uno de los aminoacidos
ejemplificados, con particular preferencia aquellos a un aminoacido o contiguos a uno de los aminoacidos
ejemplificados.

En la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1, la secuencia de los aminoacidos en las posiciones 112 a 116 se
considera que corresponde al dominio de unién de NADPH. Con la condicion de que las funciones del dominio
NADPH no resulten inhibidas, puede producirse una sustitucion, delecién, insercién o adicién de un aminoéacido en la
secuencia de los cinco aminoacidos. En dicha secuencia, el nimero de aminoacidos mutados preferentemente no es
superior a tres, mas preferentemente no es superior a dos, y todavia mas preferentemente a uno. Resulta mas
preferente ninguna mutacion de la secuencia de aminoacidos. En particular, preferentemente no se produce ninguna
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sustitucion, delecion, insercion o adicién de los aminoacidos en las posiciones 112, 115y 116.

La histidina en la posicién 260 de la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1 también se considera asociada con el
sitio de relevo de protones. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, con la condicion de que las funciones del
sitio de relevo de protones no resulten inhibidas, dicha histidina puede sustituirse por otro aminoacido, aunque
preferentemente no se sustituye.

En la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1, la secuencia de los aminoacidos en las posiciones 343 a 363 se
considera que corresponde al motivo grupo Fe-S. Con la condicién de que las funciones del motivo no resultan
inhibidas, puede producirse una sustitucién, delecion, insercién o adiciébn de un aminoacido arbitrario en la
secuencia. Sin embargo, resulta preferente que las cisteinas en las posiciones 343, 346, 350 y 363 no muten. En el
caso de que la secuencia presente una o mas sustituciones de aminoacidos en posiciones diferentes de dichos tres
aminoacidos, resulta preferente que el nimero de aminoacidos sustituidos preferentemente no sea superior a cuatro,
mas preferentemente no sea superior a tres, todavia mas preferentemente no sea superior a dos, y con particular
preferencia a uno. Resulta mas preferente que no se haya producido ninguna sustitucion, delecion, insercién o
adicion de aminoacidos en la secuencia.

En la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1, la secuencia de aminoacidos en las posiciones 390 a 413 es
considerada que corresponde al dominio de uniéon FAD. Por lo tanto, en tanto que las funciones del dominio no sean
inhibidas, puede producirse sustitucion, delecién, insercién o adicion de un aminoacido arbitrario en la secuencia.
Resulta sin embargo preferido que las glicinas en las posiciones 390, 392 y 395 no estén mutadas. Cuando la
secuencia presenta una o mas sustituciones, deleciones, inserciones o adiciones de aminoacidos, el nimero de
aminoacidos mutados es preferentemente no superior a cuatro, mas preferentemente no superior a tres, todavia
mas preferentemente no superior a 2, y preferentemente de manera particular uno. Todavia mas preferentemente no
existe ninguna mutacién en la secuencia de aminoacidos.

En la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1, la secuencia de los aminoacidos en las posiciones 512 a 540
también se considera que corresponde al dominio de unién FAD. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, con la
condicion de que las funciones del dominio no resulten inhibidas, puede producirse una sustitucion, delecion,
insercién o adicion de un aminoacido arbitrario en la secuencia. Sin embargo, resulta preferente que no muten las
glicinas en las posiciones 512, 514 y 517. En el caso de que la secuencia presente una o mas sustituciones,
deleciones, inserciones o adiciones de aminoacidos, el nimero de aminoacidos mutados preferentemente no es
superior a cuatro, mas preferentemente no es superior a tres, todavia mas preferentemente no es superior a dos y
con particular preferencia es de uno. Resulta mas preferente que no se produzca ninguna mutacion en la secuencia
de aminoacidos.

Una alineacion, que indica las regiones de las secuencias de aminoacidos con posibles funciones tales como las
indicadas anteriormente, se muestra en la figura 27.

La sustitucion, delecién, insercion o adicién de uno o varios aminoacidos en una secuencia especifica de
aminoacidos resulta posible mediante técnicas conocidas.

En el polipéptido (Ac), la secuencia de aminoacidos presenta una identidad, por ejemplo, de 60% o superior respecto
a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°® 1. Sin embargo, preferentemente la secuencia de aminoacidos
presenta generalmente una identidad de 80% o superior, preferentemente de 85% o superior, mas preferentemente
de 90% o superior, todavia mas preferentemente de 95% o superior, todavia mas preferentemente de 98% o
superior, y con particular preferencia de 99% o superior, respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1.

Concretamente, el polipéptido (Ac) puede ser un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC
ID n° 2 o un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 3. La identidad de aminoacidos
entre la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1 y la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 2 es de 99,5%
(Blast2). La identidad de aminoéacidos entre la secuencia de aminoacidos de SEC ID n® 1 y la secuencia de
aminoacidos de SEC ID n° 3 es de 98,6% (Blast2). De acuerdo con lo anteriormente expuesto, el polipéptido (Ac)
comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de 98,6% o superior, 0 mas preferentemente
de 99,5% respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1.

La identidad de la secuencia de aminoacidos puede calcularse utilizando herramientas de analisis tales como, por
ejemplo, FASTA, BLAST, PSI-BLAST, SSEARCH u otros tipos de software disponible comercialmente o por lineas
de telecomunicacion (Internet). Concretamente, generalmente se lleva a cabo una busqueda de BLAST bajo las
condiciones iniciales siguientes con el fin de calcular la identidad (%) de la secuencia de aminoacidos.

BLAST 2.1 avanzado:
Programa: blastp.

Valor esperado: 10.

Filtros: todos DESACTIVADOS.
Matriz: BLOSUM62.
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Coste de presencia de hueco: 11 (por defecto).
Coste por residuo de hueco: 1 (por defecto).
Proporcion lambda: 0,85 (por defecto).

Otros parametros (por defecto).

Respecto a los polipéptidos (Ab) y (Ac), la actividad de sintesis de dihidrodaidzeina utilizando daidzeina como
sustrato puede confirmarse de la manera siguiente. En primer lugar, se afiade un polipéptido de interés a una
solucion de sustrato de la composicion indicada posteriormente, a una concentracion de 0,001 mg/ml. A
continuacién, la solucion se incuba a 37°C durante 2 horas con el fin de comprobar la presencia o ausencia de
dihidrodaidzeina en la solucién. La presencia de dihidrodaidzeina en la solucion tras la incubacién se utiliza como
indicador de la actividad del polipéptido de sintesis de dihidrodaidzeina utilizando daidzeina como sustrato.

Composicién de la solucién de sustrato

tampon de fosfato potasico 0,1 M

PMSF 1 mM (fluoruro de fenilmetilsulfonilo)
ditiotreitol 2 mM

hidrosulfito sédico 5 mM

NADPH o NADH 2 mM

daidzeina 40 uM

pH 7,0

Propiedad enziméatica

Debido a que el polipéptido E1 presenta una actividad enzimatica de sintesis de dihidrodaidzeina utilizando
daidzeina como sustrato. El polipéptido también se denomina enzima E1. El enzima E1 resulta activado por la
presencia de un agente reductor, tal como Na;S;04 y por iones metalicos tales como Fe®* y Mn?*. Ademas, el
enzima E1 requiere NADPH o NADH a modo de coenzima. La temperatura 6ptima del enzima E1 es de
aproximadamente 30°C y el pH 6ptimo es de 7,0. El enzima no soélo puede sintetizar dihidrodaidzeina utilizando
daidzeina como sustrato, sino que también puede sintetizar daidzeina a partir de dihidrodaidzeina, como reaccién
inversa.

El polipéptido puede producirse mediante técnicas de ingenieria genética que se describiran posteriormente, o
mediante aislamiento y purificacién a partir de microorganismos capaces de producirla. Ademas, pueden utilizarse
métodos de sintesis quimica comunes para producir el polipéptido E1, basandose en la informacién de la secuencia
de aminoacidos de SEC ID n° 1, n° 2 o n® 3. Entre dichos métodos de sintesis quimica se incluyen métodos de
sintesis peptidica en fase liquida o en fase sélida comunes.

A continuacion se describe un método para el aislamiento y purificacion de polipéptido E1 a partir de un
microorganismo capaz de producir polipéptido E1. En primer lugar, se rompen las células de un microorganismo
capaz de producir polipéptido E1, con el fin de obtener un extracto bruto del microorganismo. En la presente
invencion, las células pueden romperse mediante métodos utilizados en procedimientos de rotura celular comunes,
tales como la rotura utilizando una prensa francesa, un molino celular y otros sistemas de rotura celular, y la
sonicacién en una solucion hipoténica. El extracto bruto puede suplementarse con un tampén apropiado. En el caso
de que el polipéptido E1 se condicione anaerébicamente, resulta deseable afiadir un agente reductor adecuado al
extracto bruto para mantener la actividad del polipéptido E1. Para mejorar la pureza, el extracto bruto puede
purificarse adicionalmente mediante procedimientos tales como la precipitacién con sulfato aménico, la precipitacion
con solvente organico utilizando etanol o similar, y la precipitacion isoeléctrica. A continuacién, puede obtenerse una
fraccion que contiene polipéptido E1 sometiendo el extracto bruto a procedimientos tales como la cromatografia de
intercambio iénico, la cromatografia de filtracion en gel, la cromatografia hidrofébica, diversos tipos de cromatografia
de afinidad, la cromatografia de fase inversa y la cromatografia de columna de hidroxiapatito. Estos procedimientos
de cromatografia pueden utilizar una columna abierta o puede utilizarse la HPLC, segln se requiera. La pureza de la
fraccion que incluye polipéptido E1 puede estimarse facilmente mediante visualizacion mediante electroforesis, y
particularmente mediante SDS-PAGE. La confirmacién del polipéptido E1 también resulta posible mediante analisis
de la secuencia de aminoacidos, espectrometria de masas utilizando un espectrometro de masas tal como EM
MALDI-TOF, EM ESI Q-TOF y EM MALDI Q-TOF y la huella peptidica, por ejemplo.

En la presente invencion, el microorganismo capaz de producir polipéptido E1 preferentemente se cultiva en un
medio que contiene una cantidad deseada de daidzeina (por ejemplo, aunque sin limitacién, un medio que contiene
por lo menos 0,01 pg/ml de daidzeina) en términos de produccion eficiente de polipéptido E1.

El polipéptido puede ser monomérico o dimérico o polimérico, con la condicibn de que pueda sintetizar
dihidrodaidzeina. Ademas, para mejorar la estabilidad y otras caracteristicas, el polipéptido E1 puede modificarse
segun resulte necesario, mediante la adicién de polietilenglicol o una cadena sacarida.

El polipéptido E1 puede servir como catalizador que convierte la daidzeina (un sustrato) en dihidrodaidzeina. La
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dihidrodaidzeina es convertida posteriormente en ecuol por el enzima de sintesis de tetrahidrodaidzeina y el enzima
de sintesis de ecuol, tal como se indica posteriormente. Se cree que el ecuol muestra diversas actividades
fisiolégicas en el cuerpo. A este respecto, el polipéptido E1, que es capaz de proporcionar el material para la sintesis
del ecuol, se considera importante.

A-2. Polinucledtido.

La presente exposicion proporciona ademas un polinucleétido (en adelante también denominado "polinucleétido E1")
que codifica un polipéptido que presenta una actividad de sintesis de dihidrodaidzeina utilizando daidzeina como
sustrato. Concretamente, la exposicién proporciona:

(Ad) un polinucleétido que consiste en la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 4,

(Ae) un polinucledtido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1,
y

(Af) un polinucleétido que se hibrida bajo condiciones restrictivas con la cadena complementaria del
polinucleétido (Ad) o (Ae) y que codifica un polipéptido que presenta una actividad de sintesis de
dihidrodaidzeina utilizando la daidzeina como sustrato.

La secuencia de aminoacidos de SEC ID n® 1 corresponde a la secuencia de aminoacidos codificada por la
secuencia de nucledtidos SEC ID n° 4. La secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 2 corresponde a la secuencia de
aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 5. La secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 3
corresponde a la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 6.

Con respecto al polinucleétido (Af), la expresion "se hibrida bajo condiciones restrictivas" se refiere al hibridacion
entre dos fragmentos polinucleétidos bajo condiciones de hibridacion ordinarias, tal como describen Sambrook et al.,
en: Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, USA, 1989. Mas
concretamente, "condiciones restrictivas" se refiere a la hibridacién en 6,0xSSC a aproximadamente 45°C y el lavado
con 2,0xSSC a 50°C. Entre los ejemplos de polinucleétido (Af) se incluyen la secuencia de nucleétidos SEC ID n°5y
la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 6.

El "polinucledtido que se hibrida bajo condiciones restrictivas" generalmente presenta mas de un determinado nivel
de identidad respecto a la secuencia de nucleétidos del polinucleétido utilizado como sonda. La identidad es, por
ejemplo, de 60% o mas, preferentemente de 70% o mas, mas preferentemente de 80% o mas, todavia mas
preferentemente de 90% o mas, todavia mas preferentemente de 95% o mas, y con particular preferencia de 98% o
mas. La identidad de la secuencia de nucledtidos puede calcularse utilizando herramientas de analisis tales como,
por ejemplo, FASTA, BLAST, PSI-BLAST, SSEARCH u otros tipos de software disponible comercialmente o por
lineas de telecomunicacion (Internet). Concretamente, generalmente se lleva a cabo una busqueda de BLAST bajo
las condiciones iniciales siguientes con el fin de calcular la identidad (%) de la secuencia de nucleoétidos.

BLAST 2.1 avanzado:
Programa: blastn.
Parametros: por defecto.

La homologia de secuencias de bases entre la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 4 y la secuencia de nucleotidos
SEC ID n° 5 es de 99,6% (Blast2). La homologia de secuencias de bases entre la secuencia de nucleétidos SEC ID
n° 4 y la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 6 es de 97,6% (Blast2). De acuerdo con lo anteriormente expuesto, un
polinucleétido (Af) comprende una secuencia de bases que presenta una homologia de 97,6% y mas
preferentemente una homologia de 99,6% respecto a la secuencia de bases SEC ID n° 4.

Con respecto al polinucleétido (Af), la "actividad de sintesis de dihidrodaidzeina utilizando daidzeina como sustrato”
puede confirmarse mediante el método utilizado para los polipéptidos (Ab) y (Ac).

El polinucleétido puede producirse u obtenerse mediante métodos quimicos de sintesis de ADN, basandose en la
informacién de secuencia SEC ID n° 4, n° 5 y n° 6. Generalmente, el polinucleétido E1 puede producirse u obtenerse
facilmente mediante técnicas de ingenieria genética comunes (ver, por ejemplo, Molecular Cloning, 2a edicion, Cold
Spring Harbor Lab. Press, 1989; y Zoku Seikagaku Jikken Kouza, Gene Kennkyu-hou I, Il y Ill, The Japanese
Biochemical Society, 1986).

Un ejemplo de dichos métodos quimicos de sintesis de ADN es un método de sintesis en fase sélida utilizando el
método de fosforamidita, que puede utilizar un autosintetizador.

En un ejemplo especifico de técnicas de ingenieria genética comunes, se prepara una biblioteca de ADNc mediante

un método ordinario a partir de una fuente adecuada que expresa el polinucleétido de E1 y la biblioteca se criba para
los clones deseados utilizando una sonda o anticuerpo adecuado especifico para el polinucleétido de E1 (ver, por
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ejemplo, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:6613, 1981; Science 222:78, 1983).

La fuente de ADNc no se encuentra particularmente limitada con la condicion de que sea un organismo que expresa
el polinucleétido E1. Entre los ejemplos especificos se incluyen microorganismos capaces de producir ecuol,
preferentemente bacterias del acido lactico, bacterias pertenecientes a los géneros Bacteroides y Streptococcus
capaces de producir ecuol, mas preferentemente Lactococcus garvieae, Bacteroides ovatus y Streptococcus
constellatus, capaces de producir ecuol, siendo adicionalmente preferente Lactococcus garvieae fecal, capaz de
producir ecuol, y con particular preferencia, Lactococcus cepa 20-92, Bacteroides ovatus cepa E-23-15,
Streptococcus constellatus A6G-225 (n°® FERM BP-10036, n° FERM BP-6435 y n° FERM BP-6437, respectivamente;
depositados en el Deposito Internacional de organismos de patente, National Institute of Advanced Industrial Science
and Technology, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japon), cepas fecales de Lactococcus garvieae capaces de
producir ecuol.

Pueden utilizarse métodos ordinarios para procedimientos que incluyen la separacion del ARN total, la separacién y
purificacién del ARNm y la preparacion y clonacion de ADNc. El método de cribado de la biblioteca de ADNc para un
polinucleétido de la presente exposicién no se encuentra particularmente limitado y puede utilizarse un método
ordinario. Por ejemplo, puede cribarse para polipéptidos producidos a partir de ADNc mediante la seleccion de los
clones de ADNc correspondiente mediante un cribado inmunoldgico utilizando un anticuerpo especifico de
polipéptido. Ademas, el cribado puede llevarse a cabo mediante técnicas de hibridacion tales como la hibridacién de
placas y la hibridacion de colonias, las cuales utilizan sondas que se unen especificamente a secuencias de
nucleétidos diana. Ademas, puede utilizarse una combinacion de dichas técnicas diferentes.

Generalmente, la sonda puede ser, por ejemplo, ADN sintetizado quimicamente que se ha obtenido basandose en
informacién referente a la secuencia de nucleétidos del polinucleétido E1 (por ejemplo la secuencia de nucle6tidos
SEC ID n° 4, n° 5 o0 n° 6). Ademas, la sonda utilizada para el cribado puede ser un cebador sentido y/o un cebador
antisentido disefiado basandose en la informacién de secuencia de bases de un polinucleétido de la presente
exposicion.

El polinucleétido puede obtenerse convenientemente mediante el método de PCR (Science 130:1350, 1985) o
mediante variantes del método de PCR, tales como el método de amplificacién de ADN o ARN. Cualquier dificultad
en el cribado de la biblioteca para el ADNc de longitud completa puede evitarse mediante la utilizacién de técnicas
adecuadas tales como el método RACE (Rapid amplification of cDNA ends, Experimental Medicine 12(6):35, 1994) y
particularmente el método 5-RACE (M.A. Frohman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8:8998, 1988). El método
RACE y el método 5'-RACE resultan Utiles para obtener el polipéptido E1 a partir de eucariotas.

Los cebadores utilizados para el método de PCR pueden disefiarse apropiadamente basandose en la informacion de
secuencia del polinucleétido E1. Dichos cebadores pueden sintetizarse mediante un método ordinario. Tal como se
ha indicado anteriormente, el aislamiento y la purificacién de los fragmentos de ADN o ARN amplificados puede
llevarse a cabo mediante un método ordinario, tal como la electroforesis en gel y la hibridacién.

El polinucle6tido permite facilmente una produccién en masa estable del producto del polinucleétido (el polipéptido)
utilizando técnicas de ingenieria genética comunes. El aislamiento con éxito del polinucleétido E1 abre la puerta a la
produccién industrial de ecuol, sin utilizacion de las dificiles de manipular cepas bacterianas anaerébicas, utilizadas
tradicionalmente para la produccion de ecuol.

A-3. Vector de expresiéon

Un vector de expresion de la presente exposicién no se encuentra particularmente limitado con la condicion de que
incluya polinucledtido E1 y sea capaz de expresar polinucleétido E1. Generalmente se selecciona apropiadamente
segun el tipo de célula huésped.

En el caso de que la célula huésped sea una célula procariética, el vector de expresion puede ser, por ejemplo, un
vector plasmido de expresion, replicable en la célula huésped, preparada mediante la adicion de promotores y una
secuencia de bases SD (Shine-Dalgarno) cadena arriba del polinucleétido para causar la expresion del
polinucleétido. Un ejemplo especifico es un plasmido de expresion que utiliza un promotor P, un promotor de T7 y
un promotor lac. Entre otros ejemplos de vectores de expresion bacterianos preferentes se incluyen el plasmido
pKK233-2 y el plasmido pKK233-3 utilizando el promotor tac o el promotor trc. Estos son ejemplos no limitativos y
también pueden utilizarse otras cepas y vectores bacterianos conocidos.

En el caso de que la célula huésped sea una célula eucariética, el vector de expresiéon puede incluir generalmente
promotores cadena arriba del polinucleétido que debe expresarse y otras secuencias especificas, incluyendo un sitio
de procesamiento de ARN, un sitio de poliadenilaciéon y una secuencia de terminacién de la transcripcion. El vector
de expresion puede incluir ademas un origen de replicacion. Existen varios vectores eucariéticos bien conocidos que
resultan Utiles para la insercién del polinucleétido. Entre los ejemplos de dichos vectores eucaridticos adecuados se
incluyen pCD y pCMV. Entre otros ejemplos se incluyen pMSG y pSVL, que utilizan el promotor MMTV o el promotor
tardio de SV40, segun resulte necesario. Son ejemplos no limitativos y también pueden utilizarse diversos eucariotas
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y vectores conocidos.

A-4. Célula recombinante

La presente exposicién proporciona una célula recombinante (transformante) transformada con un vector de
expresion que incluye el polinucleétido E1.

La célula huésped utilizada para la célula recombinante puede ser una célula procariética o una célula eucarigtica.

Entre los ejemplos adecuados de una célula huésped procariotica se incluyen: células procariéticas bacterianas del
género Lactococcus, tales como las bacterias del &cido lactico, y células procariéticas bacterianas tales como, por
ejemplo, Escherichia coli, Streptomyces, Bacillus subtilis, Streptococcus y Staphylococcus, que pueden crecer bajo
condiciones aerébicas.

Entre los ejemplos de una célula huésped eucaridtica se incluyen microorganismos eucaridticas tales como las
levaduras y Aspergillus; células de insecto tales como Drosophila S2 y Spodoptera Sf9, y células animales y
vegetales tales como células L, células CHO, células COS, células HelLa, células C127, células BALB/c3T3
(incluyendo cepas mutantes que no presentan dihidrofolato reductasa o timidina quinasa), células BHK21, células
HEK293, células de melanoma de Bowes y oocitos.

El método utilizado para introducir el vector de expresion en la célula huésped no se encuentra particularmente
limitado y puede utilizarse una diversidad de métodos comunes. Por ejemplo, el vector de expresion puede
introducirse en la célula huésped segun métodos de muchos manuales de laboratorio estandares, incluyendo, por
ejemplo, Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology, 1986, y Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2a edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989. Entre los ejemplos
especificos se incluyen la transfeccion con fosfato de calcio, la transfeccién mediada por DEAE-dextrano, la
transveccion, la microinyeccién, la transfeccion mediada por lipidos catiénicos, la electroporacion, la transduccion, la
carga por raspado, la introduccion balistica y la infeccion.

Debido a que la célula recombinante es capaz de producir polipéptido E1 (un enzima conversor de la
dihidrodaidzeina), puede utilizarse para producir un enzima conversor de la dihidrodaidzeina. La célula recombinante
también puede utilizarse para producir dihidrodaidzeina en forma de célula.

A-5. Produccién de polipéptido utilizando células recombinantes

El polipéptido puede producirse mediante el cultivo de una célula recombinante en la que se introduce el
polinucleétido E1 y se recoge y cultiva el mismo a partir de la célula.

El cultivo puede ser subcultivo o el cultivo por lotes utilizando un medio adecuado para el huésped. Las células
pueden cultivarse hasta obtener una cantidad adecuada de polipéptido E1, utilizando el nivel de polipéptido E1 en el
interior y exterior de las células recombinantes a modo de indice.

El medio de cultivo puede seleccionarse apropiadamente a partir de medios comunes segun el tipo de célula
huésped utilizado. El cultivo puede incubarse bajo condiciones de crecimiento adecuadas para la célula huésped.

El polipéptido E1 resultante opcionalmente puede separarse y purificarse mediante diversos tipos de técnicas de
separacion utilizando las propiedades fisicas y quimicas del polipéptido E1 (ver, por ejemplo, Biochemistry Data
Book I, paginas 1175 a 1259, la edicién, la impresion, 23 de junio de 1980, Tokyo Kagaku Dozin Co., Ltd.;
Biochemistry 25(25):8274, 1986, y Eur. J. Biochem. 163:313, 1987). Concretamente, el polipéptido E1 puede
separarse y purificarse, por ejemplo, tal como en el "método de aislamiento y purificacion de polipéptido E1 a partir
de microorganismos capaces de producir polipéptido E1" descrito en la Seccién A-1 bajo el titulo de "Polipéptido".

A-6. Produccién de dihidrodaidzeina utilizando polipéptido E1

La presente exposicion proporciona un procedimiento para producir dihidrodaidzeina utilizando el polipéptido E1. En
el procedimiento de produccion, la daidzeina puede convertirse en dihidrodaidzeina haciendo que el polipéptido E1
actlen sobre la daidzeina en presencia de NADPH y/o NADH. Preferentemente, la daidzeina puede convertirse en
dihidrodaidzeina haciendo que el polipéptido E1 actle sobre la daidzeina en presencia de NADPH.

Debido a que la actividad enzimatica de sintesis de dihidrodaidzeina del polipéptido E1 resulta activada por la
presencia de Mn** y Fe®, el péptido E1 preferentemente hace que el polipéptido E1 actle sobre la daidzeina en
presencia de Mn** ylo Fe?*. La concentracion de Mn** ylo Fe®* en la solucién de reaccién no se encuentra
particularmente limitada con la condicién de que pueda activarse la actividad enzimatica del polipéptido E1. La
concentracion de Fe** preferentemente es de 2 mM o superior, mas preferentemente de entre 2 mM y 100 mM, mas
preferentemente de entre 10 mM y 40 mM. La concentracién de Mn?* preferentemente es de 0,2 UM o superior, mas
preferentemente de entre 0,2 uM y 100 mM, y todavia mas preferentemente de entre 1,0 uM y 40 mM.
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La reaccion utilizada en el procedimiento de produccién puede llevarse a cabo en un tampoén adecuado. Entre los
ejemplos de dichos tampones adecuados se incluyen tampon fosfato, tampdn carbonato, tampon acetato, tampén
Tris y tampon borato. La condicion de pH de la reaccién puede seleccionarse convenientemente de manera que no
se inactive la actividad enzimatica deseada del polipéptido E1. Por ejemplo, la reaccion puede llevarse a cabo en un
intervalo de pH de entre preferentemente 5,0 y 10,0, y mas preferentemente de entre 6,0 y 8,0.

En la reaccion, puede afiadirse una cantidad apropiada de inhibidor de proteasa, tal como PMSF o EDTA, segln
resulte necesario. Ademas, considerando que el polipéptido se deriva de bacterias anaerébicas, también puede
afiadirse una cantidad apropiada de agente reductor, tal como DTT, 2ME, DET y Na;S,0a.

La reaccion utilizada en el procedimiento de produccion se lleva a cabo bajo condiciones en las que, por ejemplo, se
afade cada componente a un medio en los intervalos de concentracion mostrados posteriormente al inicio de la
reaccion, de manera que se prepara una mezcla. La mezcla se incuba durante 0,5 a 10 horas, preferentemente 1 a 6
horas, y mas preferentemente 2 a 4 horas, a temperaturas de entre 20°C y 45°C, preferentemente de entre 25°C y
40°C, y mas preferentemente de entre 30°C y 38°C. Las concentraciones iniciales de cada componente son las
siguientes:

el contenido de polipéptido es de entre 0,0001% y 1,0% en peso, preferentemente de entre 0,001% y 0,1% en
peso, y mas preferentemente de entre 0,001% y 0,01% en peso,

el contenido de daidzeina es de entre 0,0001% y 10,0% en peso, preferentemente de entre 0,001% y 1,0% en
peso, y mas preferentemente de entre 0,001% y 0,1% en peso,

el contenido de NADPH y/o de NADH es de entre 0,01% y 5% en peso, preferentemente de entre 0,05% y 1% en
peso, y mas preferentemente de entre 0,1% y 0,5% en peso.

La presente exposicién proporciona ademas una mezcla de materiales para la sintesis de dihidrodaidzeina,
concretamente una composicion para la sintesis de dihidrodaidzeina que incluye (Ai) polipéptido E1, (Aii) NADPH y/o
NADH, y (Aiii) daidzeina. Ademas, la presente exposicion proporciona una mezcla de materiales para la sintesis de
dihidrodaidzeina, concretamente una composicién de materiales de sintesis de dihidrodaidzeina que incluye (Ai)
polipéptido E1, (Aii) NADPH y/o NADH, (Aiii) daidzeina, y (Aiv) Mn2* ylo Fe?*. Mediante la incubacion de la
composicion bajo las condiciones anteriormente indicadas, la daidzeina contenida en la composicion puede
convertirse en dihidrodaidzeina. La composicion de materiales de sintesis corresponde a la mezcla de materiales
anteriormente indicada utilizada para iniciar la reaccion de produccion de dihidrodaidzeina. Ademas, las
concentraciones de polipéptido E1, NADPH y/o NADH, y la daidzeina en la composicion, y otros componentes que
pueden afiadirse a la composicién de materiales de partida de la sintesis son esencialmente los del sistema de
reaccion (una mezcla de materiales de partida al inicio de la reaccién) utilizados en el procedimiento de produccion
anteriormente indicado.

La presente exposicion proporciona ademas un kit para sintetizar dihidrodaidzeina, concretamente un kit de sintesis
de dihidrodaidzeina que incluye (Ai) polipéptido E1, (Aii) NADPH y/o NADH, y (Aiii) daidzeina. Ademas, la presente
invenciéon proporciona un kit para sintetizar dihidrodaidzeina, concretamente un kit de sintesis de dihidrodaidzeina
que incluye: (Ai) polipéptido E1, (Aii) NADPH y/o NADH, (Aiii) daidzeina, y (Aiv) Mn?* ylo Fe?*. Los componentes
opcionalmente puede almacenarse separadamente en el kit de sintesis de manera que permitan de manera
conveniente la sintesis de dihidrodaidzeina a partir de daidzeina bajo las condiciones anteriormente indicadas. El kit
de sintesis puede incluir ademas un tampo6n segln resulte necesario. El kit de sintesis también puede incluirse
cualesquiera herramientas o manuales de funcionamiento necesarios que ayuden a llevar a cabo la sintesis de
dihidrodaidzeina.

A-7. Composicién enzimatica de sintesis de dihidrodaidzeina

La presente exposicion proporciona ademas una composicién enzimatica de sintesis de dihidrodaidzeina que incluye
polipéptido E1. La composicion enzimatica puede utilizarse convenientemente como enzima de sintesis de
dihidrodaidzeina en el procedimiento de produccién de dihidrodaidzeina utilizando polipéptido E1.

La composicion enzimatica puede ser un polipéptido E1 purificado bruto o la composicion enzimatica puede ser un
polipéptido E1 purificado bruto o purificado formulado con un soporte adecuado.

La proporcién de polipéptido E1 en la composicion enzimatica no se encuentra particularmente limitada con la
condicién de que la composicion pueda utilizarse como enzima de sintesis de dihidrodaidzeina en el procedimiento
de produccién de dihidrodaidzeina. Concretamente, el contenido de polipéptido E1 es, por ejemplo, de entre 0,001%
y 20,0% en peso, preferentemente de entre 0,005% y 5,0% en peso, y mas preferentemente de entre 0,01% y 1,0%
en peso, con respecto al total de la composicidon enzimatica.

La composicién enzimatica puede incluir NADPH y/o NADH, que actia como coenzima del polipéptido E1. En el
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caso de que se encuentre contenido en la composicién enzimatica, la proporcion de NADPH y/o NADH, aunque no
particularmente limitada, es de entre 0,0005 y 25,0% en peso, preferentemente de entre 0,005% y 5,0% en peso, y
mas preferentemente de entre 0,01% y 2,5% en peso, con respecto al total de la composicién enzimatica.

Ademas, preferentemente la composicidon enzimatica puede incluir Mn?* ylo Fe®*. En el caso de gue se encuentre
contenida en la composicién enzimatica, la proporcion de Mn?* ylo Fe®* no se encuentra particularmente limitada con
la condicion de que la actividad enzimatica de sintesis de dihidrodaidzeina del polipéptido E1 pueda activarse. La
proporcion de Fe®* preferentemente es de 2 mM o superior, mas preferentemente de entre 2 mM y 100 mM, y
todavia mas preferentemente de entre 10 mM y 40 mM con respecto al total de la composicién. La proporcién de
Mn?* preferentemente es de 0,2 uM o superior, mas preferentemente de entre 0,2 uM y 100 mM, y todavia mas
preferentemente de entre 1,0 pM y 40 mM con respecto al total de la composicion.

Con el fin de mejorar la estabilidad del polipéptido, la composicion enzimatica puede incluir ademas antioxidantes
tales como sulfito, acido ascoérbico, a-tocoferol y cisteina, ademas del polipéptido E1. Ademas, con el fin de
garantizar la conservacion de la composicion enzimatica, ésta puede incluir conservantes tales como p-
hidroxibenzoatos, clorobutanol, alcohol bencilico, alcohol 2-feniletilico, acido deshidroacético y acido sérbico, segin
resulte necesario.

A-8. Procedimiento de produccion de dihidrodaidzeina utilizando células recombinantes

La presente exposicion proporciona un procedimiento de produccién de dihidrodaidzeina utilizando células
recombinantes que incluyen polinucledtido E1. Concretamente, en el procedimiento de produccién, se convierte la
daidzeina en dihidrodaidzeina haciendo que la célula recombinante actle sobre la daidzeina.

La reaccion utilizada en el procedimiento de producciéon se lleva a cabo bajo condiciones que permiten que
sobreviva la célula recombinante y que la daidzeina sea convertida en dihidrodaidzeina.

Concretamente, se afiaden cantidades apropiadas de células recombinantes y daidzeina y se cultivan en un medio
gue permite el crecimiento de las células recombinantes.

El medio utilizado en el procedimiento de producciéon se selecciona convenientemente de entre diversos tipos de
medios convencionales segun el tipo de célula utilizado como la célula recombinante huésped.

El medio puede suplementarse con cantidades apropiadas de inhibidores de proteasa, tales como PMSF y EDTA,
segun resulte necesario. Ademas, considerando que el polipéptido deriva de bacterias anaerébicas, también pueden
afnadirse cantidades apropiadas de agentes reductores tales como DTT, 2ME, DET y Na»S,04. Al utilizar la célula
recombinante, el medio puede suplementarse con NADPH y/o NADH segun resulte necesario, aunque ello no
resulta esencial. Ademas, el medio puede suplementarse con Mn** ylo Fe?.

Concretamente, el procedimiento de produccion se lleva a cabo del modo siguiente. En primer lugar, las células
recombinantes se inoculan en medio que contiene entre 0,001% y 1% en peso, preferentemente entre 0,01% y 1%
en peso, y mas preferentemente entre 0,01% y 0,5% en peso de daidzeina, y el cultivo se incuba bajo condiciones
térmicas permisivas durante 6 a 30 horas, preferentemente 7 a 24 horas, y mas preferentemente 7 a 18 horas.

La presente exposicién proporciona ademas una mezcla de materiales para la sintesis de dihidrodaidzeina,
concretamente una composicion de material de sintesis de dihidrodaidzeina que contiene (Aiv) la célula
recombinante y (Aiii) daidzeina. Mediante el cultivo de la composicion de materiales de sintesis bajo las condiciones
anteriormente indicadas la dihidrodaidzeina en la composicion puede convertirse en dihidrodaidzeina. La
composicion corresponde a la mezcla de materiales de partida anteriormente indicada, utilizada para iniciar la
reaccion para producir dihidrodaidzeina. Ademas, las concentraciones de la célula recombinante y daidzeina en la
composicion, y otros componentes que pueden afiadirse a la composicion de materiales de partida de sintesis, son
esencialmente iguales a las condiciones utilizadas en el procedimiento de produccién anteriormente indicado.

La presente exposicién proporciona ademas un kit para sintetizar dihidrodaidzeina, concretamente un kit de sintesis
de dihidrodaidzeina que incluye (Aiv) la célula recombinante y (Aiii) daidzeina. Ademas, la presente exposicién
proporciona un kit para sintetizar dihidrodaidzeina, concretamente un kit de sintesis de dihidrodaidzeina que incluye
(Aiv) la célula recombinante, (Aiii) daidzeina y (Aiv) Mn?* ylo Fe?*. El kit de sintesis puede incluir la célula
recombinante y daidzeina separadamente segun resulte necesario, de manera que se active la sintesis de
dihidrodaidzeina a partir de daidzeina bajo las condiciones anteriormente indicadas. El kit de sintesis puede incluir
ademas cualesquiera herramientas 0 manuales de funcionamiento necesarios para ayudar a llevar a cabo la sintesis
de dihidrodaidzeina.

Las células recombinantes incluidas en el kit de sintesis pueden conservadas en el mismo mediante métodos
conocidos. Existen varias técnicas conocidas de conservacion de células recombinantes. Por ejemplo, existe un
método en el que las células recombinantes se conservan a una temperatura de entre 4°C y 25°C tras tratarse con
un liofilizador para evaluar la ampolla que conserva las células recombinantes en un solvente, tal como
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dimetilformamida. Otro ejemplo es un método de nitrégeno liquido, en el que las células se suspenden en un medio
de conservacién suplementado con glicerol al 10%, que seguidamente se almacena en una ampolla especifica y se
mantiene en un tanque con nitroégeno liquido (a una temperatura de entre -150°C y -196°C).

A-9. Anticuerpo con afinidad para el polipéptido

La presente exposicion proporciona ademas un anticuerpo (un anticuerpo IgG) con afinidad para el polipéptido E1.

El anticuerpo monoclonal puede prepararse mediante un método ordinario. Concretamente, puede utilizarse el
método descrito por Harlow H. y Lane D., en: Antibody: Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Lab., New York,
paginas 139 a 240, 1988.

El anticuerpo policlonal también puede prepararse mediante un método ordinario. Concretamente, puede utilizarse el
método descrito en, por ejemplo, Cell Engineering Experiment Protocol, Department of Oncology, The Institute of
Medical Science, The University of Tokyo, 1992, paginas 155 a 173.

El anticuerpo IgG policlonal y el anticuerpo IgG monoclonal pueden purificarse mediante métodos comunes, tales
como un método de precipitacion con acido sulfirico amonio y la cromatografia de proteina A.

A-10. Método inmunolégico para la deteccidén o medicién del polipéptido

La presente exposicion proporciona ademas un método inmunolégico para detectar o medir el polipéptido E1
utilizando el anticuerpo. Concretamente, el método inmunolégico se lleva a cabo haciendo que el anticuerpo entre en
contacto con una muestra de ensayo. Mas concretamente, el polipéptido en la muestra de ensayo puede detectarse
o0 medirse de la manera siguiente. En primer lugar, se hace que el anticuerpo entre en contacto con una muestra de
ensayo para comprobar la presencia de polipéptido E1 en la muestra de ensayo. En caso de encontrarse presente,
el anticuerpo se une especificamente al polipéptido E1. A continuacion, el anticuerpo unido al polipéptido E1 se
detecta y opcionalmente se cuantifica.

En la presente memoria, la muestra de ensayo es una muestra utilizada para la deteccion o medicion del polipéptido
E1l. Debido a que se espera que el polipéptido se encuentre presente en las células procariéticas bacterianas, el
método inmunoldgico resulta adecuado para la deteccion y medicion del polipéptido E1 residente en las células
procaridticas bacterianas. En la deteccidon y medicion del polipéptido E1 en la célula, la muestra de ensayo puede
prepararse a partir de células lisadas, o de células sometidas a purificacion de las proteinas tras el lisado.

Las técnicas para detectar o medir un polipéptido diana mediante el método inmunolégico utilizando el anticuerpo
son conocidas, y resultara evidente para el experto en la materia como fijar apropiadamente las diversas condiciones
adecuadas para el método inmunoldgico. Por ejemplo, pueden utilizarse métodos tales como el radioinmunoensayo
y ELISA bajo condiciones fijadas apropiadamente.

La presente exposicion proporciona ademas un kit de deteccion inmunolégica que incluye el anticuerpo, utilizado
para la detecciéon o medicion del polipéptido E1. El kit de deteccion puede incluir ademas un polipéptido E1 estandar,
segun se requiera. El kit de deteccion puede incluir ademas, segun se requiera, reactivos adicionales que faciliten la
deteccion sencilla del polipéptido E1 bajo las condiciones anteriormente indicadas. El kit de deteccion también puede
incluir cualesquiera herramientas o manuales de funcionamiento necesarios que faciliten la deteccion sencilla del
polipéptido E1.

A-11. Método para la deteccién o medicién de polinucleétido que codifica el polipéptido

La presente exposicion proporciona ademas un método para detectar o medir polinucleétido E1. Concretamente, el
método se lleva a cabo causando que la sonda de unién a polinucleétido E1 entre en contacto con una muestra de
ensayo. Mas concretamente, puede detectarse o medirse el polinucleétido E1 en la muestra de ensayo de la manera
siguiente. En primer lugar, se hace que la sonda entre en contacto con una muestra de ensayo hibridandola con la
muestra de ensayo, lo que ocurre en el caso de que se encuentre presente polinucleétido E1 en la muestra de
ensayo. A continuacion, se detecta la presencia o ausencia de la doble cadena, y la doble cadena, en caso de
encontrarse presente, se cuantifica opcionalmente.

En la presente memoria, la muestra de ensayo es una muestra utilizada para la deteccion o medicién del
polinucleétido E1. Debido a que se espera que el polinucleétido E1 se encuentre presente en las células
procaridticas bacterianas, el método resulta adecuado para la deteccidon y medicion de polinucleétido E1 residente
en las células procaritticas bacterianas. En la deteccién y mediciéon de polinucledtido E1 en la célula, la muestra de
ensayo puede prepararse a partir de células lisadas, o en células sometidas a purificacion de acidos nucleicos tras el
lisado.

La sonda utilizada en los métodos presenta una secuencia de nucleétidos que puede hibridarse con el polinucle6tido
bajo condiciones restrictivas. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "condiciones restrictivas" se
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refiere, por ejemplo, a condiciones comunes a sondas y cebadores, y concretamente, a condiciones indicadas en la
Seccion A-2 anteriormente indicada.

La sonda puede sintetizarse quimicamente basandose en la informacion referente a la secuencia de nucle6tidos del
polinucleétido E1 (por ejemplo la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 4, n° 5 o n°® 6) o puede producirse previamente
polinucleétido E1 o un fragmento de polinucleétido E1. La sonda puede encontrarse marcada o no, aunque
generalmente se utilizan sondas marcadas. Ademas, en el caso de que la sonda se utiliza como cebador de PCR
(un cebador de sentido o un cebador antisentido), la longitud de la sonda es de, por ejemplo, aproximadamente 10 a
40 nucledtidos, y preferentemente de aproximadamente 20 a 30 nucledtidos.

Entre los ejemplos de métodos para detectar especificamente el polinucleétido se incluyen: la hibridacion de placas,
la hibridacién de colonias, la transferencia Southern, la transferencia Northern y el método de PCR. Desde el punto
de vista de la sensibilidad, preferentemente se utiliza un método de PCR que utilice las sondas como cebadores
para amplificar parte o la totalidad del polinuclettido E1.

El método de PCR puede ser, por ejemplo, el método de RT-PCR o diversos tipos de métodos variantes utilizados
en la técnica. El método de PCR puede utilizarse para someter a ensayo la presencia y cantidad de polinucleétido
El. Entre los ejemplos de dichos métodos de PCR se incluyen un ensayo competitivo tal como MSSA (Kinoshita M.
et al., CCA 228:83-90, 1994) y el método de PCR-SSCP, que es un método conocido de deteccién de mutaciones
basado en los cambios de movilidad de ADN de cadena sencilla debido a diferentes estructuras de orden superior
(Orita M. et al., Genomics 5:874-879, 1989).

La presente exposicion proporciona ademas un kit para detectar o medir el polinucleétido E1, concretamente un kit
de deteccion de polinucleétido E1 que incluye la sonda. Para facilitar la deteccion del polinucleétido E1 bajo las
condiciones anteriormente indicadas, el kit de deteccién puede incluir reactivos adicionales o similares segun se
requiera, ademas de la sonda. Ademas, el kit de deteccion puede utilizarse para identificar células que contienen
polinucleétido E1. Desde el punto de vista de permitir una deteccion exacta, el kit de deteccion preferentemente
puede proporcionarse en forma de kit para llevar a cabo la deteccién utilizando la PCR.

B. Enzima de sintesis de tetrahidrodaidzeina

B-1. Polipéptido

La presente invencién proporciona un polipéptido (en adelante denominado también "polipéptido E2") para la
sintesis de tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como sustrato. Concretamente, la invencién proporciona:

(Ba) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7,

(Bb) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7 con la sustitucion, delecion,
insercién y/o adicibn de uno o mas aminoacidos, y que presenta una actividad de sintesis de
tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como sustrato, y

(Bc) Un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de secuencia de
60% o superior respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7, y que presenta una actividad de
sintesis de tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como sustrato.

En el polipéptido (Bb), el intervalo de "uno o mas aminoacidos" no se encuentra particularmente limitado con la
condicion de que el polipéptido presente la actividad de sintesis de tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina
como sustrato. Por ejemplo, el intervalo es de entre 1y 50, preferentemente de entre 1 y 30, mas preferentemente
de entre 1 y 15, mas preferentemente de entre 1 y 5, todavia mas preferentemente de entre 1 y 4, todavia mas
preferentemente de entre 1 y 3y con particular preferencia 1 o 2.

Entre los ejemplos de polipéptido (Bb) se incluyen un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de
SEC ID n° 8 y un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 9. En comparacion con la
secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7, la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°® 8 contiene dos aminoacidos
sustituidos y una secuencia de aminoacidos que presenta 24 aminoacidos en el extremo N-terminal. En comparacién
con la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7, la secuencia de aminoacidos de SEC ID n® 9 contiene 20
aminoacidos sustituidos y pierde 1 aminoacido. La secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 8 corresponde al
polipéptido enzima E2 de Bacteroides ovatus cepa E-23-15 (n® FERM BP-6435). La secuencia de aminoacidos de
SEC ID n° 9 corresponde al polipéptido enzima E2 de Streptococcus constellatus A6G-225 (n°® FERM BP-6437).

En el polipéptido (Bb), la sustitucion, delecion, insercion o adicién de un aminoacido puede llevarse a cabo tal como
en la sustitucion, delecion, insercion o adicion de aminoacido en el polipéptido E1 indicado en la Seccion A-1.
Resulta preferente que la sustitucién, delecion, insercion o adicion de aminoacido en el polipéptido (Bb) se encuentre
en regiones en las que el cambio de aminoacido no produzca grandes efectos sobre las estructuras de orden
superior del polipéptido, o en donde el cambio no afecte negativamente al centro activo del enzima de sintesis de
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tetrahidrodaidzeina. Entre los ejemplos de dichas regiones se incluyen regiones poco conservadas entre las
secuencias de aminoacidos SEC ID n°® 7, n® 8 y n® 9, y regiones vecinas de las mismas, y la regiéon N-terminal o la
region C-terminal. Entre los ejemplos especificos se incluyen valina en la posicién 7, prolina en la posicion 8, valina
en la posicién 26, leucina en la posiciéon 36, arginina en la posicién 46, acido aspartico en la posicion 94, acido
glutdmico en la posicién 101, glicina en la posiciéon 126, isoleucina en la posicion 137, glutamina en la posicion 156,
lisina en la posicion 157, acido aspartico en la posicién 159, alanina en las posiciones 160 y 171, cisteina en la
posicion 185, serina en la posiciéon 221, alanina en la posicién 233, valina en la posicion 241, serina en la posicion
258, isoleucina en la posicién 266 y valina en la posicion 286, de la secuencia de aminoacidos de SEC ID n® 7, y
regiones contiguas de dichos aminoacidos. La expresidn "region contigua” se refiere a una regioén en la que no
resulta afectada la actividad enzimatica de sintesis de tetrahidrodaidzeina. Entre los ejemplos de dichas regiones se
incluyen aminoacidos a cinco o menos aminoacidos de uno de los aminoacidos ejemplificados, preferentemente
aquellos a cuatro o menos aminoacidos de uno de los aminoacidos ejemplificados, mas preferentemente aquellos a
tres 0 menos aminoacidos de uno de los aminoacidos ejemplificados, todavia mas preferentemente aquellos a dos o
menos aminoacidos de uno de los aminoacidos ejemplificados, y con particular preferencia a un aminoacido de uno
de los aminoacidos ejemplificados.

En la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7, la secuencia de los aminoacidos de las posiciones 38 a 45 se
considera que corresponde al dominio de unién de NADPH. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, con la
condicion de que las funciones del dominio no resulten inhibidas, pueden realizarse una sustitucion, delecién,
insercién o adicién de un aminoacido arbitrario en la secuencia. Sin embargo, resulta preferente que la treonina en la
posicion 38, la glicina en la posicién 39, la glicina en la posicién 43y la glicina en la posicion 45 no muten. En el caso
de que la secuencia contenga una 0 mas sustituciones, deleciones, inserciones o adiciones de aminoéacidos, el
namero de aminoacidos mutados preferentemente no es superior a cuatro, mas preferentemente no es superior a
tres, todavia mas preferentemente no es superior a dos, y mas preferentemente a uno.

En la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7, la secuencia de aminoacidos en las posiciones 115 a 118 se
considera que corresponde al motivo altamente conservado dentro de la familia de SDR. En el caso de que la
secuencia contenga una 0 mas sustituciones, deleciones, inserciones o adiciones de aminoacidos en la secuencia,
el niumero de aminoacidos mutados preferentemente no es superior a tres, mas preferentemente no es superior a
dos, y todavia mas preferentemente a uno. Resulta mas preferente la ausencia de mutaciones en la secuencia.

En la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7, la serina en la posicion 168, la histidina en la posiciéon 182 y la
lisina en la posicion 186 se consideran asociados al centro de actividad del enzima E2. De acuerdo con lo
anteriormente expuesto, con la condicidon de que la actividad enzimatica no resulte inhibida, los tres aminoacidos
pueden sustituirse por otros aminoacidos arbitrarios. Sin embargo, resulta preferente que estos aminoacidos no
muten.

En la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7, la secuencia de aminoacidos en las posiciones 212 a 217 se
considera asociada a la unién a cofactores. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, con la condiciéon de que la
funcién no resulte inhibida, puede producirse una sustitucion, delecion, insercién o adicion de un aminoéacido
arbitrario en la secuencia. Sin embargo, resulta preferente que la prolina en la posicién 212, la glicina en la posicién
213 y la treonina en la posicion 217 no muten. En el caso de que la secuencia contenga una o mas sustituciones,
deleciones, inserciones o adiciones de aminoacidos, el nimero de aminoacidos mutados preferentemente no es
superior a tres, mas preferentemente no es superior a dos y todavia mas preferentemente a uno. Resulta
particularmente preferente la ausencia de mutaciones en la secuencia. En la figura 28 se muestra una alineacion,
gue indica las regiones de las secuencias de aminoacidos con posibles funciones.

En el polipéptido (Bc), la secuencia de aminoacidos presenta, por ejemplo, una identidad de 60% o superior respecto
a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7. Sin embargo, resulta preferente que la secuencia de aminoacidos
presente una identidad de generalmente 80% o superior, preferentemente de 85% o superior, mas preferentemente
de 90% o superior, todavia mas preferentemente de 95% o superior, todavia mas preferentemente de 98% o
superior, y con particular preferencia de 99% o superior respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7.

Concretamente, el polipéptido (Bc) puede ser un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC
ID n° 8 o un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 9. La identidad entre la
secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7 y la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 8 es de 99,3% (Blast2). La
identidad entre la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7 y la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°® 9 es de
93,0% (Blast2). De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en una realizacion preferente de la invencion, el
polipéptido (Bc) comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de 93,0% o superior, y mas
preferentemente de 99,3%, respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7.

Con respecto a los polipéptidos (Bb) y (Bc), la actividad de sintesis de tetrahidrodaidzeina utilizando
dihidrodaidzeina como sustrato puede confirmarse de la manera siguiente. En primer lugar, se afiade un polipéptido
de interés a una solucién de sustrato de la composicion indicada posteriormente, a una concentracién de 0,001
mg/ml. A continuacion, la solucién se incuba a 37°C durante 2 horas para comprobar la presencia o ausencia de
tetrahidrodaidzeina en la solucién. La presencia de tetrahidrodaidzeina en la solucion tras la incubacién se utiliza a
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modo de indicador de la actividad del polipéptido de sintesis de tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como
sustrato.

Composicién de solucién de sustrato

tampon de fosfato potasico 0,1 M (pH 7,0)
PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 1 mM
ditiotreitol 2 mM

hidrosulfito sédico 5 mM

NADPH 2 mM

NADH 2 mM

dihidrodaidzeina 40 pM

Propiedad enzimatica

Debido a que el polipéptido E2 presenta una actividad enzimatica de sintesis de tetrahidrodaidzeina utilizando
dihidrodaidzeina como sustrato, el polipéptido E2 también se denomina enzima E2. El enzima E2 requiere NADPH o
NADH a modo de coenzima. La temperatura éptima del enzima E2 es de aproximadamente 37°C y el pH 6ptimo es
de 4,5. El enzima E2 no so6lo puede sintetizar tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como sustrato, sino que
también sintetiza dihidrodaidzeina a partir de tetrahidrodaidzeina, como reaccién inversa.

De manera similar al polipéptido E1, el polipéptido E2 puede producirse mediante técnicas de ingenieria genética
basandose en la informacion de la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 10, n° 11 o n°® 12. Ademas, los métodos de
sintesis quimica comunes pueden utilizarse para producir polipéptido E2, basandose en la informacion de la
secuencia de aminoéacidos de SEC ID n® 7, n°® 8 0 n° 9. El polipéptido E2 también puede producirse mediante
aislamiento y purificacion a partir de microorganismos capaces de producirlo. Estos métodos pueden llevarse a cabo
segun la descripcion en la Seccion A-1 anterior.

El microorganismo capaz de producir polipéptido E2 puede cultivarse en un medio que contiene una cantidad
deseada de dihidrodaidzeina y, adicionalmente, daidzeina. El polipéptido E2 también puede producirse de esta
manera en microorganismos capaces de producir polipéptido E2.

El polipéptido E2 puede ser monomérico, dimérico o polimérico, con la condicion de que pueda sintetizar
tetrahidrodaidzeina. Ademas, para mejorar la estabilidad y otras caracteristicas, el polipéptido E2 puede modificarse
segun se requiera, mediante adicién de polietilenglicol o una cadena sacarida.

El polipéptido E2 puede servir como catalizador que convierta la dihidrodaidzeina (un sustrato) en
tetrahidrodaidzeina. La tetrahidrodaidzeina es convertida adicionalmente en ecuol por el enzima de sintesis de ecuol
tal como se indica posteriormente. Se cree que ecuol muestra diversas actividades fisiologicas en el cuerpo. En este
sentido, el polipéptido E2, capaz de proporcionar un material de partida para la sintesis del ecuol, se considera
importante, Por lo tanto, la presente invencion proporciona un enzima de sintesis de tetrahidrodaidzeina que incluye
cualquiera de los polipéptidos (Ba) a (Bc).

B-2. Polinucleétido

La presente invencién proporciona ademas un polinucleétido (en adelante también denominado "polinucleétido E2")
qgue codifica un polipéptido con actividad de sintesis de tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como
sustrato.

Concretamente, la invencién proporciona:
(Bd) un polinucleétido que consiste en la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 10,

(Be) un polinucledtido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7,
y

(Bf) un polinucleétido que se hibrida bajo condiciones restrictivas con la cadena complementaria del
polinucleétido (Bd) o (Be), y que codifica un polipéptido que presenta una actividad de sintesis de
tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como sustrato.

La secuencia de aminoacidos de SEC ID n® 7 corresponde a la secuencia de aminoacidos codificada por la
secuencia de nucledtidos SEC ID n° 10. La secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 8 corresponde a la secuencia
de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 11. La secuencia de aminoacidos de SEC ID
n° 9 corresponde a la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 12.

Respecto al polinucleétido (Bf), la expresion "se hibrida bajo condiciones restrictivas" es sindnima de la expresion
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"se hibrida bajo condiciones restrictivas" en la Seccién A-2. Entre los ejemplos de polinucleétido (Bf) se incluyen la
secuencia de nucledtidos SEC ID n° 11 y la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 12. La homologia de secuencia de
bases entre la secuencia de nucleé6tidos SEC ID n° 10 y la secuencia de nucleétidos SEC ID n°® 11 es de 99,7%
(Blast2). La homologia de secuencia de bases entre la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 10 y la secuencia de
nucleétidos SEC ID n°® 12 es de 91,0% (Blast2). De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en una realizacion
preferente de la invencion, un polinucledtido (Bf) comprende una base de secuencias que presenta una homologia
de 91,0%, y mas preferentemente de 99,7%, respecto a la secuencia de bases SEC ID n° 10.

Respecto al polinucleétido (Bf), la "actividad de sintesis de tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como
sustrato” puede confirmarse mediante el mismo método utilizado para los polipéptidos (Bb) y (Bc).

El polinucleétido E2 puede producirse u obtenerse mediante métodos quimicos de sintesis o técnicas de ingenieria
genética, basandose en la informacion de secuencia de SEC ID n® 10, n°® 11 o n® 12. Concretamente pueden
utilizarse los métodos descritos para el polinucleétido E1 en la Seccion A-2. El método puede modificarse o
cambiarse, segun se requiera.

La fuente de ADNc del polinucleétido E2 no se encuentra particularmente limitada con la condicion de que sea un
microorganismo que expresa el polinucleétido E2. Entre los ejemplos especificos se incluyen microorganismos
capaces de producir ecuol, preferentemente bacterias del acido lactico, bacterias pertenecientes a los géneros
Bacteroides y Streptococcus capaces de producir ecuol, mas preferentemente Lactococcus garvieae, Bacteroides
ovatus y Streptococcus constellatus, capaces de producir ecuol, mas preferentemente Lactococcus garvieae fecal
capaz de producir ecuol, y con particular preferencia Lactococcus cepa 20-92, Bacteroides ovatus cepa E-23-15,
Streptococcus constellatus A6G-225 (n°® FERM BP-10036, n° FERM BP-6435 y n°® FERM BP-6437, respectivamente;
depositados en el Depésito Internacional de organismos de patente, National Institute of Advanced Industrial Science
and Technology, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japon), cepas de Lactococcus garvieae fecales capaces de
producir ecuol.

La expresion de polinucleétido E2 utilizando técnicas comunes de ingenieria genética permiten facilmente la
produccion estable a gran escala del producto del polinucleétido (el polipéptido). El aislamiento con éxito del
polinucleétido E2 mediante la presente invencion abrird la puerta a la produccion industrial de ecuol, sin utilizar
cepas bacterianas anaerdébicas utilizadas tradicionalmente para la produccién de ecuol, las cuales resultan dificil de
manipular.

B-3. Vector de expresion

Un vector de expresién de la presente invencién no se encuentra particularmente limitado con la condicién de que
incluye polinucledtido E2 y sea capaz de expresar el polinucledtido E2. Generalmente, se selecciona
apropiadamente segun el tipo de célula huésped, de manera similar al vector de expresién que incluye el
polinucleétido E1. Concretamente puede utilizarse la célula huésped indicada en la Seccién A-3.

B-4. Célula recombinante

La presente invencién proporciona una célula recombinante (transformante) transformada con un vector de
expresion que incluye el polinucleétido E2. La célula huésped utilizada para la célula recombinante puede ser la
indicada en la Seccién A-4, sin limitacion. Ademas, el vector de expresion puede introducirse en la célula huésped
mediante el método descrito en la Seccién A-4.

Debido a que la célula recombinante es capaz de producir polipéptido E2 (un enzima conversor de la
tetrahidrodaidzeina), puede utilizarse para producir un enzima conversor de la tetrahidrodaidzeina. La célula
recombinante también puede utilizarse para producir tetrahidrodaidzeina en una forma celular.

B-5. Produccidn de polipéptido utilizando células recombinantes

Puede producirse polipéptido E2 mediante el cultivo de una célula recombinante en la que se introduce el
polinucleétido E2 y se recoge el polipéptido E2 de la célula y del cultivo. Las células recombinantes pueden
cultivarse segun la descripcion de la Seccion A-5.

B-6. Produccién de tetrahidrodaidzeina utilizando polipéptido E2

La presente invencion proporciona un procedimiento para producir tetrahidrodaidzeina utilizando polipéptido E2. En
el procedimiento de produccién, la dihidrodaidzeina puede convertirse en tetrahidrodaidzeina haciendo que el
polipéptido E2 actle sobre la dihidrodaidzeina en presencia de NADPH y/o NADH.

La reaccion utilizada en el procedimiento de produccion puede llevarse a cabo en un tamp6n adecuado, tal como el
descrito en la Seccion A-6.
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La reaccién utilizada en el procedimiento de produccion se lleva a cabo bajo condiciones en las que, por ejemplo, se
afiade cada componente a un medio en los intervalos de concentracién indicados posteriormente, al inicio de la
reaccion, preparando de esta manera una mezcla. La mezcla se incuba durante 0,5 a 10 horas, preferentemente 1 a
6 horas, y mas preferentemente 2 a 4 horas, a temperaturas que no alteran o inactivan los materiales de partida,
incluyendo el polipéptido E2 y la dihidrodaidzeina, y el producto, incluyendo la tetrahidrodaidzeina. La temperatura
de reaccion no se encuentra particularmente limitada. Por ejemplo, en el caso de que la temperatura de reaccion sea
de 0°C o inferior, la reaccién utiliza, por ejemplo, un tampon que no se congela a dichas temperaturas de reaccion.
La temperatura de reaccion es, por ejemplo, preferentemente de entre 0°C y 45°C, y mas preferentemente de entre
0°C y 37°C. Respecto a la tetrahidrodaidzeina, el compuesto se encuentra presente en una forma cis o en una forma
trans. Sin embargo, la formacién de las configuraciones cis y trans puede controlarse mediante modificacién de
condiciones de reaccion tales como la temperatura de reaccion y el tiempo de reaccion. Por ejemplo, puede
producirse una mezcla de tetrahidrodaidzeinas cis y trans fijando la temperatura de reaccion en 0°C, o la reaccion
puede controlarse para favorecer la forma trans fijando la temperatura de reaccion a 37°C.

Las concentraciones de cada componente en el procedimiento de produccion anteriormente indicado son las
siguientes.

el contenido de polipéptido E2 es de entre 0,0001% y 1,0% en peso, preferentemente de entre 0,001% y 0,1% en
peso, y mas preferentemente de entre 0,001% y 0,01% en peso;

el contenido de dihidrodaidzeina es de entre 0,0001% y 10,0% en peso, preferentemente de entre 0,001% y
1,0% en peso, y mas preferentemente de entre 0,001% y 0,1% en peso, y

el contenido de NADPH y/o de NADH es de entre 0,01% y 5% en peso, preferentemente de entre 0,05% y 1% en
peso, y mas preferentemente de entre 0,1% y 0,5% en peso.

La presente invencién proporciona ademas una mezcla de materiales para la sintesis de tetrahidrodaidzeina,
concretamente una composicion de materiales de sintesis de tetrahidrodaidzeina que incluye (Bi) polipéptido E2,
(Bii) NADPH y/o NADH, y (Biii) dihidrodaidzeina. Mediante incubacién de la composicién bajo las condiciones
anteriormente indicadas, la dihidrodaidzeina contenida en la composiciéon de materiales de partida de sintesis puede
convertirse en tetrahidrodaidzeina. La composicién corresponde a la mezcla de materiales de partida anteriormente
indicada, utilizada para iniciar la reaccién con el fin de producir tetrahidrodaidzeina. Ademas, las concentraciones de
polipéptido E2, NADPH y/o NADH, y dihidrodaidzeina en la composicién, y otros componentes que pueden afiadirse
a la composicion de materiales de partida de sintesis son esencialmente los mismos que en el sistema de reaccién
(una mezcla de materiales de partida al inicio de la reaccion) utilizado en el procedimiento de produccion
anteriormente indicado.

La presente invencion proporciona ademas un kit para sintetizar tetrahidrodaidzeina, concretamente un kit de
sintesis de tetrahidrodaidzeina que incluye (Bi) polipéptido E2, (Bii) NADPH y/o NADH, y (Biii) dihidrodaidzeina. El kit
de sintesis puede incluir los componentes en compartimientos segun se requiera, de manera que resulte posible la
sintesis de teterahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina bajo las condiciones anteriormente indicadas. El kit de
sintesis puede incluir ademas un tampdén segun resulte necesario. El kit de sintesis puede incluir ademas
cualesquiera herramientas 0 manuales de funcionamiento necesarios que ayuden a llevar a cabo la sintesis de
tetrahidrodaidzeina.

B-7. Composicién enzimatica de sintesis de tetrahidrodaidzeina

La presente invencién proporciona ademas una composicion enzimatica de sintesis de tetrahidrodaidzeina que
incluye el polipéptido E2. La composicion enzimatica puede utilizarse convenientemente como enzima de sintesis de
tetrahidrodaidzeina en el procedimiento de produccién de tetrahidrodaidzeina utilizando polipéptido E2.

La composicion enzimatica puede ser un polipéptido E2 purificado bruto o la composicion enzimatica puede ser un
polipéptido E2 purificado bruto o purificado formulado con un soporte adecuado. El soporte no presenta ningin
efecto negativo sobre la actividad del polipéptido E2 y se utiliza en una cantidad adecuada.

La proporcion de polipéptido E2 en la composicion enzimdtica no se encuentra particularmente limitada con la
condicion de que la composicion pueda utilizarse como enzima de sintesis de tetrahidrodaidzeina en el
procedimiento de produccion de tetrahidrodaidzeina. Concretamente, el contenido de polipéptido E2 es, por ejemplo,
de entre 0,001% y 20,0% en peso, preferentemente de entre 0,005% y 5,0% en peso, y mas preferentemente de
entre 0,01% y 1,0% en peso, con respecto al total de composicién enzimatica.

La composicion enzimatica puede incluir NADPH y/o NADH, que actian a modo de coenzima del polipéptido E2. En
el caso de que se encuentren contenidos en la composicién enzimatica, la proporciéon de NADPH y/o NADH, aunque
no se encuentra particularmente limitada, es de entre 0,005% y 50,0% en peso, preferentemente de entre 0,05% y
10,0% en peso, y mas preferentemente de entre 0,1% y 5,0% en peso, respecto al total de composicion enzimatica.
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Con el fin de mejorar la estabilidad del polipéptido y/o para garantizar la conservacion de la composicidon enzimatica,
ésta puede incluir ademas diversos antioxidantes y conservantes indicados en la Seccion A-7, ademas del
polipéptido E2.

B-8. Procedimiento de produccién de tetrahidrodaidzeina utilizando células recombinantes

La presente invencion proporciona un procedimiento de produccion de tetrahidrodaidzeina utilizando células
recombinantes que incluye el polinucleétido E2. Concretamente, en el procedimiento de produccion, se convierte la
dihidrodaidzeina en tetrahidrodaidzeina haciendo que la célula recombinante actle sobre la dihidrodaidzeina.

La reaccion utilizada en el procedimiento de produccion se lleva a cabo bajo condiciones que permiten que la célula
recombinante sobreviva y que la dihidrodaidzeina sea convertida en tetrahidrodaidzeina.

Concretamente, se afiaden cantidades apropiadas de células recombinantes y dihidrodaidzeina y se cultivan en un
medio que permita el crecimiento de las células recombinantes.

El medio utilizado en el procedimiento de produccion se selecciona convenientemente de entre diversos tipos de
medios convencionales segun el tipo de célula utilizado como célula huésped recombinante.

El medio puede suplementarse con cantidades apropiadas de inhibidores de proteasa, tales como PMSF y EDTA,
segun resulte necesario. Ademas, considerando que el polipéptido deriva de bacterias anaerébicas, también pueden
afnadirse cantidades apropiadas de agentes reductores tales como DTT, 2ME, DET y Na,S0,04. Al utilizar la célula
recombinante, el medio puede suplementarse con NADPH y/o NADH segln se requiera, aunque ello no resulta
esencial.

Concretamente, el procedimiento de produccién se lleva a cabo de la manera siguiente. En primer lugar, las células
recombinantes se inoculan en medio que contiene entre 0,001% y 1% en peso, preferentemente entre 0,01% y 0,5%
en peso, y mas preferentemente entre 0,01% y 0,1% en peso de dihidrodaidzeina, y el cultivo se incuba bajo
condiciones de temperatura permisivas durante 7 a 30 horas, preferentemente 15 a 24 horas, y mas
preferentemente 17 a 20 horas. En la presente memoria, las condiciones de temperatura permisivas no se
encuentran particularmente limitadas y esencialmente son las indicadas en la Secciéon B-6 anterior, bajo el titulo
"Produccioén de tetrahidrodaidzeina utilizando polipéptido E2".

La presente invencion proporciona ademas una mezcla de materiales para sintetizar tetrahidrodaidzeina,
concretamente una composicién de materiales de sintesis de tetrahidrodaidzeina que contiene (Biv) la célula
recombinante y (Biii) dihidrodaidzeina. Mediante el cultivo de la composicion bajo las condiciones anteriormente
indicadas, la dihidrodaidzeina en la composicion puede convertirse en tetrahidrodaidzeina. La composicion
corresponde a la mezcla de materiales de partida anteriormente indicada, utilizada para iniciar la reacciéon para
producir tetrahidrodaidzeina. Ademas, las concentraciones de la célula recombinante y la dihidrodaidzeina en la
composicion de materiales de partida de sintesis, y de otros componentes que pueden afiadirse a la composicion de
materiales de partida de sintesis, son esencialmente las condiciones utilizadas en el procedimiento de produccion
anteriormente indicado.

La presente invencion proporciona ademas un kit para sintetizar tetrahidrodaidzeina, concretamente un kit de
sintesis de tetrahidrodaidzeina que incluye (Biv) la célula recombinante y (Biii) dihidrodaidzeina. El kit de sintesis
puede incluir la célula recombinante y dihidrodaidzeina separadamente segun se requiera, de manera que resulte
posible convenientemente la sintesis de tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina bajo las condiciones
anteriormente indicadas. El kit de sintesis puede incluir ademas un tampén o un medio, segun se requiera. El kit de
sintesis también puede incluir cualesquiera herramientas o manuales de funcionamiento necesarios que ayuden a
llevar a cabo la sintesis de tetrahidrodaidzeina.

Las células recombinantes incluidas en el kit de sintesis pueden conservarse en el mismo mediante métodos
conocidos. Existen varias técnicas conocidas de conservacion de células recombinantes. Por ejemplo, en un método
las células recombinantes se conservan a una temperatura de entre 4°C y 25°C tras tratarlas con un liofilizador para
evacuar la ampolla en la que se conservan las células recombinantes en un solvente tal como la dimetilformamida.
Otro ejemplo es un método de nitrégeno liquido, en el que las células se suspenden en un medio de conservacion
suplementado con glicerol al 10%, que seguidamente se almacena en una ampolla especifica y se conserva en un
tanque de nitrégeno liquido (a una temperatura de entre -150°C y -196°C).

B-9. Anticuerpo que presenta afinidad para el polipéptido

La presente invencion proporciona ademas un anticuerpo (un anticuerpo IgG) que presenta afinidad para el
polipéptido E2.

El anticuerpo monoclonal y el anticuerpo policlonal pueden prepararse mediante un método ordinario.
Concretamente, estos anticuerpos pueden prepararse mediante el método descrito en la Seccidén A-9.
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B-10. Método inmunoldgico para la deteccién o medicién del polipéptido

La presente exposicion proporciona ademas un método inmunolégico para detectar o medir el polipéptido E2
utilizando el anticuerpo. Concretamente, el método inmunolégico puede llevarse a cabo segun el método descrito en
la Seccion A-10.

La presente exposicion proporciona ademas un kit de deteccion inmunolégica que incluye el anticuerpo, utilizado
para la deteccidon o medicion del polipéptido E2. El kit de deteccion también puede incluir un polipéptido E2 estandar,
segun se requiera. El kit de deteccion puede incluir ademas, segun se requiera, reactivos adicionales que faciliten la
deteccion sencilla del polipéptido E2 bajo las condiciones anteriormente indicadas. El kit de deteccién puede incluir
también cualesquiera herramientas o manuales de funcionamiento necesarios que faciliten la facil deteccion del
polipéptido E2.

B-11. Método de deteccién o medicién del polinucleétido que codifica el polipéptido

La presente exposicion proporciona ademas un método para detectar o medir el polinucleétido E2. Concretamente,
el método se lleva a cabo haciendo que la sonda de unién al polinucleétido E2 entre en contacto con una muestra de
ensayo, segun el método descrito en la Seccion A-11.

La presente exposicion proporciona ademas un kit para detectar o medir el polinucleétido E2, concretamente un kit
de deteccion del polinucleétido E2 que incluye la sonda. Para facilitar la deteccion del polinucleétido E2 bajo las
condiciones anteriormente indicadas, el kit de deteccién puede incluir reactivos adicionales o similares segin se
requiera, ademas de la sonda. Ademas, el kit de deteccion puede utilizarse para identificar células que contienen
polinucleétido E2. Desde el punto de vista de permitir la deteccién precisa, el kit de deteccién preferentemente
puede proporcionarse en forma de kit para la realizacion de la deteccién utilizando la PCR.

C. Enzima de sintesis de ecuol

C-1. Polipéptido

La presente exposicion proporciona un polipéptido (en adelante denominado "polipéptido E3") para la sintesis de
ecuol utilizando tetrahidrodaidzeina como sustrato. Concretamente, la exposicién proporciona:

(Ca) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13,

(Cb) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13 con la sustitucién, delecion,
insercion y/o adicién de uno o mas aminoacidos y que presenta una actividad de sintesis de ecuol utilizando
tetrahidrodaidzeina como sustrato, y

(Cc) un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de 60% o
superior con la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13, y que presenta una actividad de sintesis de
ecuol utilizando tetrahidrodaidzeina como sustrato.

En el polipéptido (Ch), el intervalo de "uno o mas aminoacidos" no se encuentra particularmente limitado con la
condicion de que el polipéptido presente la actividad de sintesis de ecuol utilizando tetrahidrodaidzeina como
sustrato. Por ejemplo, el intervalo es de entre 1 y 200, preferentemente de entre 1 y 150, mas preferentemente de
entre 1 y 200, preferentemente de entre 1 y 150, mas preferentemente de entre 1 y 100, mas preferentemente de
entre 1 y 50, mas preferentemente de entre 1 y 45, mas preferentemente de entre 1 y 40, mas preferentemente de
entre 1 y 30, mas preferentemente de entre 1 y 15, mas preferentemente de entre 1 y 5, todavia mas
preferentemente de entre 1y 4, todavia mas preferentemente de entre 1y 3 y con particular preferente 1 o 2.

Entre los ejemplos del polipéptido (Cb) se incluyen un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de
SEC ID n° 14 o un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 15. En comparacion con
la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13, la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 14 contiene dos
aminoacidos sustituidos. En comparacion con la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13, la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID n° 15 contiene 42 aminoacidos sustituidos y un aminoacido adicional (acido glutamico) en el
extremo C-terminal. La secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 14 corresponde al polipéptido enzima E2 de
Bacteroides ovatus cepa E-23-15 (n°® FERM BP-6435). La secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 15 corresponde
al polipéptido enzima E2 de Streptococcus constellatus A6G-225 (n° FERM BP-6437).

En el polipéptido (Cb), "la sustitucién, delecion, insercion o adicion de aminoacidos" puede llevarse a cabo tal como
en la sustitucién, delecion, inserciéon o adicion de aminoacidos en el polipéptido E1 descritas en la Seccion A-1.
Resulta preferente que la sustitucion, delecién, insercion o adicion de aminoacidos en el polipéptido (Cb) se
produzca en regiones en las que el cambio de aminoacidos no presente efectos importantes sobre las estructuras de
orden superior del polipéptido, o en las que el cambio no afecte al centro activo del enzima de sintesis de ecuol.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2424470 T3

Entre los ejemplos de dichas regiones se incluyen regiones poco conservadas entre las secuencias de aminoacidos
SEC ID n° 13, n° 14 y n° 15 y regiones vecinas de las mismas, y la region N-terminal o la regiéon C-terminal. Entre los
ejemplos especificos se incluyen acido glutamico en la posicién 3, arginina en la posicién 28, acido glutamico en la
posicion 29, arginina en la posicién 32, asparagina en la posicion 61, isoleucina en la posicién 80, asparagina en la
posicion 92, acido aspartico en la posicion 112, alanina en la posicion 119, asparagina en la posicién 129, acido
aspartico en la posicion 172, alanina en la posiciéon 174, serina en la posicion 204, acido glutamico en la posicién
206, treonina en la posicion 223, valina en la posicién 230, prolina en la posicidn 244, tirosina en la posicion 246,
treonina en la posicion 280, arginina en la posicion 282, alanina en la posicion 285, valina en la posicion 307, alanina
en la posicion 322, acido glutamico en la posicién 347, glicina en la posicion 359, serina en la posicion 360, alanina
en la posiciéon 366, leucina en la posicion 367, isoleucina en la posicién 368, valina en la posiciéon 372, acido
aspartico en la posicion 373, treonina en la posicion 374, alanina en la posicién 377, alanina en la posicion 380,
acido aspartico en la posicion 381, glutamina en la posicion 399, prolina en la posicion 403, metionina en la posicion
404, valina en la posicién 405, acido glutamico en la posicion 406, glicina en la posicién 407, arginina en la posicion
426, valina en la posicion 434, alanina en la posicion 436, tirosina en la posiciéon 438 y alanina en la posicion 436,
tirosina en la posicion 438 y alanina en la posicion 440, en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13, y regiones
contiguas de dichos aminoacidos. La expresion "regidon contigua" se refiere a regiones en las que la actividad
enzimatica de sintesis de ecuol no resulta afectada. Entre los ejemplos de dichas regiones se incluyen aminoacidos
a cinco 0 menos aminoacidos de uno de los aminoacidos ejemplificados, preferentemente aquellos a cuatro o menos
aminoacidos de uno de los aminoacidos ejemplificados, mas preferentemente aquellos a tres 0 menos aminoacidos
de uno de los aminoacidos ejemplificados, todavia méas preferentemente aquellos a dos 0 menos aminoacidos de
uno de los aminoacidos ejemplificados, y con particular preferencia a un aminoacido de uno de los aminoacidos
ejemplificados. Entre los ejemplos preferentes de regiones de baja conservacion y regiones vecinas se incluyen la
region correspondiente a las posiciones 25 a 35, la region correspondiente a las posiciones 170 a 177, la region
correspondiente a las posiciones 201 a 208, la region correspondiente a las posiciones 242 a 248, la regién
correspondiente a las posiciones 276 a 289, la region correspondiente a las posiciones 355 a 385, la regién
correspondiente a las posiciones 396 a 409 y la regién correspondiente a las posiciones 431 a 443, en la secuencia
de aminoacidos de SEC ID n° 13.

En la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13, la secuencia comprendida entre el aminoacido de la posicién 14 y
el aminoacido de la posicion 19 se considera que corresponde al dominio de unién de FAD. De acuerdo con lo
anteriormente expuesto, con la condicién de que no resulten inhibidas funciones del dominio, puede producirse una
sustitucion, delecién, inserciébn o adicién de un aminoacido arbitrario en la secuencia. Sin embargo, resulta
preferente que no muten la glicina en la posicion 14, la glicina en la posicién 16 y la glicina en la posicién 19. En la
sustitucion, delecidn, insercién o adicion de aminoacidos en la secuencia, el nimero de aminoacidos mutados
preferentemente no es superior a 3, mas preferentemente no es superior a 2, todavia mas preferentemente a 1.
Resulta mas preferente la ausencia de mutaciones en la secuencia.

La figura 29 muestra una alineacion de las secuencias de aminoacidos SEC ID n°® 13, n°® 14 y n° 15.

En el polipéptido (Cc), la secuencia de aminoacidos presenta, por ejemplo, una identidad de 60% o0 superior
respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13. Preferentemente la secuencia de aminoacidos presenta
una identidad generalmente de 80% o mas, preferentemente de 85% o superior, mas preferentemente de 90% o
superior, mas preferentemente de 95% o superior, todavia mas preferentemente de 98% o superior, y con particular
preferencia de 99% o superior respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13.

Concretamente, el polipéptido (Cc) puede ser un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC
ID n°® 14 o un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 15. La identidad de
aminoacidos entre la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13 y la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 14 es
de 99,6% (Blast2). La identidad de aminoacidos entre la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13 y la secuencia
de aminoacidos de SEC ID n° 15 es de 90,9% (Blast2). De acuerdo con lo anteriormente expuesto, preferentemente
el polipéptido (Bc) comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de 90,9% o superior, y
mas preferentemente de 99,6%, respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13.

Con respecto a los polipéptido (Cb) y (Cc), la actividad de sintesis de ecuol utilizando tetrahidrodaidzeina como
sustrato puede confirmarse de la manera siguiente. En primer lugar, se afiade un polipéptido de interés a una
solucién de sustrato de la composicion indicada posteriormente, a una concentracion de 0,001 mg/ml. A
continuacion, la solucién se incuba a 37°C durante 2 horas para comprobar la presencia o ausencia de ecuol en la
solucion. La presencia de ecuol en la solucion después de la incubacion se utiliza como indicador de la actividad del
polipéptido de sintesis de ecuol utilizando tetrahidrodaidzeina como sustrato.

Composicién de la solucién de sustrato

Tampon de fosfato potasico 0,1 M (pH 7,0)
PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 1 mM
ditiotreitol 2 mM

hidrosulfito sédico 5 mM
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dihidrodaidzeina 40 uM

Propiedad enzimatica

Debido a que el polipéptido E3 presenta una actividad enzimatica de sintesis de ecuol utilizando la
tetrahidrodaidzeina como sustrato, el polipéptido E3 también se denomina enzima E3. La temperatura optima del
enzima E3 es de entre aproximadamente 23°C y 37°C, y el pH éptimo es de 4,5. El enzima E3 también puede
sintetizar tetrahidrodaidzeina a partir de ecuol.

De manera similar al polipéptido E1 y el polipéptido E2, el polipéptido E3 puede producirse mediante técnicas de
ingenieria genética basandose en la informacion de la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 16, n°® 17 o n°® 18.
Ademas, pueden utilizarse métodos comunes de sintesis quimica para producir polipéptido E3 basandose en la
informacién de la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°® 13, n°® 14 o n° 15. El polipéptido E3 también puede
producirse mediante aislamiento y purificacion a partir de microorganismos capaces de producirlo. Estos métodos
pueden llevarse a cabo seguln la descripcion contenida en la Seccion A-1 anterior.

El microorganismo capaz de producir el polipéptido E3 puede cultivarse en un medio que contenga una cantidad
deseada de tetrahidrodaidzeina. El polipéptido E3 también puede producirse de esta manera en microorganismos
capaces de producir el polipéptido E3.

El polipéptido E2 puede ser monomérico, dimérico o polimérico, con la condicibn de que puede sintetizar la
tetrahidrodaidzeina. Ademas, para mejorar la estabilidad y otras caracteristicas, el polipéptido E3 puede ser
modificado segun se requiera, mediante la adicién de polietilenglicol o una cadena sacéarida.

El polipéptido E3 puede servir como catalizador que convierta la tetrahidrodaidzeina (un sustrato) en ecuol. El ecuol
se cree que muestra diversas actividades fisioldgicas en el cuerpo. En este sentido, el polipéptido E3, capaz de
proporcionar ecuol, se considera importante. Por lo tanto, la presente exposicién proporciona un enzima de sintesis
de ecuol que incluye cualquiera de los polipéptidos (Ca) a (Cc).

C-2. Polinucleétido

La presente exposicion proporciona ademas un polinucleétido (en adelante también denominado "polinucleétido E3")
que codifica un polipéptido que presenta una actividad de sintesis de ecuol utilizando tetrahidrodaidzeina como
sustrato. Concretamente, la exposicién proporciona:

(Cd) un polinucledtido que consiste en la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 16,

(Ce) un polinucledtido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13,
y

(Cf) un polinucleétido que se hibrida bajo condiciones restrictivas con la cadena complementaria del
polinucleétido (Cd) o (Ce) y que codifica un polipéptido que presenta una actividad de sintesis de ecuol
utilizando la tetrahidrodaidzeina como sustrato.

La secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13 corresponde a la secuencia de aminoéacidos codificada por la
secuencia de nucleétidos SEC ID n° 16. La secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 14 corresponde a la secuencia
de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 17. La secuencia de aminoacidos de SEC ID
n° 15 corresponde a la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 18.

Respecto al polinucleétido (Cf), la expresion "se hibrida bajo condiciones restrictivas" es sindnima de la expresion
"se hibrida bajo condiciones restrictivas" en la Seccion A-2. Entre los ejemplos del polinucleétido (Cf) se incluyen la
secuencia de nucledtidos SEC ID n° 17 y la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 18. La homologia de secuencia de
bases entre la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 16 y la secuencia de nucleétidos SEC ID n°® 17 es de 99,8%
(Blast2). La homologia entre la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 16 y la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 18
es de 85,2% (Blast2). De acuerdo con lo anteriormente expuesto, preferentemente el polinucleétido (Cf) comprende
una secuencia de bases que presenta una homologia de 85,2%, y mas preferentemente una homologia de 99,8%,
respecto a la secuencia de bases SEC ID n° 16.

Respecto al polinucleétido (Cf), la "actividad de sintesis de ecuol utilizando tetrahidrodaidzeina como sustrato” puede
confirmarse mediante el mismo método utilizado para los polipéptidos (Cb) y (Cc).

El polinucledtido E3 puede producirse u obtenerse mediante métodos quimicos de sintesis del ADN o mediante
técnicas de ingenieria genética, basandose en la informacién de secuencia de SEC ID n° 16, n°® 17 o n° 18.
Concretamente puede utilizarse el método descrito para el polinucleétido E1 en la Seccion A-2.

La fuente de ADNc del polinucleétido E3 no se encuentra particularmente limitada con la condicion de que sea un
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microorganismo que exprese el polinucleétido E3. Entre los ejemplos especificos se incluyen microorganismos
capaces de producir ecuol, preferentemente bacterias del acido lactico, bacterias pertenecientes a los géneros
Bacteroides y Streptococcus capaces de producir ecuol, mas preferentemente Lactococcus garvieae, Bacteroides
ovatus y Streptococcus constellatus capaces de producir ecuol, mas preferentemente Lactococcus garvieae fecal y
con particular preferencia, Lactococcus cepa 20-92, Bacteroides ovatus cepa E-23-15, Streptococcus constellatus
A6G-225 (n° FERM BP-10036, n° FERM BP-6435 y n° FERM BP-6437, respectivamente; depositados en el Depdsito
Internacional de organismos de patente, National Institute of Advanced Industrial Science and Technology, 1-1-1
Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japdn), cepas de Lactococcus garvieae fecal capaces de producir ecuol.

La expresion de polinucleétido E2 utilizando técnicas comunes de ingenieria genética permite facilmente la
produccion estable a gran escala del producto del polinucleétido (el polipéptido). El aislamiento con éxito del
polinucleétido E2 abre las puertas a la produccién industrial de ecuol sin utilizar cepas bacterianas anaerobicas
utilizadas tradicionalmente para la produccion de ecuol, las cuales resultan dificil de manipular.

C-3. Vector de expresion

Un vector de expresion de la presente exposicién no se encuentra particularmente limitado con la condicion de que
incluya el polinucledtido E1 y sea capaz de expresa el polinucleétido E2. Generalmente se selecciona
apropiadamente segun el tipo de célula huésped, de manera similar al vector de expresion que incluye el
polinucleétido E1. Concretamente puede utilizarse la célula huésped indicada en la Seccién A-3.

C-4. Célula recombinante

La presente exposicion proporciona una célula recombinante (transformante) transformada con un vector de
expresion que incluye el polinucleétido E3. La célula huésped utilizada para la célula recombinante puede ser
cualquiera de las indicadas en la Seccion A-4. Ademas, el vector de expresiéon puede introducirse en la célula
huésped mediante el método descrito en la Seccién A-4.

Debido a que la célula recombinante es capaz de producir polipéptido E3 (un enzima conversor del ecuol), puede
utilizarse para producir un enzima conversor de ecuol. La célula recombinante también puede utilizarse para producir
ecuol en una forma celular.

C-5. Produccién de polipéptido utilizando células recombinantes

El polipéptido E3 puede producirse mediante el cultivo de células recombinantes en las que se introduce el
polinucleétido E3 y recogiendo el polipéptido E3 de las células y el cultivo. Las células recombinantes pueden
cultivarse segun la descripcion contenida en la Seccion A-5.

C-6. Produccién de ecuol utilizando el polipéptido E3

La presente exposicion proporciona un procedimiento para producir ecuol utilizando el polipéptido E3. Durante el
procedimiento de produccion, la tetrahidrodaidzeina puede convertirse en ecuol haciendo que el polipéptido E3
actle sobre la tetrahidrodaidzeina.

La reaccion utilizada en el procedimiento de produccion puede llevarse a cabo en un tampén adecuado.
Concretamente pueden utilizarse los tampones indicados en la Seccion A-6.

La reaccion utilizada en el procedimiento de produccion se lleva a cabo bajo condiciones en la que, por ejemplo, se
afiade cada componente al medio en los intervalos de concentracion indicados posteriormente, al inicio de la
reaccion de manera que se prepara una mezcla. La mezcla se incuba durante 0,5 a 10 horas, preferentemente 1 a 6
horas, y mas preferentemente 2 a 4 horas, a temperaturas que no alteran o inactivan los materiales de partida,
incluyendo el polipéptido E3 y la tetrahidrodaidzeina, y el producto, incluyendo el ecuol. La temperatura de reaccion
no se encuentra particularmente limitada. Por ejemplo, en el caso de que la temperatura de reacciéon sea de 0°C o
inferior, la reaccion utiliza, por ejemplo, un tampén que no se congele a dichas temperaturas de reaccion. La
temperatura de reaccion es, por ejemplo, preferentemente de entre 0°C y 45°C, y mas preferentemente de entre 0°C
y 37°C.

El contenido de polipéptido E3 es de entre 0,0001% y 1,0% en peso, preferentemente de entre 0,001% y 0,1% en
peso, y mas preferentemente de entre 0,001% y 0,01% en peso, y el contenido de tetrahidrodaidzeina es de entre
0,0001% y 10,0% en peso, preferentemente de entre 0,001% y 1,0% en peso, y mas preferentemente de entre
0,001% y 0,1% en peso.

La presente exposicidon proporciona ademas una mezcla de materiales para la sintesis de ecuol, concretamente una
composicion de materiales de sintesis de ecuol que incluye: (Ci) polipéptido E3, (Cii) tetrahidrodaidzeina. Mediante
la incubacion de la composicién bajo las condiciones anteriormente indicadas, la tetrahidrodaidzeina contenida en la
composicion puede convertirse en ecuol. La composicion corresponde a la mezcla de materiales de partida
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anteriormente indicada, utilizada para iniciar la reaccién para producir ecuol. Ademas, las concentraciones de
polipéptido E3 y tetrahidrodaidzeina en la composicién y otros componentes que pueden afiadirse a la composicion
son esencialmente iguales a los del sistema de reaccién (una mezcla de materiales de partida al inicio de la
reaccion) utilizado en el procedimiento de produccién anterior.

La presente exposicion proporciona ademas un kit para sintetizar ecuol, concretamente un kit de sintesis de ecuol
que incluye: (Ci) polipéptido E3 y (Cii) tetrahidrodaidzeina. El kit de sintesis puede incluir los componentes en
compartimientos, segun se requiera, de manera que resulte posible convenientemente la sintesis de ecuol a partir de
tetrahidrodaidzeina bajo las condiciones anteriormente indicadas. El kit de sintesis puede incluir ademas un tampon
segun se requiera. El kit de sintesis también puede incluir cualesquiera herramientas o manuales de funcionamiento
necesarios que ayuden a llevar a cabo la sintesis de ecuol.

C-7. Composicién enzimatica de sintesis de ecuol

La presente exposicion proporciona ademas una composicion enzimatica de sintesis de ecuol que incluye
polipéptido E3. La composicién enzimatica puede utilizarse convenientemente como enzima de sintesis de ecuol en
el procedimiento de produccién de ecuol utilizando el polipéptido E3.

La composicion enzimatica puede ser un polipéptido E3 purificado bruto o la composicion enzimatica puede ser un
polipéptido E3 purificado bruto o purificado y formulado con un soporte adecuado. El soporte no presenta ningin
efecto negativo sobre la actividad del polipéptido E3 y se utiliza en una cantidad adecuada.

La proporcion de polipéptido E3 en la composicion enzimatica no se encuentra particularmente limitada con la
condicion de que la composicion pueda utilizarse como enzima de sintesis de ecuol en el procedimiento de
produccién de ecuol. Concretamente el contenido de polipéptido E3 es, por ejemplo, de entre 0,001% y 20,0% en
peso, preferentemente de entre 0,005% y 5,0% en peso, y mas preferentemente de entre 0,01% y 1,0% en peso,
con respecto al total de la composiciéon enzimatica.

Con el fin de mejorar la estabilidad del polipéptido y/o para garantizar la conservacion de la composicién enzimatica,
la composicion enzimatica puede incluir ademas diversos antioxidantes y conservantes indicados en la Seccion A-7,
ademas del polipéptido E3.

C-8. Procedimiento de produccién de ecuol utilizando células recombinantes

La presente exposicidn proporciona un procedimiento de produccion de ecuol utilizando células recombinantes que
incluye polinucleétido E3. Concretamente, durante el procedimiento de produccién, la tetrahidrodaidzeina se
convierte en ecuol haciendo que las células recombinantes actien sobre la tetrahidrodaidzeina para su conversion.

La reaccion utilizada en el procedimiento de produccion se lleva a cabo en un ambiente que permite sobrevivir a la
célula recombinante y convertir la tetrahidrodaidzeina en ecuol.

Concretamente se afiaden cantidades apropiadas de células recombinantes y tetrahidrodaidzeina y se cultivan en un
medio que permita el crecimiento de las células recombinantes.

El medio utilizado en el procedimiento de produccién se selecciona convenientemente de entre diversos tipos de
medios convencionales segun el tipo de célula utilizado como la célula recombinante huésped.

El medio puede suplementarse con cantidades apropiadas de inhibidores de proteasa tales como PMSF y EDTA,
segun se requiera. Ademas, considerando que el polipéptido deriva de bacterias anaerébicas, también pueden
afiadirse cantidades apropiadas de agentes reductores tales como DTT, 2ME, DET y Na»S20.a. Al utilizar las células
recombinantes, el medio puede suplementarse con NADPH y/o NADH segun se requiera, aunque ello no resulta
esencial.

Concretamente, el procedimiento de produccién se lleva a cabo de la manera siguiente. En primer lugar, se inoculan
las células recombinantes en un medio que contiene entre 0,001% y 1% en peso, preferentemente entre 0,01% y
0,5% en peso, y mas preferentemente entre 0,01% y 0,1% en peso de tetrahidrodaidzeina, y el cultivo se incuba
bajo condiciones de temperatura permisivas durante 7 a 30 horas, preferentemente 15 a 24 horas, y mas
preferentemente 17 a 20 horas. En la presente memoria, las condiciones de temperatura permisivas no se
encuentran particularmente limitadas, y son esencialmente las indicadas en la Seccién C-6 anterior.

La presente exposicidon proporciona ademas una mezcla de materiales para la sintesis de ecuol, concretamente una
composicion de materiales de sintesis de ecuol que contiene: (Ciii) la célula recombinante, y (Cii)
tetrahidrodaidzeina. Mediante el cultivo de la composicion bajo las condiciones anteriormente indicadas, la
tetrahidrodaidzeina en la composicién puede convertirse en ecuol. La composiciéon corresponde a la mezcla de
materiales de partida anteriormente indicada, utilizada para iniciar la reaccién de produccién de ecuol. Ademas, las
concentraciones de la células recombinante y la tetrahidrodaidzeina en la composicién, y de otros componentes que
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pueden afiadirse a la misma, son esencialmente iguales a las condiciones utilizadas en el procedimiento de
produccién anteriormente proporcionado.

La presente exposicion proporciona ademas un kit para sintetizar ecuol, concretamente un kit de sintesis de ecuol
que incluye: (Ciii) la célula recombinante y (Cii) tetrahidrodaidzeina. El kit de sintesis puede incluir la célula
recombinante y tetrahidrodaidzeina en compartimientos segln se requiera, de manera que resulta posible
convenientemente sintetizar ecuol a partir de dihidrodaidzeina bajo las condiciones anteriormente indicadas. El kit de
sintesis puede incluir ademas un tampoén o un medio, segun se requiera. El kit de sintesis puede incluir ademas
cualesquiera herramientas o0 manuales de funcionamiento que ayuden a llevar a cabo la sintesis del ecuol.

Las células recombinantes incluidas en el kit de sintesis pueden conservarse en el mismo mediante métodos
conocidos. Existen varias técnicas conocidas de conservacion de células recombinantes. Por ejemplo un método en
el que las células recombinantes se conservan a una temperatura de entre 4°C y 25°C tras tratarse con un liofilizador
para evaluar la ampolla que almacena las células recombinantes en un solvente, tal como dimetilformamida. Otro
ejemplo es un método de nitrégeno liquido, en el que las células se suspenden en un medio de conservacion
suplementado con glicerol al 10%, que seguidamente se almacena en una ampolla especifica y se mantiene en un
tanque con nitrégeno liquido (a una temperatura de entre -150°C y -196°C).

C-9. Anticuerpo con afinidad para el polipéptido

La presente exposicion proporciona ademas un anticuerpo (un anticuerpo 1gG) que presenta afinidad para el
polipéptido E3.

El anticuerpo monoclonal y el anticuerpo policlonal pueden prepararse mediante un método ordinario.
Concretamente, estos anticuerpos pueden producirse mediante los métodos descritos en la Seccién A-9.

C-10. Método inmunolégico para la deteccién o medicién del polipéptido

La presente exposicion proporciona ademas un método inmunolégico para detectar o medir el polipéptido E3
utilizando el anticuerpo. Concretamente, el método inmunolégico puede llevarse a cabo segun el método descrito en
la Seccion A-10.

La presente exposicion proporciona ademas un kit de deteccion inmunolégica que incluye el anticuerpo, utilizado
para la deteccidon o medicion del polipéptido E3. El kit de deteccion también puede incluir un polipéptido E3 estandar,
segun se requiera. El kit de deteccion puede incluir ademas, segun se requiera, reactivos adicionales que faciliten la
deteccion sencilla del polipéptido E3 bajo las condiciones anteriormente indicadas. El kit de deteccion también puede
incluir cualesquiera herramientas o manuales de funcionamiento necesarios que faciliten la deteccion sencilla del
polipéptido E3.

C-11. Método de deteccién o medicion del polinucleétido que codifica el polipéptido

La presente exposicion proporciona ademas un método para detectar o medir el polinucleétido E3. Concretamente,
el método se lleva a cabo causando que la sonda de unién al polinucleétido E3 entre en contacto con una muestra
de ensayo segun el método descrito en la Seccién A-11.

La presente exposicion proporciona ademas un kit para detectar o medir el polinucleétido E3, concretamente un kit
de deteccion del polinucleétido E3 que incluye la sonda. Para facilitar la deteccion del polinucleétido E3 bajo las
condiciones anteriormente indicadas, el kit de deteccidon puede incluir reactivos adicionales o similares, segun se
requiera, ademas de la sonda. Ademas, el kit de deteccidn puede utilizarse para identificar células que contienen el
polinucleétido E3. Desde el punto de vista de permitir la deteccién precisa, el kit de deteccién preferentemente
puede proporcionarse en forma de kit para llevar a cabo la deteccién utilizando la PCR.

D. Procedimiento de produccién de ecuol que utiliza los enzimas E1-E3, o productos intermedios de los mismos

D-1-1. Procedimiento de produccién de tetrahidrodaidzeina gue comprende una primera y una segunda etapas

La presente exposicién proporciona un procedimiento para producir trihidrodaidzeina que comprende las primera y
segunda etapas siguientes (en adelante este procedimiento se denomina ocasionalmente "Primer método de
produccién”). La primera etapa produce dihidrodaidzeina a partir de daidzeina. La segunda etapa produce
tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina.

La primera etapa comprende una etapa de hacer que un enzima que consiste en uno de los polipéptidos (Aa) a (Ac)
siguientes, y NADPH y/o NADH actue sobre la daidzeina, produciendo de esta manera dihidrodaidzeina.

(Aa) Un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1.
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(Ab) Un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1 con una sustitucién, delecion,
insercién y/o adicibn de uno o mas aminoacidos y que presenta una actividad de sintesis de
dihidrodaidzeina utilizando daidzeina como sustrato.

(Ac) Un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de 60% o mas
respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n® 1 y que presenta una actividad de sintesis de
dihidrodaidzeina utilizando daidzeina como sustrato.

La segunda etapa comprende una etapa en la que un enzima que consiste en uno de los polipéptidos (Ba) a (Bc)
siguientes y NADPH y/o NADH se hacen actuar sobre la dihidrodaidzeina, produciendo de esta manera
tetrahidrodaidzeina.

(Ba) Un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7.

(Bb) Un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7 con la sustitucién, delecion,
insercién y/o adicibn de uno o mas aminoacidos y que presenta una actividad de sintesis de
tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como sustrato.

(Bc) Un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de 60% o
superior respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°® 7 y que presenta una actividad de sintesis
de tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como sustrato.

El primer método de produccion de la presente exposicion permite la produccion de tetrahidrodaidzeina a partir de
dihidrodaidzeina y de ecuol a partir de tetrahidrodaidzeina.

Primera etapa

En la primera etapa, se convierte daidzeina en dihidrodaidzeina haciendo que un enzima que consiste en polipéptido
E1 actle sobre la daidzeina en presencia de NADPH y/o NADH. La reaccion en la primera etapa se lleva a cabo
mediante incubacién en una solucién que contiene un enzima que consiste en el polipéptido E1, daidzeina y NADPH
y/o NADH a temperaturas que no alteren o inactiven los materiales de partida, incluyendo el polipéptido y daidzeina,
y el producto, incluyendo dihidrodaidzeina, es decir las condiciones detalladas en la seccion A-6 anterior.

En el caso de que la primera etapa y la segunda etapa descrita posteriormente se lleven a cabo bajo las mismas
condiciones, la reaccion se lleva a cabo bajo condiciones en las que los componentes satisfagan los intervalos de
concentracién tal como se muestra posteriormente, en un sistema de reaccion al inicio de la reaccién (en una mezcla
de materiales de partida al inicio de la reaccién) y que la mezcla se incuba durante 0,5 a 10 horas, preferentemente
1 a 6 horas, y mas preferentemente 2 a 4 horas, a una temperatura de entre 15°C y 45°C, preferentemente de entre
25°C y 40°C, y mas preferentemente de entre 30°C y 38°C. Con este disefio se llevan a cabo eficientemente tanto la
primera como la segunda etapas. El contenido del enzima que consiste en polipéptido E1 es de entre 0,0001% y
1,0% en peso, preferentemente de entre 0,001% y 0,1% en peso, y mas preferentemente de entre 0,001% y 0,01%
en peso. El contenido de daidzeina es de entre 0,0001% y 10,0% en peso, preferentemente de entre 0,001% y 1,0%
en peso, y mas preferentemente de entre 0,001% y 0,1% en peso. El contenido de NADPH y/o NADH es de entre
0,01% y 5% en peso, preferentemente de entre 0,05% y 1% en peso, y mas preferentemente de entre 0,1% y 0,5%
en peso.

La fuente de daidzeina utilizada como sustrato en la primera etapa no se encuentra limitada. Por ejemplo, pueden
utilizarse daidzeinas disponibles comercialmente o daidzeinas producidas o sintetizadas mediante métodos
apropiados.

Ademas, por ejemplo, puede utilizarse una composicion de materiales de sintesis de dihidrodaidzeina que contenga
(Ai) un enzima que consiste en polipéptido E1, (Aii) NADPH y/o NADH, y (Aiii) daidzeina, como mezcla de materiales
de partida en la produccion de dihidrodaidzeina en la primera etapa. Mediante incubacion de la composicion bajo las
condiciones anteriormente indicadas, la daidzeina en la composicion se convierte en dihidrodaidzeina. La
composicion se describe especificamente en las secciones A-6 y A-7 anteriores.

Segunda etapa

En la segunda etapa, la dihidrodaidzeina se convierte en tetrahidrodaidzeina haciendo que un enzima que consiste
en el polipéptido E2 actle sobre la dihidrodaidzeina en presencia de NADPH y/o NADH.

La reaccion en la segunda etapa se lleva a cabo mediante incubacion en una solucién que contiene un enzima que
consiste en el polipéptido E2, dihidrodaidzeina y NADPH y/o NADH a temperaturas que no alteren o inactiven los
materiales de partida, incluyendo el enzima que consiste en polipéptido E2 y dihidrodaidzeina, y el producto,
incluyendo tetrahidrodaidzeina, es decir, las condiciones indicadas en la seccion B-6 anterior.
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Respecto a la tetrahidrodaidzeina, el compuesto se encuentra presente en forma cis o en forma trans. La formacion
de las configuraciones cis y trans puede controlarse modificando las condiciones de reaccidn, tales como la
temperatura de reaccion y el tiempo de reaccién. Por ejemplo, puede producirse una mezcla de tetrahidrodaidzeinas
cis y trans fijando la temperatura de reaccién en 0°C, o la reaccion puede controlarse en favor de la forma trans
fijando la temperatura de reaccion en 37°C.

Al llevar a cabo las primera y segunda etapas bajo las mismas condiciones, la reaccion se lleva a cabo mediante
incubacién bajo las condiciones anteriormente indicadas para la realizacién de la primera y la segunda etapas bajo
las mismas condiciones, las cuales se detallan en la explicacidon anteriormente indicada de la primera etapa. Con
este disefio, se llevan a cabo eficientemente tanto la primera como la segunda etapas. En este caso, el contenido
del enzima que consiste en polipéptido E2, de dihidrodaidzeina y de NADPH y/o NADH se ajustan de la manera
siguiente:

el contenido del enzima que consiste en polipéptido E2 es de entre 0,0001% y 1,0% en peso, preferentemente de
entre 0,001% y 0,1% en peso, y mas preferentemente de entre 0,001% y 0,01% en peso; el contenido de
dihidrodaidzeina es de entre 0,0001% y 10,0% en peso, preferentemente de entre 0,001% y 1,0% en peso, y
mas preferentemente de entre 0,001% y 0,1% en peso, y

el contenido de NADPH y/o NADH es de entre 0,01% y 5% en peso, preferentemente de entre 0,05% y 1% en
peso, y mas preferentemente de entre 0,1% y 0,5% en peso.

Sin embargo, al llevarlas a cabo en presencia del enzima que consiste en polipéptido E1 o del enzima que consiste
en polipéptido E2, las primera y segunda etapas requieren la utilizacion de NADPH para incrementar la eficiencia de
la reaccién productora de dihidrodaidzeina. La concentracion de NADPH se determina basandose en las
condiciones anteriormente indicadas para llevar a cabo las primera y segunda etapas bajo las mismas condiciones,
las cuales se detallan en la explicacion anteriormente proporcionada de la primera etapa. La concentracién de
NADH, el cual se utiliza con NADHP, es de entre 0,01% y 5% en peso, preferentemente de entre 0,05% y 1% en
peso, mas preferentemente de entre 0,1% y 0,5% en peso.

La fuente de dihidrodaidzeina utilizada como sustrato en la segunda etapa no se encuentra limitada.

Por ejemplo, la dihidrodaidzeina producida en la primera etapa a partir de daidzeina puede utilizarse como sustrato
para la segunda etapa. La dihidrodaidzeina se utiliza en forma de la solucién que contiene dihidrodaidzeina tal como
se produce en la primera etapa, o en un estado preliminarmente refinado o en un estado apropiadamente refinado.

También pueden utilizarse dihidrodaidzeinas disponibles comercialmente o dihidrodaidzeinas sintetizadas mediante
métodos apropiados.

Ademas, puede utilizarse una composicion de materiales de sintesis de tetrahidrodaidzeina que contenga (Bi) un
enzima que consiste en polipéptido E2, (Bii) NADPH y/o NADH, y (Biii) dihidrodaidzeina, como mezcla de materiales
de partida en la produccién de tetrahidrodaidzeina en la segunda etapa. Mediante incubacion del a composicion bajo
las condiciones anteriormente indicadas, la dihidrodaidzeina en la composicién se convierte en tetrahidrodaidzeina.
La composicion de sintesis se describe especificamente en las secciones A-6 y A-7 anteriores.

En la segunda etapa, resulta preferible utilizar dihidrodaidzeina, producida en la primera etapa utilizando daidzeina
como sustrato; sin embargo, la dihidrodaidzeina disponible comercialmente, la composicién de materiales de partida
de sintesis, la composiciéon enzimatica, etc., pueden mezclarse con la dihidrodaidzeina producida en la primera
etapa.

Polipéptido E1 y polipéptido E2

El primer método de produccién de la presente exposicion utiliza el enzima consistente del polipéptido E1 tal como
se ha detallado en la seccion A-1 anterior, y el enzima que consiste en el polipéptido E2, tal como se ha detallado en
la seccién B-1 anterior.

D-1-2. Producto que contiene tetrahidrodaidzeina, producida mediante el primer método de produccién

La presente exposicion proporciona un producto que contiene tetrahidrodaidzeina, producida mediante el
procedimiento anteriormente indicado que comprende las primera y segunda etapas (primer método de produccion).

Tal como se ha indicado anteriormente, el primer método de produccién de la presente exposicion permite la
produccion de dihidrodaidzeina a partir de daidzeina, y de tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, el producto producido mediante el primer método de produccién de la
presente exposicién contiene no sélo tetrahidrodaidzeina, sino también dihidrodaidzeina y/o daidzeina.
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El producto de la presente exposicion puede utilizarse en forma de la soluciéon producida en el primer método de
produccién, o puede ser un producto de tetrahidrodaidzeina obtenido mediante el refinado preliminar o apropiado de
la solucion.

El producto de la presente exposicidon puede incorporarse en alimentos, bebidas o materiales de producto cosmeético,
productos medicinales, etc., o puede utilizarse como sustrato.

D-1-3. Procedimiento de produccién de ecuol gue comprende sequnda y tercera etapas

La presente exposicidon proporciona un procedimiento para producir ecuol, que comprende seguir las segunda y
tercera etapas (en adelante, dicho procedimiento se denomina ocasionalmente "segundo método de produccion”).
La segunda etapa produce tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina. La tercera etapa produce ecuol a partir
de tetrahidrodaidzeina.

La segunda etapa comprende una etapa en la que se hace que un enzima que consiste en uno de los polipéptidos
(Ba) a (Bc) siguientes, y NADPH y/o NADH, actien sobre la dihidrodaidzeina, produciendo de esta manera
tetrahidrodaidzeina.

(Ba) Un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7.

(Bb) Un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7 con la sustitucién, delecion,
insercion y/o adicion de uno o mas aminoacidos y que presenta una actividad de sintesis de
tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como sustrato.

(Bc) Un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de 60% o superior
respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n® 7 y que presenta una actividad de sintesis de
tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como sustrato.

La tercera etapa comprende una etapa en la que se hace que un enzima que consiste en uno de los polipéptidos
(Ca) a (Cc) siguientes actue sobre la tetrahidrodaidzeina, produciendo de esta manera ecuol.

(Ca) Un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13.

(Cb) Un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 13 con la sustitucién, delecion,
insercién y/o adicién de uno o mas aminoacidos y que presenta una actividad de sintesis de ecuol utilizando
tetrahidrodaidzeina como sustrato.

(Cc) Un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacido que presenta una identidad de 60% o mas
respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°® 13 y que presenta una actividad de sintesis de ecuol
utilizando tetrahidrodaidzeina como sustrato.

El segundo método de produccion de la presente exposicion permite la produccion de ecuol a partir de
tetrahidrodaidzeina y de ecuol a partir de tetrahidrodaidzeina.

Sequnda etapa

La segunda etapa del segundo método de produccion de la presente exposicion es la misma que la segunda etapa
del primer método de produccién.

En el caso de que la segunda etapa y la tercera etapa, descrita posteriormente, se lleven a cabo bajo las mismas
condiciones, la reaccién se lleva a cabo bajo condiciones en las que los componentes satisfacen los intervalos de
concentracion indicados posteriormente en un sistema de reaccion al inicio de la reaccion (en una mezcla de
materiales de partida al inicio de la reaccion) y en las que la mezcla se incuba durante 0,5 a 10 horas,
preferentemente 1 a 6 horas, y mas preferentemente 2 a 4 horas, a una temperatura de entre 15°C y 45°C,
preferentemente de entre 25°C y 40°C, y mas preferentemente de entre 30°C y 38°C. Con este disefio, se llevan a
cabo eficientemente tanto una primera como una segunda etapas.

El contenido del enzima que consiste en el polipéptido E2 es de entre 0,0001% y 1,0% en peso, preferentemente de
entre 0,001% y 0,1% en peso, y mas preferentemente de entre 0,001% y 0,01% en peso. El contenido de
dihidrodaidzeina es de entre 0,0001% y 10,0% en peso, preferentemente de entre 0,001% y 1,0% en peso, y mas

preferentemente de entre 0,001% y 0,1% en peso. El contenido de NADPH y/o de NADH es de entre 0,01% y 5% en
peso, preferentemente de entre 0,05% y 1% en peso, y mas preferentemente de entre 0,1% y 0,5% en peso.

Tercera etapa

En la tercera etapa un enzima que consiste en polipéptido E3 actla sobre la tetrahidrodaidzeina, convirtiendo de
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esta manera la tetrahidrodaidzeina en ecuol.

La reaccion en la tercera etapa se lleva a cabo mediante incubacion en una solucién que contiene un enzima que
consiste en el polipéptido E3 y tetrahidrodaidzeina a temperaturas que no alteran o inactivan los materiales de
partida, incluyendo el enzima que consiste en el polipéptido E3 y tetrahidrodaidzeina, y el producto, incluyendo
ecuol; es decir, las condiciones detalladas en la seccién A-6 anterior.

En el caso de que las segunda y tercera etapas se lleven a cabo bajo las mismas condiciones, la reaccion se lleva a
cabo mediante incubacion bajo las condiciones anteriormente indicadas de realizacion de las segunda y tercera
etapas bajo las mismas condiciones que las detalladas en la explicacion anteriormente proporcionada de la segunda
etapa. Con este disefio se llevan a cabo eficientemente tanto la segunda como la tercera etapas. En este caso, el
contenido del enzima que consiste en polipéptido E3, tetrahidrodaidzeina, y NADPH y/o NADH se ajustan de la
manera siguiente:

el contenido del enzima que consiste en polipéptido E3 es de entre 0,0001% y 1,0% en peso, preferentemente de
entre 0,001% y 0,1% en peso, y mas preferentemente de entre 0,001% y 0,01% en peso;

el contenido de tetrahidrodaidzeina es de entre 0,0001% y 10,0% en peso, preferentemente de entre 0,001% y
1,0% en peso, y mas preferentemente de entre 0,001% y 0,1% en peso, y

el contenido de NADPH y/o NADH es de entre 0,01% y 5% en peso, preferentemente de entre 0,05% y 1% en
peso, y mas preferentemente de entre 0,1y 0,5% en peso.

La fuente de tetrahidrodaidzeina utilizada como sustrato en la tercera etapa tampoco se encuentra limitada.

Por ejemplo, la tetrahidrodaidzeina producida en la segunda etapa a partir de dihidrodaidzeina puede utilizarse como
sustrato para la tercera etapa. La tetrahidrodaidzeina se utliza en forma de solucion que contiene
tetrahidrodaidzeina tal como se produce en la segunda etapa, o en un estado preliminarmente o apropiadamente
refinado.

También puede utilizarse las tetrahidrodaidzeinas disponibles comercialmente o tetrahidrodaidzeinas sintetizadas
mediante métodos apropiados.

Ademas, puede utilizarse una composicion de materiales de sintesis de tetrahidrodaidzeina que contiene (Ci) un
enzima que consiste en polipéptido E3, y (Cii) tetrahidrodaidzeina a modo de mezcla de materiales de partida en la
produccion de tetrahidrodaidzeina en la tercera etapa. Mediante la incubacién de la composicion bajo las
condiciones anteriormente indicadas, la tetrahidrodaidzeina en la composicion se convierte en ecuol. La composicién
se describe especificamente en las secciones C-6 y C-7 anteriormente indicadas.

En la tercera etapa resulta preferible utilizar tetrahidrodaidzeina producida en la segunda etapa utilizando
dihidrodaidzeina como sustrato; sin embargo, puede mezclarse tetrahidrodaidzeina disponible comercialmente, la
composicion de materiales de partida de sintesis, la composicion enzimatica, etc., con la tetrahidrodaidzeina
producida en la segunda etapa.

Polipéptido E2 v polipéptido E3

El segundo método de produccién de la presente exposicion utiliza un enzima que consiste en el polipéptido E2
indicado en la seccion B-1 anterior, y un enzima que consiste en el polipéptido E3 indicado en la seccion C-1
anterior.

D-1-4. Producto que contiene ecuol, producido mediante el sequndo método de produccién

La presente exposicion proporciona un producto que contiene ecuol, producido mediante el procedimiento
anteriormente indicado que comprende las segunda y tercera etapas (segundo método de produccion).

Tal como se ha indicado anteriormente, el segundo método de produccién de la presente exposicién permite la
produccién de tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina y de ecuol a partir de tetrahidrodaidzeina.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, el producto producido mediante el segundo método de produccién de la
presente exposicién contiene no sélo ecuol, sino también tetrahidrodaidzeina y/o dihidrodaidzeina.

El producto de la presente exposicion puede utilizarse en forma de la solucion producida en el segundo método de
produccién o puede ser un producto de ecuol obtenido mediante refinado preliminar o apropiado de la solucion.

El producto de la presente exposicion puede incorporarse en alimentos, bebidas, materiales de producto cosmético,
productos medicinales, etc., o puede utilizarse como sustrato.
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D-1-5. Método de produccién de ecuol gue comprende la primera a tercera etapas

La presente exposicién proporciona un método de produccién de ecuol que comprende las primera, segunda y
tercera etapas (en adelante dicho procedimiento ocasionalmente se denomina "tercer método de produccién®).

El tercer método de produccion de la presente exposicion permite la produccién de dihidrodaidzeina a partir de
daidzeina, tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina y ecuol a partir de tetrahidrodaidzeina.

Primera etapa

En la primera etapa del tercer método de produccidon de la presente exposicion, la daidzeina se convierte en
dihidrodaidzeina haciendo que el enzima que consiste en polipéptido E1 actle sobre la daidzeina en presencia de
NADPH y/o NADH. La primera etapa del tercer método de produccién de la presente exposicion es la misma que la
primera etapa anteriormente indicada.

En el caso de que las primera y segunda etapas se lleven a cabo bajo las mismas condiciones, en el caso de que las
primera y tercera etapas se lleven a cabo bajo las mismas condiciones, o0 en el caso de que la primera a tercera
etapas se lleven a cabo bajo las mismas condiciones, la reaccién se lleva a cabo mediante incubacién bajo las
condiciones/concentraciones anteriormente indicadas de realizacion de las primera y segunda etapas bajo las
mismas condiciones que las detalladas en la explicacion anteriormente proporcionada de la primera etapa. Con este
disefio se llevan a cabo eficientemente tanto la primera como la segunda etapa.

Sequnda etapa

En la segunda etapa del tercer método de produccion de la presente exposicion, la dihidrodaidzeina se convierte en
tetrahidrodaidzeina al hacer que un enzima que consiste en polipéptido E2 actle sobre la dihidrodaidzeina en
presencia de NADPH y/o NADH. La segunda etapa del tercer método de produccion de la presente exposicion es la
misma que la segunda etapa anteriormente indicada.

En el caso de que la primera etapa y la segunda etapa se lleven a cabo bajo las mismas condiciones, o en el caso
de que las primera a tercera etapas se lleven a cabo bajo las mismas condiciones, la reaccion se lleva a cabo
mediante incubacion bajo las condiciones/concentraciones anteriormente indicadas de realizacién de la primera y
segunda etapa bajo las mismas condiciones que las detalladas en la explicacién anteriormente proporcionada de la
segunda etapa. Con este disefio se llevan a cabo eficientemente tanto la primera como la segunda etapas.

Ademas, al llevar a cabo las primera y segunda etapas en presencia del enzima que consiste en polipéptido E1 y el
enzima que consiste en polipéptido E2, o en el caso de que la primera a tercera etapas se lleven a cabo en
presencia del enzima que consiste en polipéptido E1, el enzima que consiste en polipéptido E2 y el enzima que
consiste en polipéptido E3, la reaccion se lleva a cabo mediante incubacién en presencia del enzima que consiste en
polipéptido E1 y el enzima que consiste en polipéptido E2, bajo las condiciones/concentraciones anteriormente
indicadas, las cuales se detallan en la explicacion de la segunda etapa, por ejemplo.

En el caso de que las segunda y tercera etapas se lleven a cabo bajo las mismas condiciones, la reaccion se lleva a
cabo mediante incubacion bajo las condiciones/concentraciones anteriormente indicadas de realizacién de las
segunda y tercera etapas bajo las mismas condiciones que las detalladas en la explicacion anteriormente
proporcionada de la segunda etapa. Con este disefio se llevan a cabo eficientemente tanto la segunda como la
tercera etapas.

Tercera etapa

En la tercera etapa del tercer método de produccion de la presente exposicién, se convierte la tetrahidrodaidzeina en
ecuol al hacer que un enzima que consiste en polipéptido E3 actle sobre la tetrahidrodaidzeina en presencia de
NADPH y/o NADH, convirtiendo de esta manera la tetrahidrodaidzeina en ecuol. La tercera etapa del tercer método
de produccion de la presente exposicion es la misma que la tercera etapa anteriormente indicada.

En el caso de que las primera y tercera etapas se lleven a cabo bajo las mismas condiciones, o en el caso de que la
primera a tercera etapas se lleven a cabo bajo las mismas condiciones, la reaccién se lleva a cabo mediante
incubacién bajo las condiciones anteriormente indicadas de realizacion de la primera y la segunda etapas bajo las
mismas condiciones que las detalladas en la explicacion anteriormente proporcionada de la primera etapa. Con este
disefio se llevan a cabo eficientemente tanto la primera como la segunda etapas. En este caso, el contenido del
enzima que consiste en polipéptido E3, de tetrahidrodaidzeina y de NADPH y/o NADH se ajusta de la manera
siguiente:

el contenido del enzima que consiste en polipéptido E2 es de entre 0,0001% y 1,0% en peso, preferentemente de
entre 0,001% y 0,1% en peso, y mas preferentemente de entre 0,001% y 0,01% en peso,
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el contenido de tetrahidrodaidzeina es de entre 0,0001% y 10,0% en peso, preferentemente de entre 0,001% y
1,0% en peso, y mas preferentemente de entre 0,001% y 0,1% en peso, y

el contenido de NADPH y/o NADH es de entre 0,01% y 5% en peso, preferentemente de entre 0,05% y 1% en
peso, y mas preferentemente de entre 0,1% y 0,5% en peso.

Sin embargo, en el caso de que se lleven a cabo en presencia del enzima que consiste en polipéptido E1 y el
enzima que consiste en polipéptido E3, las primera y tercera etapas requieren la utilizacién de NADPH para
incrementar la eficiencia de la reaccion de produccién de dihidrodaidzeina utilizando el enzima que consiste en
polipéptido E1. De manera similar, en el caso de que se lleve a cabo en presencia del enzima que consiste en
polipéptido E1, el enzima que consiste en polipéptido E2 y el enzima que consiste en polipéptido E3, la primera a
tercera etapas requieren la utilizacion de NADPH para incrementar la eficiencia de la reaccion de produccion de
dihidrodaizeina utilizando el enzima que consiste en polipéptido E1. En este caso, la concentracion de NADPH se
determina basandose en las condiciones anteriormente indicadas de realizaciéon de las primera y segunda etapas
bajo las mismas condiciones que las detalladas en la explicaciéon anteriormente proporcionada de la primera etapa.
La concentracion de NADH, el cual se utiliza con NADPH, se determina basandose en las condiciones anteriormente
indicadas de realizacion de la reaccién en presencia del enzima que consiste en polipéptido E1 y de enzima que
consiste en polipéptido E2, las cuales se detallan en la explicacion anteriormente proporcionada de la segunda
etapa, y las condiciones anteriormente indicadas de realizacion de las segunda y tercera etapas bajo las mismas
condiciones que las detalladas en la explicacion anteriormente proporcionada de la segunda etapa.

Polipéptidos E1 a E3

El tercer método de produccién de la presente exposicion utiliza el enzima que consiste en polipéptido E1, el enzima
que consiste en polipéptido E2 y el enzima que consiste en polipéptido E3. Los péptidos E1 a E3 son los mismos
que los indicados anteriormente.

D-1-6. Producto que contiene ecuol, producido mediante el tercer método de produccién

La presente exposicion proporciona un producto que contiene ecuol, producido mediante el procedimiento
anteriormente indicado que comprende las primera a tercera etapas (tercer método de produccion).

Tal como se ha indicado anteriormente, el tercer método de produccién de la presente exposicion permite la
produccién de dihidrodaidzeina a partir de daidzeina, de tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina y de ecuol a
partir de tetrahidrodaidzeina.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, el producto producido mediante el tercer método de produccién de la
presente exposicién contiene no sélo ecuol, sino también tetrahidrodaidzeina, dihidrodaidzeina y/o daidzeina.

El producto de la presente exposicion puede utilizarse en forma de la soluciéon producida en el tercer método de
produccién, o puede ser un producto de tetrahidrodaidzeina obtenido mediante el refinado preliminar o apropiado de
la solucion.

El producto de la presente exposicion puede incorporarse en alimentos, bebidas o materiales de productos
cosmeéticos, productos medicinales, etc., o puede utilizarse como sustrato.

D-1-7. Procedimiento para producir dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol, que comprende por o menos dos

de entre las cuarta a sexta etapas

La presente exposicion proporciona un procedimiento para producir dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol,
que comprende por lo menos dos de las cuarta a sexta etapas proporcionadas posteriormente (en adelante, este
procedimiento se denomina ocasionalmente "cuarto método de produccién"). La cuarta etapa produce
dihidrodaidzeina a partir de daidzeina. La quinta etapa produce tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina, y la
sexta etapa produce ecuol a partir de tetrahidrodaidzeina.

La cuarta etapa comprende una etapa en la que se hace que una célula recombinante que consiste en uno de los
polinucleétidos (Ad) a (Af) siguientes sobre la daidzeina, produciendo de esta manera dihidrodaidzeina.

(Ad) Un polinucleétido que consiste en la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 4.

(Ae) Un polinucledtido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoéacidos de SEC ID n° 1,
y

(Af) un polinucleétido que se hibrida bajo condiciones restrictivas con la cadena complementaria del
polinucleétido (Ad) o (Ae), y que codifica un polipéptido que presenta una actividad de sintesis de
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dihidrodaidzeina utilizando daidzeina como sustrato.

La quinta etapa comprende una etapa en la que se hace que una célula recombinante que consiste en uno de los
polinucleétidos (Bd) a (Bf) siguientes actle sobre la dihidrodaidzeina, produciendo de esta manera
tetrahidrodaidzeina.

(Bd) Un polinucleétido que consiste en la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 10.

(Be) Un polinucledtido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°® 7,
y

(Bf) un polinucleétido que se hibrida bajo condiciones restrictivas con la cadena complementaria del
polinucleétido (Bd) o (Be) y que codifica un polipéptido que presenta una actividad de sintesis de
tetrahidrodaidzeina utilizando la dihidrodaidzeina como sustrato.

La sexta etapa comprende una etapa en la que se hace que una célula recombinante que consiste en uno de los
polinucleétidos (Cd) a (Cf) siguientes actle sobre la tetrahidrodaidzeina, produciendo de esta manera ecuol.

(Cd) Un polinucleétido que consiste en la secuencia de nucleétidos SEC ID n°16.

(Ce) Un polinucleétido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°
13,y

(Cf) un polinucleétido que se hibrida bajo condiciones restrictivas con la cadena complementaria del
polinucleétido (Cd) o (Ce) y que codifica un polipéptido que presenta una actividad de sintesis de ecuol
utilizando tetrahidrodaidzeina como sustrato.

El cuarto método de produccion de la presente exposicion produce dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol
mediante la combinacion apropiada de las cuarta a sexta etapas.

El cuarto método de produccién de la presente exposicion comprende por lo menos dos de entre las cuarta, quinta y
sexta etapas.

Por ejemplo, el cuarto método de produccion de la presente exposicion, que comprende las cuarta y quinta etapas y
no comprende la sexta etapa, produce dihidrodaidzeina a partir de daidzeina, y tetrahidrodaidzeina a partir de
dihidrodaidzeina.

Por ejemplo, el cuarto método de produccion de la presente exposicién comprende las quinta y sexta etapas y no
comprende la cuarta etapa, produce tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina y ecuol a partir de
tetrahidrodaidzeina.

Ademas, por ejemplo un cuarto método de produccién de la presente exposicion que comprende la cuarta, la quinta
y la sexta etapas produce dihidrodaidzeina a partir de daidzeina, tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina, y
ecuol a partir de tetrahidrodaidzeina.

Cada célula recombinante utilizada para el cuarto método de produccion de la presente invencién puede contener
uno o mas polinucleotidos seleccionados de entre el grupo que consiste en (Ad) a (Af), (Bd) a (Bf) y (Cd) a (Cf).

Por ejemplo, en el caso de que la célula contenga dos polinucleétidos: un polinucleétido seleccionado de entre el
grupo que consiste en (Ad) a (Af) y un polinucleétido seleccionado de entre el grupo que consiste en (Bd) a (Bf),
pueden llevarse a cabo la cuarta y quinta etapas con dicha célula, es decir, la cuarta y quinta etapas pueden llevarse
a cabo con un tipo de célula recombinante.

De manera similar, en el caso de que la célula contenga tres polinucledtidos: un polinucleétido seleccionado de entre
el grupo que consiste en (Ad) a (Af), un polinucleétido seleccionado de entre el grupo que consiste en (Bd) a (Bf) y
un polinucleétido seleccionado de entre el grupo que consiste en (Cd) a (Cf), la cuarta a sexta etapas pueden
llevarse a cabo con dicha célula, es decir, la cuarta a sexta etapas pueden llevarse a cabo con un tipo de célula
recombinante.

En el cuarto método de produccién de la presente exposicion, la cuarta a sexta etapas también pueden llevarse a
cabo utilizando una célula recombinante que contenga dos polinucleétidos: un polinucleétido seleccionado de entre
el grupo que consiste en (Ad) a (Af), un polinucledtido seleccionado de entre el grupo que consiste en (Bd) a (Bf), y
otra célula recombinante que contiene un polinucleétido seleccionado de entre el grupo que consiste en (Cd) a (Cf).

De manera similar, en el cuarto método de produccién de la presente exposicion, las cuarta a sexta etapas también
pueden llevarse a cabo utilizando una célula recombinante que contiene dos polinucleétidos: un polinucleétido
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seleccionado de entre el grupo que consiste en (Ad) a (Af), un polinucledtido seleccionado de entre el grupo que
consiste en (Cd) a (Cf) y otra célula recombinante que contiene un polinucleétido seleccionado de entre el grupo que
consiste en (Bd) a (Bf).

Cuarta etapa

En la cuarta etapa una célula recombinante que presenta el polinucleétido E1 tal como se detalla en la seccion A-2
actua sobre la daidzeina, convirtiendo de esta manera la daidzeina en dihidrodaidzeina.

La reaccion de la cuarta etapa puede llevarse a cabo bajo las mismas condiciones a las indicadas en la primera
etapa. Mas concretamente, la célula recombinante se inocula en el medio de cultivo que contiene entre 0,001% y 1%
en peso, preferentemente entre 0,01% y 1% en peso, mas preferentemente entre 0,01% y 0,5% en peso de
daidzeina, y se incuba durante 6 a 30 horas, preferentemente 7 a 24 horas, mas preferentemente 7 a 18 horas, a
una temperatura que permita el crecimiento celular. La temperatura no se encuentra limitada y puede ser la
temperatura adoptada en la primera etapa.

Células recombinantes utilizadas en la cuarta etapa

Puede utilizarse cualquier célula recombinante utilizada en la cuarta etapa con la condicién de que las células
contengan polinucleétido E1 y sean capaces de expresar polinucleétido E1. En la etapa pueden utilizarse las células
recombinantes detalladas en la seccion A-4.

Produccién de enzima que consiste en polipéptido E1 utilizando células recombinantes gue presentan polinucleétido
El

El enzima que consiste en polipéptido E1 puede producirse mediante cultivo de la célula recombinante tras la
introduccion de polinucleétido E2 y mediante la recoleccion de polipéptido E1 del cultivo celular. Mas concretamente,
puede producirse polipéptido E1 mediante cultivo de la célula recombinante bajo las condiciones detalladas en la
seccion A-5.

Quinta etapa

En la quinta etapa una célula recombinante que presenta el polinucleétido E2 tal como se detalla en la seccion B-2
actua sobre la dihidrodaidzeina, convirtiendo de esta manera la dihidrodaidzeina en tetrahidrodaidzeina.

La reaccion en la quinta etapa puede llevarse a cabo bajo las mismas condiciones que las indicadas en la segunda
etapa. Mas concretamente, la célula recombinante se inocula en el medio de cultivo que contiene 0,001% a 1% en
peso, preferentemente 0,01% a 0,5% en peso, mas preferentemente 0,01% a 0,1% en peso de daidzeina, y se
incuba durante 7 a 30 horas, preferentemente 15 a 24 horas, mas preferentemente 17 a 20 horas, a una temperatura
que permita el crecimiento celular. La temperatura no se encuentra limitada y puede ser la temperatura adoptada en
la segunda etapa.

Células recombinantes utilizadas en la quinta etapa

Puede utilizarse cualquier célula recombinante en la quinta etapa con la condicion de que las células contengan el
polinucleétido E2, indicado en la seccién B-2, y sean capaces de expresar el polinucleétido E2. Un ejemplo es una
célula recombinante detallada en la seccion B-4.

Produccién de enzima que consiste en polipéptido E2 utilizando células recombinantes gue presentan polinucleétido
E2

El enzima que consiste en polipéptido E2 puede producirse mediante cultivo de la célula recombinante tras la
introduccion de polinucleétido E2 y mediante recoleccion de polipéptido E2 de las células y/o del cultivo.

Pueden utilizarse los mismos procedimientos y condiciones utilizados en la seccion "Produccién de enzima que
consiste en polipéptido E1 utilizando células recombinantes que presentan polinucleétido E1" para la incubacion de
células recombinantes suministradas con polinucle6tido E2 y medio de cultivo, y el aislamiento/purificacion del
polipéptido E2.

Sexta etapa

En la sexta etapa una célula recombinante que presenta el polinucleétido E2 tal como se detalla en la seccion C-2
actlia sobre la tetrahidrodaidzeina, convirtiendo de esta manera la tetrahidrodaidzeina en ecuol.

La reaccion en la sexta etapa puede llevarse a cabo bajo las mismas condiciones que en la tercera etapa. Mas
concretamente, la célula recombinante se inocula en el medio de cultivo que contiene 0,001% a 1% en peso,
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preferentemente 0,01% a 0,5% en peso, mas preferentemente 0,01% a 0,1% en peso de tetrahidrodaidzeina, y se
incuba durante 7 a 30 horas, preferentemente 15 a 24 horas, mas preferentemente 17 a 20 horas, a una temperatura
que permita el crecimiento celular. La temperatura no se encuentra limitada y puede ser la temperatura adoptada en
la tercera etapa.

La fuente de tetrahidrodaidzeina utilizada como sustrato en la sexta etapa tampoco se encuentra limitada.

Por ejemplo, la tetrahidrodaidzeina producida en la quinta etapa a partir de dihidrodaidzeina puede utilizarse como
sustrato para la sexta etapa. La tetrahidrodaidzeina se utiliza en forma de solucién que contiene tetrahidrodaidzeina
tal como es producida en la quinta etapa, o en un estado preliminarmente refinado o en un estado apropiadamente
refinado.

También pueden utilizarse tetrahidrodaidzeinas disponibles comercialmente o tetrahidrodaidzeinas sintetizadas
mediante métodos apropiados.

Ademas, puede utilizarse una composicién de materiales de sintesis de tetrahidrodaidzeina que contiene células
recombinantes que contienen polinucledétido E3, y puede utilizarse tetrahidrodaidzeina como mezcla de materiales
de partida en la produccién de tetrahidrodaidzeina en la sexta etapa. Mediante la incubacion de la composicién bajo
las condiciones anteriormente indicadas, la tetrahidrodaidzeina en la composicién se convierte en ecuol. Se aplican
las mismas condiciones y restricciones a las indicadas anteriormente con el fin de determinar las concentraciones de
las células recombinantes y la tetrahidrodaidzeina en la composicion, otros ingredientes afiadidos a la composicion,
condiciones de reaccion, etc.

En la sexta etapa, resulta preferible utilizar tetrahidrodaidzeina, producida en la quinta etapa utilizando
dihidrodaidzeina como sustrato; sin embargo, la tetrahidrodaidzeina disponible comercialmente, la composicion de
materiales de partida de sintesis, la composicion enzimatica, etc., pueden mezclarse con la tetrahidrodaidzeina
producida en la quinta etapa.

Células recombinantes utilizadas en la sexta etapa

Puede utilizarse cualquier célula recombinante en la sexta etapa con la condicion de que las células contengan el
polinucleétido E3 indicado en la seccién C-2 y sean capaces de expresar polinucleétido E3. Un ejemplo es una
célula recombinante detallada en la seccion C-4.

Produccién de enzima que consiste en polipéptido E3 utilizando células recombinantes gue presentan polinucleétido
E3

El enzima que consiste en polipéptido E3 puede producirse mediante cultivo de las células recombinantes tras la
introduccion de polinucleétido E3 y mediante recoleccion del polipéptido E3 de las células y/o del cultivo.

Pueden utilizarse los mismos procedimientos y condiciones a los indicados en la seccion "Produccién de enzima que
consiste en polipéptido E1 utilizando células recombinantes que presentan polinucleétido E1" para la incubacién de
células recombinantes suministradas con polinucleétido E3 y medio de cultivo, y el aislamiento/purificacién de
polipéptido E3.

Polinucleétidos E1 a E3

El cuarto método de produccion de la presente exposicion utiliza por lo menos uno de entre los polinucleétidos E1 a
E3, los cuales se han detallado en las secciones A-2, B-2 y C-2 anteriores, respectivamente.

D-1-8. Producto que contiene dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol, producido mediante el cuarto método
de produccién

La presente exposicion proporciona un producto que contiene dihdirodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol,
producido mediante el cuarto método de produccién anterior.

Tal como se ha indicado anteriormente, el cuarto método de produccién de la presente exposicion permite la
produccién de dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol mediante la combinacién apropiada de la cuarta a
sexta etapas.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, el producto producido mediante el cuarto método de produccién de la
presente exposicion contiene dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol.

El producto puede utilizarse en forma de la solucién producida en el cuarto método de produccién o puede ser un

producto de dihidrodaidzeina, un producto de tetrahidrodaidzeina o un producto de ecuol, obtenidos mediante
purificacién preliminar o apropiada de la solucién.
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El producto puede incorporarse en alimentos, bebidas o materiales de producto cosmético, productos medicinales,
etc., o puede utilizarse como sustrato.

D-11-1. Dispositivo para producir dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol, dotado de por lo menos uno de

entre el primer a tercer recipientes de reaccién

La presente exposicién proporciona un dispositivo para producir dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol, con
la condicion de que por lo menos uno de entre el primer a tercer recipientes de reaccién siguientes (en adelante,
dicho dispositivo se denomina ocasionalmente "primer dispositivo de produccién”).

Primer recipiente de reaccién

El primer recipiente de reaccién es un recipiente de reaccion que presenta medios de reaccion (en adelante, estos
medios se denominan ocasionalmente "medios de reaccién 1") en los que un enzima que consiste en uno de los
polipéptidos (Aa) a (Ac) (polipéptidos E1) se encuentra inmovilizado. Este recipiente de reaccion se utiliza para la
produccién de dihidrodaidzeina a partir de daidzeina utilizando el polipéptido. En este recipiente de reaccion, los
medios de reaccidn se disponen en una posicion que permite el contacto con la daidzeina.

Segundo recipiente de reaccién

El segundo recipiente de reaccién es un recipiente de reaccion que presenta medios de reaccién (en adelante, estos
medios se denominan ocasionalmente "medios de reaccién 2") en los que un enzima que consiste en uno de los
polipéptidos (Ba) a (Bc) (polipéptidos E2) se encuentra inmovilizado. Este recipiente de reaccion se utiliza para la
produccién de tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina utilizando el polipéptido. En el recipiente de reaccién,
los medios de reaccién se disponen en una posicion que permite el contacto con la dihidrodaidzeina.

Tercer recipiente de reaccién

El tercer recipiente de reaccién es un recipiente de reaccién que presenta medios de reaccion (en adelante, estos
medios se denominan ocasionalmente "medios de reaccién 3") en los que un enzima que consiste en uno de los
polipéptidos (Ca) a (Cc) (polipéptidos E3) se encuentra inmovilizado. Este recipiente de reaccién se utiliza para la
produccién de ecuol a partir de tetrahidrodaidzeina utilizando el polipéptido. En el recipiente de reaccién, se
disponen los medios de reaccién en una posiciéon que permite el contacto con la tetrahidrodaidzeina.

El primer dispositivo de produccion de la presente exposicion permite la produccion de dihidrodaidzeina,
tetrahidrodaidzeina y/o ecuol mediante la combinacién apropiada de primer a tercer recipientes de reaccion.

El primer dispositivo de produccion de la presente exposicion presenta por lo menos uno de entre el primer
recipiente de reaccion, el segundo recipiente de reaccion y el tercer recipiente de reaccién.

Por ejemplo, en el caso de que el primer dispositivo de produccion de la presente exposicidon presente el primer
recipiente de reaccion y no presente los segundo y tercer recipientes de reaccion, el primer dispositivo de produccion
de la presente exposicion permite la produccién de dihidrodaidzeina a partir de daidzeina.

Por ejemplo, en el caso de que el primer dispositivo de produccion de la presente exposicion presente segundo
recipiente de reaccion y no presente primer y tercer recipientes de reaccion, el primer dispositivo de produccion de la
presente exposicion permite la produccion de tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina.

Por ejemplo, en el caso de que el primer dispositivo de produccién de la presente exposicion presente el tercer
recipiente de reaccidon y no presente los primer y segundo recipientes de reaccién, el primer dispositivo de
produccién de la presente exposicion permite la produccién de ecuol a partir de tetrahidrodaidzeina.

Por ejemplo, en el caso de que el primer dispositivo de produccién de la presente exposicion presente los primer y
segundo recipientes de reaccion y no presente el tercer dispositivo de reaccion, el primer dispositivo de produccién
de la presente exposicion permite la produccion de dihidrodaidzeina a partir de daidzeina y de tetrahidrodaidzeina a
partir de dihidrodaidzeina.

Por ejemplo, en el caso de que el primer dispositivo de produccion de la presente exposicidn presente los segundo y
tercer recipientes de reaccion y no presente el primer recipiente de reaccion, el primer dispositivo de produccion de
la presente exposicion permite la produccién de tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina, y de ecuol a partir
de tetrahidrodaidzeina.

Por ejemplo, en el caso de que el primer dispositivo de produccion de la presente exposicién presente los primer,

segundo y tercer recipientes de reaccion, el primer dispositivo de produccién de la presente exposicién permite la
produccién de dihidrodaidzeina a partir de daidzeina, de tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina y de ecuol a
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partir de tetrahidrodaidzeina.

En el primer dispositivo de produccion de la presente exposicion un Unico recipiente de reacciéon puede presentar
dos de los medios de reaccion 1 a 3.

Por ejemplo, en el caso de que se proporcionen los medios de reaccién 1y 2 en un Unico recipiente de reaccion, las
reacciones respectivas llevadas a cabo en el primer y segundo recipientes de reacciéon pueden llevarse a cabo en un
recipiente de reaccion. Ademas, por ejemplo en el caso de que los medios de reaccién 1 a 3 se proporcionen en un
Unico recipiente de reaccion, las reacciones respectivas llevadas a cabo en los primer a tercer recipientes de
reaccion pueden llevarse a cabo en un recipiente de reaccion.

En la medida en que se garantiza el efecto deseado, el modo de disefiar dichos medios de reacci6n para el
recipiente de reaccion no se encuentra limitado.

Ademas, en el caso de que el primer dispositivo de produccién de la presente exposicion presenta por lo menos dos
de los medios de reaccién 1 a 3 y una pluralidad de recipientes de reaccion diferentes, estos se encuentran
conectados mediante medios de suministro.

Por ejemplo, en el caso de que el primer dispositivo de produccién de la presente exposicion presente los primer y
segundo recipientes de reaccién y no presente el tercer recipiente de reaccion, en donde los primer y segundo
recipientes de reaccion son unidades independientes y los primer y segundo recipientes de reaccién contienen los
medios de reaccion 1y 2, respectivamente, los primer y segundo recipientes de reaccién se encuentran conectados
mediante medios de suministro que suministran un producto de dihidrodaidzeina producido en el primer recipiente
de reaccion al segundo recipiente de reaccion.

Ademas, por ejemplo en el caso de que el primer dispositivo de produccion de la presente exposicion comprenda los
medios de reaccidn 1 y 2 en un recipiente de reaccién y los medios de reaccion 3 en otro recipiente de reaccion, el
recipiente de reaccion que contiene los medios de reaccion 1y 2 y el recipiente de reaccién que contiene los medios
de reaccién 3 se encuentran conectados mediante medios de suministro para suministrar un producto producido en
el recipiente de reaccién que contiene los medios de reaccién 1 y 2 al recipiente de reaccién que contiene los
medios de reaccioén 3.

El producto puede ser una forma de solucién tal como se produce o puede ser un producto de dihidrodaidzeina, etc.
obtenido mediante la purificacion preliminar o apropiada de una solucion.

Recipiente de reaccién

Las formas, tamafios, materiales, etc. del primer a tercer recipientes de reaccion proporcionados en el primer
dispositivo de produccion de la presente exposicion no se encuentran limitados, dado que cada recipiente es capaz
de contener medios de reaccién y de producir apropiadamente dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol.

Medios de reaccion

Los medios de reaccion 1 a 3 que deben utilizarse en el primer dispositivo de produccion de la presente exposicion
no se encuentran limitados con la condicién de que cada uno de ellos contenga un enzima inmovilizado respectivo y
sea capaz de producir apropiadamente dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol.

El enzima respectivo inmovilizado en cada medio de reaccion puede purificarse preliminar o apropiadamente
(absolutamente). La inmovilizacion del enzima que consiste en uno de los polipéptidos en los medios de reaccion se
lleva a cabo utilizando un método conocido.

Por ejemplo, en el caso de que el enzima se inmovilice en un portador, el portador no se encuentra limitado con la
condicion de que pueda mostrarse la actividad deseada del enzima. Entre los ejemplos del portador se incluyen un
portador que presenta un grupo funcional unible al enzima mediante enlace covalente, tal como grupos amino,
grupos carboxilo o grupos hidroxilo, y un portador conectable con el enzima que consiste en el polipéptido mediante
un conector. La forma del portador no se encuentra limitada. El portador, grupo funcional y conector, etc. se
seleccionan apropiadamente segun la técnica conocida adoptada para inmovilizar un enzima en el portador. La
inmovilizacién del enzima que consiste en el polipéptido en el portador se lleva a cabo también utilizando un método
conocido.

Medios de suministro

Los medios de suministro proporcionados en el primer dispositivo de produccion de la presente exposicion no se
encuentran limitados con la condicion de que sean capaces de conectar una pluralidad de diferentes recipientes de
reaccion utilizados en el primer dispositivo de produccién de la presente exposicion y capaces de producir
dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol en el primer dispositivo de produccién de la presente invencién. Los
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medios de suministro se realizan mediante medios apropiados segun una tecnologia conocida adecuada.

Polipéptidos E1 a E3

Los polipéptidos E1 a E3 utilizados en el primer dispositivo de produccion de la presente exposicién son los mismos
gue los indicados anteriormente.

Produccién de dihidrodaidzeina en el primer recipiente de reaccién

El primer recipiente de reaccién causa que un enzima que consiste en el polipéptido E1 inmovilizado en los medios
de reaccion 1 actle sobre la daidzeina en presencia de NADPH y/o NADH, convirtiendo de esta manera la daidzeina
en dihidrodaidzeina. El enzima que consiste en polipéptido E1 puede inmovilizarse en los medios de reaccién
conjuntamente con NADPH y/o NADH que sirve como coenzima del enzima que consiste en polipéptido E1. La
reaccion en el primer recipiente de reaccién se lleva a cabo segin el método detallado en la explicacion
anteriormente proporcionada de "Primera etapa”.

Produccién de tetrahidrodaidzeina en el sequndo recipiente de reaccién

El segundo recipiente de reaccién causa que un enzima que consiste en polipéptido E2 inmovilizado en los medios
de reaccion 2 actlie sobre la dihidrodaidzeina en presencia de NADPH y/o NADH, convirtiendo de esta manera la
dihidrodaidzeina en tetrahidrodaidzeina. El enzima que consiste en polipéptido E2 puede inmovilizarse en los
medios de reaccion conjuntamente con NADPH y/o NADH que sirva como coenzima del enzima que consiste en
polipéptido E2. La reaccion en el segundo recipiente de reaccion se lleva a cabo segin el método detallado en la
explicacién anteriormente proporcionada de "segunda etapa”.

Produccién de ecuol en el tercer recipiente de reaccién

El tercer recipiente de reaccién causa que un enzima que consiste en polipéptido E3 inmovilizado en los medios de
reaccion 3 actle sobre la tetrahidrodaidzeina, convirtiendo de esta manera la tetrahidrodaidzeina en ecuol. La
reaccion en el tercer recipiente de reaccion se lleva a cabo segin el método detallado en la explicacion
anteriormente proporcionada de "tercera etapa”.

D-11-2. Un dispositivo para producir_dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol, gue comprende por lo menos
uno de entre el cuarto a sexto recipientes de reaccién

La presente exposicion proporciona un dispositivo para producir dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol, que
comprende por lo menos uno de entre el cuarto a sexto recipientes de reaccion siguientes (en adelante este
dispositivo es denominado ocasionalmente "segundo dispositivo de produccién®).

Cuarto recipiente de reaccién

El cuarto recipiente de reaccion es un recipiente de reaccién que presenta medios de reaccidn (en adelante
ocasionalmente denominados "medios de reaccién 4") en los que se inmoviliza una célula recombinante que
consiste en uno de los polinucledtidos (Ad) a (Af) (polinucleétidos E1). Este recipiente de reaccién se utiliza para la
produccion de dihidrodaidzeina a partir de daidzeina utilizando el polinucleétido. En este recipiente de reaccion se
disponen medios de reaccién en una posicién que permite el contacto con la daidzeina.

Quinto recipiente de reaccién

El quinto recipiente de reaccién es un recipiente de reaccién que presenta medios de reaccion (en adelante
denominados ocasionalmente "medios de reaccién 5") en los que se inmoviliza una célula recombinante que
consiste en uno de los polinucledtidos (Bd) a (Bf) (polinucledtidos E2). Este recipiente de reaccion se utiliza para la
produccion de tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina utilizando el polinucleétido. En el recipiente de
reaccion, los medios de reaccién se disponen en una posicién que permite el contacto con la dihidrodaidzeina.

Sexto recipiente de reacciéon

El sexto recipiente de reaccion es un recipiente de reaccion que presenta medios de reaccion (en adelante
denominados ocasionalmente "medios de reaccién 6") en los que se inmoviliza una célula recombinante que
consiste en uno de los polipéptidos (Cd) a (Cf) (polinucleétidos E3). Este recipiente de reaccion se utiliza para la
produccion de ecuol a partir de tetrahidrodaidzeina utilizando el polinucleétido. En el recipiente de reaccion, los
medios de reaccién se disponen en una posicion que permite el contacto con la tetrahidrodaidzeina.

El segundo dispositivo de produccion de la presente exposicion permite la produccién de dihidrodaidzeina,
tetrahidrodaidzeina y/o ecuol mediante la combinacién apropiada del cuarto a sexto recipientes de reaccion.

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2424470 T3

El segundo dispositivo de produccién de la presente exposicion presenta por lo menos uno de entre el cuarto, quinto
y sexto recipientes de reaccion.

Por ejemplo, en el caso de que el segundo dispositivo de produccion de la presente exposicién presente el cuarto
recipiente de reaccion y no presente el quinto y sexto recipientes de reaccion, el segundo dispositivo de produccion
de la presente exposicion permite la produccién de dihidrodaidzeina a partir de daidzeina.

Por ejemplo, en el caso de que el segundo dispositivo de produccién de la presente exposicion presente el quinto
recipiente de reaccion y no presente el cuarto y sexto recipientes de reaccion, el segundo dispositivo de produccion
de al presente exposicidon permite la produccién de tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina.

Por ejemplo, en el caso de que el segundo dispositivo de produccion de la presente exposicién presente el sexto
recipiente de reaccion y no presente cuarto y quinto recipientes de reaccion, el segundo dispositivo de produccion de
la presente exposicion permite la produccion de ecuol a partir de tetrahidrodaidzeina.

Por ejemplo, en el caso de que el segundo dispositivo de produccion de la presente exposicion presente cuarto y
quinto recipientes de reaccidn y no presente sexto recipiente de reaccion, el segundo dispositivo de produccion de la
presente exposicion permite la produccion de dihidrodaidzeina a partir de daidzeina y de tetrahidrodaidzeina a partir
de dihidrodaidzeina.

Por ejemplo, en el caso de que el segundo dispositivo de produccién de la presente exposicion presente quinto y
sexto recipientes de reaccion y no presente cuarto recipiente de reaccion, el segundo dispositivo de produccion de la
presente exposicion permite la produccion de tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina y de ecuol a partir de
tetrahidrodaidzeina.

Por ejemplo, en el caso de que el segundo dispositivo de produccion de la presente exposicion presente cuarto,
quinto y sexto recipientes de reaccién, el segundo dispositivo de produccién de la presente exposicion permite la
produccion de dihidrodaidzeina a partir de daidzeina, de tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina y de ecuol a
partir de tetrahidrodaidzeina.

En el segundo dispositivo de produccion de la presente exposicion, un Unico recipiente de reaccion puede presentar
dos de los medios de reaccion 4 a 6.

Por ejemplo, en el caso de que los medios de reaccién 4 y 5 se proporcionan en un Unico recipiente de reaccion, las
reacciones respectivas llevadas a cabo en el cuarto y quinto recipientes de reaccién pueden llevarse a cabo en un
recipiente de reaccion. Ademas, por ejemplo, en el caso de que los medios de reaccién 4 a 6 se proporcionen en un
Unico recipiente de reaccion, las reacciones respectivas llevadas a cabo en el cuarto a sexto recipientes de reaccion
pueden llevarse a cabo en un recipiente de reaccion.

En la medida en que se garantiza el efecto deseado, la manera de incorporar dichos medios de reaccion al
recipiente de reaccion no se encuentra limitada.

Ademas, en el caso de que el segundo dispositivo de produccion de la presente exposicion presente por lo menos
dos de los medios de reaccion 4 a 6 y una pluralidad de diferentes recipientes de reaccion, los recipientes de
reaccion se conectan mediante medios de suministro.

Por ejemplo, en el caso de que el segundo dispositivo de produccion de la presente exposicion presente cuarto y
quinto recipientes de reaccion y no presente sexto recipiente de reaccion, en el que el cuarto y quinto recipientes de
reaccion son unidades independientes y el cuarto y quinto recipientes de reaccién contienen los medios de reaccion
4 y 5, respectivamente, el cuarto y quinto recipientes de reaccidn se conectan mediante medios de suministro para
suministrar un producto de dihidrodaidzeina, producido en el cuarto recipiente de reaccion al quinto recipiente de
reaccion.

Ademas, por ejemplo, en el caso de que el segundo dispositivo de produccién de la presente exposicion comprenda
los medios de reaccién 4 y 5 en un recipiente de reaccion y los medios de reaccién 6 en otro recipiente de reaccion,
el recipiente de reaccion que contiene los medios de reaccion 4 y 5 y el recipiente de reacciéon que contiene los
medios de reaccién 6 se conectan mediante medios de suministro para suministrar un producto producido en el
recipiente de reaccion que contiene los medios de reaccion 4 y 5 al recipiente de reacciéon que contiene los medios
de reaccion 6.

El producto puede encontrarse en forma de solucion tal como se produce, o puede ser un producto de
dihidrodaidzeina, etc. obtenido mediante la purificacion preliminar o apropiada de la solucién.

Recipiente de reaccién

Las formas, tamafios, materiales, etc. del cuarto a sexto recipientes de reaccién proporcionados en el segundo
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dispositivo de produccién de la presente exposicion no se encuentran limitados, dado que cada recipiente es capaz
de contener medios de reaccién y producir apropiadamente dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol.

Medios de reaccién

Los medios de reaccion 4 a 6 que deben utilizarse en el segundo dispositivo de produccion de la presente
exposicién no se encuentran limitados con la condicién de que cada uno de ellos contenga una célula recombinante
inmovilizada respectiva y sea capaz de producir apropiadamente dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol.

La inmovilizacion de la célula recombinante en los medios de reaccion no se encuentra limitada con la condicion de
gue pueda mostrarse la actividad deseada de la célula recombinante y se pueda llevar a cabo mediante un método
conocido. La célula recombinante puede incubarse o es incubable en los medios de reaccion. Las condiciones de la
incubacién de las células recombinantes se determinan segin las explicaciones anteriormente proporcionadas de la

"cuarta etapa", "quinta etapa" y "sexta etapa".

Medios de suministro

Los medios de suministro proporcionados en el segundo dispositivo de produccion de la presente exposicion no se
encuentran limitados con la condicién de que sean capaces de conectar una pluralidad de diferentes recipientes de
reaccion utilizados en el segundo dispositivo de produccién de la presente exposicién y sean capaces de producir
dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol en el segundo dispositivo de produccion de la presente exposicion.
Los medios de suministro se realizan por medios apropiados segin una tecnologia conocida adecuada.

Células recombinantes

Las células recombinantes utilizadas en el segundo dispositivo de produccién de la presente exposicién son las
mismas que las detalladas en las secciones anteriores "Células recombinantes utilizadas en la cuarta etapa",
"Células recombinantes utilizadas en la quinta etapa" y "Células recombinantes utilizadas en la sexta etapa".

Polipéptidos E1 a E3

Los polipéptidos E1 a E3 utilizados en el segundo dispositivo de producciéon de la presente exposicion son los
mismos que los indicados anteriormente.

Produccién de dihidrodaidzeina en el cuarto recipiente de reaccién

El cuarto recipiente de reaccién convierte la daidzeina en dihidrodaidzeina utilizando una célula recombinante que
consiste en polinucledtido E1 inmovilizado en los medios de reaccion 4. La reaccion en el cuarto recipiente de
reaccion se lleva a cabo segin el método detallado en la explicacién anteriormente proporcionada de "Cuarta etapa”.

Produccién de tetrahidrodaidzeina en el quinto recipiente de reaccién

El quinto recipiente de reaccion convierte la dihidrodaidzeina en tetrahidrodaidzeina utlizando una célula
recombinante que consiste en polinucledtido E2 inmovilizado en los medios de reaccion 5. La reaccion en el quinto
recipiente de reaccion se lleva a cabo segin el método detallado en la explicacion anteriormente proporcionada de
"la quinta etapa".

Produccién de ecuol en el sexto recipiente de reaccién

El sexto recipiente de reaccion convierte la tetrahidrodaidzeina en ecuol utilizando una célula recombinante que
consiste en polinucleétido E3 inmovilizado en los medios de reaccién 6. La reaccion en el sexto recipiente de
reaccion se lleva a cabo segun el método detallado en la explicacion anteriormente proporcionada de "la sexta
etapa".

D-ll-e. Dispositivo para producir dhidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol, que comprende por [o menos uno de

entre el primer a tercer recipientes de reaccién y por lo menos uno de entre el cuarto a sexto recipientes de reaccioén

La presente exposicién proporciona un dispositivo para producir dihidrodaidzeina, tetrahidrodaidzeina y/o ecuol, que
comprende por lo menos uno de entre el primer a tercer recipientes de reaccion y por lo menos uno de entre el
cuarto a sexto recipientes de reaccion (en adelante dicho dispositivo se denomina ocasionalmente "tercer dispositivo
de produccion”).

Las combinaciones de los recipientes de reaccion, medios de reaccion en el tercer dispositivo de produccién se
llevan a cabo segun aquéllas en el primer y segundo dispositivos de produccion anteriormente indicados. Los
recipientes de reaccién, medios de reaccion, polinucledtidos, células recombinantes y procedimientos de reaccion en
los recipientes de reaccion en el tercer dispositivo de produccion son los mismos que aquellos para el primer y
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segundo dispositivos de produccién.
Ejemplos
Ejemplo A

Ejemplo de referencia Al

Se inocul6 una cepa 20-92 de Lactococcus (n° FERM BP-10036) en un medio liquido de amplificacion que contenia
dihidrodaidzeina (un medio caldo GAM modificado (Nissui Pharmaceutical Co. Ltd.) al que se afadi6é daidzeina en
una cantidad de 10 pg/ml), y el cultivo se incubd a 37°C durante el tiempo apropiado, de entre 7 y 18 horas, bajo
condiciones anaer6bicas (BBL Gas Pack Systems). Tras la incubacién, se recogieron las células mediante
centrifugacion y se conservaron criogénicamente en los Ejemplos, a continuacion.

Ejemplo Al: confirmacién de la actividad de biosintesis de dihidrodaidzeina en el sobrenadante centrifugado de
material de células lisadas y confirmacion de la dependencia de NADPH

Las células congeladas (2x botellas de 67 ml) se descongelaron y se centrifugaron a 4°C a 8.000 rpm durante 10
minutos. El sedimento se utilizé en el ensayo indicado posteriormente. En primer lugar, el sedimento se suspendio
en 2 ml de una solucién 0,1 M de fosfato potasico que contenia PMSF 1 mM (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.),
DTT 2 mM (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) e hidrosulfito sédico 5 mM (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).
La suspension se suministré a dos tubos de 2 ml con tapas enroscables (Assist) y se presuplementaron con perlas
de zirconio/silice 0,1 mM (BioSpec Products, Inc.). Las células se lisaron utilizando FastPrep® FP100A (Thermo
ELECTRON CORPORATION) (6.500 rpm, 10 segundos, enfriamiento en hielo x8). El liquido resultante se centrifugd
con el fin de obtener un sobrenadante. La suspension de células lisadas se centrifugé a aproximadamente 10.000
rpm a 4°C durante 10 minutos con el fin de obtener un sobrenadante, que seguidamente se diluyé a 4,5 ml con
solucion 0,1 M de fosfato potasico que contenia PMSF 1 mM, DTT 2 mM e hidrosulfito sddico 5 mM. Este se utilizo
como fuente de enzima.

Se prepar6 una mezcla de reaccion enzimatica de la composicién indicada posteriormente y la mezcla se incub6 a
37°C durante 2 horas. Tras la incubacion, se afiadieron 3 ml de acetato de etilo a la mezcla de reaccién enziméatica
para la extraccion. Tras secar, el extracto se disolvid en la fase movil (eluyente). El producto disuelto se analizd
mediante HPLC. A modo de solucién estandar para el andlisis de HPLC, se utilizé una solucién mixta de daidzeina
(2 pg/ml, Funakoshi Corporation), ecuol (2 pg/ml, Funakoshi Corporation), dihidrodaidzeina (2 pl/ml, Toronto
Research Chemicals Inc.).

Composicion de la mezcla de reaccion enzimatica

Sobrenadante de células lisadas (fuente de enzima): 250 pl
Agua esterilizada, NADH (100 mM) o NADPH (100 mM): 5ul
Tampon de fosfato potasico 0,1 M, pH 7/DTT 1 mM/hidrosulfito sédico 5 mM 735 pl
Total: 1.000 ul

Se muestran los resultados en la figura 1. Los resultados confirmaron la presencia de actividad de biosintesis de
dihidrodaidzeina en el sobrenadante centrifugado del material celular lisado. También se confirmé que la conversién
de daidzeina en dihidrodaidzeina dependia del coenzima NADH.

Ejemplo A2: purificacién del enzima de sintesis de dihidrodaidzeina

Se incubaron células de la cepa 20-92 de Lactococcus durante 18 horas en un medio caldo GAM modificado (Nissui
Pharmaceutical Co. Ltd.), 67 ml por cada botella de incubacién. Las células en cultivo procedentes de nueve de
dichas botellas se centrifugaron y se suspendieron en un tampén de fosfato potasico 0,1 M (pH 7) que contenia DTT
2 mM (1,4-ditiotreitol, Merck), hidrosulfito sédico 5 mM (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) e inhibidor de proteasa
(céctel completo de inhibidores de proteasa sin EDTA, Roche Diagnostics). La suspension se introdujo en tres tubos
de 2 ml con tapas enroscables (Assist) cada una de las cuales contenia previamente perlas de zirconio/silice 0,1 mM
(BioSpec Products, Inc.). Las células se lisaron utilizando FastPrep® FP100A (Thermo ELECTRON CORPORATION)
(6.500 rpm, 20 segundos x 4). El liquido resultante se centrifugd con el fin de obtener un sobrenadante. Se
incubaron células de la cepa 20-92 de Lactococcus durante 18 horas en el mismo medio liquido, 200 ml en cada
botella de incubacién. Las células en cultivo procedentes de ocho de dichas botellas se centrifugaron con el fin de
obtener sobrenadante equivalente a ocho botellas.

La purificacién se llevo a cabo utilizando un tampon de fosfato potasico 0,1 M (pH 7,0) (en adelante "tampon A") que
contenia PMSF 1 mM (fluoruro de fenilmetilsulfonilo, Sigma Aldrich), DTT 2 mM e hidrosulfito sédico 5 mM. El
sobrenadante de las células lisadas se mezcl6é con tampdn A que contenia la misma cantidad de sulfato aménico 2
My se introdujo en columnas de centrifuga Micro Bio-Spin (x11, BioRad Laboratories, Inc.) con butil-sefarosa 4 Fast
Flow (aproximadamente 0,3 ml de gel en cada botella, GE Healthcare) y se equilibraron con tampédn A que contenia
sulfato aménico 1 M. Tras lavar con tampdén A que contenia sulfato amoénico 1 M. seguido del enjuague dos veces
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con 075 ml de tampdn A que contenia sulfato aménico 0,5 M, 0,75 ml y después se afiadieron 0,5 ml de tampén A
para eluir la fraccion que presentaba una actividad de sintesis de dihidrodaidzeina. A continuacion, el eluido
obtenido mediante adicion de 075 ml de tampo6n A se denomina eluido | y el eluido obtenido mediante la adicion de
0,5 ml de tamp6n A se denomina eluido II.

Se afiadieron 0,3 ml y 0,2 ml de tamp6n A que contenia sulfato aménico 3,4 M al eluido | (con 0,75 ml de tamp6n A)
y al eluido II (con 0,5 ml de tampdn A), respectivamente. A continuacién, se mezclaron los dos eluidos para
someterlos a HPLC utilizando la columna TSKgel Ether-5PW (TOSOH) equilibrada con un eluyente que contenia
sulfato aménico 1 M. Se vertieron 0,5 ml de la solucién mezclada en la columna 2 a 9 veces, seguido del lavado a un
caudal de 0,1 ml/minuto utilizando un eluyente que contenia sulfato aménico 1 M (eluyente B). A continuacion, se
modificé la proporcion de mezcla de eluyente B a eluyente A utilizando un programa de manera que la concentracion
de sulfato aménico cayese linealmente a 0 M (eluyente A) en 15 minutos. Se observo la actividad enzimatica en la
posicion de elucion de entre aproximadamente 0,6 M y 0,35 M de sulfato aménico y el eluido total fue de
aproximadamente 3,5 ml. A continuacion se indican las condiciones de la HPLC. Se observd absorcion de las
proteinas en 280 nm.

Columna: TSKgel Ether-5PW

Caudal: 0,05 a 0,1 ml/minuto suministro de muestra; 0,1 ml/minuto durante la elucion

Eluyente A: tampén de fosfato potasico 0,1 M (pH 7,0)/DTT 2 mM/hidrosulfito sédico 2,5 mM/2-propanol al 1%
Eluyente B: eluyente A que contiene sulfato aménico 1 M

El eluido en la posicién de elucion en la que se observd la actividad enzimatica se diluyé con tampén Ay el liquido
diluido se sometié a una columna micro bio-spin llena de 2',5'-ADP-sefarosa-4B (GE Healthcare; aproximadamente
0,3 ml de gel en cada botella) equilibrada con tampén A. Tras el lavado de la columna con tamp6n A, la fraccion que
presenta la actividad de sintesis de dihidrodaidzeina se eluyé con 0,7 ml y después con 0,6 ml de liquido de
composicion de tampon A pH 7,5 que contenia NADPH 20 mM.

El eluido obtenido se sometié a HPLC utilizando una columna Mono-Q (GE Healthcare) equilibrada con eluyente C
(pH 7,5). Se suministré eluyente C a la columna a un caudal=0,1 ml/min. Tras el lavado, la proporcién de la mezcla
de eluyente C a eluyente D se modifico para llevar a cabo un programa para modificarlo linealmente a NaCl 0,65 M
durante 32,5 minutos. A continuacion se indican las condiciones de la HPLC. Se observo absorcion de las proteinas
en 280 nm.

Columna: mono-Q PC 1.6/5
Eluyente C: tamp6n de fosfato potasico 0,1 M, pH 7,5/DTT 3 mM/hidrosulfito sédico 2,5 mM/2-propanol al 1%
Eluyente D: eluyente C que contenia NaCl 1 M
Se observo la actividad enzimatica en la fraccion de NaCl 0,4 a 0,46 M (fracciones n° 28 a n° 30).
La figura 2 muestra el resultado de la HPLC Mono-Q y la actividad enzimatica. La figura 3 muestra el resultado del
SDS-PAGE para las fracciones n° 27 a n° 31. Segun estos resultados, se observa una banda de 70 kDa en la
fraccion que presenta una actividad de sintesis de dihidrodaidzeina bajo condiciones reductoras.

Ejemplo A3: determinacién de la secuencia de aminoacidos N-terminal

Se afiadieron 30 pl de acido trifluoroacético (TFA) al 0,1% a 70 pl de fraccién n°® 29 que presentaba una actividad de
sintesis de dihidrodaidzeina obtenida mediante HPLC Mono-Q (100 pl en total).

Se humecté una membrana de PVDF de cartucho ProSorb (Applied Biosystems Japan) con 10 pl de metanol y se
aplico el liquido mezclado anteriormente indicado. Tras la absorcién del agua con un filtro ProSorb (Applied
Biosystems Japan), se sec6 la membrana y seguidamente se troquel6 utilizando un sacabocados para membranas
(Applied Biosystems Japan). La membrana se lavé cinco veces con metanol al 20% y se sec6. La membrana se
sometié a andlisis de la secuencia de aminoacidos N-terminal utilizando un secuenciador de proteinas (Applied
Biosystems, Procise 494cLC), encontrando de esta manera una secuencia de aminoacidos continua que presentaba
los 22 residuos siguientes:

Met Lys Asn Lys Phe Tyr Pro Lys Thr Phe Glu Arg Gly Tyr lle Gly Asn Leu Glu Val Glu Asn (SEC ID n° 19)

Ejemplo A4: determinacion de la secuencia de aminoacidos

La proteina enzima que mostraba una actividad de sintesis de dihidrodaidzeina se fragmento utilizando un enzima
de digestion, formando un péptido. La secuencia de aminoacidos interna se encontr6 mediante analisis de la
secuencia de aminoacidos del extremo N-terminal del péptido.
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(1) Preparacion de muestra

Se incubaron células de la cepa 20-92 de Lactococcus durante 18 horas en un medio caldo GAM modificado (Nissui
Pharmaceutical Co. Ltd.), 200 ml por cada botella de cultivo. Se centrifugaron tres cepas de las células en cultivo y
se suspendieron en un tampoén de fosfato potasico 0,1 M (pH 7,0) que contenia DTT 2 mM (1,4-ditiotreitol, Merck),
hidrosulfito sédico 5 mM (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) e inhibidor de proteasa (coctel completo de
inhibidores de proteasa sin EDTA, Roche Diagnostics). A continuacion, la suspensién se transfirié a un tubo de 2 ml
(Assist) que presentaba una tapa enroscable y que contenia perlas de zirconio/silice 0,1 mM (BioSpec Products,
Inc.). Las células se lisaron utilizando FastPrep® FP100A (Thermo ELECTRON CORPORATION) (6.500 rpm, 20
segundos x4). El liquido resultante se centrifugd, obteniendo un sobrenadante.

En el procedimiento siguiente se utilizd tampon de fosfato potasico 0,1 M (pH 7) (en adelante "tampén A") que
contenia PMSF 1 mM (fluoruro de fenilmetilsulfonilo, Sigma Aldrich), DTT 2 mM e hidrosulfito sédico 5 mM. El
sobrenadante de células lisadas se mezcl6 con tampén A que contenia la cantidad equivalente de sulfato aménico 2
M y se introdujo en columnas micro Bio-spin (x3, Bio-Rad Laboratories, Inc.) llenas de butil-sefarosa 4 Fast Flow
(aproximadamente 0,3 ml de gel en cada botella, GE Healthcare), equilibrado con tampén A que contenia sulfato
amonico 1 M. Tras lavar con tampon A que contenia sulfato amonico 1 M, seguido de dos enjuagues con 0,75 ml de
tampdn A que contenia sulfato amonico 0,5 M, se afiadieron dos veces 0,75 ml de tampdn A para eluir una fraccion
que presentaba una actividad de sintesis de dihidrodaidzeina.

Una columna micro BioSpin llena de 2',5'-ADP-sefarosa 4B se equilibré con tampoén A y después se afiadieron 1,5 ml
de la solucién eluida anteriormente. Tras lavar cinco veces con 0,75 ml de tampdn A, se llevd a cabo la elucion
utilizando 0,75 ml y después con 0,45 ml de tampén A que contenia NADPH 20 mM. Los eluidos se mezclaron y se
desalaron y concentraron a 5 pl en un tubo de concentracion mediante microcentrifuga (NANOSEP 10K OMEGA,
Pall Life Sciences).

La solucion concentrada se mezcldé con un tampon para muestras de SDS-PAGE doblemente concentrado que
contenia 2-mercaptoetanol y la mezcla se calenté durante siete minutos a 90°C antes de someterlo a SDS-PAGE
segun el método de Laemmli. Se utilizé SuperSep HG 10-20% (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) como placa de
gel de electroforesis. Tras la tincién con azul coloidal (Invitrogen) y el posterior decolorado con agua Milli-Q, se
recortd un gel equimolar y de tamafio equivalente de la misma regién en una tira en el area no de proteinas de la
electroforesis y se procesaron de la misma manera. Se procesé otro grupo de células de la misma manera y las
células se transfirieron a una membrana de PVDF tras el SDS-PAGE. A continuacion, una banda en la misma
posicion se sometié a analisis de la secuencia de aminoacido N-terminal para confirmar la consistencia con la
secuencia de la fraccion n° 29 en la HPLC MonoQ.

(2) Generacién de carboxamida-metilo reducida y digestién enzimética

Los geles recortados se cortaron en trozos, se decoloraron con una solucion acuosa de acetonitrilo al 50%, se
deshidrataron con acetonitrilo y se secaron con un espesador centrifugo (SpeedVac A160, Savant). Tras la adicién
de solucion acuosa de hidrogenocarbonato amoénico 100 mM que contenia DTT 55 mM, se llevé a cabo la reduccién
durante una hora a 56°C. Tras eliminar la solucion de DTT, se afiadidé una solucién acuosa de hidrogenocarbonato
amonico 100 mM que contenia yodoacetamida 100 mM y la mezcla bloqueada luminicamente se agité suavemente
durante 30 minutos con el fin de generar carboxamida-metilo. Tras eliminar el reactivo de reaccion, el gel se lavo
secuencialmente con una solucibn acuosa de acetonitrilo al 50%, acetonitrilo, una solucién acuosa de
hidrogenocarbonato aménico 100 mM y acetonitrilo antes de secar con un espesador centrifugo. Se afiadié tampon
Tris-HCI 20 mM (pH 9) que contenia 2 ug de proteasa-I de Achromobacter (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) y
Tween-20 al 0,02% y la digestion se llevé a cabo a 37°C durante siete horas. El sobrenadante de la centrifugacion se
transfirié a otro tubo y el gel se mezclé con acetonitrilo al 60%- solucion acuosa de TFA al 0,1% y se calenté a 30°C
durante 20 minutos. La mezcla caliente se agitd6 con vortex durante 10 minutos x 3 veces con el fin de obtener
fragmentos peptidicos. El sobrenadante se recogié para filtrarlo utilizando Ultrafree-MC (0,22 um, Amicon), seguido
de la concentracién mediante centrifugacion.

(3) Mapeado de epitopos

Mediante HPLC de fase inversa se aislo el péptido resultante de la digestion enzimatica.

Columna: pPRPC C2/C18 SC2.1/10 (GE Healthcare Bio Science)
Caudal: 0,12 ml/minuto

Eluyente E: TFA al 0,05%

Eluyente F: acetonitrilo al 90%/TFA al 0,04%

Programa de elucién: 0 minutos: 5% de F
3 minutos: 5% de F
43 minutos: 65% de F
48 minutos: 100% de F
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68 minutos: 100% de F

Fraccion: 30 pl
Detecciéon: 215 nm

Por ejemplo, "0 minutos 5% de B" se refiere al uso de un eluyente que contiene eluyente E y eluyente F en una
cantidad de 95% y 5%, respectivamente, en el tiempo 0 en la elucion.

(4) Analisis de la secuencia de aminoacidos interna

En comparacién con el cromatograma de control, se selecciond un pico de péptido derivado de proteina enzima que
mostraba actividad de sintesis de dihidrodaidzeina y se llevé a cabo el andlisis de la secuencia de aminoacidos N-
terminal utilizando un secuenciador de proteinas (Applied Biosystems, Procise 492HT). Tras el inicio de la
separacion utilizando HPLC de fase inversa se inicié la elucién a los 20,6 minutos. A continuacién se muestra la
secuencia de aminoacidos (péptido 1, en adelante) del pico de la elucion.

Phe Asp Glu Pro Val Tyr Pro Gin Ala Glu (SEC ID n° 20)

A continuacion se muestra la secuencia de aminoacidos (péptido 2 en adelante) del pico de la elucidn iniciada a los
22,1 minutos.

Ala Ser Arg Met Val Met Asp Ala Val His Glu Gly Tyr lle Ala Gly (SEC ID n° 21)

El pico de la elucion iniciada a los 26,6 minutos era un péptido que habia sido cortado no especificamente; sin
embargo, tal como se muestra posteriormente, su extremo N-terminal presentaba glicina que era el residuo n°® 13
desde el extremo N-terminal de dicha proteina enzima (la secuencia de aminoacidos siguiente se denomina péptido
3 en adelante).

Gly Tyr lle Gly Asn Leu Glu Val Glu Asn Arg Ala lle Arg Met Pro Met (SEC ID n° 22)

La figura 4 muestra el resultado del mapeado de péptidos en el Ejemplo A4 y la secuencia de aminoacidos
correspondiente a los picos respectivos.

Pico 1 (20,6 minutos)
Pico 2 (22,1 minutos)
Pico 3 (26,6 minutos)

Ejemplo A5: amplificacién del gen del enzima de sintesis de dihidrodaidzeina a partir de las secuencias N-terminal y
parciales del polipéptido purificado

Basandose en las secuencias de aminoacidos N-terminal y parciales obtenidas en los Ejemplos A3 y A4 se disefié y
cre6 un cebador degenerado. Mediante la utilizacion del ADN genémico de Lactococcus cepa 20-92 como molde, se
llevé a cabo la amplificacién del gen codificante del enzima de sintesis de dihidrodaidzeina mediante PCR
degenerada.

(1) Purificacién de ADN gendmico de Lactococcus cepa 20-92

La cepa 20-92 de Lactococcus incubada en 40 ml de un medio de cultivo de caldo GAM modificado (Nissui
Pharmaceutical Co. Ltd.) bajo condiciones anaerdbicas se centrifugé durante 10 minutos a 5.000 rpm, a 4°C. Se
elimind el medio de cultivo mediante decantacion y se recogieron las células bacterianas. Las células se
suspendieron inmediatamente en 11 ml de solucién B1 (que contenia 200 pg/ml de ARNasa) en el kit de tampones
de ADN gendmico QIAGEN (Qiagen) y se incubaron durante 16 horas a 37°C tras mezclarlas con 300 ul de solucién
de lisozima (100 mg/ml) y 500 pl de soluciéon de proteasa-K QIAGEN (Qiagen). A continuacion, tras mezclar con 4 ml
de solucion B2 y varias veces de mezcla por inversion, se llevé a cabo una incubacion de tres horas a 50°C.

El cultivo se centrifugé durante diez minutos a 5.000 rpm, a 4°C. Se vertid el sobrenadante en una columna
Genomic-tip 500/G QIAGEN (Qiagen) equilibrada con una solucion de QBT de manera que el ADN gendmico se
adhiriese a la columna. Tras el lavado de la columna dos veces con 30 ml de una solucién QC, el ADN gendémico se
eluyé de la columna utilizando 15 ml de QF; a continuacién se afiadieron 10,5 ml de isopropanol para precipitar el
ADN. ElI ADN genémico de apariencia filamentosa que habia precipitado se introdujo en un microtubo de 1,5 ml, se
lavo con etanol al 75% y se sec6 al aire, antes de disolverlo en 250 pl de una solucién de TE (0,4 pg/pl). Se estimo
la concentracion de la solucion de ADN gendmico obtenida de esta manera y a continuacion se ajustd la
concentracion de la solucién a 40 ng/ul mediante la adicion de una solucion de TE. Se utilizd esta solucion de ADN
como molde de PCR.
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(2) Diserio y produccién de cebador degenerado

En el disefio de cebadores degenerados para reducir el nimero de degeneraciones, se utilizd6 el codon mas
frecuente de cada aminoacido para la secuencia en el extremo 5' segun la informacién de uso de codones (base de
datos de uso de codones http://www.kazusa.or.jp/codon/) de Lactococcus garvieae. Ademas, se utilizé6 una base
mezclada para la secuencia del extremo 3' para evitar no correspondencias con el gen del enzima de sintesis de
dihidrodaidzeina.

Se disefid y cred el cebador degenerado siguiente basandose en la secuencia N-terminal:
MKNKFYPKTFERGYIGNLEVEN determinada en el Ejemplo A3, para ser utilizada en la PCR degenerada.
El-extremo N-terminal-31: TGAAGAATAANTTNTAYCCNAARACNTTYGA (SEC ID n° 23)

(en la SEC ID n° 23, "N" en las posiciones 11° y 14° representa inosina, y "N" en las posiciones 20° y 26° representa
adenina, guanina, citosina o timina)

El-extremo N-terminal-37: TGAAGAATAANTTNTAYCCNAARACNTTYGARRGNGG (SEC ID n° 24)

(en la SEC ID n° 24, "N" en las posiciones 11°, 14°, 20° y 26° representa inosina, y "N" en la posicion 35° representa
adenina, guanina, citosina o timina)

El-extremo N-terminal-F32: ATGAAGAATAAGTTTTAYCCNAARACNTTYGA (SEC ID n° 25)
(enla SEC ID n° 25, "N" en las posiciones 21°y 27° representa adenina, guanina, citosina o timina)

Ademas, se disefid y cred el cebador degenerado siguiente basandose en el péptido 2 de secuencia interna:
ASRMVMDAVHEGYIAG determinado en el Ejemplo A4, para ser utilizado en la PCR degenerada.

El-interno-RP1: CCTGCAATATAACCTTCATGTACNGCRTCCATNACCAT (SEC ID n° 26)
(enla SEC ID n° 26, "N" en las posiciones 24°y 33° representa adenina, guanina, citosina o timina)

Todos los oligos de ADN utilizados como cebadores del presente Ejemplo fueron producidos por Sigma-Aldrich
Japan K.K.

(3) Amplificacién del gen del enzima de sintesis de dihidrodaidzeina mediante PCR degenerada

Mediante la utilizacion del cebador degenerado producido, se llevd a cabo la amplificacion del gen del enzima de
sintesis de la dihidrodaidzeina mediante PCR degenerada.

A continuacién se proporcionan las combinaciones de cebadores degenerados utilizados en la PCR degenerada:

(i) El-extremo N-terminal-31 y El-interno-RP1
(i) El-extermo N-terminal-37 y El-interno-RP1
(i) El-extremo N-terminal-F32 y El-interno-RP1

En la amplificacion del gen del enzima de sintesis de dihidrodaidzeina mediante PCR degenerada, se utilizé la ADN
polimerasa Ex-Taq (Takara Bio Inc.). El programa de amplificacién era: 95°C, 2 minutos (95°C, 45 s; 38°C a 54°C, 30
s; 72°C, 2 minutos) x 50 ciclos, y 72°C, 3 minutos. Considerando la no correspondencia con el ADN gendémico del
cebador degenerado, se llevd a cabo la hibridacién en 5 etapas, partiendo de 38°C, con un incremento de
temperatura de 4°C antes de cada etapa adicional hasta alcanzar 54°C. Tras la reaccion de PCR, se afiadié 1/10 de
10xColorante al producto de PCR. Se sometieron a electroforesis 6 pl del producto utilizando gel de agarosa al
0,8%. En la electroforesis en agarosa del presente Ejemplo, se llevo a cabo la tincién con bromuro de etidio y se
utilizaron M/Styl (Nippongene Co. Ltd.) y una escalera de 100 pb (Toyobo Co. Ltd.) como marcadores de peso
molecular.

La figura 5 muestra el resultado de la electroforesis del producto de la PCR degenerada. Para la combinaciéon (E1-
extremo terminal-F32 y El-interno-RP1) del cebador degenerado (iii) en (3) del presente Ejemplo, se observo la
amplificacién de 1,9 kb en el fragmento de ADN a cualquiera de las temperaturas de hibridacion. El incremento mas
significativo se observd a una temperatura de hibridacion de 54°C.

(4) Determinacién de la secuencia de bases del fragmento de ADN amplificado

El fragmento de ADN amplificado de aproximadamente 1,9 kb (temperatura de hibridacién=54°C) se recort6 del gel
de agarosa y se purifico utilizando un kit de extraccion de gel (Qiagen). El fragmento de ADN purificado se insert6 en
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un vector de clonacion pT7-Blue (Novagen) para determinar la secuencia de bases.

La secuencia de bases de ADN obtenida se sometié a ensayo utilizando el software de ensamblaje de secuencias
de ADN SEQUENCHER (Gene Codes Inc., USA), resultando que el fragmento de ADN contenia las secuencias de
bases correspondientes a las secuencias de aminoacidos de los péptidos 1 y 3 encontrados en el Ejemplo A4.

Ejemplo A6: determinacidn de la secuencia de bases completa del gen del enzima de sintesis de dihidrodaidzeina

Con el fin de determinar las secuencias de los extremo 5'y 3' del gen del enzima de sintesis de dihidrodaidzeina de
1,9 kb obtenido en el Ejemplo A5, para determinar las secuencias de bases completas, se llevd a cabo la
amplificacion rapida de la secuencia terminal del ADNc (5'-RACE, 3'-RACE) utilizando la biblioteca de ADN
gendmico de la cepa 20-92 de Lactococcus como molde.

(1) Produccién de la biblioteca de ADN gendémico

El ADN genémico de la cepa 20-92 de Lactococcus purificado en el Ejemplo A5 se fragmenté mediante digestion
durante 16 horas a 37°C utilizando endonucleasas de restriccion (BamHI, EcoRlI, Hindlll, Kpnl, Pstl, Sacl, Sall,
Sau3Al, Xhol, productos de Takara Bio Inc.). Tras el procesamiento con fenol/cloroformo, el fragmento se purificé
mediante sedimentacion con etanol. Los fragmentos del ADN gendémico purificados se ligaron con vectores de
clonaciéon pUC19, que previamente habian sido cortados con la endonucleasa de restriccion correspondiente y se
desfosforilaron con fosfatasa alcalina de gamba (Takara Bio Inc.) utilizando un kit de ligacion TaKaRa var. 2.1
(Takara Bio Inc.), produciendo de esta manera una biblioteca de ADN genémico.

(2) Amplificacion rapida de la secuencia terminal de ADNc (5'-RACE, 3'-RACE)

La biblioteca de ADN gendmico (liquido de reaccién de ligacion) se diluy6 20 veces con agua esterilizada. Se llevo a
cabo la amplificacion de las secuencias del extremo 5' y del extremo 3' del gen del enzima de sintesis de
dihidrodaidzeina mediante amplificacion rapida de la secuencia terminal de ADNc (5'-RACE, 3'-RACE) utilizando 1 pl
de molde.

(2-1) Cebador
Las siguientes son combinaciones de cebadores utilizadas para la 5'-RACE y 3'-RACE, respectivamente.
(2-1-1) 5-RACE

Primera PCR: E1-RACE-N-P1y pUC19-FP-1, E1-RACE-N-P1 y pUC19-RP-1
PCR anidada: E1-RACE-N-P2 y pUC19-FP-2, E1-RACE-N-P2 y pUC19-RP-2

(2-1-2) 3-RACE

Primera PCR: E1-RACE-RP2-1 y pUC19-FP-1, E1-RACE-RP2-1 y pUC19-RP-1
PCR anidada: E1-RACE-RP2-2 y pUC19-FP-2, E1-RACE-RP2-2 y pUC19-RP-2

(2-1-3) Secuencia del cebador utilizado

Las siguientes son las secuencias de los cebadores utilizados para la 5'-RACE y 3'-RACE, respectivamente.
Cebadores para el vector:

pUC19-FP-1: ACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACG (SEC ID n° 27)
pUC19-RP-1: AGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGC (SEC ID n° 28)
pUC19-FP-2: ATGATTACGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGG (SEC ID n° 29)
pUC19-RP-2: CCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAG (SEC ID n° 30)

Cebadores para el gen del enzima de sintesis de dihidrodaidzeina

E1-RACE-N-P1: ATGCGGATCGCTCGGTTCTCGACCTCTAGGTTAC (SEC ID n° 31)
E1-RACE-RP2-1: ATCGAGGAGAAGTGCGAGGACGTCAGGGTCATC (SEC ID n° 32)
E1-RACE-N-P2: TTCTCGACCTCTAGGTTACCGATGTAGCCGC (SEC ID n° 33)
E1-RACE-RP2-2: ACGTCAGGGTCATCGGCATCGGCGACTGCAAG (SEC ID n° 34)

La totalidad de los oligos de ADN utilizados como cebadores en el presente Ejemplo fueron producidos por Sigma-
Aldrich Japan K.K.
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(2-2) Amplificacion de las secuencias del extremo 5' y del extremo 3' del gen del enzima de sintesis de la
dihidrodaidzeina utilizando 5'-RACE y 3'-RACE.

Se utilizé6 ADN polimerasa Ex-Taq (Takara Bio Inc.) para la 5-RACE y 3'-RACE. Se llevaron a cabo una primera
PCR y PCR anidada utilizando el mismo programa de amplificacion: 95°C 2 minutos (95°C, 45 s; 60°C, 30 s; 72°C, 1
minuto) x30 ciclos, 72°C, 3 minutos. En la primera PCR, se utiliz6 como molde 1 pl (40 ng) del liquido de dilucion de
ADN gendmico preparado de la manera anteriormente indicada. En la PCR anidada, se utilizaron 0,5 pl del producto
de la primera PCR.

Tras la reaccion de PCR anidada, 1/10 de 10xdia se afiadié al producto de PCR y 5 ul de la mezcla se sometieron a
electroforesis con gel de agarosa al 0,8%. La amplificacion observada del fragmento observado fue de
aproximadamente 1,2 kb (Sacl) y de aproximadamente 1,0 kb (Sau3Al) en la 5'-RACE, y de aproximadamente 0,6 kb
(Sacl) y 0,3 kb (Kpnl) en la 3-RACE.

En la electroforesis en agarosa del presente Ejemplo la tincién se llevé a cabo con bromuro de etidio (Nippongene
Co. Ltd.) y se utilizaron A/Styl (Nippongene Co. Ltd.) y una escalera de 100 pb (Toyobo Co. Ltd.) como marcadores
del peso molecular.

Los fragmentos de ADN amplificados se recortaron del gel de agarosa y se purificaron utilizando un kit de extraccion
de gel (Qiagen). Las secuencias de bases de los fragmentos de ADN purificados se determinaron mediante
secuenciacion directa utilizando los cebadores utilizados para la amplificacion, con el resultado de que observé la
secuencia del gen del enzima de sintesis de dihidrodaidzeina en los fragmentos de ADN de aproximadamente 1,2 kb
(Sacl) y de aproximadamente 1,0 kb (Sau3Al) en la 5-RACE y en los de 0,6 kb (Sacl) en la 3'-RACE.

(3) Determinacién de la secuencia de bases completa del gen del enzima de sintesis de la dihidrodaidzeina

La secuencia de bases de ADN obtenida mediante PCR degenerativa en el Ejemplo A5 y la amplificacién rapida de
la secuencia terminal de ADNc en (2) del presente Ejemplo se sometieron a ensayo de ensamblaje utilizando el
software de ensamblaje de secuencias de ADN SEQUENCHER (Gene Codes Inc., USA). Como resultado, se
encontré la estructura genémica de 3.548 pb en la regién del gen del enzima de sintesis de la dihidrodaidzeina. Esto
revel6 que el gen del enzima de sintesis de la dihidrodaidzeina era un polipéptido que consistia de 1.935 nucleétidos
y 644 aminoacidos.

Se cotejaron las secuencias de aminoacidos completas encontradas con las secuencias de bases y las secuencias
de aminoacidos parciales encontradas con la secuencia de aminoacidos, con el resultado de que la totalidad de las
secuencias de aminoéacidos parciales encontradas con la secuencia de aminoacidos se correspondian con las
secuencias de aminoacidos completas encontradas con las secuencias de bases.

(4) Confirmacién de la secuencia de bases en la regién de recubrimiento

En la secuencia obtenida en (3) del presente Ejemplo, se observaron muchas porciones con clones que presentaban
bases inconsistentes causadas por un error de incorporacién de las bases por parte de la ADN polimerasa durante la
amplificacién por PCR. Por lo tanto, utilizando el ADNc de primera cadena como molde, se amplificé la region (2.368
pb) que contenia la region codificante del gen del enzima de sintesis de la dihidrodaidzeina mediante PCR utilizando
el enzima de clonacion por PCR de alta fidelidad Easy-A® (Stratagene), es decir la ADN polimerasa de alta fidelidad.

A continuacion se proporcionan los cebadores de amplificacion utilizados anteriormente:

El-conf-NP: TGCCGGTGCAATGGCTGACATCATGTTCAACCTG (SEC ID n° 35)
El-conf-CP: TCCTCCATCGTTCCTCCAATCAGTAAGACACGCG (SEC ID n° 36)

El fragmento de ADN obtenido se purificé utilizando un kit de extraccidon de gel (Qiagen) y la confirmacion y la
determinacion final de la secuencia se llevaron a cabo utilizando secuenciacion directa.

Ejemplo A7: induccién de la expresiéon de gen de enzima de sintesis de dihidrodaidzeina mediante la adicién de
daidzeina a la solucién de cultivo de amplificacién

Tal como se muestra en el Ejemplo Al, en el caso de que se afiade daidzeina, es decir un sustrato, a la solucién de
cultivo de amplificacion de Lactococcus cepa 20-92, las células en cultivo muestran actividad de sintesis de
dihidrodaidzeina. Esto conduce a la premisa de que la adicion de daidzeina a la solucion de cultivo de amplificaciéon
induce la transcripcion del gen del enzima de sintesis de la dihidrodaidzeina, e induce ademas la traduccién en
proteina. Se llevo a cabo el ensayo siguiente basandose en esta premisa. Se incubaron dos muestras de ADNc
derivado de la cepa 20-92 de Lactococcus, en un medio de cultivo que contenia daidzeina y en un medio de cultivo
sin daidzeina; se sometieron a RT-PCR con el fin de determinar si la expresion del gen de enzima de sintesis de
dihidrodaidzeina resultaba inducido por la adicién de daidzeina a la solucién de cultivo de amplificacién.
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(1) Extraccién del ADN completo de Lactococcus cepa 20-92 y purificacién del ADN

La extraccién del ADN completo de Lactococcus cepa 20-92 y la purificacion se llevaron a cabo de la manera
siguiente.

Se incubd cepa 20-92 de Lactococcus sellada a 4°C , durante ocho horas en un cultivo en medio caldo GAM
modificado que contenia 10 mg/l de daidzeina (Funakoshi Co., Ltd.) o sin daidzeina, a 37°C bajo condiciones
anaerobicas. Se transfirieron 25 ml de la solucién de cultivo a un tubo de 50 ml y se centrifugaron durante diez
minutos a 3.500 rpm, a 4°C. Se elimin6 el medio de cultivo mediante decantacion y se recolectaron las células. Las
células recolectadas se congelaron inmediatamente con nitrégeno liquido. A continuacion, se extrajo el ARN
completo y se purificé utilizando 1 ml de solucion TRIzol (Invitrogen) siguiendo las instrucciones. El ARN completo
purificado se proces6 con ADNasa | (Invitrogen) para eliminar el ADN genomico y se utilizé para la sintesis de ADNc
de primera cadena.

(2) Sintesis de ADNc de primera cadena a partir de ARN completo

A partir de 2 ug del ARN completo procesado de esta manera mediante la ADNasa |, se sintetizd el ADNc de primera
cadena (transcripcién inversa) utilizando el sistema de sintesis de primera cadena SuperScript® para RT-PCR
(Invitrogen). La sintesis del ADNc de primera cadena se llevé a cabo utilizando la mezcla de hexameros aleatorios
como cebador de extension siguiendo las instrucciones del fabricante. Ademas, con el fin de confirmar que el ARN
completo procesado por la ADNasa | utilizado para la sintesis del ADNc de primera cadena no contenia ADN
gendmico, se llevd a cabo otra reacciéon simultdneamente sin transcripcion inversa. El liquido de reaccion final se
utilizé como molde para la RT-CPR.

A continuacién se proporcionan los cuatro tipos de liquidos de reaccién final preparados de esta manera:

1. Producto de transcripcion inversa del ARN completo derivado de células bacterianas incubadas en un medio
gue contiene daidzeina (DZN(+)RT(+)).

2. Producto de transcripcion inversa del ARN completo derivado de células bacterianas incubadas en un medio
sin daidzeina (DZN(-)RT(+)).

3. Producto no de transcripcién inversa del ARN completo derivado de células bacterianas incubadas en un
medio que contiene daidzeina (DZN(+)RT(-)).

4. Producto no de transcripcién inversa del ARN completo derivado de células bacterianas incubadas en un
medio sin daidzeina (DZN(-)RT(-)).

(3) Confirmacién de la expresién del gen del enzima de sintesis de dihidrodaidzeina utilizando RT-PCR

El gen del enzima de sintesis de dihidrodaidzeina se amplific6 mediante RT-PCR utilizando los cuatro productos de
reaccion final detallados en (2) del presente Ejemplo como moldes. Se compararon las cantidades expresadas entre
si. A modo de control se llevo a cabo otra RT-PCR simultdneamente utilizando la secuencia de ARN ribosdmico 16S
como gen de control.

A continuacién se proporcionan las condiciones de amplificacién de la RT-PCR y una secuencia de cebador para
cada amplificacion génica. Se utilizé la ADN polimerasa Ex-Taqg (Takara Bio Inc.) para la RT-PCR. El programa de

amplificacion era: 95°C, 2 minutos (95°C, 30 s; 56°C, 20 s; 72°C, 30 s) x30 ciclos, 72°C, 2 minutos. A modo de molde
se utilizé 1 pl de cada liquido de reaccion final, tal como en (2) del presente Ejemplo.

A continuacion se muestra una secuencia de cebador utilizada para la RT-PCR del presente Ejemplo y el tamafio del
fragmento de ADN que debe amplificarse.

enzima de sintesis de dihidrodaidzeina: 239 pb

E1-FP: CTACATCGGTAACCTAGAGGTCG (SEC ID n° 37)
E-RP: CCGTGCTGCTTGATGGTCTTTGC (SEC ID n° 38)

secuencia de ARN ribosémico 16S: 326 pb

Gar-16S-Ribo-FP: TGCGTAGATATATGGAGGAAC (SEC ID n° 39)
Gar-16S-Ribo-RP: CTTATCTCTAAGGATAGCACG (SEC ID n° 40)

El cebador utilizado para la amplificacion de la secuencia de ARN ribosémico 16S se cred basandose en la

secuencia del gen de ARN ribosémico 16S de la cepa FLG12 de Lactococcus garvieae, secuencia parcial (n° de
acceso AF352163-66) en la base de datos de ADN (GenBank) proporcionada por el National Center of
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Biotechnology Information: http://www.ncbi.nim.nih.gov/

Se afiadio 1/10 de 10xdia al producto de PCR y se sometieron 5 pl de la mezcla a electroforesis con gel de agarosa
al 1,5%. Se observo la amplificacion de cada fragmento de ADN.

En la electroforesis en agarosa en el presente Ejemplo, la tincién se llevé a cabo utilizando bromuro de etidio
(Nippongene Co. Ltd.) y se utilizaron A/Styl (Nippongene Co. Ltd.) y una escalera de 100 pb (Toyobo Co. Ltd.) como
marcadores de peso molecular.

La figura 6 muestra los resultados.

Tal como pone de manifiesto el resultado de la amplificacion del gen del enzima de sintesis de dihidrodaidzeina
mediante RT-PCR, se observo la expresion eficiente del gen Gnicamente en el producto de transcripcion inversa del
ARN completo derivado de células bacterianas incubadas en un medio con daidzeina. Se observé el mismo nivel de
expresion en la amplificacion de la secuencia de ARN ribosémico 16S utilizada como control, con independencia de
la incorporacion de daidzeina. Ademas, debido a que tanto el gen del enzima de sintesis de dihidrodaidzeina como
la secuencia del ARN ribosémico 16 S no fueron amplificadas en el producto no de transcripcién inversa, se confirmo
que el ARN completo procesado por la ADNasa | utilizado para la sintesis del ADNc de primera cadena no contenia
ADN genodmico. Estos resultados demuestran que la adicion de daidzeina al medio induce la expresion de ARNm del
gen del enzima de sintesis de dihidrodaidzeina.

Ejemplo A8: expresién de polipéptido E1 recombinante utilizando Escherichia coli y confirmacién de la actividad de
sintesis de dihidrodaidzeina

Se utilizé el sistema pET, un sistema de expresion de proteinas recombinantes que utiliza Escherichia coli, para
expresar el polipéptido E1 se confirmd su actividad de sintesis de dihidrodaidzeina.

(1) Preparacion del vector de expresién del polipéptido E1

Para preparar un vector de expresion de polipéptido E1 (pET21-E1-His), se amplific6 mediante PCR el ADN en la
region de marco de lectura abierta del nucleétido E1.

Se prepararon los cebadores de amplificacion siguientes, basandose en la secuencia del nucleétido E1 determinada
en el Ejemplo A6.

exp.E1l pet F Nde: AGCTCATATGAAGAACAAGTTCTATCCGAA (SEC ID n° 41)
exp.E1 pet His: AATCGAATTCCTACAGGTTGCAGCCAGCGATGT (SEC ID n° 42)

Para la inserciéon en pET21a (Novagen), se disefio que los cebadores de amplificacion exp.E1 pet F Nde y exp.E1
pet His incluyesen las secuencias de restriccion Ndel y EcoRlI, respectivamente.

Se llevé a cabo una reaccién de PCR utilizando 25 pl de una mezcla de reaccién que contenia los cebadores, 5
pmoles de cada uno; dNTP, 5 nmoles de cada uno; ADN gendmico de cepa 20-92 de Lactococcus purificado en el
Ejemplo A5, 40 ng; 10x tampdn para la ADN polimerasa KOD-plus (Toyobo Co., Ltd.). Programa de amplificacion:
95°C durante 3 minutos (94°C durante 30 s, 60°C durante 30 s, 68°C durante 2 minutos) x30 ciclos, 68°C durante 7
minutos. Dispositivo de PCR: sistema GeneAmpPCR 9700 (Applied Biosystems). El analisis de una parte de la
mezcla de reaccion de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa detectd una banda de un tamafio esperado.
Se recogi6 el producto de PCR completo con un kit de purificaciéon de PCR QIAGEN (Qiagen).

Los fragmentos de ADN recolectados de esta manera se cortaron los enzimas de restriccion Ndel y EcoRIl y se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa. A continuacion, se recorté una parte que contenia la banda diana y se
purificé y recogié con un kit de extraccion de gel de Qiagen (Qiagen). Tras la recoleccién, los fragmentos de ADN se
ligaron a 16°C durante la noche con pET21a digerido con Ndel y EcoRl, utilizando un kit de ligacién de ADN ver. 2.1
(Takara Bio Inc.). A continuacién, la mezcla de reaccion ligada se utilizé para transformar Escherichia coli cepa
JM109 (Takara Bio Inc.).

El transformante se cultivé a 37°C durante la noche en una placa de agar medio LB (GIBCO) que contenia ampicilina
(50 pg/ml). Las colonias individuales resultantes se cultivaron durante la noche en 3 ml de medio LB (GIBCO) que
contenia ampicilina (50 pg/ml). A continuacién, se extrajo el ADN plasmidico utilizando un extractor automatico de
plasmidos PI-100 (KURABO).

La secuencia de bases del ADN insertado en el plasmido se secuencié mediante el método del pigmento-terminador.
Ello confirmé la insercion con éxito del polinucleétido E1, tal como se pretendia. De esta manera se obtuvo pET21-
E1-His. En el presente ejemplo, se determind la secuencia de ADN utilizando el secuenciador de ADN ABI3700
(Applied Biosystems).
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(2) Preparacién de recombinante y expresién y confirmacién del polipéptido E1 recombinante en Escherichia coli

Se utilizaron el plasmido pET21-E1-His que expresaba el polipéptido E1 recombinante y el plasmido pET21a (control
negativo) para transformar la cepa Escherichia coli BL21 (DE3) (Novagen). Para obtener colonias individuales, los
transformantes se cultivaron durante la noche a 37°C en una placa de agar medio LB que contenia ampicilina (50

pg/mi).

Cada transformante de E. coli BL21 (DE3) se cultivd durante la noche a 37°C en 3 ml de medio LB liquido que
contenia ampicilina (50 pug/ml). A continuacion, se precultivaron 0,5 ml del cultivo durante 3 horas (hasta que la DO a
630 nm alcanzase aproximadamente 0,4) mediante la adicion de 50 ml de medio LB liquido que contenia la misma
concentracién de ampicilina. Tras ajustar la concentracion final a 1 mM mediante la adicién de IPTG (isopropil-B-
tiogalactopiranésido, Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), el cultivd se incub6 adicionalmente a 37°C durante 4
horas.

Tras la incubacion, las células se recolectaron mediante centrifugacion (6.000 rpm, 4°C, 15 minutos) utilizando un
Avanti HP25 (Beckman Coulter). Los procedimientos posteriores se llevaron a cabo sobre hielo. Tras eliminar el
sobrenadante (el medio), las células se suspendieron en 1 ml de tampo6n de fosfato potasico 0,1 M (pH 7,0, KPB-
PDH) que contenia PMSF 1 mM, DTT 2 mM e hidrosulfito s6dico 5 mM. A continuacion, la suspension celular se
introdujo en un tubo Assist de 2 ml cargado con 0,7 ml de perlas de zirconio-silice (BioSpec Products, Inc.) y 400 pl
de KPB-PDH. Seguidamente las células se lisaron mediante dos ciclos repetidos de 20 segundos a 6.500 rpm y
enfriamiento sobre hielo durante 3 minutos, utilizando un FastPrep® (Thermo Electron Corporation). Como resultado
se obtuvo una suspension de células lisadas.

La expresion del polipéptido E1 recombinante en E. coli se confirm6é mediante electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE).

Se afiadieron 2,5 ul de 5x tampén para muestras (Tris-HCI 125 mM (pH 6,5)/glicerol al 25%/SDS al 5%/2-
mercaptoetanol al 5%/BPB al 0,5%) a 10 pl de la suspension celular lisada. Tras desnaturalizar térmicamente a 98°C
durante 5 minutos, la suspension se enfrid sobre hielo y 5 pl fueron sometidos a electroforesis en SDS-PAGE. SDS-
PAGE se llevé a cabo con una placa de gel disponible comercialmente (SuperSep® 5-20%, Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.) y Quick CBB (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) para la tincion. Se utilizd6 una escalera XL
pretefiida de amplio rango (Apro Science) como marcador de los pesos moleculares.

En la figura 7 se muestran los resultados del SDS-PAGE. Se confirmé un polipéptido E1 recombinante con un peso
molecular de aproximadamente 70 kDa en la suspension de células lisadas, derivado del transformante pET21-E1-
His.

(3) Confirmacién de la actividad de sintesis de dihidrodaidzeina del polipéptido E1 obtenido de recombinantes

La suspension de células lisadas obtenida en (2) del presente Ejemplo se utilizé como fuente de enzima para medir
la actividad de conversion de daidzeina a dihidrodaidzeina. Como resultado, se confirmé la actividad en el
polipéptido E1 recombinante expresado.

En el presente ejemplo, se llevd a cabo la medicién de la actividad de conversion de daidzeina a dihidrodaidzeina de
la manera siguiente.

Se prepar6 una mezcla de reaccion enzimatica de la composicién indicada posteriormente y la mezcla se incub6 a
37°C durante 2 horas.

Composicion de la mezcla de reaccion enzimatica

Suspension de células lisadas (fuente de enzima): 100 pl
NADH (100 mM): 20 ul
NADPH (100 mM): 20 ul
Daidzeina (2 mg/ml): 5l
KPB-PDH: 855 pl
Total: 1.000 ul

Tras la incubacion, se afadieron 3 ml de acetato de etilo a la mezcla de reaccion enzimatica para la extraccion. Tras
el secado, el extracto se disolvié en la fase movil (eluyente). El producto disuelto se analizé mediante HPLC para
medir el contenido de daidzeina y dihidrodaidzeina en la mezcla de reaccién enzimatica.

En la figura 8 se muestran los resultados del andlisis de HPLC. En la suspensién de células lisadas derivada de
transformantes de plasmido pET21-E1l-His que expresa el polipéptido E1 recombinante, la daidzeina (sustrato)
afiadida a la mezcla de reaccién enzimatica se convirti6 en dihidrodaidzeina, mientras que no se detectd
dihidrodaidzeina en la mezcla de reaccion enzimatica derivada del transformante de pET21a (control negativo).
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Estos resultados demuestran que el polipéptido E1 recombinante presenta actividad de sintesis de dihidrodaidzeina
a partir de daidzeina.

Ejemplo B

Ejemplo de referencia B1

Sintesis de cis-tetrahidrodaidzeina y trans-tetrahidrodaidzeina

Se produjeron cis-tetrahidrodaidzeina y trans-tetrahidrodaidzeina segun el flujo de reaccién indicado posteriormente.
Los compuestos se denominan tal como se indica a continuacion:

Compuesto 1 (daidzeina): 4',7-dihidroxi-isoflavona
Compuesto 2: 4',7-diacetoxi-isoflavona
Compuesto 3: 4',7-diacetoxi-isoflavan-4-ona
Compuesto 4: cis-4',7-diacetoxi-isoflavan-4-ol
Compuesto 5: trans-4',7-diacetoxi-isoflavan-4-ol
Compuesto 6: cis-tetrahidrodaidzeina

Compuesto 7: trans-tetrahidrodaidzeina

Férmula 1
“O\L:‘}'o-i AczO, by Mo»li\tfoﬁ My 10% P9I AcO_ea O
T \E:L - \,rn EfQAC, MeOH ()J\/il
© OH © “0Ac EAN OAC
daidzema {1 2 3
MeOH, CHyCl, % T
OH OAc OH Lﬁ‘“‘o,em
4 5
Aoo“f‘ﬁ"o NaOMe MO o Dy
7 e
Y VeCH L"(YT;
OH “DAc OH oy
4 §
AQO.@,O.‘ N NaO
\E)\EA’E MeOH
OH ™~"pac
5 7

Sintesis de compuesto 2

Se afiadieron 0,76 ml (8,0 mmoles) de anhidrido acético a una solucion de piridina (5 ml) que contenia 500 mg (1,97
mmoles) de daidzeina (compuesto 1) y la mezcla se agitdé a 60°C durante 2 horas. Tras afiadir una cantidad
minudscula de metanol, la mezcla de reaccién se transfirid6 a acido clorhidrico 3 N. Tras la dilucién con agua, el
precipitado sélido resultante se separ6 mediante filtracién y se enjuagd con agua. A continuacion, el sélido se seco
al aire a temperatura ambiente, obteniendo 609 mg de un compuesto 2 en forma de polvos blancos (1,80 mmoles,
rendimiento: 91%).

Compuesto 2: RMN-'H (250 MHz, CDCIl3) & (ppm): 2,33 (3H, s), 2,37 (3H, s), 7,13-7,22 (3H, m), 7,32 (1H, d, J=2,3
Hz), 7,54-7,63 (2H, m), 8,01 (1H, s), 8,33 (1H, d, J=8,8 Hz).

Sintesis de compuesto 3

Una suspension de metanol (6 ml)-acetato de etilo (6 ml) que contenia 400 mg (1,18 mmoles) de compuesto 2 y 150
mg de 10% de paladio-carbono (hidratado, aproximadamente al 50% en peso) se agitd a temperatura ambiente
durante 2 horas bajo una atmdsfera de hidrégeno. La mezcla de reaccién se filtr6 con Celite y los residuos se
lavaron con acetato de etilo. Los residuos obtenidos mediante concentracion del filtrado se purificaron mediante
cromatografia de columna de gel de silice (gel de silice: diclorometano/acetato de etilo=100/0-19/1), obteniendo 312
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mg de un compuesto 3 en forma de polvos blancos (0,917 mmoles, rendimiento: 78%).

Compuesto 3: RMN-'H (250 MHz, CDCls3) & (ppm): 2,29 (3H, s), 2,32 (3H, s), 3,93-4,04 (1H, m), 4,60-4,75 (2H, m),
6,76-6,84 (2H, m), 7,04-7,13 (2H, m), 7,27-7,35 (2H, m), 7,93-8,01 (1H, m).

Sintesis de compuesto 4 y de compuesto 5

Se afiadieron 11 mg (0,29 mmoles) de borohidruro sédico a una solucién de metanol (1 ml)-diclorometano (1 ml) que
contenia 100 mg (0,294 mmoles) de compuesto 3 a 0°C. Tras agitar la mezcla de reaccion a 0°C durante 30
minutos, se afiadieron sucesivamente 2 ml de acido clorhidrico 1 N y 50 ml de agua, seguido de la extraccion con
acetato de etilo. La capa organica se lavé sucesivamente con bicarbonato sédico saturado, agua y solucién
hipersalina saturada, seguido del secado con sulfato sédico anhidro. Se eliminé el solvente mediante destilacion y
los residuos resultantes se purificaron mediante cromatografia de columna de gel de silice (gel de silice:
diclorometano/acetato de etilo=19/1-3/1). La mezcla de diasteredmeros resultantes se purific6 mediante
cromatografia de columna de presion media (Yamazen, Ultra Pack SI-40B: n-hexano/acetato de etilo=3/2),
obteniendo 44 mg de un compuesto 4 acicular incoloro (0,13 mmoles, rendimiento: 44%) y 26 mg de un compuesto 5
acicular incoloro (75 mmoles, rendimiento: 26%).

Compuesto 4: RMN-'H (250 MHz, CDClIs) & (ppm): 1,80 (1H, d, J=4,0 Hz), 2,30 (3H, s), 2,31 (3H, s), 3,32 (1H, td,
J=3,5, 11,5 Hz), 4,32 (1H, ddd, J=1,3, 3,5, 10,5 Hz), 4,59 (1H, dd, J=10,5, 11,5 Hz), 4,76-4,83 (1H, m), 6,64-6,73
(2H, m), 7,06-7,14 (2H, m), 7,27-7,35 (3H, m).

Compuesto 5: RMN-H (250 MHz, CDCls) & (ppm): 2,02 (1H, d, J=5,5 Hz), 2,29 (3H, s), 2,30 (3H, s), 3,11-3,24 (1H,
m), 4,26 (1H, dd, J=9,0, 11,3 Hz), 4,37 (1H, dd, J=3,8, 11,3 Hz), 4,92 (1H, dd, J=5,5, 7,8 Hz), 6,62 (1H, d, J=2,3 Hz),
6,72 (1H, dd, J=2,3, 8,5 Hz), 7,04-7,12 (2H, m), 7,21-7,30 (2H, m), 7,47 (1H, d, J=8,5 Hz).

Sintesis de compuesto 6

Se afiadieron 55 mg (1,0 mmol) de metéxido sédico a una solucién de metanol (4 ml) que contenia 116 mg (0,339
mmoles) de compuesto 4 y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla de reaccion se
neutralizé mediante la adicién de una resina de intercambio i6nico (DOWEX 50X8W, forma amonio). Tras eliminar la
resina mediante filtracion, el sélido obtenido mediante concentracion del filtrado se lavé con metanol, obteniendo 62
mg de un compuesto 6 en forma de polvos blancos (0,24 mmoles, rendimiento: 71%).

Compuesto 6: RMN-'H (250 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3,03 (1H, td, J=3,3, 12,0 Hz), 4,00-4,15 (1H, m), 4,31-4,51
(2H, m, incluyendo 4,39, dd, J=10,3, 12,0 Hz), 4,96 (1H, d, J=5,8 Hz), 6,18 (1H, d, J=2,3 Hz), 6,32 (1H, dd, J=2,3, 8,3
Hz), 6,69 (2H, d, J=8,5 Hz), 7,00 (1H, d, J=8,3 Hz), 7,09 (2H, d, J=8,5 Hz), 9,19 (1H, br s), 9,31 (1H, br s).

Sintesis de compuesto 7

Se afiadieron 0,73 ml (0,73 mmoles) de hidroxido sédico 1 N a una suspension de metanol (2 ml) que contenia 84
mg (0,25 mmoles) de compuesto 5 y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2,5 horas. A continuacion,
se afiadio cloruro amonico saturado y agua a la mezcla de reaccién, seguido de la extraccién con acetato de etilo. La
capa organica se lavé sucesivamente con bicarbonato sodico saturado, agua y solucién salina saturada, seguido del
secado con sulfato sédico anhidro. Mediante la eliminacion por destilacion del solvente se obtuvieron 64 mg de un
compuesto 7 en forma de polvos blancos (0,25 mmoles, rendimiento cuantitativo).

Compuesto 7: RMN-'H (250 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 2,82-2,96 (1H, m), 4,04-4,22 (2H, m), 4,60 (1H, t, J=7,0 Hz),
5,18 (1H, d, J=7,0 Hz), 6,14 (1H, d, J=2,3 HZz), 6,34 (1H, dd, J=2,3, 8,5 Hz), 6,67 (2H, d, J=8,5 Hz), 7,04 (2H, d, J=8,5
Hz), 7,16 (1H, d, J=8,5 Hz), 9,21 (1H, s), 9,28 (1H, s).

Ejemplo de referencia B2

Se inoculé una cepa 20-92 de Lactococcus (n°® FERM BP-10036) en un medio liquido de amplificacién que contenia
daidzeina y el cultivo se incubé a 37°C durante 7 a 24 horas bajo condiciones anaerobicas. Tras la incubacion, se
recolectaron las células y se conservaron criogénicamente para utilizarlas en los Ejemplos, posteriormente.

Ejemplo B1: confirmacién de la produccion de tetrahidrodaidzeina

Los experimentos siguientes se llevaron a cabo para confirmar que la tetrahidrodaidzeina es el producto intermedio
de la biosintesis de ecuol.

(1) Preparacién de material de células lisadas

Las células de la cepa 20-92 de Lactococcus conservadas a -80°C se descongelaron rapidamente. Se suspendieron
las células mediante golpes suaves y se centrifugaron a 4°C (8.000 rpm x 5 minutos) utilizando una centrifuga VC-
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960 (Taitec). Tras eliminar el sobrenadante, se afiadié tampon de fosfato potasico 0,1 M/PMSF 1 mM (fluoruro de
fenilmetanosulfonilo)/DTT 2 mM (ditiotreitol)/hidrosulfito s6dico 5 mM (pH 7,0) con el fin de obtener una suspension
celular. La suspensién celular se introdujo en un tubo de 2 ml preparado para incluir perlas de zirconio-silice
(aproximadamente 0,8 ml, 0,1 mm, 1 Ib; Wakenyaku Co., Ltd.) y el tubo se cargé con solucién de fosfato potéasico 0,1
M/PMSF 1 mM/DTT 2 mM/hidrosulfito sédico 5 mM (pH 7,0) hasta llenar el tubo practicamente por completo. Para el
lisado, el tubo se cerrd y se mantuvo sobre hielo, en donde se repitié cuatro veces un ciclo de centrifugacion a 6.500
rpm x 20 s y enfriamiento sobre hielo, utilizando FastPrep®-FP100A (Thermo Electron Corporation). El material de
células lisadas resultantes se utiliz6 como fuente de enzima en una reaccion enzimatica.

(2) Reaccién enzimatica

Se prepardé 1 ml de mezcla de reaccion enzimatica de la composicién indicada posteriormente, que contenia 0,1 ml
del material de células lisadas obtenido en (1), y la mezcla se incub6 a 37°C durante 2 horas. Tras la incubacion, se
afnadieron 3 ml de acetato de etilo al producto de reaccién enzimatica resultante para la extraccion. El producto se
secO para preparar una muestra para el analisis de HPLC.

Composicién de la mezcla de reaccion enzimatica

Tampon de fosfato potasico 0,1 M/PMSF 1 mM/DTT 2 mM/hidrosulfito sédico 5 mM (pH 7,0)
NADPH 2 mM
NADH 2 mM
10 pg/ml de dihidrodaidzeina o tetrahidrodaidzeina

(3) Produccion de tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina mediante reaccion enzimatica

La figura 9 muestra los resultados del analisis de HPLC del producto de reaccidn enzimatica obtenido mediante la
utilizacion de dihidrodaidzeina como sustrato y el material de células lisadas como fuente de enzima. La figura 9
muestra también los resultados del analisis de HPLC de la tetrahidrodaidzeina sintetizada en el Ejemplo de
referencia B1. Los resultados demuestran que el producto de reaccién enzimatica obtenido mediante la utilizacion de
dihidrodaidzeina como sustrato y el material de células lisadas como fuente de enzima incluye un producto
intermedio que presenta un tiempo de retencién correspondiente al tiempo de retencion de la trans-
tetrahidrodaidzeina, confirmando la produccién de trans-tetrahidrodaidzeina.

(4) Produccion de ecuol a partir de tetrahidrodaidzeina mediante reaccién enzimatica

La figura 10 muestra los resultados del analisis de HPLC del producto de la reaccién enzimatica obtenido mediante
la utilizacion de cis-tetrahidrodaidzeina o trans-tetrahidrodaidzeina como sustrato y el material de células lisadas
como fuente de enzima. Tal como se pone de manifiesto en la figura 10, el ecuol se produjo a partir de ambos
compuestos, demostrando que la tetrahidrodaidzeina se utiliza como sustrato en la biosintesis del ecuol tanto en
forma cis como en forma trans.

Ejemplo B2: confirmacién de la actividad de biosintesis de tetrahidrodaidzeina en sobrenadante centrifugado de
material de células lisadas y confirmacién de la dependencia de NADH o NADHP

Las células congeladas se descongelaron y se centrifugaron a 4°C durante 15 minutos (5.000 x g). El sedimento se
utilizé en el ensayo indicado posteriormente. En primer lugar, el sedimento (peso hiimedo: 2,7 g) se suspendié en 10
ml de una solucion de fosfato potasico 0,1 M que contenia PMSF 1 mM e hidrosulfito sédico 5 mM. Tras precalentar
a 37°C durante 5 minutos, se afiadié lisozima en una cantidad de 100 mg por cada gramo de sedimento (peso
humedo) para provocar una reaccion a 37°C durante 1,5 horas. A continuacién, se afiadié una cantidad equivalente
de solucion de fosfato dipotasico 0,1 M a la mezcla de reaccion y ésta se agitd vigorosamente con un mezclador
vortex tras afiadir perlas de zirconio-silice (3 ml). A continuacion, las células se lisaron con un sonicador (sonicador
Branson Cell Disruptor 200) (3 ciclos de una sonicacion de 5 minutos y un periodo de reposo de 2 minutos). La
suspension celular lisada se centrifugd a aproximadamente 10.000 x g durante 15 minutos, obteniendo un
sobrenadante, que seguidamente se utilizé como fuente de enzima.

Se preparé una mezcla de reaccién enzimatica de la composicion indicada posteriormente y se incubé a 37°C
durante 2 horas. Tras la incubacion, se afiadieron 5 ml de acetato de etilo al producto de reaccién enzimatica para la
extraccién. Seguidamente, el producto se seco para preparar una muestra para el analisis de HPLC.

Composicion de la mezcla de reaccion enzimatica

Sobrenadante centrifugado de células lisadas (fuente de enzima): 250 pl
NADH (100 mM) o NADPH (100 mM): 20 pl
Dihidrodaidzeina (1 mg/ml): 10 pl
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Tampon de fosfato potasico 0,1 M, pH 7/DTT 1 mM/hidrosulfito sédico 5 mM 720 pl
Total: 1.000 ul

Se muestran los resultados en la figura 11. Los resultados confirmaron la presencia de actividad de biosintesis de
tetrahidrodaidzeina en el sobrenadante centrifugado del material de células lisadas. También se confirmé que la
conversion de dihidrodaidzeina en tetrahidrodaidzeina era dependiente del coenzima NADH y mucho mas
fuertemente de NADPH.

Ejemplo B3: purificacion de tetrahidrodaidzeina

Enzima de sintesis

Se incubaron células de cepa 20-92 de Lactococcus durante 20 horas en 67 ml de un medio liquido de amplificacién
gue contenia daidzeina contenido en una botella de incubacion. Las células en cultivo de diez de dichas botellas se
centrifugaron y se suspendieron en un tampon de fosfato potasico 0,02 M (pH 7, en adelante "tampén A") que
contenia PMSF 1 mM (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) y DTT 4 mM (ditiotreitol). Las células se lisaron con una prensa
francesa (SLM Instruments Inc.) seis veces a 1.800 psi y la suspensién de células lisadas se centrifugé con el fin de
obtener un sobrenadante. Separadamente, se incubaron células de la cepa 20-92 de Lactococcus durante 18 horas
en 200 ml de un medio liquido contenido en una botella de incubacién. Las células en cultivo de cinco de dichas
botellas se lisaron de manera similar con una prensa francesa y se obtuvo un sobrenadante tras la centrifugacion.
Estos sobrenadantes, 38 y 47 ml, se mezclaron y 82 ml de la mezcla se alimentaron a sefarosa roja
(aproximadamente 7 ml) equilibrada con tamp6n A. Tras lavar la sefarosa roja con 150 ml de tampén A, la mezcla se
eluyé con tampén A que contenia NADPH 10 mM (20 ml/ fraccion). Se utilizé cada fraccion como fuente de enzima y
se midi6 la actividad de biosintesis de tetrahidrodaidzeina bajo las mismas condiciones que las de la reaccién
enzimatica del Ejemplo B2 (utilizando NADPH como coenzima). Como resultado se obtuvieron fracciones activas n°
lan°5.

Las fracciones n°® 1 a n°® 5, con actividad de biosintesis de tetrahidrodaidzeina, se concentraron mediante
ultrafiltracion utilizando una ultracentrifuga Amicon UFC801024 (corte de PM: 10.000), obteniendo un concentrado
(aproximadamente 2,1 ml). El concentrado se separd en tres porciones y se alimentd a la HPLC utilizando TSKgel
Phenyl-5PW (Tosoh) tras mezclar cada porcién con una cantidad equivalente de tampdn A que contenia sulfato
amonico 3 M. Las condiciones de la HPLC fueron las siguientes. Las proteinas se sometieron a ensayo mediante
medicién de la absorbancia a 280 nm.

Columna: TSKgel Phenyl-5PW

Caudal: 1 ml/min

Fraccion: 2 ml/2 minutos/fraccién

Eluyente A: tampon de fosfato potasico 0,02 M, pH 7/DTT 1 mM/hidrosulfito sédico 2,5 mM/isoPrOH al 0,5%
Eluyente B: eluyente A que contenia sulfato aménico 1 M

Programa de elucion:

Tiempo (minutos) (eluyente B) / (eluyente A + eluyente B)
0 1
5 1
25 0
45 0

Los resultados de la HPLC revelaron que la actividad de sintesis de tetrahidrodaidzeina se encontraba presente en
un amplio rango de fracciones (fracciéon n°® 15 y fracciones posteriores, tiempo de retencién de 30 minutos y mas).
Dado este resultado, las fracciones de HPLC n° 19 a n°® 22 se mezclaron y se concentraron mediante ultrafiltracion
(ultracentrifuga Amicon UFC801024, corte de PM: 10.000). A partir de aproximadamente 130 pl del concentrado se
alimentaron 100 ul a una HPLC de filtracion en gel que utilizaba TSKgel G2000SWXL (Tosoh), bajo las condiciones
siguientes:

Columna: TSKgel G2000SWXL

Caudal: 0,6 ml/minuto

Fraccion: 1,2 ml/2 minutos/fraccién

Eluyente: tampodn de fosfato potasico 0,05 M, pH 7/DTT 1 mM/hidrosulfito sédico 2,5 mM/isoPrOH al 1%/NacCl
0,3M

La figura 12 muestra los resultados de la HPLC de filtracion en gel. La figura 13 muestra los resultados del SDS-
PAGE de cada fraccion llevada a cabo bajo condiciones reductoras. Los resultados mostraron bandas de 28 y 32
kDa bajo condiciones reductoras en la fraccibn n® 7, una fraccidon principal de actividad de sintesis de
tetrahidrodaidzeina.

59



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2424470 T3

Ejemplo B4: andlisis de la secuencia de aminoacidos del enzima de sintesis de tetrahidrodaidzeina

La fraccion (fraccion n° 7) que presentaba actividad de sintesis de tetrahidrodaidzeina obtenida en el Ejemplo B3 se
utilizé como muestra para el andlisis de EM. Mas concretamente, la muestra se separd mediante SDS-PAGE y se
recortaron las bandas. Las bandas recortadas se redujeron mediante alquilacion dentro del gel y se digirieron con
tripsina en el gel. Se recogieron los péptidos digeridos con tripsina y se purificaron para el analisis mediante CL-EM.
Los datos obtenidos del andlisis de CL-EM se analizaron mediante secuenciacién de novo utilizando el software de
apoyo al andlisis de EM PEAKS® (Infocom) para calcular y estimar las secuencias de aminoacidos de los péptidos.
Concretamente, lo anterior se llevd a cabo siguiendo los procedimientos indicados posteriormente.

(1) Materiales del experimento

El experimento utilizé los materiales siguientes:

SuperSep HG 10/20% (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.); kit de tincién de gel Flamingo (Bio-Rad); TCEP (tris[2-
carboxietillfosfina) (Pierce); marcador de peso molecular (Apro Science); DTT (Calbiochem); yodoacetamida (Wako
Pure Chemical Industries, Ltd.); acetonitrilo (Kanto Kagaku); tripsina (Promega); TFA (Pierce); bicarbonato aménico
(Sigma); agua amoniacal (Merck); acido férmico (Kanto Kagaku); Empore Cation-SR Disk (Sumitomo 3M); columna
de concentracién MonoCap (GL Science); MonoCap para nanoflujo 0,1 x 150 mm (GL Science); FortisTip (AMR);
concentrador SpeedVac (SAVANT); automuestreador HTS-PAL (CTC-Analytics); Chorus 220 (CTC-Analytics);
QSTAR Pulsar i (Applied Biosystems) y software PEAKS® (Infocom).

(2) Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida

Se afiadié 1 pl de TCEP 100 mM a 20 pl de la fraccion (fraccién n°® 7) que presentaba actividad de sintesis de
tetrahidrodaidzeina obtenida en el Ejemplo B3. Tras la reduccion a 70°C durante 10 minutos, se aplicé la muestra
entera a SuperSep HG y se llevé a cabo la SDS-PAGE mediante el método ordinario. Tras la electroforesis, el gel se
tifié con el kit de tincién de gel Flamingo (Bio-Rad) (ver la figura 14). A continuacion, se recortaron cada una de las
bandas LG1 y LG2 que aparecieron tras la tincion hasta un tamafio de aproximadamente 1 mm?. Los geles
recortados se lavaron con solucién de bicarbonato aménico 100 mM, se deshidrataron con acetonitrilo y se secaron
y solidificaron con un concentrador SpeedVac.

(3) Digestién con tripsina en gel

Se afiadié una solucion de DTT (1,54 mg/ml en bicarbonato amonico 100 m) a los geles secos y la mezcla se incubé
a 55°C durante 45 minutos para provocar la reduccion. Tras descartar la solucion de DTT, se afiadié una solucién de
yodoacetamida (10,1 mg/ml en bicarbonato amdénico 100 m) y la mezcla se incubd a temperatura ambiente durante
30 minutos en la oscuridad. Tras descartar la solucion, los geles se lavaron sucesivamente con una solucion de
acetonitrilo al 50%, una solucién de acetonitrilo al 100%, una solucién de bicarbonato aménico 100 mM y una
solucion de acetonitrilo al 100%, seguido de secado y solidificacion con un concentrador SpeedVac. A continuacién
se afiadié una cantidad pequefa de solucién de tripsina (12,5 pg/ml en bicarbonato aménico 50 mM) a los geles
secos para impregnarlos durante 45 minutos sobre hielo. Tras la impregnacion, se eliminé el exceso de solucion de
tripsina y se afiadié una solucion de bicarbonato amoénico 50 mM hasta sumergir los geles. A continuacion se llevé a
cabo la reaccién a 37°C durante 16 horas.

(4) Andlisis de la secuencia de aminoacidos mediante espectrometria de masas

Se recolectaron los péptidos digeridos con tripsina y se pretrataron mediante purificacion de los péptidos con una
columna simple rellena de Empore Cation-SR Disk en la punta de la pipeta. Los péptidos digeridos con tripsina se
recolectaron mediante lavado con una solucién de TFA al 0,1%/acetonitrilo al 90%. En la columna simple, la muestra
se tratd en primer lugar con una solucion equilibrada de TFA al 0,1%/acetonitrilo al 2%. Tras la adsorcion de las
muestras, la columna se lavé con una solucion de TFA al 0,1%/acetonitrilo al 90% y la muestra se eluy6 con una
solucién de amonio al 5%/acetonitrilo al 30%. Tras la elucion, los péptidos digeridos se secaron y se concentraron
con un concentrador SpeedVac. El pH de la solucion de péptidos digeridos se ajust6é a aproximadamente 3 mediante
la adicion de TFA y la muestra se monté en el automuestreador HTS-PAL. La muestra montada en el HTS-PAL
seguidamente se lavo en la columna mediante la carga de la misma en una columna de concentracion de muestras
situada en la valvula inyectora de la CL-EM. La muestra en la columna concentradora se separé con una columna
analitica utilizando nanoHPLC-Chorus 220 y se analiz6 con QSTAR Pulsar i tras la ionizacion con FortisTip montado
en la columna analitica. Las condiciones del andlisis de CL-EM fueron las siguientes:

CL Chorus220

Solvente A: acido férmico al 0,1%/acetonitrilo al 2%
Solvente B: acido formico al 0,1%/acetonitrilo al 90%
Caudal: 300 nl/minuto

Gradiente 5% de A - 65% de B/20 minutos
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EM

Modo positivo NanoESI, modo de captacion dependiente de informacion (m/z)=400 a 1.400, durante 25 pulsos,
estado de carga=2 a 4); 4 experimentos/1l ciclo: Experimento 1 (TOF-EM, m/z=400 a 1.400, tiempo de
acumulacion=1 s); Experimentos 2 a 4 (i6n producto positivo, m/z=100 a 1.400, tiempo de acumulacién=2 s).

Los datos captados por la CL-EM para cada banda LGl y LG2 (ver la figura 14) se analizaron mediante
secuenciacion de novo utilizando el software PEAKS® para estimar las secuencias de aminoacidos de los péptidos
digeridos.

Ejemplo B5: andlisis de la secuencia de ADN gendmico periférica del gen del enzima de sintesis (E1) de
dihidrodaidzeina

(1) Preparacién de la biblioteca de ADN gendémico para la PCR inversa

El ADN gendmico de la cepa 20-92 de Lactococcus (n°® FERM BP-10036) purificada segun el Ejemplo A5 se digirié
con enzimas de restriccion (BamHlI, EcoRl, Hindlll, Kpnl, Pstl, Sacl, Sall, Sau3Al, Xhol; todos disponibles de Takara
Bio) a 37°C durante 16 horas con el fin de obtener los fragmentos de ADN. Tras el tratamiento con fenol-cloroformo,
los fragmentos se purificaron mediante precipitacion con etanol. Los fragmentos de ADN genémico purificados se
autoligaron utilizando el kit de ligacion TaKaRa ver. 2.1 (Takara Bio). Cada solucion de ligacion se diluy6 diez veces
con agua esterilizada para preparar una biblioteca de ADN gendmico para la PCR inversa.

(2) PCR inversa

Se utilizé 1 pl (equivalente a 40 ng) de la biblioteca de ADN gendémico para la PCR inversa obtenida en (1), como
molde para amplificar las regiones de cadena arriba y de cadena abajo del ADN gendémico préximo al polinucleétido
E1 utilizando la PCR inversa. Los fragmentos tratados con Pstl y Xhol se utilizaron como ADN molde para la PCR
inversa de amplificacion de la regién de cadena arriba. Para la PCR inversa de amplificacion de la region de cadena
abajo, se utilizaron los fragmentos tratados con Hindlll, Pstl, Sacl y Xhol como ADN molde. Se utiliz6 Tag LA
TaKaRa (Takara Bio) para la PCR inversa. La primera PCR se llevo a cabo utilizando 20 pl de una mezcla de
reaccion que contenia: 1x tampdén de PCR (sin Mgz+); cebadores, 0,5 nM de cada uno; dNTP, 0,5 mM de cada uno;
MgClz, 2,5 mM; y Taq LA TaKaRa, 0,2 U. Se utilizé 1 pl (40 ng) de una solucion diluida de la biblioteca de ADN
gendmico como molde. Programa de amplificacion: 98°C durante 1 minuto (95°C durante 10 s, 62°C durante 10 s,
68°C durante 10 minutos) x 35 ciclos, 68°C durante 15 minutos. La PCR anidada posterior se llevé a cabo utilizando
0,5 pl del primer producto de PCR como molde y 30 pl de una mezcla de reaccién que contenia 1x tampén de PCR
(sin Mg2+); cebadores, 0,5 nM de cada uno; dNTP, 0,5 mM de cada uno; MgCl, 2,5 mM; y Taq LA TaKaRa, 0,3 U.
Programa de amplificacion: 98°C durante 1 minuto (95°C durante 10 s, 62°C durante 10 s, 68°C durante 10 minutos)
X 30 ciclos, 68°C durante 15 minutos.

(2-1) Cebadores

Los juegos de cebadores utilizados para la PCR inversa fueron los siguientes.

(2-1-1) Lado cadena arriba

Primera PCR: RACE-N-PE-1y E1-Bub-N-P1
PCR anidada: RACE-N-PE-2 y E1-Bub-N-P2

(2-1-2) Lado cadena abajo

Primera PCR: RACE-C-PE-1y E1-Bub-C-P1
PCR anidada: RACE-C-P3-2 y E1-Bub-C-P2

(2-2) Secuencias de cebador

Las secuencias de los cebadores utilizados para la amplificacion de los lados de cadena arriba y de cadena abajo
mediante PCR inversa fueron los siguientes:

secuencias de cebador para la amplificacion del lado de cadena arriba:
RACE-N-P3-1: ATGGAGATAGTGCCGCTGGCAAGGCAACGGCAC (SEC ID n° 43)
RACE-N-PE-2: TCAACGAAGACTCGATTTGAGCGAGAGGCGAGG (SEC ID n° 44)
E1-Bub-N-P1: ACGGTGGAACCGGCATCGTGTTCATGGACAAC (SEC ID n° 45)
E1-Bub-N-P2: GCGTGACCCAGTTCCACCATGTCGGACTGTC (SEC ID n° 46)

secuencias de cebador para la amplificacion del lado de cadena abajo:
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RACE-C-P3-1: GACATCCCGTTCGAGCGCAGGATCACCCATGAG (SEC ID n° 47)
RACE-C-P3-2: AGGATCACCCATGAGCGCATCGCTATCATGGAC (SEC ID n° 48)
E1-Bub-C-P1: CATCGCTCTTGCAGTCGTTGTCCAGGAAGTCC (SEC ID n° 49)

E1-Bub-C-P2: TTGTCCAGGAAGTCCATCGCGTACACGACGGAG (SEC ID n° 50)

Observar que la totalidad de los oligos de ADN utilizados como cebadores de amplificacion en el presente Ejemplo
fueron sintetizados por Sigma-Aldrich Japan.

(3) Purificacién y determinacién de la secuencia de bases de los fragmentos de ADN gendmicos periféricos
amplificados por PCR inversa, del gen del enzima de sintesis de dihidrodaidzeina

Se afiadio 10 x dia al producto de PCR anidada obtenido en (2), en una cantidad 1/10 del producto de PCR anidada.
A continuacion, 5 pl se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8%. Esto confirmé la amplificacion de
fragmentos de ADN de 0,5 kb (Pstl) y de 3,5 kb (Xhol) en la region de cadena arriba, y de fragmentos de ADN de 1
kb (Hindlll), 1 kb (Sacl) y 2,5 kb (Xhol) en la regién de cadena abajo. En el presente ejemplo, la electroforesis en
agarosa utilizé bromuro de etidio (Nippon Gene) para la tincion y A/Styl (Nippon Gene) y escalera de 100 pb
(Toyobo) como marcadores de peso molecular. Los fragmentos de ADN amplificado se recortaron de gel de agarosa
y se purificaron utilizando un kit de extraccion de gel QIAGEN (Qiagen). Las secuencias de bases de los fragmentos
de ADN purificados seguidamente se determinaron mediante el método de secuenciacion directa y el método de
paseo génico, utilizando los cebadores utilizados para la amplificacion.

(4) Andlisis de la secuencia genémico y estimacién del ORF (marco de lectura abierto)

Las secuencias de ADN obtenidas en (3) se sometieron a andlisis de ensamblaje utilizando el software de
ensamblaje de secuencias SEQUENCER (Gene Codes Inc., USA). Ademas, se llevé a cabo la estimacion del ORF.
El analisis determiné la secuencia de 6.685 pb en la region gendmica periférica que incluia el gen del enzima E1. La
figura 15 ilustra esquematicamente la estructura gendémica periférica analizada, incluyendo el gen del enzima de
sintesis de dihidrodaidzeina. La estimacion del ORF encontré tres ORF cadena arriba del gen del enzima E1 (el
extremo N-terminal no identificado en uno de los ORF) y un ORF en el lado de cadena abajo. Los ORF cadena
arriba se denominaron US ("upstream" [cadena arriba]), US2 y US3, en este orden, alejandose del enzima de
sintesis de dihidrodaidzeina. EI ORF de cadena abajo se denominé DS ("downstream” [cadena abajo]) 1.

Ejemplo B6: comparacién de las secuencias de péptidos digeridos con la secuencia gendémica mediante analisis de
CL-EM

Las secuencias de aminoacidos estimadas obtenidas en el Ejemplo B4 se compararon con los datos de la secuencia
del ADN gendémico periférico del gen del enzima de sintesis (E1) de dihidrodaidzeina determinado en el Ejemplo B5.
Como resultado, algunas de las secuencias obtenidas principalmente de LG2 correspondian a la secuencia
polipeptidica inferida a partir de la secuencia de nucleétidos ORF-US2. Lo anterior sugiere la posibilidad de que el
polipéptido ORF-US2 pueda ser el enzima de sintesis de la tetrahidrodaidzeina. Las secuencias de péptidos
digeridos que correspondian al polipéptido ORF-US2 se muestran posteriormente. Las figs. 16-1, 16-2 y 16-3
muestran los datos obtenidos mediante CL-EM.

Tabla 1

m/z z Masa Péptido Puntuacion (%)
629,348 2 1.256,682 TPGVAASVADEXK (SEC ID n° 51) 100,0

452,256 2 | 902,497 MPGAPVFGK (SEC ID n° 52) 99,8

487,847 2 973,680 KXXXTGTTK (SEC ID n° 53) 99,8

654,670 3 1.960,988 VTQEXXCAHGAFVCGSGR (SEC ID n° 54) 99,6

644,348 2 1.286,681 WXSPEESVGQR (SEC ID n° 55) 96,8

449,795 2 897,576 AQEVKVPK (SEC ID n° 56) 74,9

En la tabla anterior, m/z representa la proporcién masa-carga, z es el nUmero de cargas, masa es la masa del
péptido y péptido son las secuencias estimadas de aminoacidos. La puntuacién representa el porcentaje de
precision del célculo de secuencia realizado por el software PEAKS (siendo 100% la maxima precision). Observar
que, debido a que la isoleucina (I) y la leucina (L) presentan el mismo peso molecular y son indistinguibles, ambas
se indican con una X en las secuencias de péptidos digeridos correspondientes al polipéptido ORF-US2.

Ejemplo B7: sintesis de polipéptido ORF-US2 utilizando el sistema acelular de sintesis de proteinas y confirmacién
de la actividad de sintesis de tetrahidrodaidzeina

Se sintetizé el polipéptido ORF-US2 utilizando el sistema acelular de sintesis de proteinas (PURESYSTEM Classic Il
mini; Post Genome Institute Co., Ltd.) y se confirmé su actividad de sintesis de tetrahidrodaidzeina.
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(1) Preparacion de ADN molde

Mediante una PCR en dos etapas se prepar6 ADN molde polinucleétido ORF-US2 para la sintesis acelular de
proteinas.

(1-1) Cebadores
Los cebadores utilizados para la PCR para preparar el ADN molde de ORF-US2 eran los siguientes:

E2-invitroTS-FP1: ACTTTAAGAAGGAGATATACCAATGGCACAGGAAGTCAAAGTCC (SEC ID n° 57)
E2-invitroTS-RP: CTAGACCTCGATCTCGCCCTGCATGCCG (SEC ID n° 58)

Cebador universal:

GAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGA
GATATACCA (SEC ID n° 59)

Tanto E2-invitroTS-FP1 como EZ2-invitroTS-RP fueron sintetizados por Sigma-Aldrich Japan basandose en la
secuencia de nucledtidos de ORF-US2 determinada en el Ejemplo B5. El cebador universal se obtuvo a partir de la
uniéon del PURESYSTEM Classic Il mini (Post Genome Institute Co., Ltd.).

(1-2) Preparacién del ADN molde mediante PCR en dos etapas

El ADN molde utilizado para la sintesis del polipéptido ORF-US2 se prepar6 mediante una PCR en dos etapas
segun los manuales. En el presente ejemplo, la PCR utilizé el enzima de clonacién por PCR de alta fidelidad Easy-
A® (ADN polimerasa, Stratagene) y el sistema de PCR GeneAmp PCR System 9700 (dispositivo de PCR, Applied
Biosystems).

En la primera PCR, se utilizd el ADN genémico de la cepa 20-92 de Lactococcus como molde para amplificar el
polinucleétido ORF-US2, utilizando los cebadores E2-invitroTS-FP1 y E2-invitroTS-RP proporcionados en (1-1). El
producto de PCR resultante (polinucleétido ORF-US2) se utiliz6 como molde para llevar a cabo la segunda PCR
utilizando el cebador universal y ES-invitroTS-RP. Se purificaron 300 pl (50 pl x 6) del producto de PCR utilizando el
kit de purificacién de PCR (Qiagen) y se utiliz6 como ADN molde (ADN molde para la sintesis del polipéptido ORF-
US2) para sintetizar el polipéptido ORF-US2. La primera y segunda PCR se llevaron a cabo bajo las condiciones
siguientes.

Primera PCR: 50 ul de mezcla de reaccién que contenia cebadores de amplificacion, 10 pmoles de cada uno; dNTP,
2,5 pmoles de cada uno; ADN gendmico derivado de la cepa 20-92 de Lactococcus, 40 ng; tampon Easy-A
(Stratagene), y enzima de clonacién por PCR de alta fidelidad Easy-A®, 2 U (Stratagene). Programa de
amplificacién: 95°C durante 2 minutos (95°C durante 45 s, 58°C durante 20 s, 72°C durante 1 minuto) x 30 ciclos,
72°C durante 3 minutos.

Segunda PCR: 50 pl de mezcla de reaccion que contenia cebadores de amplificacion, 10 pmoles de cada uno;
dNTP, 2,5 pmoles de cada uno; mezcla de reaccion de primera PCR, 0,5 pl; tampon Easy-A, y enzima de clonacién
por PCR de alta fidelidad Easy-A®, 2 U. Programa de amplificacion: 95°C durante 2 minutos (95°C durante 45 s,
45°C durante 20 s, 72°C durante 1 minuto) x 5 ciclos (95°C durante 45 s, 60°C durante 20 s, 72°C durante 1 minuto)
X 25 ciclos, 72°C durante 3 minutos.

(2) _Sintesis proteica acelular _de polipéptido  ORF-US2 y confirmacién de la actividad de sintesis de
tetrahidrodaidzeina

Se descongelaron sobre hielo 25 pl de solucion A y 10 pl de solucion B de PURESYSTEM Classic Il mini,
conservados a -80°C, y se mezclaron entre si. A continuacion, se afiadieron 0,6 pg (60 ng/ul, 10 ul) de ADN molde
de sintesis de polipéptido ORF-US2 (incluyendo una secuencia de promotor de T7 y una secuencia de unién
ribos6mica 5' cadena arriba del codén de inicio) preparados mediante la segunda PCR. Se ajusté el volumen total a
50 ul mediante adicién de agua esterilizada y la mezcla se incubd a 37°C durante 90 minutos para sintetizar un
polipéptido diana. A modo de control positivo de la sintesis de proteinas con este sistema se utilizaron 0,5 pg (0,2
pg/pl, 2 pl) de ADN molde de sintesis de dihidrofolato reductasa (DHFR), proporcionado como unién de
PURESYSTEM Classic Il mini. No se afiadi6 ADN molde en un control negativo y sélo se utilizé6 agua esterilizada.
Para la medicion de la actividad, se afiadieron 40 pl de la mezcla de reaccion a un tampoén de reaccién enzimatica
con la composicion indicada posteriormente, y la mezcla se incubé a 37°C durante 6 horas. Tras la reaccion, la
mezcla de reaccion enzimatica se extrajo con 3 ml de acetato de etilo. El extracto se secé y se disolvié en tampon de
electroforesis y la tetrahidrodaidzeina en la mezcla de reaccién enzimatica se sometié a ensayo mediante analisis de
HPLC.
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Composicién del tampdn de reaccién enzimatica

tampon de fosfato potasico 0,1 M/PMSF 1 mM/DTT 2 mM/hidrosulfito sédico 5 mM (pH 7,0)
NADPH 2 mM

NADH 2 mM

10 pg/ml de dihidrodaidzeina

Las muestras con el ADN molde de sintesis de dihidrofolato reductasa (DHFR) expresaron con éxito la proteina a
partir del ADN, mientras que no se observd expresién proteica en muestras sin ADN molde. Estos resultados
sugieren que el experimento en efecto resultoé apropiado.

Se muestran los resultados en la figura 17. La mezcla de reaccion que expresaba el polipéptido ORF-US2
presentaba un pico de tetrahidrodaidzeina aproximadamente en la posicion de 6,7 minutos 6 horas después de la
reaccion, mientras que no se observé pico de tetrahidrodaidzeina en la mezcla de reaccion sin sintesis de proteinas
(NC) y en la mezcla de reaccion que expresa dihidrofolato reductasa (DHFR). Ademas, aunque la mezcla de
reaccion que expresaba el polipéptido ORF-US2 presentaba un nivel reducido de dihidrodaidzeina (sustrato) debido
a la biosintesis de tetrahidrodaidzeina, no se observé una reduccion de la dihidrodaidzeina en la mezcla de reaccion
sin sintesis de proteinas (NC) y en la mezcla de reaccién que expresaba dihidrofolato reductasa (DHFR). Estos
resultados demuestran que el polipéptido ORF-US2 presenta actividad de sintesis de tetrahidrodaidzeina a partir de
dihidrodaidzeina. Por lo tanto, puede afirmarse que el polipéptido ORF-US2 corresponde al polipéptido E2.

Ejemplo B8: expresiéon de polipéptido ORF-US2 recombinante utilizando Escherichia coli, y confirmacién de la
actividad de sintesis de tetrahidrodaidzeina

Se utilizo el sistema pET, un sistema de expresion de proteinas recombinante que utiliza Escherichia coli, para
expresar el polipéptido ORF-US2 y se confirmd su actividad de sintesis de tetrahidrodaidzeina.

(1) Preparacioén de vector de expresién del polipéptido ORF-US2

Para preparar un vector de expresion de polipéptido ORF-US2 (pET21-US2), se amplific6 por PCR el ADN en la
region del marco de lectura abierto del polipéptido ORF-US2.

Se prepararon los cebadores de amplificacion siguientes basandose en la secuencia del polipéptido ORF-US2
determinada en el Ejemplo B5.

exp.US2 pet F Nde: TATACATATGGCACAGGAAGTCAAAGTC (SEC ID n° 60)
exp.US2 pet: AATCGAATTCCTAGACCTCGATCTCGCCCTGC (SEC ID n° 61)

Para la insercion en pET21a (Novagen), se disefiaron los cebadores de amplificacion exp.US2 pet F Nde y exp.US2
pet para que incluyesen las secuencias de restriccion Ndel y EcoRl, respectivamente.

Se llevé a cabo una reaccién de PCR utilizando 25 pl de una mezcla de reaccién que contenia los cebadores, 5
pmoles de cada uno; dNTP, 5 nmoles de cada uno; ADN genémico de la cepa 20-92 de Lactococcus, 40 ng; 10x
tampon para la ADN polimerasa KOD-plus (Toyobo), 2,5 ul; ADN polimerasa KOD-Plus, 0,3 U (Toyobo). Programa
de amplificacion: 95°C durante 3 minutos (94°C durante 30 s, 60°C durante 30 s, 68°C durante 1 minuto) x30 ciclos,
68°C durante 7 minutos. Dispositivo de PCR: sistema de PCR GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). El
andlisis de una parte de la mezcla de reaccion de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa detect6 una banda
de un tamafio esperado. El producto de PCR entero se recolectdé con un kit de purificaciéon por PCR QIAGEN

(Qiagen).

Los fragmentos de ADN recolectados de esta manera se cortaron con los enzimas de restriccion Ndel y EcoRI y se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa. A continuacion, se recorté una porcion que contenia la banda diana y
se purificaron y se recolectaron con un kit de extraccion de gel Qiagen (Qiagen). Tras la recoleccion, los fragmentos
de ADN se ligaron a 16°C durante la noche con pET21a digerido con Ndel y EcoRl, utilizando un kit de ligacion de
ADN ver.2.1 (Takara Bio). La mezcla de reaccion ligada seguidamente se utilizé para transformar la cepa JM109 de
Escherichia coli (Takara Bio).

El transformante se cultivé a 37°C durante la noche en una placa de agar medio LB (GIBCO) que contenia ampicilina
(50 pg/ml). Las colonias individuales resultantes se cultivaron durante la noche en 3 ml de medio LB (GIBCO) que
contenia ampicilina (50 pg/ml). A continuacion, se extrajo ADN plasmidico utilizando un extractor automatico de
plasmidos PI-100 (KURABO).

La secuencia de bases del ADN insertado en el plasmido se secuencié mediante el método del pigmento-terminador.

Lo anterior confirmé la insercion con éxito del polinucleétido ORF-US2, tal como se pretendia. En el presente
ejemplo, se determiné la secuencia de ADN utilizando el secuenciador de ADN ABI3700 (Applied Biosystems).
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(2) Expresion y confirmacioén del polipéptido ORF-US2 recombinante en Escherichia coli

Se utilizaron el plasmido que expresaba polipéptido ORF-US2 recombinante, pET21-US2, y el plasmido pET21a
(control negativo), para transformar la cepa BL21 (DE3) de Escherichia coli (Novagen). Para obtener colonias
individuales, los transformantes se cultivaron durante la noche a 37°C en una placa de agar medio LB que contenia
ampicilina (50 pg/ml).

Cada E. coli BL21 (DE3) transformante se cultivd durante la noche a 37°C en 3 ml de medio liquido LB que contenia
ampicilina (50 pg/ml). A continuacioén, se precultivaron 0,5 ml del cultivo durante 3 horas (hasta que la DO a 630 nm
alcanzé aproximadamente 0,4) mediante la adicién de 50 ml de medio LB liquido que contenia la misma
concentracion de ampicilina. Tras ajustar la concentracion final a 1 mM mediante la adicién de IPTG (isopropil-B-
tiogalactopiranésido; Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), el cultivo se incub6 adicionalmente a 37°C durante 4
horas.

Tras la incubacion, las células se recolectaron mediante centrifugacion (6.000 rpm, 4°C, 15 minutos) utilizando un
Avanti HP25 (Beckman Coulter). Los procedimientos posteriores se llevaron a cabo sobre hielo. Tras eliminar el
sobrenadante (el medio), las células se suspendieron en 1 ml de tampo6n de fosfato potasico 0,1 M (pH 7,0, KPB-
PDH) que contenia PMSF 1 mM, DTT 2 mM e hidrosulfito s6dico 5 mM. A continuacion, la suspension celular se
introdujo en un tubo Assist de 2 ml cargado con 0,7 ml de perlas de zirconio-silice (BioSpec Products, Inc.) y 400 pl
de KPB-PDH. Seguidamente, las células se lisaron mediante dos ciclos repetidos de 6.500 rpm durante 20 segundos
y enfriamiento sobre hielo durante 3 minutos, utilizando FastPrep® (Thermo Electron Corporation). Como resultado,
se obtuvo una suspension de células lisadas.

La expresion de polipéptido ORF-US2 recombinante en E. coli se confirmé mediante electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE).

Se afiadieron 5 ul de 5x tampdn para muestras (Tris-HCI 125 mM (pH 6,5)/glicerol al 25%/SDS al 5%/2-
mercaptoetanol al 5%/BPB al 0,5%) a 20 ul de suspension de células lisadas. Tras desnaturalizar térmicamente a
98°C durante 5 minutos, la suspension se enfrié sobre hielo y 10 pl se sometieron a electroforesis mediante SDS-
PAGE. Se llevd a cabo la SDS-PAGE con una placa de gel disponible comercialmente (SuperSep® 5-20%; Wako
Pure Chemical Industries, Ltd.) y Quick CBB (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) para la tincion. Se utilizo la
escalera XL pretefiida de rango amplio (Apro Science) como marcadores de peso molecular.

Se muestran en la figura 18 los resultados de la SDS-PAGE. Se confirm6 un polipéptido recombinante con un peso
molecular de aproximadamente 29 kDa en la suspensién de células lisadas derivada del transformante de pET21-
us2.

(3) Confirmacién de la actividad de sintesis de dihidrodaidzeina del polipéptido ORF-US2 recombinante

La suspension de células lisadas obtenida en (2) del presente Ejemplo se utilizé como fuente de enzima para medir
la actividad de conversién de dihidrodaidzeina a tetrahidrodaidzeina. Como resultado, se confirmé la actividad en el
polipéptido ORF-US2 recombinante expresado.

En el presente ejemplo, se llevé a cabo la medicion de la actividad de conversion de dihidrodaidzeina a
tetrahidrodaidzeina de la manera siguiente.

Se preparé una mezcla de reaccién enzimatica con la composicion indicada posteriormente y la mezcla se incubd a
0°C durante 2 horas.

Composicion de la mezcla de reaccion enzimatica:

Suspensién de células lisadas (fuente de enzima): 100 pl
NADH (100 mM): 20 ul
NADPH (100 mM): 20 ul
Dihidrodaidzeina (2 mg/ml): 5l
KPB-PDH: 855 ul
Total: 1.000 ul

Tras la incubacion, se afadieron 3 ml de acetato de etilo a la mezcla de reaccion enzimatica para la extraccion. Tras
el secado, el extracto se disolvié en la fase movil (eluyente). El producto disuelto se analizé mediante HPLC para
medir el contenido de dihidrodaidzeina y de cis-tetrahidrodaidzeinas y trans-tetrahidrodaidzeinas en la mezcla de
reaccion enzimatica.

En la figura 19 se muestran los resultados del analisis de HPLC. En la suspension de células lisadas derivadas del

transformante de pET21-US2 que expresaba el polipéptido ORF-US2 recombinante, la dihidrodaidzeina (sustrato)
afnadida a la mezcla de reaccién enzimatica fue convertida en cis-tetrahidrodaidzeina (c-THD) y trans-
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tetrahidrodaidzeina (t-THD), mientras que no se detect6 tetrahidrodaidzeina en la mezcla de reaccién enzimatica en
el transformante de pET21a (control negativo).

Estos resultados demuestran que el polipéptido ORF-US2 recombinante presenta la actividad de sintesis de
tetrahidrodaidzeina a partir de dihidrodaidzeina. Por lo tanto, puede afirmarse que el polipéptido ORF-US2
recombinante corresponde al polipéptido E2.

Ejemplo C

Ejemplo C1: confirmacién de la actividad de biosintesis de ecuol de las células bacterianas a partir de
tetrahidrodaidzeina

Se inoculé una cepa 20-92 de Lactococcus (n°® FERM BP-10036) en un medio liquido de amplificacién que contenia
tetrahidrodaidzeina (un medio GAM Bouillon modificado (Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.) al que se afiadié cis-
tetrahidrodaidzeina o trans-tetrahidrodaidzeina (sintetizada organicamente por Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.; ver
el Ejemplo de referencia B1) en una cantidad de 10 pg/ml) y el cultivo se incub6 a 37°C durante 18 horas bajo
condiciones anaerdébicas (utilizando sistemas de recipientes de generacidon de gas BBL). Tras la incubacion, se
introdujo inmediatamente 1 ml del cultivo en un tubo de centrifuga de vidrio con tapa y se afiadieron 3 ml de acetato
de etilo al mismo para la extraccion. El producto se sec6 para preparar una muestra para el analisis de HPLC. A
modo de solucién estandar para el analisis de HPLC, se utilizé una solucién mixta de daidzeina (2 pg/ml, Funakoshi
Corporation), ecuol (2 pg/ml, Funakoshi Corporation), dihidrodaidzeina (2 pg/ml, Trend Research Chemicals Inc.),
cis-tetrahidrodaidzeina y trans-tetrahidrodaidzeina (2 pg/ml, ambos sintetizados quimicamente por Otsuka
Pharmaceutical Co., Ltd.).

Se muestran los resultados en la figura 20. La figura 20 muestra que la cepa 20-92 de Lactococcus presenta una
actividad de biosintesis de ecuol a partir de tanto cis-tetrahidrodaidzeinas como trans-tetrahidrodaidzeinas (figura
20, graficos en la parte intermedia e inferior). Observar que en las figuras, la daidzeina se abrevia como DZN, la
dihidrodaidzeina, como DD, la cis-tetrahidrodaidzeina, como ¢-THD, la trans-tetrahidrodaidzeina, como t-THD vy el
ecuol, como EQL.

Ejemplo C2: busqueda e identificacibn de enzima de sintesis de ecuol mediante un sistema de expresion

recombinante de proteinas utilizando Escherichia coli

Se utiliz6 el sistema pET (Novagen), un sistema de expresion recombinante de proteinas que utiliza Escherichia coli,
para expresar polipéptidos, cada uno de los cuales corresponde a tres polinucleétidos ORF (ORF-US3, US1 y DS1),
identificados en la secuencia de ADN genémico periférica del gen del enzima de sintesis (E1) de dihidrodaidzeina
determinado en el Ejemplo B5, en Escherichia coli. Se estudi6 la actividad de catalisis de conversion del ecuol a
partir de tetrahidrodaidzeina en busca del enzima de sintesis (E3) de ecuol.

(1) Preparacién de vector de expresion de polipéptido ORF

Para preparar un vector de expresion de cada polipéptido ORF (ORF-US3, US1 y DS1), el polinucleétido en al
regién del marco de lectura abierto de cada polipéptido se amplific6 mediante PCR y se insert6 en el vector pET21a
(Novagen).

(1-1) Cebador de amplificacién

Se prepararon los cebadores de amplificacion siguientes basandose en la secuencia del ADN gendmico periférica
del enzima de sintesis de dihidrodaidzeina (E1) determinado en el Ejemplo B5.

Polipéptido ORF-US3

exp.US3 F: TATACATATGGCAGAATTCGATGTTGAG (SEC ID n° 62)
exp.US3 R: CCGCAAGCTTCTACATAGTGGAGATCGCGTGG ORF-US (SEC ID n° 63)

Polipéptido ORF-US1

exp.US1 F: TATACATATGTTCAAGGGTCCACAGGGC (SEC ID n° 64)
exp.US1 R: GCTCGAATTCTTAGTGCTGCTGTGCCTTTTCAG (SEC ID n° 65)

Polipéptido ORF-DS1:

exp.DS1 F: ATATACATATGCAGGATATGGACTTCATGG (SEC ID n° 66)
exp.DS1 R: GCTCGAATTCTCATAGTGACATCAGCGCTCCC (SEC ID n° 67)

Para la insercién en pET21la (Novagen), los cebadores de amplificacion exp.US3 F, exp.US1 F y exp.DS1 F se
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disefiaron para que incluyesen la secuencia de restriccion Ndel; exp.US3 R para que incluyese la secuencia de
restriccion Hindlll, y exp.US1R y exp.DS1 R para que incluyese la secuencia de restriccién EcoRl.

(1-2) Amplificacién de cada polinucleétido ORF

Se llevé a cabo una reaccién de PCR utilizando 25 pl de una mezcla de reacciéon que contenia los cebadores, 5
pmoles de cada uno; dNTP, 5 nmoles de cada no; ADN gendmico de la cepa 20-92 de Lactococcus purificada en el
Ejemplo A5, 40 ng; 10x tampdn para la ADN polimerasa KOD-plus (Toyobo Co., Ltd.), 2,5 pl; ADN polimerasa KOD-
Plus, 0,3 U (Toyobo Co., Ltd.). Programa de amplificacién: 95°C durante 3 minutos (94°C durante 30 s, 60°C durante
30 s, 68°C durante 2 minutos) x 30 ciclos, 68°C durante 7 minutos. Dispositivo de PCR: sistema de PCR GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems). El analisis de una parte de la mezcla de reaccion de PCR mediante
electroforesis en gel de agarosa detectd una banda de un tamafio esperado para cada cebador. Se recolect6 el
producto de PCR entero utilizando un kit de purificacion por PCR QIAGEN (Qiagen).

(1-3) Preparacién de vector de expresion del polipéptido ORF

Los fragmentos de polinucledtido ORF-US3 recogidos en el procedimiento (1-2) se cortaron con los enzimas de
restriccion Ndel e Hindlll, y los fragmentos de polinucleétidos ORF-US1 y ORF-DS1 se cortaron con los enzimas de
restriccion Ndel y EcoRI. Los fragmentos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa. A continuacién, se
recortd una parte que contenia la banda diana y se purificd y recolect6 utilizando un kit de extraccion de gel Qiagen
(Qiagen). Tras la recoleccién, los fragmentos de polinucleétido se ligaron a 16°C durante la noche con pET21a
digerido con Ndel e Hindlll o EcoRl, utilizando un kit de ligacion de ADN ver.2.1 (Takara Bio). A continuacion, la
mezcla de reaccion ligada se utilizé para transformar Escherichia coli cepa JM109 (Takara Bio) mediante un método
ordinario. El transformante obtenido se cultivd a 37°C durante la noche en una placa de agar medio LB (GIBCO) que
contenia ampicilina (50 ug/ml). Las colonias individuales resultantes se cultivaron durante la noche en 3 ml de medio
LB (GIBCO) que contenia ampicilina (50 pg/ml). A continuacién, el ADN plasmidico se extrajo utilizando un extractor
automatico de plasmidos PI-100 (KURABO).

La secuencia de bases del ADN insertado en el plasmido se secuencié mediante el método del pigmento-terminador.
Lo anterior confirmé la insercion con éxito de cada polinuclettido, tal como se pretendia. De esta manera, se
obtuvieron pET-US3, pET-US1 y pET-DSL1. En el presente ejemplo, se determiné la secuencia de ADN utilizando el
secuenciador de ADN ABI3700 (Applied Biosystems).

(2) Expresion de cada polipéptido recombinante en Escherichia coli

(2-1) Preparacién de Escherichia coli BL21 transformante

Se utilizaron los plasmidos que expresaban polipéptido ORF recombinante, pET-US3, pET-US1, pET-DS1 y pET21a
(control negativo) para transformar Escherichia coli cepa BL21 (DE3) (Novagen) mediante un método ordinario. Para
obtener colonias individuales, los transformantes se cultivaron durante la noche a 37°C en una placa de agar medio
LB que contenia ampicilina (50 pg/ml).

(2-2) Induccién de la expresién de polipéptido recombinante

Cada E. coli BL21 (DE3) transformante se cultivd durante la noche a 37°C en 3 ml de medio LB liquido que contenia
ampicilina (50 pg/ml). A continuacion, se precultivaron 0,5 ml del cultivo durante 3 horas (hasta que la DO a 630 nm
alcanzo6 entre 0,4 y 0,7) mediante la adicion de 50 ml de medio LB liquido que contenia la misma concentracion de
ampicilina. Tras ajustar la concentracion final a 1 mM mediante la adicion de IPTG (isopropil-B-tiogalactopirandsido;
Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), el cultivo se incub6 adicionalmente a 37°C durante 4 horas. De esta manera
se indujo la expresion de polipéptido recombinante en Escherichia coli.

(2-3) Preparacion de suspension de células lisadas

Tras la induccion de la expresion en el procedimiento (2-2), se recolectaron las células mediante centrifugacion
(6.000 rpm, 4°C, 15 minutos) utilizando un Avanti HP25 (Beckman Coulter). Los procedimientos posteriores se
llevaron a cabo sobre hielo. Tras eliminar el sobrenadante (el medio), las células se suspendieron en 1 ml de tamp6n
de fosfato potasico 0,1 M (pH 7,0, en adelante abreviado como KPB-PDH) que contenia PMSF 1 mM, DTT 2 mM e
hidrosulfito sédico 5 mM. A continuacion, la suspension celular se introdujo en un tubo Assist de 2 ml cargado con
0,7 ml de perlas de zirconio-silice (BioSpec Products, Inc.) y 400 pl de KPB-PDH. Seguidamente las células se
lisaron mediante dos ciclos repetidos de 6.500 rpm durante 20 segundos y enfriamiento sobre hielo durante 3
minutos utilizando un FastPrep® (Thermo Electron Corporation). Como resultado, se obtuvo una suspension de
células lisadas.

67



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2424470 T3

(2-4) Confirmacion de la expresion de polipéptido recombinante mediante electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE)

La expresién de cada polipéptido ORF recombinante en E. coli se confirmé mediante SDS-PAGE. Se afiadieron 5 pl
de 5x tampdn para muestras (Tris-HCI 125 mM (pH 6,5)/glicerol al 25%/SDS al 5%/2-mercaptoetanol al 5%/BPB al
0,5%) a 20 pl de la suspension de células lisadas obtenida en el procedimiento (2-3). Tras la desnaturalizacién
térmica a 98°C durante 5 minutos, la suspensién se enfrié en hielo y 4 pl se sometieron a electroforesis mediante
SDS-PAGE. La SDS-PAGE se llevé a cabo con una placa de gel disponible comercialmente (SuperSep® 5-20%,
Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) y Quick CBB (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) para la tincién. Se utilizé la
escalera XL pretefiida de rango amplio (Apro Science) como marcadores de peso molecular. Se muestran los
resultados de la SDS-PAGE en la figura 21. La expresion de los polipéptidos ORF-US3 y ORF-DS1 recombinantes
con pesos moleculares de aproximadamente 52 kDa y 50 kDa se confirmo en las suspensiones de células lisadas
derivadas de los transformantes de pET-US3 y pET-DS1, respectivamente. No se observd expresion de polipéptido
ORF-US1 recombinante en la suspension de células lisadas derivada de transformante de pET-USL1.

Ejemplo C3: medicién de la actividad de sintesis de ecuol del polipéptido ORF recombinante

La suspension de células lisadas obtenida en el Ejemplo C2 se utilizé6 como fuente de enzima para medir la actividad
de conversion de tetrahidrodaidzeina en ecuol. En el presente ejemplo, la medicién de la actividad de conversion de
tetrahidrodaidzeina a ecuol se llevod a cabo de la manera siguiente.

Se preparé una mezcla de reaccion enzimatica con la composicién indicada posteriormente, y la mezcla se incubé a
37°C durante 1 hora.

Composicion de la mezcla de reaccion enzimatica

Suspensién de células lisadas (fuente de enzima): 100 pl
NADH (100 mM): 20 ul
NADPH (100 mM): 20 ul
Cis-tetrahidrodaidzeina (2 mg/ml): 5l
Trans-tetrahidrodaidzeina (2 mg/ml): 5l
KPB-PDH: 850 ul
Total: 1.000 ul

Tras la incubacion, se afiadieron 3 ml de acetato de etilo a la mezcla de reaccion enzimatica para la extraccion. Tras
el secado, el extracto se disolvié en la fase movil (eluyente). El producto disuelto se analizé mediante HPLC para
medir el contenido de dihidrodaidzeina, cis-tetrahidrodaidzeina, trans-tetrahidrodaidzeina y ecuol en la mezcla de
reaccion enzimatica. Como solucion estandar para el analisis de HPLC, se utiliz6 una solucién mixta de daidzeina (2
pg/ml, Funakoshi Corporation), ecuol (2 pg/ml, Funakoshi Corporation), dihidrodaidzeina (2 pg/ml, Trend Research
Chemicals Inc.), cis-tetrahidrodaidzeina y trans-tetrahidrodaidzeina (2 pg/ml, ambos sintetizados quimicamente por
Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.).

Como resultado del analisis de HPLC, en la suspension de células lisadas derivada del transformante de plasmido
pPET-US3 que expresaba el polipéptido ORF-US3 recombinante, la tetrahidrodaidzeina afiadida a la mezcla de
reaccion enzimatica se convirtié en ecuol (figura 22). Ademas, la actividad de conversién en dihidrodaidzeina, que es
un precursor de la tetrahidrodaidzeina, se confirmé durante la ruta biosintética de ecuol (figura 22). Respecto a los
transformantes de pET-US1 y pET-DS1, y el transformante de pET21a (control negativo), Unicamente se detectd
tetrhidrodaidzeina en la mezcla de reaccién enzimatica. Observar que en las figuras, la daidzeina se abrevia DZN, la
dihidrodaidzeina como DD, la cis-tetrahidrodaidzeina como c¢c-THD, la trans-tetrahidrodaidzeina como t-THD y el
ecuol como EQL.

Estos resultados demuestran que el polipéptido ORF-US3 presenta la actividad de biosintesis de ecuol a partir de
tetrahidrodaidzeina. Por lo tanto, puede afirmarse que el polipéptido ORF-US3 recombinante corresponde al
polipéptido E3.

Ejemplo D

Ejemplo D1: expresion y purificacién de enzima recombinante etiqguetado con His relacionado con la produccién
ecuol, utilizando Escherichia coli

Mediante la utilizaciéon de un sistema pET (Novagen), que es un sistema de expresion de proteinas recombinante
que utiliza Escherichia coli, se expresaron tres enzimas relacionados con la produccion de ecuol etiquetados con
His: enzima de sintesis de dihidrodaidzeina (E1), enzima de sintesis de tetrahidrodaidzeina (E2), enzima de sintesis
de ecuol (E3), seguido de la purificacién por afinidad utilizando una columna de purificacién (Ni) de proteinas
etiquetada con His.
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(1) Produccion de vector de expresidn de enzima etiguetado con His

Para producir vectores de expresion para los enzimas (E1, E2 y E3), se amplifico por PCR un polinucleétido en cada
region de marco de lectura abierto y se inserté en un vector pET21a.

(1-1) Cebador de amplificacién

Basandose en la secuencia genémica en la regién del enzima de sintesis de dihidrodaidzeina (E1) encontrado en el
Ejemplo B5, se produjeron los cebadores de amplificacién siguientes.

Enzima E1 etiquetado con His

exp.E1l pet F Nde: AGCTCATATGAAGAACAAGTTCTATCCGAA (n° de secuencia: 41)
exp.E1l pet His: AATCGAATTCGTACAGGTTGCAGCCAGCGATGT (n° de secuencia: 42)

enzima E2 etiquetado con His

exp.US2 pet F Nde: TATACATATGGCACAGGAAGTCAAAGTC (n° de secuencia: 60)
exp.E2 pet His. AATCGAATTCGAGACCTCGATCTCGCCCTGC (n° de secuencia: 68)

enzima E3 etiquetado con His

exp.US3 F: TATACATATGGCAGAATTCGATGTTGAG (n° de secuencia: 62)
exp.E3 R His: CCGCAAGCTTGTACATAGTGGAGATCGCGTGG (n° de secuencia: 69)

Para la insercion en pET21a (Novagen), se disefiaron los cebadores de amplificacion exp.E1 pet F Nde, exp.US2 pet
F y exp.US3 F para que incluyesen, cada uno, una secuencia de sitio de corte Ndel de enzima de restriccién; exp.E1
pet His y exp.E2 pet His se disefiaron para que incluyesen una secuencia de sitio de corte EcoRl, y exp.E3 R His se
disefi6 para incluir una secuencia de sitio de corte Hindlll.

(1-2) Amplificacién de polinucleétidos de enzima etiqueta con His

Se llevé a cabo una reaccién de PCR utilizando 25 pl de una mezcla de reaccién que contenia los cebadores, 5
pmoles de cada uno; dNTP, 5 nmoles de cada uno; ADN genémico de cepa 20-92 de Lactococcus (n°® FERM BP-
10036) purificado en el Ejemplo A5, 40 ng; 10x tampdn para la ADN polimerasa KOD-plus (Toyobo), 2,5 ul; ADN
polimerasa KOD-Plus (Toyobo), 0,3 U, utilizando un programa de amplificacion: 95°C durante 3 minutos (94°C
durante 30 s, 60°C durante 30 s, 68°C durante 2 minutos) x30 ciclos, 68°C durante 7 minutos (dispositivo de PCR:
sistema de PCR GeneAmpPCR System 9700 (Applied Biosystems)). El andlisis de una parte de la mezcla de
reaccion de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa detecté una banda de un tamafio esperado. El producto
de PCR completo se recolecté mediante el kit de purificacion por PCR QIAGEN (Qiagen).

(1-3) Produccién de vector de expresién de polipéptido enzima etiguetado con His

Los fragmentos de polinucledtido de enzima etiquetado con His recolectados en (1-2) se cortaron con los enzimas
de restriccion Ndel y EcoRI y se sometieron a electroforesis en gel de agarosa. A continuacion, se recorté la porcién
gue contenia la banda diana y se purifico y se recolecté con el kit de extraccion de gel Qiagen (Qiagen). Tras la
recoleccion, los fragmentos polinucledtidos se ligaron a 16°C durante la noche con pET21a digerido con Ndel y
EcoRl, utilizando el kit de ligacion de ADN ver.2.1 (Takara Bio). Con la mezcla de reaccion ligada, se llevé a cabo la
transformacion de Escherichia coli cepa JM109 (Takara Bio) siguiendo un método general. El transformante obtenido
de esta manera se cultivé a 37°C durante la noche en una placa de agar medio LB (GIBCO) que contenia ampicilina
(50 pg/ml). Las colonias individuales resultantes se cultivaron durante la noche en 3 ml de medio LB (GIBCO) que
contenia ampicilina (50 pug/ml). A continuacion, se extrajo el ADN plasmidico utilizando el extracto automatico de
plasmidos PI-100 (KURABO).

La secuencia de bases del ADN insertado en el plasmido se secuencié mediante el método del pigmento-terminador.
Lo anterior confirmd la insercion con éxito del polinucleétido ORF-US2 tal como se pretendia. Se obtuvieron pET-E1-
His, pET-E2-His y pET-E3-His. En el presente ejemplo se determiné la secuencia de ADN utilizando el secuenciador
de ADN ABI3700 (Applied Biosystems).

(2) Expresion y purificacion por afinidad de cada polipéptido enzima recombinante etiquetado con His en Escherichia
coli

(2-1) Produccién de Escherichia coli BL21 transformante

Mediante la utilizacion del plasmido pET-E1l-His, pET-E2-His, pET-E3-His para expresar el polipéptido enzima
etiquetado con His, se transformaron cepas de Escherichia coli BL21 (DE3) (Novagen) utilizando un método general.
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Los transformantes se cultivaron a 37°C durante la noche en placas de agar medio LB (GIBCO) que contenian
ampicilina (50 pg/ml), obteniendo de esta manera colonias individuales.

(2-2) Purificacién de los polipéptidos enzimas E1 y E2 recombinantes etiguetados con His

(2-2-1) Cultivo de Escherichia coli e induccion de la expresién de los polipéptidos enzimas E1 y E2 recombinantes
etiguetados con His

Cada uno de los transformantes de E. coli BL21 (DE3), transformados respectivamente con pET-E1-His y pET-E2-
His, se cultivé durante la noche a 37°C en 10 ml de medio liquido LB que contenia ampicilina (50 pg/ml). A
continuacion, se precultivaron 7,5 ml del cultivo durante 2 horas (hasta que la DO a 600 nm alcanzase
aproximadamente 0,5) mediante la adicion de 150 ml de medio liquido LB que contenia la misma concentracion de
ampicilina. Tras ajustar la concentracion final a 0,5 mM mediante la adicion de IPTG (isopropil-B-
tiogalactopiranésido, Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), el cultivo se incub6 adicionalmente a 30°C durante 4
horas, bajo agitacion suave, induciendo de esta manera la expresion de los polipéptidos enzimas E1 y E2
recombinantes etiquetados con His en Escherichia coli.

(2-2-2) Preparacion del lisado

Tras la induccién de la expresion en (2-2), el cultivo se centrifugé (6.000 rpm, 4°C, 10 minutos) utilizando un Avanti
HP25 (Beckman Coulter) para recolectar las células, obteniendo de esta manear polipéptidos enzimas E1 y E2
recombinantes etiquetados con His expresados en Escherichia coli, en cantidades de 0,66 g y 0,73 g,
respectivamente. Se afiadié una solucion de extraccion de proteinas Bugbuster (Novagen) a las células obtenidas en
una cantidad de 15 ml por gramo (peso humedo) de célula. La mezcla se suspendié suavemente con una pipeta y se
afiadio lisozima (Sigma) y benzonasa (Novagen) a la suspension en cantidades de 2.000 unidades/ml y 25 unidades
(1 ub/ml, respectivamente. A continuacién, la mezcla se agité lentamente con un agitador (RT-50: Taitec) a
temperatura ambiente durante 30 minutos, obteniendo de esta manera un lisado (lisado A). El lisado A se centrifugd
(8.000 rpm, 4°C, 15 minutos) con un Avanti HP25 (Beckman Coulter) para separar el sobrenadante (lisado B).

(2-2-3) Purificacién por afinidad de los polipéptidos enzimas E1 y E2 etiguetados con His

Mediante la utilizacién de His GraviTrap (GE Healthcare Bioscience) como columna de purificacién de proteinas
etiquetadas con His, se llevé a cabo la purificacion por afinidad de los polipéptidos enzimas E1 y E2 etiquetados con
His siguiendo el manual de instrucciones, excepto por alguna modificacion. Mas concretamente, se equilibré la
columna His GraviTrap con 10 ml de tampdn de unién enfriado con hielo, y se vertio la totalidad del lisado B
preparado en (2-2-2) en la mezcla de manera que los enzimas E1 o E2 diana etiquetados con His se adhiriesen a
His GraviTrap mediante caida libre. A continuacién, se lavo dos veces la columna His GraviTrap con 10 ml de
tampon de lavado enfriado con hielo, seguido de la eluciéon de los enzimas E1 y E2 diana etiquetados con His
procedentes de la columna His GraviTrap, utilizando 3 ml de tampdn de elucién. Se afiadié DTT (ditiotreitol, Wako
Pure Chemical Industries, Ltd.) al eluido de manera que la concentracion final fuese de 3 mM. Se dividié la mezcla
en microtubos de 300 pl. Se examind una parte de los microtubos para sus actividades enzimaticas de E1 y de E2
en los eluidos respectivos. El eluido se conservé a 4°C hasta su utilizacion para el ensayo enzimatico.

Las composiciones del tampdn de union, tampén de lavado y tampdn de elucion utilizados para la purificacion se
muestran a continuacion:

tampon de unién: Tris-HCI 20 mM, imidazol 20 mM (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), NaCl 0,5 M (Wako
Pure Chemical Industries, Ltd.), DTT 1 mM (ditiotreitol, Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), PMSF 1 mM
(fluoruro de fenilmetilsulfonilo, Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)

Tampon de lavado: Tris-HCI 20 mM, imidazol 60 mM, NaCl 0,5 M, DTT 1 mM (ditiotreitol), PMSF 1 mM (fluoruro
de fenilmetilsulfonilo)

Tampon de elucién: Tris-HCI 20 mM, imidazol 500 mM, NaCl 0,5 M, DTT 1 mM (ditiotreitol), PMSF 1 mM (fluoruro
de fenilmetilsulfonilo).

(2-3) Purificacién de polipéptido enzima E3 recombinante etiquetado con His

(2-3-1) Cultivo de Escherichia coli e induccién de la expresién de polipéptido enzima E3 recombinante etiguetado
con His

El transformante de E. coli BL21 (DE3), transformado con pET-E3-His, se cultivé durante la noche a 37°C en 50 ml
de medio liquido LB que contenia ampicilina (50 pg/ml). A continuacién, se precultivaron 20 ml del cultivo durante 3
horas (hasta que la DO a 600 nm alcanzase aproximadamente 0,4) mediante la adicion de 1 | de medio liquido LB
que contenia la misma concentracion de ampicilina. Tras ajustar la concentracion final a 0,5 mM mediante la adicién
de IPTG (isopropil-B-tiogalactopiranésido, Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), el cultivo se incubé adicionalmente
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a 37°C durante 4 horas, bajo agitacién, induciendo de esta manera la expresion del polipéptido enzima E3
recombinante etiquetado con His en Escherichia coli. Tras la inducciéon de la expresién, el cultivo se centrifugd
(6.000 rpm, 4°C, 10 minutos) utilizando un Avanti HP25 (Beckman Coulter) para recolectar las células. Para generar
una suspension se afiadié tampon de fosfato potasico 0,1 M que contenia PMSF 1 mM (fluoruro de
fenilmetilsulfonilo), DTT 2 mM (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) e hidrosulfito s6dico 5 mM (en adelante
"tampén A", pH 7,0). Tras la centrifugacion (6.000 rpm, 4°C, 10 minutos), se mantuvo el cultivo a -80°C.

(2-3-2) Preparacion del lisado

Las células conservadas a -80°C se descongelaron rapidamente y se centrifugaron (10.000xg, 15 minutos). Las
células se suspendieron mediante la adiciéon de 25 ml de nuevo tampén A. Para el lisado, las células se lisaron
mediante tres ciclos repetidos de 6.500 rpm durante 20 segundos y enfriamiento con hielo durante 3 minutos
utilizando FastPrep® (Thermo Electron Corporation). EI material celular lisado resultante se centrifugd (10.000 xg, 15
minutos). Se separ6 el sobrenadante para obtener un lisado.

(2-3-3) Purificacién por afinidad del polipéptido enzima E3 recombinante etiquetado con His

Se suministraron 4 ml del lisado obtenido en (2-3-3) a una columna HisTrap HP (GE Healthcare Bioscience), que es
una columna de purificacion de proteinas de fusion a etiquetas His, con el fin de purificar el polipéptido enzima E3
recombinante etiquetado con His, bajo las condiciones de purificacion indicadas posteriormente. Se midieron las
proteinas basandose en la absorbancia a 280 nm. El fraccionamiento utilizando un recolector de fracciones se inicio
tras reducirse la absorbancia a 280 nm de la fraccion eluida hasta la linea base.

Caudal: 1 ml/min.

Fraccion: 2 ml/2 minutos/fraccion.

Eluyente A: tampén de fosfato potasico 0,1 M (pH 7)/NaCl 0,5 M/isoPrOH al 1%.
Eluyente B: eluyente A que contiene imidazol 0,5 M.

Programa de elucion:

Tiempo (minutos) (Eluyente B)/(Eluyente A + Eluyente B)
0 0,05
5 0,05
25 0,5
30 1
35 1
37 0,05

Se observé la actividad de sintesis de E3 en las fracciones n° 7 a n® 9. Las fracciones activas obtenidas mediante
una pluralidad de purificaciones se agruparon, se mezclaron con glicerina en una proporcion de 8%, se reservaron a
-28°C y se disolvieron segun se requiriese para su utilizacion experimental.

Ejemplo D2: sintesis de tetrahidrodaidzeina a partir de daidzeina utilizando los enzimas E1 y E2 recombinantes
etiguetados con His

Mediante la utilizacién de los enzimas E1 y E2 recombinantes etiquetados con His obtenidos en el procedimiento (2-
2-3) del Ejemplo D1 como fuente de enzima, se prepard una mezcla de reacciéon enzimatica con la composicién
indicada posteriormente, y se hizo reaccionar a 37°C durante 2 horas con el fin de sintetizar tetrahidrodaidzeina a
partir de daidzeina. Ademas, las reacciones utilizando el enzima E1 o E2 recombinante etiquetado con His
individualmente como fuente de enzima se llevaron a cabo simultaneamente.

Composicién de la mezcla de reaccion enzimatica

Enzima E1 recombinante etiquetado con His: 20 pl
Enzima E2 recombinante etiquetado con His: 20 pl
NADH (100 mM): 20 pl
NADPH (100 mM): 20 pl
Daidzeina (2 mg/ml): 5ul
Tampon de fosfato potasico 0,1 M, pH 7/PMSF 1 mM/
DTT 2 mM/hidrosulfito sédico 5 mM: 915 pl
Total: 1.000 pl

Tras la incubacién, se afiadieron 3 ml de acetato de etilo (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) a la mezcla de
reaccion enzimatica obtenida, para la extraccion. Tras el secado, el extracto se disolvié en la fase movil (eluyente).
El producto disuelto se analiz6 mediante HPLC para medir el contenido de cis-tetrahidrodaidzeinas y trans-
tetrahidrodaidzeinas en la mezcla de reaccion enzimatica.
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A modo de solucidn estandar para el analisis de HPLC se utilizd una solucién mixta de daidzeina (2 pg/ml,
Funakoshi Corporation), ecuol (2 pg/ml, Funakoshi Corporation), dihidrodaidzeina (2 pg/ml, Trend Research
Chemicals Inc.), cis-tetrahidrodaidzeina (2 pg/ml, Ejemplo de referencia B1) y trans-tetrahidrodaidzeina (2 pg/ml,
Ejemplo de referencia B1).

La figura 23 muestra los resultados del analisis de HPLC. Al utilizar la mezcla de enzimas E1 y E2 recombinantes
etiguetados con His como fuente de enzima, se confirmé la presencia de cis-tetrahidrodaizeinas y trans-
tetrahidrodaidzeinas en el producto. Sin embargo, al utilizar el enzima E1 o E2 recombinante etiquetado con His
individualmente como fuente de enzima, no se confirmaron cis-tetrahidrodaidzeinas o trans-tetrahidrodaidzeinas en
el producto.

Ejemplo D3: sintesis de ecuol a partir de dihidrodaidzeina utilizando los enzimas E2 y E3 recombinantes etiquetados
con His

Mediante la utilizacién de los enzimas E2 y E2 recombinantes etiquetados con His obtenidos en los procedimientos
(2-2-3) y (2-3-3) del Ejemplo D1 como fuente de enzima, se prepard una mezcla de reaccién enzimatica con la
composicion indicada posteriormente, y se hizo reaccionar a 37°C durante 2 horas para sintetizar ecuol a partir de
dihidrodaidzeina. Ademas, se llevaron a cabo simultaneamente reacciones con el enzima E1 o E2 recombinante
etiquetado con His individualmente a modo de fuente de enzima.

Composicién de la mezcla de reaccién enzimatica

Enzima E2 recombinante etiquetado con His: 20 pl
Enzima E3 recombinante etiquetado con His: 20 pl
NADH (100 mM): 20 pl
NADPH (100 mM): 20 pl
Dihidrodaidzeina (2 mg/ml): 5l
Tampon de fosfato potasico 0,1 M, pH 7/PMSF 1 mM/
DTT 2 mM/hidrosulfito sédico 5 mM: 915 ul
Total: 1.000 pl

Tras la incubacion, se afiadieron 3 ml de acetato de etilo (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) a la mezcla de
reaccion enzimatica obtenida, para la extraccion. Tras el secado, el extracto se disolvié en la fase movil (eluyente).
El producto disuelto se analiz6 mediante HPLC para medir el contenido de ecuol en la mezcla de reaccion
enzimatica.

La figura 24 muestra los resultados del andlisis de HPLC. Al utilizar la mezcla de enzimas E2 y E3 recombinantes
etiguetados con His como fuente de enzima, se confirmé la presencia de ecuol en el producto. Sin embargo, al
utilizar el enzima E2 o E3 recombinante etiquetado con His individualmente como fuente de enzima, no se confirmo
la presencia de ecuol en el producto.

Ejemplo D4: sintesis de ecuol a partir de daidzeina utilizando los enzimas E1, E2 y E3 recombinantes etiquetados
con His

Mediante la utilizacién de los enzimas E1, E2 y E3 recombinantes etiquetados con His en los procedimientos (2-2-3)
y (2-3-3) del Ejemplo D1 como fuente de enzima, se preparé una mezcla de reaccién enzimatica con la composicion
indicada posteriormente, y se hizo reaccionar a 37°C durante 2 horas para sintetizar ecuol a partir de daidzeina.
Ademas, se llevaron a cabo simultdneamente reacciones con el enzima E1, E2 o E3 recombinante etiquetado con
His individualmente a modo de fuente de enzima.

Composicién de la mezcla de reaccion enzimatica

Enzima Elrecombinante etiquetado con His: 20 pl
Enzima E2 recombinante etiquetado con His: 20 pl
Enzima E3 recombinante etiquetado con His: 20 pl
NADH (100 mM): 20 pl
NADPH (100 mM): 20 pl
Dihidrodaidzeina (2 mg/ml): 5ul
Tampon de fosfato potasico 0,1 M, pH 7/PMSF 1 mM/
DTT 2 mM/hidrosulfito sédico 5 mM: 895 ul
Total: 1.000 pl

Tras la incubacién, se afiadieron 3 ml de acetato de etilo (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) a la mezcla de
reaccion enzimatica obtenida, para la extraccion. Tras el secado, el extracto se disolvié en la fase movil (eluyente).
El producto disuelto se analiz6 mediante HPLC para medir el contenido de ecuol en la mezcla de reaccion
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enzimatica.

La figura 25 muestra los resultados del analisis de HPLC. Al utilizar el enzima E1, E2 o E3 recombinante etiquetado
con His individualmente como fuente de enzima, no se confirmé la presencia de ecuol en el producto. Sin embargo,
al utilizar la mezcla de los enzimas E1, E2 y E3 recombinantes etiquetados con His como fuente de enzima, se
confirmo la presencia de ecuol en el producto.

Ejemplo E: influencia de los iones metalicos sobre la actividad de sintesis de dihidrodaidzeina del enzi ma E1
recombinante etiquetado con His

Mediante la utilizacién del enzima E1 recombinante etiquetado con His (E1-His) expresado en Escherichia coli,
purificado mediante Ni-sefarosa, como fuente de enzima, se examind la influencia de los iones metalicos sobre la
actividad de conversion de daidzeina en dihidrodaidzeina. Se disolvieron diversos metales (MnCl;-2H;0,
FeS04-7H,0, CaCl,-2H,0, Zn(CH3CO0),-2H20, CoSO4- 7TH,0, MgS0O4-7H,0, NiSO4-6H,0) en agua destilada para
obtener una concentracién de 100 mM. Mediante la utilizacién de una solucion de iones metalicos, se preparé una
mezcla de reaccién enzimatica con la composicion indicada posteriormente y se hizo reaccionar a 37°C durante 2
horas para medir la actividad.

Composicién de la mezcla de reaccion enzimatica

Enzima E1 recombinante etiquetado con His: 20 pl
NADH (100 mM): 10 pl
NADPH (100 mM): 10 pl
Daidzeina (1 mg/ml): 10 pl
Solucion de iones metalicos: 100 pl
KPB-DH 0,2 M: 850 pl
Total: 1.000 ul

Tras la incubacion, se afiadieron 3 ml de acetato de etilo a la mezcla de reaccién enzimatica obtenida, para la
extraccion. Tras el secado, el extracto se disolvio en la fase movil (eluyente). El producto disuelto se analizé
mediante HPLC para medir el contenido de daidzeina y dihidrodaidzeina en la mezcla de reaccién enzimatica. Como
resultado, se confirmé que Mn2+y Fe?" estimulaban la actividad (figura 26).

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 muestra los resultados del analisis de HPLC del Ejemplo Al. Los tres cromatogramas superiores:
productos de reaccién enzimatica sin utilizacion de coenzima (control), y NADH y NADPH como coenzimas.
Gréfico de columnas: las areas de los picos corresponden a la dihidrodaidzeina en el control (sin coenzima) y en
muestras utilizando NADH y NADPH como coenzimas.

La figura 2 muestra los resultados de la HPLC MonoQ del Ejemplo A2 (parte superior) y la actividad del enzima
de sintesis de dihidrodaidzeina de cada fraccién (parte inferior). La actividad enzimatica se muestra como el area
del pico correspondiente a la dihidrodaidzeina utilizando la daidzeina como sustrato.

La figura 3 muestra los resultados de la SDS-PAGE del Ejemplo A2 (parte izquierda) y la actividad del enzima de
sintesis de dihidrodaidzeina de cada fraccion (parte derecha). Se muestra la actividad enzimatica como area del
pico correspondiente a la dihidrodaidzeina utilizando la daidzeina como sustrato. Se utilizé6 SuperSep HG 10-20%
(Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) como placa de gel de electroforesis.

La figura 4 muestra los resultados del mapeado de péptidos del Ejemplo A4 y las secuencias de aminoacidos de
los péptidos correspondientes a los picos. Los nimeros junto a las flechas ¥ en el grafico superior de analisis de
HPLC corresponden a 1. FDEPVYPQAE, 2: ASRMVMDAVHEGYTAG, y 3: GYIGNLEVENRAIRMPM,
respectivamente.

La figura 5 muestra los resultados de la electroforesis de agarosa del producto de PCR degenerada del Ejemplo
A5. (1) E1-N-terminal-31 y El-interno-RP1, (2) E1-N-terminal-37 y El-interna-RP1, (3) E1-N-terminal-F32 y E1-
interno-RP1; marcador M1: A/Styl, M2: escalera de 100 pb.

La figura 6 muestra los resultados de la electroforesis en agarosa del producto de RT-PCR del Ejemplo A7. Parte
superior: dihidrodaidzeina sintasa; parte inferior: ARN ribosoémico.

La figura 7 muestra los resultados de la SDS-PAGE del Ejemplo A8.

La figura 8 muestra los resultados del analisis de HPLC del Ejemplo A8. Parte superior: control; parte intermedia:
pPET-E1-His; parte inferior: pET21a.
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La figura 9 muestra los resultados del andlisis de HPLC del Ejemplo B1. Grafico superior: cis-tetrahidrodaidzeina
(REF-000312); grafico en parte intermedia: producto de reaccidn enzimatica utilizando la dihidrodaidzeina como
sustrato y el material de células lisadas como fuente de enzima; grafico inferior: trans-tetrahidrodaidzeina (REF-
000313).

La figura 10 muestra los resultados del andlisis de HPLC del Ejemplo B1. Los dos graficos superiores: producto
de reaccién enzimatica utilizando la cis-tetrahidrodaidzeina (REF-000312) como sustrato y el material de células
lisadas como fuente de enzima; dos graficos inferiores: producto de reaccion enzimatica utilizando la trans-
tetrahidrodaidzeina (REF-000313) como sustrato y el material celular lisado como fuente de enzima.

La figura 11 muestra los resultados del analisis de HPLC del Ejemplo B2. Los tres graficos superiores: productos
de reaccidn enzimatica sin utilizar coenzima (control), y utilizando NADH y NADPH como coenzimas. Grafico de
columnas: las areas de los picos corresponden a la tetrahidrodaidzeina de control (sin coenzima) y en muestras
utilizando NADH y NADPH como coenzimas.

La figura 12 muestra los resultados del analisis de HPLC de filtracion en gel del Ejemplo B3. Gréfico superior: los
resultados para la proteina estandar; grafico parte intermedia: actividad enzimatica de cada fraccion mostrada
como el area de pico correspondiente al producto tetrahidrodaidzeina; grafico inferior: nivel de absorbancia (280
nm) correspondiente a la proteina de cada fraccion.

La figura 13 muestra los resultados de la SDS-PAGE del Ejemplo B3.
La figura 14 muestra los resultados de la SDS-PAGE del Ejemplo B4.

La figura 15 muestra una ilustracidon esquematica de una estructura genémica periférica del gen del enzima de
sintesis (E1) de la dihidrodaidzeina determinado en el Ejemplo B5.

La figura 16-1 muestra datos del andlisis de CL-EM y un ejemplo de una secuencia de aminoacidos de péptido
digerido inferida a partir de los datos de CL-EM del Ejemplo B6; L, un residuo aminoacido indicado con una X en
la descripcion. La figura superior es para el péptido TPGVAASVADEXK vy la figura inferior se refiere al péptido
MPGAPVFGK.

La figura 16-2 muestra datos del analisis de CL-EM y un ejemplo de una secuencia de aminoacidos de un
péptido digerido inferida a partir de datos de CL-EM del Ejemplo B6; L, un residuo aminoacido indicado por una X
en la descripcion. La figura superior se refiere al péptido KXXXTGTTK vy la figura inferior se refiere al péptido
VTQEXXCAHGAFVCGSGR.

La figura 16-3 muestra datos del analisis de CL-EM y un ejemplo de una secuencia de aminoacidos de un
péptido digerido (WXSPEESVGQR) inferida a partir de datos de CL-EM del Ejemplo B6, L, un residuo
aminoécido indicado por X en la descripcién.

La figura 17 muestra los resultados del analisis de HPLC del Ejemplo B7. Gréficos parte superior izquierda:
producto de reaccidn enzimatica que utiliza dihidrodaidzeina como sustrato y una mezcla de reaccién de
expresion de polipéptido ORF-US2 como fuente de enzima (ORF-US2); gréaficos parte superior derecha: producto
de reaccioén enzimatica utilizando una mezcla de reaccion sin proteinas como fuente de enzima (NC). Grafico de
columnas: las areas de los picos corresponden a la dihidrodaidzeina (DD) y tetrahidrodaidzeina (THD)
producidas mediante reacciones enzimaticas en NC (sin sintesis de proteinas) y en muestras utilizando DHFR
(mezcla de reaccion que expresa dihidrofolato reductasa) y ORF-US2 (mezcla de reaccion que expresa
polipéptido ORF-US2) como fuente de enzima.

La figura 18 muestra los resultados del SDS-PAGE del Ejemplo B8.

La figura 19 muestra los resultados del analisis de HPLC del Ejemplo B8. Grafico superior: producto de reaccion
enzimatica que utiliza dihidrodaidzeina como sustrato y una suspension de células lisadas derivada del
transformante de plasmido pET21-US2 que expresa polipéptido recombinante ORF-US2 como fuente de enzima
(PET21-US2); gréfico inferior: producto de reaccidon enzimatica que utiliza dihidrodaidzeina como sustrato y una
suspension de células lisadas derivada del transformante de pET21a (control negativo) como fuente de enzima
(pET21a). Gréfico de columnas: las areas de los picos correspondientes a dihidrodaidzeina (DD) y a cis-
tetrahidrodaidzeinas (c-THD) y a trans-tetrahidrodaidzeinas (t-THD) producidas mediante reacciones enzimaticas
en muestras utilizando suspensiones de células lisadas derivadas de mezcla de reaccidon que expresa polipéptido
ORF-US2 y transformante de pET21a como fuente de enzima.

La figura 20 muestra los resultados del analisis de HPLC del Ejemplo C1.

La figura 21 muestra los resultados del SDS-PAGE del Ejemplo C2.
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La figura 22 muestra los resultados del analisis de HPLC del Ejemplo C3. Parte superior: estandar; parte
intermedia: pET-USS3; parte inferior: pET21a.

La figura 23 muestra los resultados del andlisis de HPLC del Ejemplo D2. En primer lugar desde la parte
superior: estandar; en segundo lugar: E1 y E2; en tercer lugar: E1; en cuarto lugar: E2.

La figura 24 muestra los resultados del andlisis de HPLC del Ejemplo D3. En primer lugar desde la parte
superior: estandar; en segundo lugar: E2 y E3; en tercer lugar: E2; en cuarto lugar: E3.

La figura 25 muestra los resultados del andlisis de HPLC del Ejemplo D4. En primer lugar desde la parte
superior: estandar; en segundo lugar: E1, E2 y E3; en tercer lugar: E1; en cuarto lugar: E2; en quinto lugar: E3.

La figura 26 muestra el efecto de iones metdlicos sobre la actividad del enzima E1.

La figura 27 muestra la alineacion de las secuencias de aminoacidos SEC IDn° 1, n°2y n° 3.

La figura 28 muestra la alineacion de las secuencias de aminoacidos SEC IDn®7,n°8yn° 9.

La figura 29 muestra la alineacién de las secuencias de aminoacidos SEC ID n° 13, n°® 14 y n° 15.

Listado de secuencias-texto libre

SEC ID n° 23 es la secuencia de bases del cebador E1-N-terminal-31.
SEC ID n° 24 es la secuencia de bases del cebador E1-N-terminal-37.
SEC ID n° 25 es la secuencia de bases del cebador E1-N-terminal-F32.
SEC ID n° 26 es la secuencia de bases del cebador E1-interno-RP1.
SEC ID n° 27 es la secuencia de bases del cebador pUC19-FP-1.
SEC ID n° 28 es la secuencia de bases del cebador pUC19-RP-1.
SEC ID n° 29 es la secuencia de bases del cebador pUC19-FP-2.
SEC ID n° 30 es la secuencia de bases del cebador pUC19-RP-2.
SEC ID n° 31 es la secuencia de bases del cebador E1-RACE-N-P1.
SEC ID n° 32 es la secuencia de bases del cebador E1-RACE-RP2-1.
SEC ID n° 33 es la secuencia de bases del cebador E1-RACE-N-P2.
SEC ID n° 34 es la secuencia de bases del cebador E1-RACE-RP2-2.
SEC ID n° 35 es la secuencia de bases del cebador E1-conf-NP.

SEC ID n° 36 es la secuencia de bases del cebador E1-conf-CP.

SEC ID n° 37 es la secuencia de bases del cebador E1-FP.

SEC ID n° 38 es la secuencia de bases del cebador E1-RP.

SEC ID n° 39 es la secuencia de bases del cebador Gar-16S-Ribo-FP.
SEC ID n° 40 es la secuencia de bases del cebador Gar-16S-Ribo-RP.
SEC ID n° 41 es la secuencia de bases del cebador exp.E1 pet F Nde.
SEC ID n° 42 es la secuencia de bases del cebador exp.E1 pet His.
SEC ID n° 43 es la secuencia de bases del cebador RACE-N-P3-1.
SEC ID n° 44 es la secuencia de bases del cebador RACE-N-P3-2.
SEC ID n° 45 es la secuencia de bases del cebador E1-Bub-N-P1.
SEC ID n° 46 es la secuencia de bases del cebador E1-Bub-N-P2.
SEC ID n° 47 es la secuencia de bases del cebador RACE-C-P3-1.
SEC ID n° 48 es la secuencia de bases del cebador RACE-C-P3-2.
SEC ID n° 49 es la secuencia de bases del cebador E1-Bub-C-P1.
SEC ID n° 50 es la secuencia de bases del cebador E1-Bub-C-P2.
SEC ID n° 57 es la secuencia de bases del cebador E2-invitroTS-FP.
SEC ID n° 58 es la secuencia de bases del cebador E2-invitroTS-RP.
SEC ID n° 59 es la secuencia de bases del cebador Cebador Universal.
SEC ID n° 60 es la secuencia de bases del cebador exp.US2 pet F Nde.
SEC ID n° 61 es la secuencia de bases del cebador exp.US2 pet.

SEC ID n° 62 es la secuencia de bases del cebador exp.US3 F.

SEC ID n° 63 es la secuencia de bases del cebador exp.US3 R.

SEC ID n° 64 es la secuencia de bases del cebador exp.US1 F.

SEC ID n° 65 es la secuencia de bases del cebador exp.US1 R.

SEC ID n° 66 es la secuencia de bases del cebador exp.DS1 F.

SEC ID n° 67 es la secuencia de bases del cebador exp.DS1 R.

Listado de secuencias

<110> OTSUKA PHARMACEUTICAL CO., LTD.
<120> Enzima involucrado en la sintesis de ecuol

75
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15

20

25

<130> P08-130

<140> EP 08867315.7
<141> 2008-12-25

<150> JP2007-336227
<151> 2007-12-27

<150> JP2008-054874
<151> 2008-3-5

<150> JP2008-080570
<151> 2008-3-26

<160> 69

<170> PatentIn versién 3.4

<210>1

<211> 644
<212> PRT

<213> Lactococcus garvieae

<400> 1

Met Lys

1

Asn Leu

Leu Gly

Ala Glu

50

Gly Vval

Tyr Ile

Ala Ile

Val Arg

Trp Tyr
130

Asn

Glu

Asn

Ala

Thr

Gly

Pro

Gly

115

Glu

Lys

Val

290

Pro

Ala

Gln

Pro

Gly

100

Asp

Asn

Phe

Glu

Asp

Asp

Phe

Met

85

Leu

Asp

Gly

Tyr

Asn

Gly

Gly

His

70

Ser

Gln

Leu

Gly

Pro

Arg

Ser

Gly

55

His

Val

Ile

Ile

Ala
135

Lys

Ala

Prao

40

Thr

Val

Leu

Val

Ser

1290

Val

Thr

Ile

25

Ser

Gly

Gly

Ala

His

105

Ser

Pro

ES 2424470 T3

Phe

10

Arg

Trp

Ile

Leu

Lys

90

Pro

Ser

Arg

Glu

Met

Ala

Val

Ser

75

Thr

Gly

Arg

Glu

Arg

Pro

Ser

FPhe

a0

Leu

Ile

Arg

Ile

Leu
140

Gly

Met

Leu

45

Met

Ala

Lys

Asp

Gln

125

Thr

76

Tyr

Gly

30

Lys

Asp

Ser

Gln

Ala

110

Trp

Ile

Ile

15

Thr

Ala

Asn

Asp

His

95

Ala

Glu

Glu

Gly

Glu

Tyr

Ala

Asn

80

Gly

Phe

Pro

Glu



Ile

145

Thr

Leu

Gly

Asp

Gly

225

val

Trp

His

Ser

Glu

303

Pro

Pro

Arg

Leu

His

Ala

Ser

Gly

Ile

210

Ile

Ala

Gly

Gly

Tle

290

Lys

Ala

Glu

Gly

Tyr
370

Asp

Gly

Asn

Ser

195

Lys

Asp

Lys

Ser

Ala

275

Pro

Leu

Leu

Asp

Met

355

Lys

Phe

Phe

Phe

180

Leu

Lys

Ehe

Met

His

260

Asn

Thr

Leuw

Ala

Ile

340

Leu

fhe

val

Glu

165

Leu

His

Lys

Glu

Cys

245

Ala

His

Met

Glu

Asp

325

Arg

Ser

Asp

Gly

150

Ile

Ser

Asn

Cys

Pro

230

Glu

Glu

Val

Leu

Asp

310

Pro

Pro

Gly

Glu

Tyr

Val

Pro

Arg

Pro

215

Asp

Ala

vVal

Glu

Cys

295

Gly

Met

Cys

Gly

Pro
375

Phe

Asp

Arg

Ala

200

Asn

Gly

Ala

Ile

Ala

280

Gly

Val

Trp

Ile

val

360

val

Gly

Val

Asn

185

Arg

Leu

Ile

Gly

Asn

265

Ala

Gly

Cys

Ala

Gly

345

Val

Tyr

ES 2424470 T3

Asp

His

170

Asn

Phe

Pro

Thr

Ala

250

Ala

Lys

Ile

Asp

Lys

330

Cys

Gln

Pro

Cys

155

Ala

Thr

Leu

Leu

Ile

235

Asp

Ala

Met

Tyr

Phe

315

Lys

Gly

Cys

Gln

Ala

Ala

Arg

Leu

Ala

220

Glu

Ala

Gly

Ile

Ser

300

Ile

Ala

Val

Ala

Ala
380

Leu

Cys

Asn

Glu

205

Ile

Glu

Ile

Leu

Lys

285

Pro

Gly

Ala

Gly

val

365

Glu

77

Arg

Gly

Asp

190

Val

Arg

Thr

Asn

Leu

270

Asp

Glu

Ile

Glu

Cys

350

Asn

val

Ala

val

175

Met

Ile

Leu

Cys

Ile

255

Ser

Ala

Ile

Gly

Gly

335

Ala

Pro

Gln

160

Leu

Tyr

Arg

Ser

Glu

240

Thr

Lys

val

Gly

Lys

320

Ary

Asp

Ala

Lys
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Lys

385

Thr

Ile

Leu

Ile

Gly

465

Asn

Leu

Gly

Gly

Gly

545

Thr

Met

Ile

Lys
625

Gly

val

Ala

Gly

Gly

Glu

450

Phe

Ile

Asp

Gly

Lys

530

Val

Ile

Phe

Ile

Glu

610

Ala

Cys

<210>2
<211> 644
<212> PRT
<213> Bacteroides ovatus

<400> 2

Ile

Lys

Gly

Arg

435

Val

Asp

Asp

Asn

Ile

515

Asp

Met

Lys

Ala

Ser

595

Glu

Ser

Asn

Ile

Lys

Val

420

Leu

Ile

Val

Gly

Asp

500

val

Val

Gly

Pro

Gly

580

Ser

Lys

Arg

Leu

Ile

Cys

405

Leu

Ile

Tyr

Ala

Gln

485

Cys

Gly

Thr

Ile

Ser

565

Pro

Gly

Cys

Met

Gly

390

Gly

Lys

Thr

Glu

Ile

470

Asp

Lys

Ala

Ile

Ala

550

Thr

Arg

Phe

Glu

Val
630

Ala

His

Glu

Tyr

Glu

455

Val

Asp

Ser

Glu

Thr

535

Tyr

Gln

Gly

Val

Asp

615

Met

Gly

Asp

Ala

Tyr

440

Ala

Ala

Pro

Asp

Thr

520

Thr

Met

Leu

Leu

Pro

600

Val

Asp

Pro

Val

Thr

425

Glu

Thr

Cys

Ser

Ala

505

Ala

Arg

val

val

Glu

585

Thr

Arg

Ala

ES 2424470 T3

Ala

Thr

410

Val

Thr

Ala

Gly

Val

490

Asp

Leu

Ser

aArg

Ala

570

Thr

Phe

val

Val

Gly

395

Ile

Ser

Gln

Asp

Ala

475

Val

Arg

Ile

Pro

Leu

555

Val

Leu

Asn

ile

His
635

Cys

Tyr

Asp

Leu

Thr

460

Thr

Tyt

val

Leu

Glu

540

Gly

Lys

Asp

Gln

Gly

620

Glu

Glu

Glu

Ser

Lys

445

val

Val

Ala

Val

Ala

525

Phe

Met

Asp

val

Fhe

605

Ile

Gly

78

Ala

Lys

Lys

430

Lys

vVal

Arg

Met

Val

510

Glu

Phe

Ala

Gly

Asp

590

Arg

Gly

Tyr

Ala

Arg

415

Glu

Glu

Ala

Asn

Asp

495

val

Glu

Val

Gly

Lys

575

Gln

Ala

Asp

Ile

Ile

400

Lys

Asp

Gly

Gly

Leu

480

Phe

Gly

Arg

Ser

Val

560

Pro

Thr

Gln

Cys

Ala
640



Met

Asn

Leu

Ala

Gly

65

Tyr

Ala

Val

Trp

Ile

145

Thr

Leu

Lys

Leun

Gly

Gilu

50

val

Ile

Ile

Arg

Tyr

130

His

Ala

Ser

Asn

Glu

Asn

35

Ala

Thr

Gly

Pro

Gly

115

Glu

Asp

Gly

Asn

Lys

val

20

Pro

Ala

Gln

Pro

Gly

100

Rsp

Asn

Fhe

Phe

EBhe
180

Phe

Glu

Asp

Asp

Phe

Met

85

Leu

Asp

Gly

Val

Glu

165

Leu

Tyr

Asn

Gly

Gly

His

70

Ser

Gln

Leu

Gly

Gly

150

Ile

Ser

Pro

Arg

Ser

Gly

55

His

Val

Ile

Ile

Ala

135

Tyr

Val

Pro

Lys

Ala

Pro

40

Thr

Val

Leu

Val

Ser

120

val

Phe

Asp

Arg

Thr

Ile

25

Ser

Gly

Gly

Ala

His

105

Ser

Pro

Gly

Val

Asn
185

ES 2424470 T3

Phe

10

Arg

Trp

Ile

Leu

Lys

20

Pro

Ser

Arg

Asp

His

170

Asn

Glu

Met

Ala

val

Ser

15

Thr

Gly

Arg

Glu

Cys

155

Ala

Thr

Arg

Pro

Ser

Phe

60

Leu

Ile

Arg

Ile

Leu

140

Ala

Ala

Arg

Gly

Met

Phe

45

Met

Ala

Lys

BAsp

Gln

125

Thr

Leu

Cys

Asn

79

Tyx

Gly

30

Lys

Asp

Ser

Gln

ala

110

Trp

Ile

Arg

Gly

Asp
190

Ile

15

Thr

Ala

Aspn

Asp

His

95

Ala

Glu

Glu

Ala

val

175

Met

Gly

Glu

Tyr

Ala

Asn

80

Gly

Phe

Pro

Glu

Gln

160

Leu

TyY



Gly

Asp

Gly

225

Val

Trp

His

Ser

Glu

305

Pro

Pre

Arg

Leu

Lys

385

Thr

Ile

Gly

Ile

210

Ile

Ala

Gly

Gly

Ile

290

Lys

Ala

Glu

Gly

Tyr

370

Val

Ala

Gly

Ser

195

Lys

Asp

Lys

sSer

Ala

275

Pro

Leu

Leu

Asp

Met

355

Lys

Ile

Lys

Gly

Leu

Lys

Phe

Met

His

260

Asn

Thr

Leu

Ala

Ile

340

Leu

Phe

Ile

Lys

Val
420

His

Lys

Glu

Cys

245

Ala

His

Met

Glu

Asp

325

Arg

Ser

Asp

Ile

Cys

405

Leu

Asn

Cys

Pro

230

Glu

Glu

Val

Leu

Asp

310

Pro

Pro

Gly

Glu

Gly

330

Gly

Lys

Arg

Pro

215

Asp

Ala

val

Glu

Cys

295

Gly

Met

Cys

Gly

Pro

375

Ala

His

Glu

Ala

200

Asn

Gly

Ala

Ile

Ala

280

Gly

Val

Trp

Ile

Val

360

val

Gly

Asp

Ala

Arg

Leu

Ile

Gly

Asn

265

Ala

Gly

Cys

Ala

Gly

345

Val

Tyr

Pro

Val

Thr
425

ES 2424470 T3

Phe

Pro

Thr

Ala

250

Ala

Lys

Ile

Asp

Lys

330

Cys

Gln

Pro

Ala

Thr

410

Val

Leu

Leu

Iile

235

Asp

Ala

Met

Tyr

Phe

315

Lys

Gly

Cys

Gln

Gly

395

Ile

Ser

Leu

Ala

220

Glu

Ala

Gly

Ile

Ser

300

Ile

Ala

Val

Ala

Ala

380

Cys

Tyr

Asp

Glu

205

Ile

Glu

Ile

Leu

Lys

285

Pro

Gly

Ala

Gly

vVal

365

Glu

Glu

Glu

Ser

80

val

Arg

Thr

Asn

Leu

270

Asp

Glu

Ile

Glu

Cys

350

Asn

Val

Ala

Lys

Lys
430

Ile

Leu

Cys

Ile

255

Ser

Ala

Ile

Gly

Gly

335

His

Ala

Pro

Ala

Arg

415

Glu

Arg

Ser

Glu

240

Thr

Lys

Val

Gly

Lys

320

Arg

Asp

Ala

Lys

ile

400

Lys

Asp



Leu

Ile

Gly

465

Asn

Leu

Gly

Gly

Gly

545

Thr

Met

Ile

Ile

Lys

625

Gly

Gly

Glu

450

Phe

Ile

Asp

Gly

Lys

530

val

Ile

Phe

Ile

Glu

610

Ala

Cys

<210> 3
<211> 644
<212> PRT
<213> Streptococcus constellatus

<400> 3

Arg

435

Val

Asp

Asp

Asn

Ile

515

Asp

Met

Lys

Ala

Ser

595

Glu

Ser

Asn

Leu

Ile

Val

Gly

Asp

500

Val

Val

Gly

Pro

Gly

580

Ser

Lys

Axrg

Leu

Ile

Tyr

Ala

Gln

485

Cys

Gly

Thr

Ile

Ser

565

Pro

Gly

Cys

Met

Thr

Glu

Ile

470

Asp

Lys

Ala

Ile

Ala

550

Thr

Arg

Phe

Glu

val
630

Tyr

Glu

455

Val

Asp

Ser

Glu

Thr

535

Tyr

Gln

Gly

val

Asp

615

Met

Tyr

440

Ala

Ala

Pro

Asp

Thr

520

Thr

Met

Leu

Leu

Pro

600

val

Asp

Glu

Thr

Cys

Ser

Ala

505

Ala

Arg

val

Val

Glu

585

Thr

Arg

Ala

ES 2424470 T3

Thr

Ala

Gly

Val

480

Asp

Leu

Ser

Arg

Ala

370

Thr

Phe

Val

Val

Gln

Asp

Ala

475

Val

Arg

Ile

Pro

Leu

555

val

Leu

Asn

Ile

His
635

Leu

Thr

460

Thr

Tyr

Val

Leu

Glu

540

Gly

Lys

Asp

Gln

Gly

620

Glu

Lys

445

Val

Val

Ala

Val

Ala

525

Phe

Met

Asp

Val

FPhe

605

Ile

Gly

81

Lys Glu

Val Ala

Arg Asn

Met Asp

495

Val Val
510

Glu Glu

Phe Val

Ala Gly

Gly Lys

575

Asp Gln

590

Arg Ala

Gly Asp

Tyr Leu

Gly

Gly

Leu

480

FPhe

Gly

Arg

Pro

val

560

Pro

Thr

Gln

Cys

Ala
640



Met

Asn

Leu

Ala

Gly

Tyr

Ala

Val

Trp

Tle

145

Thr

Len

Gly

Asp

Gly
225

Lys

Leu

Gly

Glu

val

Ile

Ile

Arg

Tyt

130

His

Ala

Ser

Gly

Ile

210

Ile

Asn

Glu

Asn

35

Ala

Thr

Gly

Pro

Gly

115

Glu

Asp

Gly

Asn

Ser

195

Lys

Asp

Lys

Val

Pro

Ala

Gln

Pro

Gly

160

AsSp

Asn

Phe

Phe

Phe

180

Leu

Lys

Phe

Phe

Glu

Asp

Asp

Phe

Met

Leu

Asp

Gly

Vval

Glu

165

Leu

His

Lys

Glu

Tyr

Asn

Gly

Gly

His

70

Ser

Gln

Leu

Gly

Gly

150

Ile

Ser

Asn

Cys

Pro
230

Pro

Arg

Ser

Gly

55

His

val

Ile

Ile

Ala

135

Tyr

Ile

Pro

Arg

Pro

215

Gly

Lys

Ala

Pro

40

Thr

vVal

Leu

val

Ser

120

Val

Phe

Asp

Aryg

Ala

200

Asn

Gly

Thr

Ile

25

Ser

Gly

Gly

Ala

His

105

Ser

Pro

Gly

val

Asn

185

Arg

Leu

Ile

ES 2424470 T3

Phe

10

Arg

Trp

Ile

Leu

Lys

90

Pro

Ser

Arg

Asp

His

170

Asn

Phe

Pro

Thr

Glu

Met

Ala

Val

Ser

75

Thr

Gly

Arg

Glu

Cys

135

Ala

Thr

Leun

Leu

val
235

Arg

Pro

Ser

Phe

Leu

Ile

Arg

Ile

Leu

140

Ala

Ala

Arg

Leu

Ala

220

Glu

Gly

Met

Leu

45

Met

Ala

Lys

Asp

Gln

125

Thr

Leu

Cys

Asn

Glu

205

Ile

Giu

82

Tyr

Gly

30

Lys

Asp

Ser

Gln

Ala

110

Trp

Ile

Arg

Gly

Asp

190

val

Arg

Thr

Ile

15

Thr

Ala

Asn

Asp

His

Ala

Glu

Glu

Ala

Val

175

Met

Ile

Leu

Cys

Gly

Glu

Tyr

Ala

Lys

80

Gly

Phe

Pre

Glu

Gln

160

Leu

Tyr

Arg

Ser

Glu
240



Val

Trp

His

Ser

Glu

305

Pro

Pro

Arg

Leu

Lys

385

Thr

Ile

Leu

Ile

Gly
465

Ala

Gly

Gly

I1le

290

Lys

ala

Glu

Gly

Tyr

370

val

Ala

Gly

Gly

Glu

450

Fhe

Lys

Ser

Ala

215

Pro

Leu

Leu

Asp

Met

355

Lys

Ile

Lys

Gly

Tyr

435

val

Asp

Met

His

260

Asn

Thr

Leu

Ala

Ile

340

Leu

Phe

ile

Lys

Val

420

Leu

Ile

val

Cys

245

Ala

His

Met

Glu

Asp

325

Arg

Ser

Asp

Ile

Cys

405

Leu

Ile

Tyr

Ala

Glu

Glu

Val

Leu

Asp

310

Pro

Pro

Gly

Glu

Gly

390

Gly

Lys

Thr

Glu

Ile
47¢

Ala

Val

Glu

Cys

295

Gly

Met

Cys

Gly

Pro

375

Ala

His

Glu

Tyr

Glu

455

Val

Ala

Ile

Ala

280

Gly

Val

Trp

Ile

Val

360

Val

Gly

Asp

Ala

Tyr

440

Ala

Ala

Gly

Asn

265

Bla

Gly

Cys

Ala

Gly

345

Val

Tyr

Pro

val

Thr

425

Glu

Thr

Cys

ES 2424470 T3

Ala

250

Ala

Lys

Ile

Asp

Lys

330

Cys

Gln

Pro

Ala

Thr

410

Val

Thr

Ala

Gly

Asp

Ala

Met

Tyr

Phe

315

Lys

Gly

Cys

Gln

Gly

395

Ile

Ser

Gln

Ser

Ala
475

Ala

Gly

Tle

Ser

300

Ile

Ala

Val

Ala

Ala

380

Cys

Tyr

Asp

Leu

Thr

460

Thr

Ile

Leu

Lys

285

Pro

Gly

Ala

Gly

Val

365

Giu

Giu

Glu

Ser

Lys

445

Val

Val

83

Asn

Leu

270

Asp

Glu

Ile

Glu

Cys

350

Asn

val

Ala

Lys

Lys

430

Lys

Ala

Arg

Ile

255

Ser

Ala

Ile

Gly

Gly

335

His

Ala

Pro

Ala

Arg

415

Glu

Glu

Ala

Asn

Thr

Lys

val

Gly

Lys

320

Arg

Asp

Ala

Lys

Ile

400

Lys

Asp

Gly

Gly

Leu
480



10

Asn

Leu

Gly

Gly

Gly
545

]
=
H

Met

Ile

Ile

Lys

625

Gly

Ile

Asp

Gly

Lys

530

Val

=
-
o

Phe

Ile

Glu

610

Ala

Cys

<210>4
<211> 1935
<212> ADN

<213> Lactococcus garvieae

<400> 4

Asp

Asn

Ile

515

Asp

Met

l
e,
w

Ala

Ser

595

Glu

Ser

Asn

atgaagaaca

gagaaccgag

agctgggect

atggacaacg

tacatcggee

ctgcagatcg

Gly

Asp

500

Val

val

Gly

Gly

580

Ser

Lys

Arg

Leu

Gln

485

Cys

Gly

Thr

Ile

o H

Pro

Gly

Cys

Met

agttctatce
cgatccgcecat
ccctcaagge
ccggegtgac
ccatgtcegt

tccaccecggg

Asp

Lys

Ala

Ile

Arg

Phe

Glu

Val
630

Asp

Ser

Glu

Thr

535

Tyr

Gly

Val

Asp

615

Met

Pro

Asp

Thr

520

Thr

Met

£
a
<

Leu

Pro

600

val

Asp

gaagaccttc
gecgatggge
gtacgctgag
ccagttccac
cctogcaaag

ccgeogacgceyg

Ser

ala

505

Ala

Arg

val

Glu

585

Thr

Arg

Ala

ES 2424470 T3

Val

450

Asp

Leu

Ser

Arg

Thr

Phe

val

val

val

Arg

Ile

Pro

Leu
555

<
s
-

Leu

Asn

Ile

His
635

gagegeggcet

accgagetgg

gctgccgacg

catgtcggac

accatcaagc

gegtiegtge

Tyr

val

Leu

Glu

540

Gly

[l
b
4]}

Asp

Gln

Gly

620

Glu

Ala

Val

Ala

225

Phe

Met

e
¢t
T

val

Phe

605

Ile

Gly

Met

val
51¢Q

Asp
495

val

Glu Glu

Fhe

val

Ala Gly

(]
-
o

. Tus
Lys

575

Asp Gln

590

Arg

Ala

Gly Asp

Tyxr

acatcggtaa

gcaacccgga

gtggaaccgg

tgtcectgge

ageacgggye

gcggtgacga

84

Ile

cctagaggte
cggctctcoe
catcgtgtte
cagcgacaac
catcccegge

cctgatctee

Phe

Gly

Gln

Pre

Val

560

Thr

Gln

Cys

Ala
640

60

120

240

300

360



tcttccecgeca tccagtggga
accatcgagg agatccacga
accgeggget tcgaaategt
ctctcgccge gcaacaacac
cgcttectge tegaggtcat
atccgactct ccggecatcga
gtcgeccaaga tgtgcgagge
gcagaggtca taaacgcgge
gcgaagatga tcaaggacgc
ccegagatcg gegagaaget
cecegegetey cegaccecat
aggccctgca teggttgcgg
gteccagtgcyg ccgtcaacge
gaggtteccca agaaggtcat
accgcgaaga agtgcggcca
ctgaaggagq ctaccgtcte
gagacccagc tcaagaagga
gttgtagccg gcggecttcga
aacatcgacg gccaggacga
tgcaagagcqg atgccgacag
gcgctgatece togeoggagga
ttcttegtet ccggegteoat
acgatcaage cctecacccea
ccccgeggee tggagaccct
accttcaacc agttcecgege
atcggcgact gcaaggcctc

ggctgcaacc tgtag

<210>5

<211> 1935

<212> ADN

<213> Bacteroides ovatus

<400> 5

gcectggtac
cttcgteggt
cgacgtccac
ccgcaatgac
ccgcgacatc
cttcgaaccg
agceggtgeg
cggecectgete
tgttagcatc
gctcgaggac
gtgggccaag
cgteggetge
ggccetgtac
catcateggce
tgacgtcacc
cgacagcaag
gggcategag
cgtcgccatc
ccccteegte
ggtcgtcegtt
gcggggcaag
gggcategece
gctegtegee
ggacgtcgac
ccagatcgag

ccgecatggte

ES 2424470 T3

gagaacggcyg
tacttcggeg
gcggcatgeg
atgtacggcg
aagaagaagt
gacggcakca
gacgccatca
tccaageacg
cccaccatge
ggegtctgcg
aaggcagctg
catgaccgeg
aagttcgacg
gcaggceccqg
atctacgaga
gaggacctcg
gtcatctacg
gtcgectgceg
gtgtacgcga
gtcggeggtg
gatgtcacca
tacatggttc
gtcaaggatg
cagacaatca
gagaagtgcg

atggacgctyg

gcgetgttec
actgcgecact
gcgtectget
gaagcctgeca
gcecccaaccet
ccatcgagga
acatcacctg
gcgccaacca
tgtgcggegg
acttcatcgg
aggggcgtec
gcatgctcte
aacccgtcta
ctggctgcga
agcgcaagat
gccgectcat
aggaggccac
gcgceccaccgt
tggacttcct
gcatcgtggy
tcaccacccg
gcctgggtat
gcaagcceat
tctectetgg
aggacgtcag

tccacgaggg

85

ccgecgagetc
ccgegegeag
gagcaactte
caaccgcgco
ccegetgget
gacctgcgag
gggttcccat
cgtcgaggea
catctactce
catcggcaag
tgaggacatc
cggecggcgte
cccgcagget
ggctgccatc
cggtggegtt
cacctactac
tgcagacacc
gcgeaaccte
ggacaacgac
tgccgagacce
ctecceggad
ggcgggagtc
gttcgecegge
cttegtecceg
ggtcategge

ctacateget

420
480
540
600
660
720
780
840
900
360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15640
16290
1680
1740
1800
1860
1920

1935



10

atgaagaaca agttctatcc gaagaccttc
gagaaccgag cgatccgecat gccgatggge
agctgggcect ccttcaaggc gtacgcectgag
atggacaacg ccggcgtgac ccagttccac
tacatcggce ccatgtccgt cctcgcaaag
ctgcagatcg tccacccggyg cogcegacgceg
tetteccecgea tccagtggga gccctggtac
accatcgagg agatccacga cttcgteggt
accgegyggcet tcgaaatcgt cgacgtccac
ctetegeecge gcaacaacac ccgtaacgac
cgcttoectge tcgaggtcat ccgegacatce
atccgactet ccggcatcga cttcgaaceg
gtcgccaaga tgtgcgaggce agecggtgceg
gecagaggtca taaacgcggce cggectgcte
gcgaagatga tcaaggacge tgttagcate
cccgagateg gcgagaagcet gctcgaggac
ccegegeteyg cocgaccocat gtgggecaag
aggccectgca teggttgegg cgteggetge
gtccagtgeg ccgtcaacgce ggecctgtac
gaggttccca agaaggtcat catcatcgge
accgcgaaga agtgcggcca tgacgtcacc
ctgaaggagg ctaccgtctc cgacagcaag
gagacccage tcaagaagga gggcatcgag
gttgtagceqg goggettcecga cgtegecate
aacatcgacg gccaggacga ccoccteocgte
tgcaagagcg atgccgacag ggtcgtegte
gcgectgatee tcgecggagga gcgggygcaag
ttcttecgtee ccggegtcat gggcatcgec
acgatcaagc ccteccaccca gctcocgtogec

ccececgeggee tggagacccet ggacgtcgac
accttcaacc agttcecgege ccagatcgag

atcggcgact gcaaggcctc ccgcatggte

ggctgcaacc tgtag

<210>6

<211> 1935

<212> ADN

<213> Streptococcus constellatus

<400> 6

ES 2424470 T3

gagecgcggcet
accgagctgg
gctgccgacy
catgtecggac
accatcaagc
gcgttcgtge
gagaacggcg
tacttecggeg
gcggecatgeg
atgtacggcg
aagaagaagt
gacggcatca
gacgccatca
tccaagecacy
cccaccatge
ggcgtctgeg
aaggcagctg
catgaccgcg
aagttcqgacy
gocaggceccg
atctacgaga
gaggacctcg
gtcatctacy
gtcgectgeg
gtgtacgcga
gtcggeggtg
gat.gtcacca
tacatggtitc
gtcaaggacg

cagacaatca
gagaagtgcg

atggacgctg

acatcggeaa
gcaacccgga
gtggaaccgg
tgtccectygge
agcacgggyc
gcggtgacga
gcgecitgttcee
actgcgcact
gcgtectget
gaagcctgca
gccccaacct
ccatcgagga
acatcacctg
gcgccaacca
tgtgcggegg
acttcatecgg
aggggcgtce
gcatgctcte
aacccgtcta
ctggctgecga
agcgcaagat
gccgecctcat
aggaggcecac
gcgccaccgt
tggacttcct
gcatcgtggg
tcaccacceg
gcctgggtat
gcaagcccat

tcteectetgg
aggacgtcag

tccacgaggyg

86

cetagaggte
cggecteteee
catcgtgttc
cagcgacaac
catceecegge
cctgatectee
ccgcgagctc
ccgegegeag
gagcaacttc
caaccgcgec
cccgetgget
gacctgcgag
gggttcccat
cgtcgaggca
catctactce
catcggcaag
tgaggacatc
cggecggegte
cccgeaggct
ggctgccatce
cggtggegtt
cacctactac
tgcagacacce
gcgcaacctic
ggacaacgac
cgccgagace
ctccececggag
ggcgggagte
gttcgeegge

cttcgtcoceg
ggtcatcgge

ctaccteget

60

120

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
i020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

180Q
1860

1929

1935
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atgaaaaata
gagaaccgag
agctgggect
atggacaacyg
tacatcggcce
ctgcagatcg
tccteccgea
accatcgagg
accgeggget
ctectegeege
cgcttectge
atccgactct
gtcgoccaaga
gcagaggtca
gcgaagatga
cccgagateg
ccagcgcteg
aggcceetgca
gtccagtgeg
gaggttccca
accgcgaaga
ctgaaggagyg
gagacccagc
gttgcagceg
aacatcgacyg
tgtaagagcg
gcgetgatec
ttcttegtee
acgatcaagce
cceecgeggcec
accttcaacce
atcggcgact

ggctgcaace

<210>7
<211> 286
<212> PRT

agttctatcc
cgatccgeat
ccctcaagge
ccggegtgac
ccatgtecegt
tccatccggg
teccagtggga
agatccacga
tcgaaatcat
gcaacaacac
tcgaggtcat
ccggeatega
tgtgcgaggc
tcaacgecgge
tcaaggacgc
gcgagaagct
ctgaccceat
tcggttgegg
ccgtcaacgce
agaaggttat
agtgcggcca
ctaccgtcte
tcaagaagga
geggcettega
gccaggacyga
acgccgacag
tcgeggagga
ccggegteat
cetecaceca
tggagaccct
agttecegege
gcaaggcecetc

tgtag

gaagaccttc
gccgatggge
gtacgcecgag
ccagtteccac
cctcgctaag
ccgcgacgeg
gccctggtac
cttcgteggt
cgacgtccac
ccgcaacgac
ccgegacate
tttcgageeg
agccggtgeg
cggectgete
tgttagcatc
gctcgaggac
gtgggccaag
cgtcggetge
ggccetgtac
catcatcggc
tgacgtcacc
cgacagcaag
gggcatcgag
cgtecgeecate
cccetecgte
ggtcgtegtt
gcagggcaag
gggtatcgcecce
gctegtegece
ggacgtcgac
ccagatcgag

ccgtatggte

<213> Lactococcus garvieae

<400> 7

ES 2424470 T3

gagegeggct
accgagcetgy
gctgecegacyg
catgtcggac
accatcaagc
gcgttegtgce
gagaacggcyg
tactteggeg
gcggcatgceg
atgtacggceg
aagaagaagt
ggeggeatca
gacgccatca
tccaagcacg
cccaccatge
ggegtetgeg
aaggcggetg
catgaccgeg
aagttcgacg
gcaggtcccg
atatacgaga
gaggacctcg
gtcatctacg
gtegectgeg
gtgtacgega
gtcggcggcg
gacgtcacca
tacatggttc
gtcaaggacg
cagaccatca
gagaagtgcg

atggacgctg

acatcggtaa
gcaacccgyga
gcggtacegg
tttecectgge
agcacggggc
gcggtgacga
gegectgttee
actgcgecact
gcgtcecctget
gaagcctgea
gccccaacct
ccgtegagga
acatcacctg
gcgccaacca
tgtgcggegyg
acttcategg
aggggcgtee
gcatgctctc
agccegteta
ctggctgega
agcgcaagat
gctacctcat
aggaggccac
gcgccaccgt
tggacttcet
gcatcqtygyg
tcactacceg
gcettggcat
gcaagcccat
tctectetygg
aggacgtcag

tccacgaggg

87

cctagaggte
cggctctece
catcgtgttc
cagcgacaag
catcccegge
cctgatctee
ccgegagctc
ccgcgegeag
gagcaacttc
caaccgcgcet
cccgetgget
gacctgecgag
gggttcecat
cgtcgaggea
catctactco
catcggcaag
tgaggacatc
cggecggegkc
cccgeaggcet
ggctgecatc
cggcggegtt
cacctactac
tgcaagcace

gcgecaacctce

ggacaacgac
tgcegagace
ctccececggag
ggcgggegte
gttcgeeoggt
cttegtcoeg
ggtcatcgge

ctacatcget

60
120
180
240
300
360
420

480

600
660
7290

789

200

960

1020

1080

1140

1200

1280

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1935



Met

Gly

Lys

Gln

Thr

65

Tyr

Lys

Val

Thr

Tyr

145

Ala

Ser

Ala

Ser

Lys

225

Val

Glu

Ala

Ala

Lys

Lys

Glu

50

Pro

Gln

Lys

Ile

Pra
130

Asn

Ser

Pro

Arg

val

210

Glu

Asp

Ser

Gly

<210>8
<211> 310
<212> PRT
<213> Bacteroides ovatus

Gln

Trp

Ile

35

Leu

Gly

Ala

Trp

Asn

115

Glu

Val

Ile

Gln

Gln

195

Thr

Met

Pro

Arg

Ala
275

Glu

Ile

20

Leu

Leu

Val

Ala

Val

100

Asn

Ile

Cys

Ile

Ala

180

Leu

Pro

Ala

Met

Gln

260

Val

Val

Ser

Leu

Cys

Ala

Gly

Glu

Ala

Trp

Asn

Ile

165

Cys

Ala

Gly

Ser

Asp

245

Tle

Thr

Lys

Pro

Thr

Ala

Ala

70

Met

Glu

Ser

Asn

Cys

150

Thr

His

Ala

Leu

Gly

230

Ile

Thr

Gly

Val

Glu

Gly

His

55

Ser

Asp

Cys

His

Tyr
135

Ala

Ser

Ala

Glu

val

215

Leu

Ala

Ala

Gly

Pro

Glu

Thr

40

Gly

Val

Val

Ala

Pro

120

Gly

Trp

Ser

Ala

Gly

200

Trp

Val

Tyr

Ala

Met
280

Lys

Ser

25

Thr

Ala

Rla

Asp

Glu

105

Gly

Ile

Pro

Thr

Cys

185

Gly

Thr

Ala

Ala

Asn

265

Gln

ES 2424470 T3

Met

10

Val

Lys

Phe

Asp

Leu

90

Leu

Met

Lys

Tyr

val

170

Lys

Pro

Glu

Ala

Tyr

250

Ile

Gly

Pro

Gly

Gly

Val

Glu

75

Ser

Met

Ala

Asn

Leu

155

Ala

Gly

Phe

Ala

Gln

235

Leu

Pra

Glu

Gly

Gln

Val

Cys

60

Leu

Asp

Gly

Pro

Glu
140

Gin

Leu

Ala

Gly

Met

220

Thr

Phe

Val

Ile

ala

Arg

Gly

45

Gly

Lys

Tyr

Gly

Phe

125

Leu

Lys

Gln

Cys

Ile

205

Ser

Thr

Leu

Rsp

Glu
285

88

Prec

Leu

30

Arg

Ser

Ala

Asp

Ile

110

Gly

Asp

Ala

Gly

Leu

150

Arg

Asn

Gln

Ala

Gly

270

val

Val

15

Lys

val

Gly

Lys

Ala

95

Asp

Glu

Leu

Asp

Ser

175

Ser

Cys

Ile

Gln

Ser

255

Gly

Fhe

Gly

Thr

Arg

Gly

80

Val

Val

Met

val

Gly

160

Asn

Leu

Asn

Pro

ila

240

Asp

Cys



<400> 8

Met

1

Pro

Lys

Ser

Thr

Ser

Arg

Met

Val

50

Lys

Pro

Gln

Pro

35

Gly

Gly

His Phe
5

Gly Lys

20

Gly Ala

Gin Arg

Val Gly

Ala

Glu

Pro

Leu

Arg

Ser

Pro

Val

Lys

55

Val

Gln

Thr

Phe

Gly

Thr

Arg

Met

25

Gly

Lys

Gln

ES 2424470 T3

Trp

Ala

Lys

Lys

Glu

Ala

Gln

Trp

Ile

Leu

Ala

Glu

Ile

Leu

Leu

Lys

Val

Ser

45

Leu

Cys

89

Glu

Lys

30

Pro

Thy

Ala

ASp

Val

Glu

Gly

His

Gly

Pro

Glu

Thr

Gly



65

Ala

Ala

Asp

Glu

Gly

145

Val

Pro

Thr

Cys

Gly

225

Thr

Ala

Ala

Asn

Gln
305

Phe

Asp

Leu

Leu

130

Met

Lys

Tyr

Val

Lys

210

Pro

Glu

Ala

Tyr

Ile

290

Gly

<210>9
<211> 287

<212> PRT
<213> Streptococcus constellatus

<400>9

Val

Glu

Ser

115

Met

Ala

Asn

Leu

Gly

195

Gly

Phe

Ala

Gln

Leu

275

Pro

Glu

Cys

Leu

100

Asp

Gly

Pro

Glu

Gln

180

Leu

Ala

Gly

Met

Thr

260

Phe

val

Ile

Gly

85

Lys

Tyr

Gly

Phe

Leu

165

Lys

Gln

Cys

Ile

Ser

245

Thr

Leu

Asp

Glu

70

Ser

Ala

Asp

Ile

Gly

150

Asp

Ala

Gly

Leu

Arg

230

Asn

Gln

Ala

Gly

val
310

Gly

Lys

Ala

Asp

135

Glu

Leu

Asp

Ser

Ser

215

Cys

Ile

Gln

Ser

Gly
295

Arg

Gly

Val

120

Val

Met

Val

Gly

Asn

200

Leu

Asn

Pro

Ala

Asp

280

Cys

Thr

Tyr

105

Lys

Val

Thr

Tyr

Ala

185

Ser

Ala

Ser

Lys

Val

265

Glu

Ala

ES 2424470 T3

Pro

S0

Gln

Lys

Iie

Pro

Asn

170

Ser

Pro

Arg

Val

Glu

250

Asp

Ser

Gly

75

Gly

Ala

Trp

Asn

Glu

155

Val

Ile

Gln

Gln

Thr

23%

Met

Pro

Arg

Ala

Val

Ala

val

Asn

140

Ile

Cys

Ile

Ala

Leu

220

Pro

Ala

Met

Gln

Val
300

Ala

Gly

Glu

125

Ala

Trp

Asn

Ile

Cys

205

Ala

Gly

Ser

Asp

Ile

285

Thr

90

Ala

Met

110

Glu

Ser

Asn

Cys

Thr

130

His

Ala

Leu

Gly

Ile

270

Thr

Gly

Ser

95

Asp

Cys

His

Tyr

Ala

175

Ser

Ala

Glu

val

Leu

255

Ala

Ala

Gly

80

Val

val

Ala

Preo

Gly

160

Trp

Ser

Ala

Gly

Trp

240

Val

Tyr

Ala

Met



Met

Gly

Lys

Gln

Thr

Tyr

Lys

Val

Thr

Tyr

145

Gly

Asn

Leu

Asn

Pre

225

Ala

Asp

Cys

<210>10

Ala

Lys

Lys

Glu

Prc

Gln

Lys

Ile

Pro

130

Asn

Ala

Ser

Ala

Ser

210

Lys

Ile

Glu

Ala

Gln

Trp

Ile

35

Leu

Gly

Ala

Trp

Asn

115

Glu

Val

Ser

Pro

Arg
195

Val

Glu

Asp

Ala

Gly
275

<211> 861
<212> ADN

<213> Lactococcus garvieae

Glu

Ile

20

Ile

Leu

val

Ala

val

100

Asn

Ile

Cys

Ile

Gln

180

Gln

Thr

Met

Pro

Arg

260

Ala

Val

Ser

Leu

Cys

Ala

Gly

Gln

Ala

Trp

Asn

Ile

165

Ala

Leu

Pro

Ala

Met

245

Gln

Val

Lys

Pro

Thr

Ala

Ala

70

Met

Glu

Ser

Asn

Cys

150

Ile

Cys

Ala

Gly

Ser

230

Asp

Ile

Thr

Cys

Glu

Gly

His

Ser

Asp

Cys

His

Tyr

135

Ala

Thr

His

Ala

Leu

215

Gly

Ile

Thr

Gly

Ala

Glu

Thr

40

Gly

val

Val

2la

Pro

120

Gly

Trp

Ser

Ala

Glu
200

Val

Leu

Rla

Ala

Gly
280

Lys

Ser

25

Thr

Ala

Ala

Asp

Glu

105

Gly

Ile

Pro

Ser

Ala

185

Gly

Trp

val

Tyr

Ala

265

Met

ES 2424470 T3

Met

10

Ile

Lys

Phe

Asp

Leu

Leu

Met

Lys

Tyr

Thr

170

Ala

Gly

Thr

Gly

Ala

250

Asn

Gln

Pre

Gly

Gly

Val

Glu

75

Ser

Met

Ala

Asn

Leu

155

val

Lys

Pro

Glu

Ala

235

Tyr

Leu

Gly

Gly

Gln

Val

Cys

&0

Leu

Asp

Gly

Pro

Glu

140

Lys

Gly

Gly

Phe

Ala

220

Gln

Leu

Pro

Glu

Ala

Arg

Gly

45

Gly

Lys

Tyr

Gly

Phe

125

Leu

Glu

Leu

Ala

Gly
205

Met

Thr

Phe

Val

Ile
285

91

Pro

Leu

30

Lys

Ser

Ala

Glu

Ile

110

Glu

Asp

Ala

Gln

Cys

180

Ile

Ala

Thr

Leu

BAsp

270

Glu

val

15

Lys

Val

Gly

Lys

Ala

Asp

Glu

Leu

Glu

Gly

175

Leu

Arg

Asn

Gln

Ala

255

Gly

Gly

Phe

Gly

Thr

Arg

Gly

Val

val

Met

val

Gly

160

Thr

Ser

Cys

Ile

Gln

240

Ser

Gly



10

15

<400> 10

atggcacagg
tceeccgagy
accaagggcg
ggctecggee
taccaggccg
gaggagtgey
ggcatggeccc
ctcgaccteg
gcctecateca
tgtcacgetg
ggceectteg
tccaacatcc
gtcgacccga
atcaccgcty
cagggcgaga

<210> 11
<211> 933
<212> ADN

<213> Bacteroides ovatus

<400> 11

atgagccegc
aaggaaccaa
ggcaagtgga
ctcaccggea
gccttegtet
aaggccaagg
aagaagtggg
gcgtececace
gtcaagaacg
aaggcagacg
tceecteagy
gccgetgagg
accgaggceca
acccagcagg
gagtccecgee
accggcggca

<210>12

aagtcaaagt
agtccgtegyg
tcggeagggt
gcacececgyg
ccggcatgga
ccgagetcat
ccttecggega
tctacaacgt
tecatcaccte
cctgcaaggg
geatecgety
ccaaggagat
tggacatcgce
ccaacatccc

tcgaggtcta

attttgegag
ccatggcaca
tctcececeoega
ccaccaaggg
geggcteegq
gctaccaggce
ttgaggagtyg
ccggcatgge
agctcgacct
gcgecteoeat
cectgecacgce
gcggcceectt
tgtccaacat
ctgtcgacec
agatcaccgc

tgcagggcga

ccccaagatg
ccagcgcectyg
cacccaggag
cgtggcagec
cgtcgacctg
gggeggcate
gatgaccccg
ctgcaactgce
ctccaccgte
cgectgectg
caactccgtc
ggcaagcgge
ctacgectac
cgtcgacggce

g9

ccaaagatgg
ggaagtcaaa
ggagtccgtc
cgtcggcagg
ccgeacccce
cgcecggcatg
cgccgagcte
ccecttegge
cgtctacaac
catcatcacc
tgcctgecaag
cggcatccge
ccccaaggag
gatggacatc
tgccaacatc

gatcgaggtce

ES 2424470 T3

ccecggcgeac
aagggcaaga
ctgctgtgeg
tcegtegecg
tctgactacg
gacgtcogtca
gagatctgga
gcatggecct
gccctccagg
tcectggece
accccgggec
ctggtegecag
ctgttectgg

ggctgegeceyg

gctgcaaagg
gtcececeaaga
ggccagcgeco
gtcacccagg
ggcgtggcag
gacgtcgacc
atgggcggca
gagatgaccc

gtctgcaact

tcetceaceg
ggcgectgec
tgcaactecy
atggcaagcg
gcctacgect

cccgtcgacg

taa

ccgtgttegg
agatcctget
cacacggcgc
acgagctgaa
acgccgtgaa
tcaacaacgc
actacggcat
acctgcagaa
gcagcaactc
gcecagctege
tggtctyggac
cccagaccac
catccgacga

gcgetgtgac

aagacggcce
tgcececggege
tgaagggcaa
agctgctgtg
cctecegtege
tgtctgacta
tcgacgtegt
cggagatctg
gegeatggec
tcggectcea
tgtccctgge
tecaccccygygy
gcoctggtege
acctgttcct

gcggcetgcege

92

caagtggatc
caccggcace
cttegtctge
ggccaaggge
gaagtgggtt
gtecccaccee
caagaacgag
ggcagacggc
ccctecaggec
cgctgagggcoe
cqgaggccatyg
ccagcaggct
gtccecgecag

cggcggeatg

aagacaagga
accecgtgttc
gaagatcctg
cgcacacggce
cgacgagctg
cgacgceglg
catcaacaac
gaactacggce
ctacctgcag
gggcagcaac
ccgccagcetce
cetggtetgg
agcecagacce
ggcatccgac

cggcgctgtg

60

129

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

861

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

6640

720

780

8490

200

933



10

15

<211> 864
<212> ADN

<213> Streptococcus constellatus

<400> 12

atggcacagg
agcecccgagg
actaagggcyg
ggctecggte
taccaggccyg
caagagtgeg
ggcatggecce
ctegacetgg
ggcgettcea
gcctgccacg
ggcggccact
atggccaaca
gctatcgacc
cagatcacecg
atgcagggcg

<210>13
<211> 486
<212> PRT

aagtcaaatg
agtcgatcgg
teggecaaggt
gtacccocgg

cecggecatgga

ccgagcteat
ccttegagga
tctacaacgt
tcatcatcac
cegocgcecaa
teggeateeg
tccegaagga
ccatggacat
cagcgaacct

agakcgaagg

cgccaagatg
ccagegecte
cacccaagag
cgtggeeget
cgtcgacctg
gggeggeate
gatgacccce
gtgcaactqgce
ctecteccace
gggegeatge
ctgcaactcc
aatggcatcc
cgcctacget
teccegtegac

ctaa

<213> Lactococcus garvieae

<400> 13

ES 2424470 T3

ccecggagege
aagggcaaga
ctgctgtgeg
tcegtggeed
tccgactacg
gacgtcgtea
gagatctgga
gcttggeegt
gtcggectee

ctgtccetgg

gtcaccececg

ggecctggtcg

tacctcttce

ggcggetygceg

ccgtecttegyg
agatcattct
ccecacggege
acgagctgaa
aggccgtgaa
tcaacaacgc
actacggcat
acctgaagga
agggcaccaa
ccegecaget
gcctggtgtyg
gtgcgcagac
tggcetecga

ccggegetgt

93

caagtggatc
caccggcacce
cttcgtctge
ggccaagggce
gaagtgggtc
ctcecacecqy
caagaacgag
agecgagggce
ctececegeag
ggcagctgaa
gaccgaggcc
cacccagcag
tgaggctcge

gaccggegge

60

120

180

240

300

360

42Q

480

540

600

660

720

780

840

864



Met

Ala

val

Ala

Thr

65

Glu

Arg

Leu

Asn

Gln

145

Thr

aAla

Ser

val

Glu

Pro

Lys

Ala

Gly

Glu

130

Glu

Ser

Glu

Gly

val

35

Gly

Arg

Fhe

Phe

Val

115

Val

val

Thr

FPhe

Lys

20

Leu

Thr

Leu

Met

Val

100

Val

Trp

Leu

Pro

Asp

Ser

Glu

Ala

Ser

Gly

85

Glu

Tyr

Thr

Leu

Ala
165

val

Ala

Lys

Ala

Lys

70

Tyr

Asn

Lys

Phe

Asp

150

LYS

Glu

Ala

Met

Phe

Tyr

Ser

Ser

Ala

His

135

Ala

Glu

Tyr

Leu

Prec

Glu

His

His

Ala

Cys

120

Leu

Ile

Leu

Asp

Ile

Glu

Ser

Phe

Gln

Glu

105

Asp

Pro

Gln

Ile

ES 2424470 T3

Leu

10

Ala

Thr

Ser

Pro

Arg

90

Thr

Ile

Glu

Lys

Ile
170

Val

Ala

Gly

Ile

Thr

75

Ala

Ile

Ala

Gly

Leu

155

Glu

val

Arg

Gly

Gln

Lys

Asn

Asp

Ala

Leu

140

Asp

Asp

val

Glu

Leu

Asn

Gln

Tyr

Ile

Glu

125

Gly

Val

Gly

94

Gly

Gly

Ser

Glu

Glu

Asp

Tyr

110

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

19

Lys

Met

Leu

Gly

Val

95

Arg

Asp

His

Ile

Val
175

Gly

Arg

Tyr

Gly

Ile

Val

Asp

Pro

Cys

Fhe

160

Val



Gly

Ala

Phe

Thr

225

Gly

Gly

Pro

Val

Gly

305

val

Lys

Gly

Asp

Ala

385

Leu

Val

val

LyS

210

Pro

Ala

Arg

Gly

Ala

290

Gly

Ala

Pro

Leu

Val

370

Cys

Arg

Val

Ile

195

Tyr

Leu

Asp

Asp

Val

275

Glu

Val

Glu

Met

Val

355

Pro

Glu

Pro

Ala

180

Leu

Ser

Gln

Pro

Met

260

Trp

Asn

val

Gly

Glu

340

Lys

Val

Lys

Met

Glu

Ala

Trp

Asn

Thr

245

Thr

Ile

Ile

Trp

Ser

325

Arg

Lys

Asp

Gly

val
405

Ser

Thr

Phe

val

230

Tyr

Met

Asn

Gly

Ser

310

Glu

Leu

Ala

Thr

Tyr

390

Glu

Asp

Gly

Ala

215

Gly

Tle

Asp

Lys

Asp

295

Ile

Ile

Pro

Gly

Phe

375

Asp

Gly

Gly

Gly

200

Pro

Asp

Thr

Ser

Thr

280

Ile

Leu

Ala

Ite

Ser

360

Val

Asp

Pro

Glu

185

Met

Rla

Gly

Thr

Gln

265

Gly

Gly

Ser

Ile

Glu

345

Phe

Ala

Ala

Phe

ES 2424470 T3

Pro

Gly

Ala

Leu

Cys

250

val

Arg

Thr

Gln

Gly

330

Leu

Glu

Thr

Phe

Tyr
410

Leu

Ser

Tyr

Asp

235

Pro

Gly

Arg

Tyr

Ala

315

Glu

Glu

Glu

Met

Met

395

Ala

Arg

Ser

Asn

220

Leu

Ile

Gly

Phe

Tyr

300

Asp

Phe

Ala

Leu

Ala

380

Lys

Ile

Val

Pro

205

Met

Ala

Leu

Ala

Ala

285

Gly

Ile

val

His

Ala

365

Asp

Lys

Pro

95

Gly

130

Glu

Asn

Leu

Ala

Gly

270

Ala

Lys

Asp

val

Leu

350

Ala

Tyr

Pro

Leu

Gly

Arg

Thr

Ser

Ala

255

val

Glu

Gln

Arg

Tyr

335

Glu

Leu

Asn

Gln

Ala
415

Lys

Ile

Leu

Ala

240

Gly

Asn

Ser

Pro

Leu

320

His

Ser

Ile

Glu

Tyr

400

Thr



10

Gly Thr Met Gly Ser Ala
420

Val Val Asp Ala Asp Tyr
435

Leu Asp Ala Thr Gly Leu
450

Gly Ala Ala Asn Gly Phe
465 470

His Ala Ile Ser Thr Met
485

<210> 14
<211> 486

<212> PRT
<213> Bacteroides ovatus

<400> 14

Met Ala Gln Phe Asp Val
1 5

Ala Ser Gly Lys Ser Ala
20

val val val Leu Glu Lys
35

Ala Glu Gly Thr Ala Ala
50

Thr Pro Arg Leu Ser Lys

Glu Lys Phe Met Gly Tyr
85

Arg Ala Phe Val Glu Asn
100

Leu Gly Val Val Tyr Lys
115

Asn Glu val Trp Thr Phe
130

Gly

Asn

Tyr

455

Ala

Glu

Ala

Met

Phe

Tyr

Ser

Ser

Ala

His
135

Gly

Ala

440

Gly

His

Tyr

Leu

Pro

40

Glu

His

His

Ala

Cys

120

Leu

Ile

425

Ile

Asp

Thr

Asp

Ile

25

Glu

Ser

Phe

Gln

Glu

105

Asp

Pro

ES 2424470 T3

Arg

Pro

Ser

Ser

Leu

10

Ala

Thr

Ser

Pro

Arg

Thr

Ile

Glu

Ile

Gly

Tyr

Gly
475

val

Ala

Gly

Ile

Thr

75

Ala

Ile

Ala

Gly

Asn

Leu

Asn

460

Arg

val

Arg

Gly

Gln

&0

Lys

Asn

Asp

Ala

Leu
140

Gly

Tyr

445

Met

Ile

val

Glu

Leu

45

Asn

Gln

Tyr

Ile

Glu

i25

Gly

96

Asn

430

Ala

Glu

Ala

Gly

Gly

30

Ser

Glu

Glu

Rsp

Tyr

110

Asp

Ala

Met

Val

val

Ala

Gly

i5

Lys

Met

Leu

Gly

Val

95

Arg

Asp

His

Gln

Gly

Pre

Arg
480

Gly

Arg

Tyr

Gly

Ile

80

Val

Asp

Pro

Cys



Gln

145

Thr

Gly

Ala

Phe

Thr

225

Gly

Gly

Pro

Val

Gly

305

val

Lys

Gly

Asp

Glu

Ser

val

val

Lys

210

Pro

Ala

Arg

Gly

Ala

290

Gly

Ala

Pro

Leu

Val
370

val

Thr

val

Ile

195

Tyr

Leu

Asp

Asp

Val

275

Glu

val

Glu

Met

val

355

Pro

Leu

Pro

Ala

180

Leu

Ser

Gln

Pro

Met

260

Trp

Asn

val

Gly

Glu

340

Lys

vVal

Leu

Ala

165

Glu

Ala

Trp

Asn

Thr

245

Thr

Ile

Ile

Trp

Ser

325

Arg

Lys

Asp

Asp

150

Lys

Ser

Thr

Phe

Val

230

Tyr

Met

Asn

Gly

Ser

310

Glu

Leu

Ala

Thr

Ala

Glu

Asp

Gly

Ala

215

Gly

Ile

Asp

Lys

Asp

295

Ile

Ile

Pro

Gly

Phe
375

Ile

Leu

Gly

Gly

200

Pro

Asp

Thr

Ser

Thr

280

Ile

Leu

Bla

Ile

Ser

360

Val

Gln

Ile

Glu

i85

Met

Ala

Gly

Thr

Gln

265

Gly

Gly

Ser

ile

Glu

345

Phe

Ala

ES 2424470 T3

Lys

Ile

170

Pre

Gly

Ala

Leu

Cys

250

Val

Arg

Thr

Gln

Gly

330

Leu

Glu

Thr

Leu

155

Glu

Leu

Ser

Tyr

Asp

235

Pro

Gly

Arg

Tyr

Ala

315

Glu

Glu

Glu

Met

Asp

Glu

Arg

Ser

Asn

220

Leu

Ile

Gly

Phe

Tyr

300

Asp

Fhe

Ala

Leu

Ala
380

val

Gly

val

Pro

205

Met

Ala

Leu

Ala

Ala

285

Gly

Ile

Val

His

Ala

365

Asp

97

Asp

Ala

Gly

190

Glu

Asn

Leu

Ala

Gly

270

Ala

Lys

Asp

Val

Leu

350

Rla

Tyr

Ile

Val

175

Gly

Arg

Thr

Ser

Ala

255

val

Glu

Gln

Arg

Tyr

335

Glu

Leu

Asn

Phe

160

Val

Lys

Ile

Leu

Ala

240

Gly

Asn

Ser

Pro

Leu

320

His

Ser

Ile

Glu



10

Ala

385

Leu

Gly

Val

Leu

Gly

465

His

<210>15

Cys

Arg

Thr

val

Asp

450

Ala

Ala

Glu

Pro

Met

Asp

435

Ala

Ala

Ile

<211> 487
<212> PRT
<213> Streptococcus constellatus

<400> 15

Met Ala Glu

1

Ala

Val

Ala

Thr

Glu

Arg

Ser

Val

Glu

50

Pro

Lys

Ala

Gly

Val

Gly

Arg

Phe

Phe

Lys

Met

Gly

420

Ala

Thr

Asn

Ser

FPhe

Lys

Z0

Leu

Thr

Leu

Met

val

Gly

Val

405

Ser

Asp

Gly

Gly

Thr
485

Asp

Ser

Glu

Ala

Ser

Gly

85

Glu

Tyr

390

Glu

Ala

Tyr

Leu

Phe

470

Met

Val

Ala

Lys

Rla

Lys

70

Tyr

Asn

Asp

Gly

Gly

Asn

Tyr

455

Ala

Glu

Ala

Met

Phe

55

Tyr

Ser

Ser

ASp

Pre

Gly

Ala

440

Gly

His

Tyr

Leu

Pro

40

Glu

His

His

hla

Ala

Phe

Ile

425

Ile

Asp

Thr

Asp

Ile

25

Glu

Ser

Phe

Gln

Glu

ES 2424470 T3

Phe

Tyr

110

Arg

Pro

Ser

Ser

Leu

10

Ala

Thr

Ser

Pro

Arg

90

Thr

Met

395

Ala

Ile

Gly

Tyr

Gly
478

val

Ala

Gly

Ile

Thr

75

Ala

Ile

Lys

Ile

Asn

Leu

Asn

460

Arg

Val

Arg

Gly

Gln

60

Lys

Ser

Asp

Lys

Pro

Gly

Tyr

445

Met

Ile

Val

Ala

Leu

45

Lys

Gln

Tyr

Ile

98

Pro

Leu

Asn

430

ala

Glu

Ala

Gly

Gly

Ser

Glu

Glu

Asp

Tyr

Gln

Ala

415

Met

val

val

Ala

Gly

Lys

Met

Leu

Gly

Val

95

Arg

Tyr

400

Thr

Gln

Gly

Pro

Arg
480

Gly

Ser

Tyr

Gly

Val

80

Val

Glu



Leu

Ser

Gln

145

Thr

Gly

Ala

Phe

Thr

225

Gly

Gly

Pre

val

Gly

305

Val

Lys

Gly

Glu

130

Glu

Ser

Val

Val

Lys

210

Pro

Ala

Arg

Gly

Ala

290

Gly

Asn

Pro

val

115

val

val

Thr

Val

Ile

195

Tyr

Leu

Asp

Asp

Val

275

Glu

Ile

Glu

Met

100

vVal

Trp

Leu

Pro

Ala

180

Leu

Ser

Gln

Asp

Met

260

Trp

Asn

Val

Gly

Glu
340

Tyr

Thr

Len

Ala

165

Glu

Ala

Trp

Asn

Thr

245

Thr

Ile

Ile

Trp

Ser

325

Arg

Lys

FPhe

Asp

150

Lys

Ser

Thr

Phe

Met

230

Ala

Met

Asn

Gly

Ser

310

Glu

Leu

Thr

His

135

Ala

Glu

Asp

Gly

Ala

215

Gly

ile

Asp

Lys

Asp

295

Ile

Ile

Pro

Cys

129

Leu

Ile

Leu

Gly

Gly

200

Pro

hsp

Thr

Ser

Ser

280

Ile

Leu

Ala

Ile

105

Asp

Fro

Gln

Ile

Glu

185

Met

Ala

Gly

Thr

Gln

265

Gly

Gly

Ser

Ile

Glu
345

ES 2424470 T3

Ile

Glu

Lys

Ile

170

Pro

Gly

ala

Leu

Cys

250

Val

Lys

Thr

Gln

Gly

330

Leu

Bla

Gly

Leu

155

Glu

Leu

Ser

TyY

Asp

235

Pro

Gly

Arg

Tyr

Ala

315

Glu

Asn

Ala

Leu

140

Asp

Asp

Arg

Asn

Asn

220

Leu

Ile

Gly

Phe

Tyr

300

Asp

Phe

Ala

Glu

125

Gly

Val

Gly

Val

Pro

205

Met

Ala

Leu

Ala

Cys

285

Gly

Ile

Val

His

99

Asp

Ala

Asp

Lys

Gly

190

Asp

Asn

Leu

Ala

Gly

270

Ala

Lys

Asp

Val

Leu
350

Asp

His

Ile

val

175

Gly

Arg

Val

Ser

Ala

255

Val

Glu

Gin

Arg

Tyr

335

Glu

Pro

Cys

Phe

160

Val

Lys

Ile

Leu

Ala

240

Gly

Asn

Ser

Pro

Leu

320

His

Ser
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Gly Leu Val
355

Asp Val Pro
370

Ala Cys Glu
385

Leu Arg Ala

Gly Thr Met

Val Ile Asp
435

Leu Asp Ala
450

Gly ala Ala
465

His Ala Leu

<210> 16
<211> 1461
<212> ADN

Lys Lys

Ala Gly

Lys Gly

Glu Thr

405

Gly Ser

420

Ser Asp

Thr Gly

Asn Gly

Ser Thr
485

Ala Asp Cys
360

Ala Phe Val
375

Tyr Asp Asp
390

Gln Ala Pro

Ala Gly Gly

Ala Asn Pro
440

Leu Tyr Gly
455

Phe Ala His
470

Met Glu

<213> Lactococcus garvieae

<400> 16

atggcagaat
tctgecagcge
gagaccyggag
aacgagcteg
gagaagttca
gagaactccg
gacatcgeeg
ggegeccatt

acctccacce

tcgatgttga gtatgatctt

tgatcgcecge cecgtgaggge

gcectectecat gtacgecgaa

gcaccecegeg tctttecaag

tgggctacag ccatcagcgc

cagagaccat cgacatctac

cagaggacga ccccaacgag

gccaggaagt cctgcotogac

ccgccaagga gctcatcatc

ES 2424470 T3

Phe Glu Glu

Asp Thr Met

Ala Phe Met
395

Phe Tyr Ala
410

Ile Lys Ile
425

Ile Pro Gly

Asp Ser Tyr

Thr Ser Gly
475

gttgtcgttg
aagcgcgtceg
ggcaccgctg
taccacttec
gcgaactacg
cgcgacctcg
gtctggacct
gccatccaga

gaggacggcg

Leu Ala Glu
365

Asn Ala Tyr
380

Lys Lys Pro

Lys Met

Asn Glu

Glu Tyr
400

Ile Pro Leu Ala Thr

415

Asn Gly Asn Met Gln

430

Leu Tyr Ala Val Gly

445

Asn Met Glu val Pro

460

Arg Ile Ala Ala Arg

gaggaggcgc
tggtgctcga
ccttegagte
cgaccaagca
acgtegtceg
gcgtcgtcta
tccatctgee
agctecgacgt

ctgtcgtcgg

100

4180

ctctggaaag
gaagatgccc
ctctattcag
ggagggcatc
cgcttbegtt
caaggcctge
cgagggecte
cgacatette

tgtcgtcgca

60

120

240

300

360

420

480

540
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gagtctgacg
atgggctcca
atgaacacce
ggcgcagace
accatggact
ggcaggceget
ggcaagcagc
gtggccgagg
cgecteecta
ttcgaggage
gactacaacyg
ctccgeccga
tctgetggeg
attccoggte
atggaggttc

cacgcgatct

<210> 17
<211> 1461
<212> ADN

<213> Bacteroides ovatus

<400> 17

atggcacaat
tectgeagege
gagaccggag
aacgagctcg
gagaagttca
gagaactceg
gacatcgceq
ggcgeccatt
acctecacce
gagtctgacg

atgggcicca

gcgageccct
gcccggageyg
tcacccecget
ccacctacat
cccaggtcgy
tcgeggeega
ccggcggegt
gttccgagat
tcgagctcga
tcgcageceect
aggcatygcga
tggtcgaggg
gcatccgeat
tctacgcggt
ccggcgcagco

ccactatgta

tcgatgttga
tgategecgce
gectcectecat
gcaccecgeqg
tgggctacag
cagagaccat
cagaggacga
gccaggaagt
ccgecaagga
gcgageecet

gcccggagcg

gecgegtegge
catcttcaag
gcagaacgtc
caccacctgce
cggcgeggqgc
gtcegttygee
ggtctggtce
cgcgatcgge
ggctcatctc
cattgacgtg
gaagggctac
tccettetat
taacggcaac
cggtctggac
aaacggtttc

g

gtatgatctt
ccgtgaggge
gtacgccgaa
tctttecaag
ccatcagcge
cgacatctac
ccccaacgag
cctgetegac
gctcatcatce
gcgegtegyge

catcttcaag

ES 2424470 T3

ggcaaggcecg
tacagctggt
ggcgacggec
ccgattctcg
gtcaaccceqg
gagaacatcg
atcctctccc
gagttcegteg
gagticcggec
cctgtagaca
gacgacgcct
gccatcectc
atgcaggteqg
gecacggate

gcccacacct

gttgtegttg
aagcgcgteg
ggcaccgctg
taccacttec
gcgaactacg
cgcgacecteyg
gtctggacct
gccatecaga
dgaggaaggcg
ggcaaggecg

tacagctggt

ttatcctgge
tcgeceocecge
tegacctege
cagcaggcgg
gecgtgtggat
gcgacat.cgg
aggcggacat
tgtaccacaa
tggtgaagaa
ccttegtege
ttatgaagaa
tggctaccgy
tcgacgcega
tctacggega

ccggacgeat

gaggaggege
tggtgctcga
ccttegagte
cgaccaagca
acgtcgtceg
gcgtegicta
tcecatctgec
agctcgacgt
ctgtegtogg
ttatectgge

tcgeccecege

101

aaccggcgge
tgcctacaac
cctetecygeg
ccgtgacatg
caacaagacc
aacctactac
cgaccgtctg
gcecgatggag
ggctggcage
aactatggcc
geoccagtac
caccatgggt
ctacaacgcc
ttectacaac

cgeogeecye

ctctggaaaqg
gaagatgccc
ctctattcag
ggagggcatc
cgctttegtt
caaggectge
cgagggectc
cgacatctte
tgtcgtegea
aaccggegge

tgecctacaac

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1461

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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atgaacaccc
ggcgcagacce
accatggact
ggcaggcygct
ggcaagcagc
gtggcegagg
cgeccteccta
ttcgaggage
gactacaacg
ctccgeccga
tectgetggeg
attceeggtc
atggaggtte

cacgcgatct

<210> 18
<211> 1464
<212> ADN

tcacceeget
ccacctacat
cccaggtegg
tcgeggeega
ccggeggegt
gttccgagat
tcgagectega
tecgcagecct
aggcatgcga
tggtcgaggg
gcatccgeat
tctacgeggt
ccggcgeage

ccactatgta

gcagaacgte
caccacctgce
cggcegeggge
gteccgttgece
ggtctggtce
cgcgateggce
ggctcatcte
cattgacgtg
gaagggctac
tcecttetat
taacggcaac
cggtctggac
aaacggtttc

g

<213> Streptococcus constellatus

<400> 18
atggctgage
teegeggect
gagacgggcg
aaggaactcg
gagaagttca
gagaattccg
gacatcgccg
ggcgeccact
acctoccacge
gagtccgacg
atgggctcga
atgaacgttc

ggcgcagatg

tcgatgttga
tgatcgcgge
gcctgtecat
gtacccceeg
tgggatacag
ctgagaccat
cagaggacga
gccaggaggt
ccgccaagga
gagagccget
accccgaccyg
tgacceeget

acacggccat

gtacgacctg
tegegeeggce
gtacgccgag
tctgagcaag
tcaccagege
cgacatctac
tccecagegag
tctgetegac
gctgattate
gcgegtegge
catcttcaag
gcagaatatg

caccacctge

ES 2424470 T3

ggcgacggcec
ccgattcteg
gtcaaccccg
gagaacatcg
atcctctceco
gagttcgtcg
gagtccggcc
cctgtagaca
gacgacgcct
gccatcccto
atgcaggtcg
gccacgggtc

gcccacacct

grtegtegtoyg
aagagcgteg
gggaccygeqgyg
taccatttec
gcgagctacg
cgcgagctygg
gtctggacct
gccatccaga
gaggacggca
ggcaaggccyg
tacagctggt
ggcgacggece

ccgattttgg

tegaccetege
cagcaggcgg
gcgtgtggat
gegacategy
aggcggacat
tgtaccacaa
tggtgaagaa
cecttegtege
ttatgaagaa
tggctaccgy
tcgacgeccga
tctacggega

ccggacgcat

geggeggege
tcgttctega
cgttcgagte
ccacgaagca
acgtggtgeg
gcgtcgtceta
tecacctgee
agctcgacgt
aggtcgtcgg
tcatcctege
tcgeeeccege
ttgatctggce

cggetggegg

102

cctetoeqeqg
ccgtgacatg
caacaagacc
aacctactac
cgaccgtctg
gccgatggag
ggctggeage
aactatggec
gccccagtac
caccatgggt
ctacaacgcc
ctcctacaac

cgccgecccge

atccggcaag
gaagatgcce
ttccattecag
agagggegtyg
cgeocttegtyg
caagacctgce
cgagggcctc
ggacatcttce
cgtecgtggee
gaccggeggce
tgcctacaac
cctgtccgea

ccgtgacatg

720

780

840

900

960

1020

1080

11440

1200

1260

1320

1380

144Q

1461

60
129
180
240
300
360
420
480
240
600
660
720

780
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15

20

25

30

35

accatggatt
ggcaagecgct
ggcaagcagc
gtcaacgagg
cgcctacceca
ttegaagage
gcctacaacg
ctgcgtgeeg
tctgecggeg
atcceeggec
atggaggtte

cacgccctet

<210>19
<211> 22
<212> PRT

cceaggtegqg
tetgcgecya
ccggeggeat
gctcegaaat
tcgagctcaa
tggctgagaa
aggcgtgega
agacccaggc
gcatcaagat
tgtacgetgt
ccggogecge

ccacgatgga

cggegeagge
atccgtegec
cgtgtggtec
cgccategge
tgcgcacctg
gatggacgtt
gaagggctac
ccecttetac
caacggcaac
gggcectggat
taacggcttt

gtaa

<213> Lactococcus garcieae

<400> 19

ES 2424470 T3

gtcaaccceg
gagaacatcg
atcctetece
gagttegteg
gagtcecggee
cccgecoggeg
gacgacgcct
gccatccecet
atgcaggtceca
gccaccggee

gcccacacet

gcgtgtggat
gcgacatcgg
aggecgacat
tgtaccacaa
tggtcaagaa
ccttcgtaga
tcatgaagaa
tggcaacggg
tcgatteega
tgtacggcga

ccggecgeat

Caacaagtce
cacctactac
cgaccgectg
gcccatggag
ggccgactgce
caccatgaac
gcccgagtac
caccatgggc
cgcgaaccece
ctcetacaac

tgcggcacge

Met Lys Asn Lys Phe Tyr Pro Lys Thr Phe Glu Arg Gly Tyr Ile Gly

1

S

Asn Leu Glu Val Glu Asn

<210> 20
<211>10
<212> PRT

20

<213> Lactococcus garcieae

<400> 20

10

Phe Asp Glu Pro Val Tyr Pro Gln Ala Glu

1

<210>21
<211>16
<212> PRT

5

<213> Lactococcus garcieae

<400> 21

10

15

Ala Ser Arg Met Val Met Asp Ala Val His Glu Gly Tyr Ile Ala Gly

1

<210> 22
<211> 17
<212> PRT

5

<213> Lactococcus garcieae

<400> 22

10

15

Gly Tyr Ile Gly Asn Leu Glu Val Glu Asn Arg Ala Ile Arg Met Pro

1

Met

5

16

103

135

849

300

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1464
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<210> 23

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador E1-N-terminal-31

<220>

<221> misc_feature
<222>(11)..(11)

<223> n representa inosina

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(14)

<223> n representa inosina

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(20)

<223> n representa adenina, guanina, citosina o timina

<220>

<221> misc_feature

<222> (26)..(26)

<223> n representa adenina, guanina, citosina o timina

<400> 23
tgaagaataa nttntayccn aaracnttyg a 31

<210> 24

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador E1-N-terminal-37

<220>

<221> misc_feature
<222>(11)..(11)

<223> n representa inosina

<220>

<221> misc feature

<222> (14)..(19)

<223> n representa inosina

<220>

<221> misc feature

<222> (20)..(20)

<223> n representa inosina

<220>

<221> misc_feature

<222> (26)..(26)

<223> n representa inosina

<220>

<221> misc feature

<222> (35)..(35)

<223> n representa adenina, guanina, citosina o timina
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<400> 24
tgaagaataa nttntayccn aaracnttyg arrgngg 37

<210> 25

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador E1-N-terminal-F32

<220>

<221> misc feature

<222> (21)..(21)

<223> n representa adenina, guanina, citosina o timina

<220>

<221> misc_feature

<222> (27)..(27)

<223> n representa adenina, guanina, citosina o timina

<400> 25
atgaagaata agttttaycc naaracntty ga 32

<210> 26

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador El-interno-RP1

<220>

<221> misc_feature

<222> (24)..(29)

<223> n representa adenina, guanina, citosina o timina

<220>

<221> misc_feature

<222> (33)..(33)

<223> n representa adenina, guanina, citosina o timina
<400> 26

cctgcaatat aaccttcatg tacngcrtcc atnaccat 38
<210> 27

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador pUC19-FP-1

<400> 27

acacaggaaa cagctatgac catgattacg 30
<210> 28

<211>30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador pUC19-RP-1

<400> 28

agctggcgaa agggggatgt gctgcaagge 30
<210> 29

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador pUC19-FP-2

<400> 29

atgattacgc caagcttgca tgcctgcagg 30
<210> 30

<211>30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador pUC19-RP-2

<400> 30

ccagtcacga cgttgtaaaa cgacggccag 30
<210> 31

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador E1-RACE-N-P1

<400> 31

atgcggatcg ctcggttctc gacctctagg ttac 34
<210> 32

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador E1-RACE-RP2-1

<400> 32

atcgaggaga agtgcgagga cgtcagggtc atc 33
<210> 33

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador E1-RACE-N-P2

<400> 33

ttctcgacct ctaggttacc gatgtagecg ¢ 31
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<210> 34

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador E1-RACE-RP2-2

<400> 34

acgtcagggt catcggcatc ggcgactgca ag
<210> 35

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador E1-conf-NP

<400> 35

tgccggtgcea atggctgaca tcatgttcaa cctg
<210> 36

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador E1-conf-CP

<400> 36

tcctecateg ttectccaat cagtaagaca cgeg
<210> 37

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador E1-FP

<400> 37

ctacatcggt aacctagagg tcg 23
<210> 38

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador E1-RP

<400> 38

ccgtgctgct tgatggtcett tgc 23
<210> 39

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2424470 T3
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<223> Cebador Gar-16S-Ribo-FP
<400> 39

tgcgtagata tatggaggaa c 21
<210> 40

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador Gar-16S-Ribo-RP

<400> 40

cttatctcta aggatagcac g 21
<210>41

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador exp. E1 pet F Nde

<400> 41

agctcatatg aagaacaagt tctatccgaa 30
<210> 42

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador exp. E1 pet His

<400> 42

aatcgaattc ctacaggttg cagccagcga tgt 33
<210> 43

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RACE-N-P3-1

<400> 43

atggagatag tgccgctgge aaggcaacgg cac 33
<210> 44

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RACE-N-P3-2

<400> 44

tcaacgaaga ctcgatttga gcgagaggeg agg 33
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<210> 45

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> E1-Bub-N-P1

<400> 45

acggtggaac cggcatcgtg ttcatggaca ac
<210> 46

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> E1-Bub-N-P2

<400> 46

gcgtgaccca gttccaccat gtcggactgt ¢
<210> 47

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RACE-C-P3-1

<400> 47

gacatcccgt tcgagcgcag gatcacccat gag
<210> 48

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RACE-C-P3-2

<400> 48

aggatcaccc atgagcgcat cgctatcatg gac
<210> 49

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> E1-Bub-C-P1

<400> 49

catcgctctt gcagtegttg tccaggaagt cc
<210>50

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2424470 T3

32
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33
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<223> EI-Bub-C-P2
<400> 50
ttgtccagga agtccatcgc gtacacgacg gag 33

<210>51

<211>13

<212> PRT

<213> Lactococcus garvieae

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(12)..(12)

<223> Xaa representa isoleucina o leucina

<400> 51

Thr Pro Gly Val Ala Ala Ser Val Ala Asp Glu Xaa Lys
1 5 10

<210> 52

<211>9

<212> PRT

<213> Lactococcus garvieae

<400> 52

Met Pro Gly ARla Pro Val Phe Gly Lys
1 5

<210> 53

<211>9

<212> PRT

<213> Lactococcus garvieae

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(4)

<223> Xaa representa isoleucina o leucina

<400> 53

Lys Xaa Xaa Xaa Thr Gly Thr Thr Lys
1 5

<210> 54

<211>18

<212> PRT

<213> Lactococcus garvieae

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (5)..(6)

<223> Xaa representa isoleucina or leucina
<400> 54

Val Thr Gln Glu Xaa Xaa Cys Ala His Gly Ala Phe Val Cys Gly Ser
1 5 10 15

Gly Arg
<210> 55

<211>11
<212> PRT
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<213> Lactococcus garvieae

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(2)..(2)

<223> Xaa representa isoleucina or leucina

<400> 55

Trp Xaa Ser Pro Glu Glu Ser Val Gly Gln Arg
1 5 10

<210> 56
<211>8

<212> PRT
<213> Lactococcus garvieae

<400> 56

Ala Gln Glu Val Lys Val Pro Lys
1 5

<210> 57
<211> 44

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> E2-invitroTS-FP1

<400> 57

actttaagaa ggagatatac caatggcaca ggaagtcaaa gtcc 44
<210> 58

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> E2-invitroTS-RP

<400> 58

ctagacctcg atctcgecct gcatgccg 28
<210> 59

<211>85

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador universal

<400> 59

gaaattaata cgactcacta tagggagacc acaacggttt ccctctagaa ataattttgt
ttaactttaa gaaggagata tacca

<210> 60

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

111
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<223> exp.US2 pet F Nde

<400> 60

tatacatatg gcacaggaag tcaaagtc 28
<210>61

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> exp. US2 pet

<400> 61

aatcgaattc ctagacctcg atctcgcecect gc 32
<210> 62

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador exp.US3 F

<400> 62

tatacatatg gcagaattcg atgttgag 28
<210> 63

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador exp.US3 R

<400> 63

ccgcaagctt ctacatagtg gagatcgegt gg 32
<210> 64

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador exp. US1 F

<400> 64

tatacatatg ttcaagggtc cacagggc 28
<210> 65

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador exp.US1 R

<400> 65

gctcgaattc ttagtgctgce tgtgcectttt cag 33
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<210> 66

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador exp.DS1 F

<400> 66

atatacatat gcaggatatg gacttcatgg
<210> 67

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador exp.DS1 R

<400> 67

gctcgaattc tcatagtgac atcagcgcetc cc
<210> 68

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador exp.E2 pet His
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REIVINDICACIONES
1. Polipéptido aislado seleccionado de entre:

(Ba) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7,

(Bb) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 7 con la sustitucion, delecion,
insercién y/o adicion de 1 a 50 aminoacidos y que presenta una actividad para sintetizar tetrahidrodaidzeina
utilizando dihidrodaidzeina como sustrato; y

(Bc) un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de 60% o
superior con la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°® 7 y que presenta una actividad para sintetizar
tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina como sustrato.

2. Polinucleétido seleccionado de entre:

(Bd) un polinucleétido que consiste en la secuencia de nucleétidos de SEC ID n° 10, y
(Be) un polinucleétido que codifica el polipéptido segun la reivindicacion 1.

3. Procedimiento para producir tetrahidrodaidzeina, que comprende hacer que el polipéptido aislado segin la
reivindicacion 1 y NADPH y/o NADH actuen sobre la dihidrodaidzeina.

4. Procedimiento para producir tetrahidrodaidzeina segun la reivindicacién 3, que comprende las primera y segunda
etapas siguientes:

una primera etapa que comprende una etapa de hacer que un enzima que consiste en uno de los polipéptidos (Aa) a
(Ac) aislados siguientes y NADPH y/o NADH actien sobre la daidzeina, produciendo de esta manera
dihidrodaidzeina,

(Aa) un polipéptido aislado que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1,

(Ab) un polipéptido aislado que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1 con la sustitucién, delecion,
insercién y/o adicion de 1 a 250 aminoacidos y que presenta una actividad para sintetizar la dihidrodaidzeina
utilizando daidzeina como sustrato, y

(Ac) un polipéptido aislado que consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de 60% o
superior con la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°® 1 y que presenta una actividad para sintetizar la
dihidrodaidzeina utilizando daidzeina como sustrato,

una segunda etapa que comprende una etapa de hacer que el polipéptido aislado segun la reivindicacion 1 y
NADPH y/o NADH actten sobre la dihidrodaidzeina, produciendo de esta manera tetrahidrodaidzeina,

5. Vector de expresion que incluye el polinucleétido segun la reivindicacion 2.

6. Célula recombinante transformada con el vector de expresion segun la reivindicacion 5.

7. Procedimiento para producir un polipéptido, que comprende cultivar la célula segin la reivindicacion 6 con el fin
de obtener un polipéptido que presenta una actividad para formar tetrahidrodaidzeina utilizando dihidrodaidzeina

como sustrato.

8. Procedimiento para producir tetrahidrodaidzeina, que comprende hacer que la célula segun la reivindicacién 6
actle sobre la dihidrodaidzeina.

9. Anticuerpo que presenta afinidad para el polipéptido segun la reivindicacion 1.

10. Composicion de enzima de sintesis de tetrahidrodaidzeina, que comprende el polipéptido segun la reivindicacion
1.

11. Kit de sintesis de tetrahidrodaidzeina que comprende:
(Bi) el polipéptido segun la reivindicacion 1;

(Bii) NADPH y/o NADH; y
(Biii) dihidrodaidzeina.
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Fig. 13

6 7 8 9 10 11

75 kDa

A0 kDa

37 kDa

127



ES 2424470 T3
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Fig. 16-1-a
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Fig. 16-2-a
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