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DESCRIPCION

Cepa transformada derivada de una cepa deficiente en proteina de eflujo multifarmaco y método de bioconversion
utilizando la misma

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

[0001] Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad a la solicitud de patente japonesa n°: 2007-50935 presentada el
1 de marzo de 2007.

Campo técnico

[0002] La presente invencion se refiere a cepas transformadas que son obtenibles por introduccion de un gen originado
a partir de organismos xerogénicos que codifican cualquier enzima seleccionada del grupo que consiste en
oxidorreductasa y transferasa en el E. coli que es defectuoso en cualquier gen de los genes que codifican la proteina de
eflujo multifarmaco seleccionado del grupo que consiste en tolC y acrAB, y a un método para conversion microbiana de
compuesto de sustrato utilizando las mismas.

Estado de la técnica

[0003] En general, los medios de produccion de compuestos incluyen la sintesis quimica y la sintesis enzimatica. Para
producir los compuestos que pueden ser materiales para una variedad de productos farmacéuticos, es esencial efectuar
eficazmente modificaciones regioespecificas y esteroespecificas de los compuestos iniciales. Se sabe que la sintesis
enzimatica es superior en términos de estas reacciones.

[0004] Para utilizar una enzima como catalizador practico a nivel industrial, no obstante, se tiene que tener en cuenta el
margen fundamental de la enzima. Este comprende una extension de vida corta de la enzima y la necesidad de una
coenzima para eventos cataliticos. Se ha puesto mucha atencién hasta el momento en la forma de ampliar el periodo de
vida de la enzima y retener la actividad enzimatica en el disefio de procesos de fabricacion con la enzima. Ademas, la
mayoria de las enzimas utilizadas para la sintesis enzimatica requieren coenzimas en los eventos cataliticos y, por
ejemplo, las reacciones enzimaticas para la oxidacion-reduccion requieren un nucleétido de piridina, tal como NADH.
Estas coenzimas son costosas en general y, por lo tanto, la adicion de coenzima se ha convertido en una cuestion
econdmicamente importante cuando se llevan a cabo reacciones enzimaticas a nivel industrial.

[0005] Como solucion para superar el margen de estas reacciones enzimaticas, se ha desarrollado una estrategia
utilizando células de un microorganismo, particularmente de E. coli, como campo para la reaccion enzimatica. Esto es,
mediante la transformacién de E. coli con un gen enzimatico, la enzima objetivo se puede expresar abundantemente en
la célula. Esto significa que la enzima se produce continuamente en la célula y la actividad enzimética se puede retener
puesto que la célula esta viva. Ademas, una variedad de reacciones intracelulares de metabolismo permiten que se
generen las coenzimas necesarias para las reacciones enzimaticas.

[0006] Se ha intentado producir las sustancias quimicas que pueden ser variedades de materiales farmacéuticos
mediante "conversion microbiana”, que comprende el cultivo de tal transformante de E. coli en un medio de cultivo y
puesta en contacto del cultivo con un compuesto de sustrato para obtener el compuesto modificado. En particular, la
reaccion de oxidacion por conversion microbiana de un compuesto hidrofébico o amfipatico usando E. coli que se ha
transformado con un gen de citocromo P-450 es importante en la industria farmacéutica.

[0007] Una enzima de citocromo P-450 que se codifica con un gen de citocromo P-450 (de ahora en adelante también
denominado simplemente enzima P-450) es el término genérico para un grupo del protohemo que contiene la proteina
gue esté ligada al mondxido de carbono en su forma reducida para dar la banda de Soret en aproximadamente 450 nm.
La enzima P-450 esta ligada a los tejidos de la mayoria de los animales y plantas, al microsoma de mohos y levaduras y
a la membrana interna mitocondrial de una parte de los tejidos animales y existe en algunos tipos de bacterias y mohos
en su forma soluble.

[0008] Las enzimas P-450 tienen diferentes especificidades de sustrato. Hay enzimas que muestran una especificidad
de sustrato extraordinariamente amplia que pueden utilizar una gran variedad de compuestos organicos como sustrato,
mientras que algunas enzimas tienen una especificidad de sustrato mas bien estrecha que reaccionan sélo con tipos
comparativamente limitados de compuestos orgénicos. También algunas muestran una excelente selectividad en
estéreo-especificidad o regio-especificidad para el sitio de reaccion. Ademas, se sabe que las enzimas P-450 estan
implicadas, como funciones especificas, en una amplia variedad de reacciones, tales como la epoxidacion,
desalquilacion, desnitrogenacién e hidroxilacién de xenobidticos en las células que exhiben las enzimas P-450 por
catalizacion de la mono-oxigenacion.

[0009] En particular, una parte de las enzimas P-450 originadas a partir de microorganismos se ha utilizado
practicamente para la produccién industrial de compuestos Utiles. Uno de los ejemplos tipicos es la enzima P-450 de
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Storeptomyces carbophilus, que hidroxila la posicion 6B de la compactina, un sustrato, para producir pravastatina como
un producto que es un agente terapéutico para la hiperlipidemia (véase el punto Literatura distinta de la de patentes 1).
Ademas, el método para producir vitamina activa D3 por hidroxilaciéon de la posicién 1la y la posicion 25 de la vitamina D3
utilizando la enzima P-450 de la cepa ATCC33795 de Pseudonocardia autotrophica se ha puesto en uso practico. Estas
enzimas P-450 originadas a partir del microorganismo pueden catalizar la mono-oxigenacion sélo por conjugacion con el
sistema de transporte de electrones (ferredoxina y ferredoxina reductasa) que dona electrones a las enzimas.

[0010] Tal conversiéon microbiana de compuestos que utilizan la enzima P-450 de citocromo originada a partir de
microorganismos se ha realizado usando una solucién de cultivo o cuerpo bacteriano del microorganismo que
expresaba la enzima. Se ha utilizado también otra solucion de cultivo que se da por introduccién de un gen que codifica
la enzima P-450 originada a partir de microorganismos en el Storeptomyces lividans adecuado como huésped, y se hizo
que expresara su actividad enzimatica. No obstante, la conversién microbiana de un compuesto de sustrato por un
actinomiceto que tiene tal gen requiere un tiempo considerable para cultivar y convertir el compuesto de sustrato en el
producto objetivo debido a la naturaleza Unica de los actinomicetos. Ademas, dependiendo de la enzima, es preciso
investigar las condiciones inductoras de expresion para aumentar eficazmente el nivel de expresion de la enzima. Por
otra parte, algunos actinomicetos usados para la conversion tienen un sistema de reacciéon que metaboliza o degrada el
compuesto de sustrato o el producto objetivo, y esto contribuye a la generacion de subproductos y la reduccion en el
compuesto de sustrato y el producto objetivo para bajar la productividad del producto objetivo.

[0011] Por estas razones, se ha querido establecer un sistema que pueda expresar funcionalmente el gen de citocromo
P-450 originado a partir de microorganismos y que utilice como huésped un E. coli que requiere un periodo de tiempo
relativamente corto para el cultivo y también se considera que tiene menos sistemas de reaccioén para metabolizar o
degradar el compuesto de sustancia y el producto objetivo. Como tal sistema, se ha propuesto un sistema que
coexpresa el gen camAB que codifica el sistema de transporte de electrones de P450cam y hace que se exprese
funcionalmente el gen de citocromo P-450 de una amplia variedad de actinomicetos (véase Documento de patente 1).
No obstante, la actividad de conversién microbiana por este sistema fue bastante baja e inadecuada para su utilizacién
en la produccion industrial. Por lo tanto, con el fin de llevar a cabo realmente la produccion industrial por conversion
microbiana utilizando E. coli que exprese el gen que codifica la enzima P-450 de citocromo originada a partir de
microorganismos, se ha requerido una mayor mejora de la actividad.

[0012] Como la técnica para ello, se ha examinado el método para introducir activamente la sustancia en la célula. Por
ejemplo, el E. coli que se hizo que expresara el gen lat que codifica la L-lisina 6-aminotransferasa originada a partir de la
cepa IF03084 de Flavobacterium lutescens es capaz convertir L-lisina en &cido L-pipecdlico (véase Literatura distinta de
la de patentes 2), y se sabe que, en la conversion microbiana que utiliza el transformante, la actividad de conversién
microbiana se mejora por amplificacion del gen lysP que codifica la permeasa especifica de L-lisina para introducir
activamente el sustrato L-lisina en la célula (véase Literatura distinta de la de patentes 3).

[0013] Asi, en la conversién microbiana, se ha sugerido que el transporte de membrana de moléculas de sustrato en las
células es el tema importante, pero no existe ningin mecanismo en E. coli que realice activamente el transporte de
membrana en las células los compuestos amfipaticos o hidrofébicos que se usan frecuentemente como compuestos de
sustrato en la conversion microbiana para la fabricacion de medicamentos. Ademds, se ha informado de que la
abundancia intracelular del compuesto dado (hormona esteroide de mamiferos) aumenta en la cepa de E. coli sometida
a interrupcion de la proteina de eflujo de medicamento (véase Literatura distinta de la de patentes 4). Esto sugiere el
aumento de la abundancia intracelular basandose en que el compuesto que penetra pasivamente en la célula se hace
dificil de eliminar del cuerpo.

[0014] Por otro lado, se ha publicado una solicitud de patente de la que el quid es que el E. coli sometido a
transformacion con al menos un gen de los genes acrA, acrB o tolC que codifican la proteina de eflujo de medicamento
esta provisto de resistencia a los solventes organicos, y la conversion microbiana en el sistema de doble capa usando
este E. coli se puede realizar con alta eficiencia (Literatura de patentes 2). Estas cuestiones hacen dificil presumir el
efecto de la interrupcion de la proteina resistente al multifarmaco del microorganismo huésped en la conversion
microbiana. Usando mutantes de tolC de E. coli de cepas que llevan el transposén Tn10, de Cristobal et al. demostraron
que la proteina de membrana externa TolC es necesaria para resistencia de alto nivel a la tetraciclina conferida por las
bombas Tet(A) codificadas por Tn10 y plasmido (Literatura distinta de la de patentes 7).

La WO 03/018817 Al describe un sistema de expresion de proteina de membrana de levadura y su aplicacién en la
seleccién de medicamentos, basado en vectores que contienen la secuencia codificante de una proteina de membrana
objetivo, en particular implicada en el eflujo de multifarmaco (Literatura de patentes 3).

Brown et al. describen la caracterizacion de las bombas de flujo multifarmaco codificadas por acrA y dinF, su regulacion,
y su funcién en la virulencia de la marchitez bacteriana (Literatura distinta de la de patentes 8).

Fujii et al. informan sobre métodos para biotransformaciones eficaces de compuestos hidrofébicos y amfifilicos para
producir sus productos oxidados regio-especificos utilizando cepas de E. coli con mutaciones tolC acrAB que expresan
los genes P-450 (Literatura distinta de la de patentes 9).
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Srikumar et al. informan de que los componentes de sistema de flujo individual se expresaron en E. coli, donde
aportaron resistencia a los tintes, detergentes y antibiéticos, incluyendo S-lactamos (Literatura distinta de la de patentes
10).

Nakamura et al. han desarrollado un ensayo sobre una bomba de medicamento de vesicula secretora de levadura para
investigar los mecanismos de translocacion de medicamentos para transportadores especificos heter6logamente
expresados en S. cerevisiae (Literatura distinta de la de patentes 11).

Niimi describe un sistema de expresion para clonar y expresar genes que codifican bombas de flujo de medicamentos a
partir de diferentes hongos patégenos que se basa en el uso de recombinacion homologa para integrar de forma estable
constructos de copia Unica en el genoma huésped bajo el control de un regulador transcripcional altamente activo
(Literatura distinta de la de patentes 12).

Arisawa et al. describen sistemas de biotransformacion en el nivel de la célula entera de E. coli, en los que los genes
para el actinomiceto P-450 y las proteinas de transporte de electrones se coexpresaron (Literatura distinta de la de
patentes 13).

Sawada et al. han expresado CYP105A1 en E. coli y han comparado sus propiedades enzimaticas hacia la vitamina D,
y la vitamina D3 con las de CYP105A1 mitocondrial humana (Literatura distinta de la de patentes 14).

Uchida et al. describen una expresion mejorada de CYP27B1 en E. coli que podria inducirse por coexpresion de
chaperoninas moleculares GroEL/ES (Literatura distinta de la de patentes 15).

Wada et al. informan de que el citocromo bovino P450scc se puede expresar en E. coli en una forma cataliticamente
activa y que las propiedades estructurales de la proteina recombinante se pueden evaluar por espectros de CO-
diferencia o por espectros de union al sustrato (Literatura distinta de la de patentes 16).

Sugano et al. investigaron la produccion catalizada por el citocromo P-450scc de la progesterona a partir de la
colestenona y mediante la aplicacion de diferentes concentraciones de un detergente, descubriendo que la colestenona
es metabolizada por dos rutas (Literatura distinta de la de patentes 17).

[0015]

[Literatura de patentes 1] Folleto de publicacion internacional n®: 2003/087381, su familia en inglés US
2006234337 Al.

[Literatura de patentes 2] Descripcion accesible al publico de solicitud de patente japonesa Kokai, niumero
Heisei 11-221080 (221080/1999A1)

[Literatura de patentes 3] Descripcion accesible al publico de solicitud de patente PCT WO 03/018817 Al.
[Literatura distinta de la de patentes]
[0016]

[Literatura distinta de la de patentes 1] Cloning, characterization and expression of the gene encoding
cytochrome P-450sca-2 from Streptomyces carbophilus involved in production of pravastatin, a specific HMG-
CoA reductase inhibitor.Gene. 1995 Sep 22;163(1):81-85.

[Literatura distinta de la de patentes 2] Microbial conversion of L-lysine to L-pipecolic acid catalyzed by L-lysine
6-aminotransferase and pyrroline-5-carboxylate reductase. Biosci Biotechnol Biochem. 2002 Mar;66(3):622-
627.

[Literatura distinta de la de patentes 3] Increase in the rate of L-pipecolic acid production using lat-expressing
Escherichia coli by lysP and yeiE amplification. Biosci Biotechnol Biochem. 2002 Sep;66(9):1981-1984.

[Literatura distinta de la de patentes 4] Mammalian steroid hormones are substrates for the major RND- and
MFS-type tripartite multidrug efflux pumps of Escherichia coli. J Bacteriol. 2006 Feb;188(3):1191-1195.

[Literatura distinta de la de patentes 5] Entry into and release of solvents by Escherichia coli in an organic-
aqueous two-liquid- phase system and substrate specificity of the AcrAB-TolC solvent-extruding pump. J
Bacteriol. 2000 Sep;182(17):4803-10.

[Literatura distinta de la de patentes 6] Production of alpha, omega-alkanediols using Escherichia coli
expressing a cytochrome P450 from Acinetobacter sp. OC4. Biosci Biotechnol Biochem. 2006 Jun;70(6):1379-
1385.
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[Literatura distinta de la de patentes 7] R.E. de Cristébal et al.: Multidrug resistance pump AcrAB-TolC is
required for high-level, Tet(A)-mediated tetracycline resistance in E. coli. J of Antimicrobial chemotherapy 2006
May; 58(1): 31-36.

[Literatura distinta de la de patentes 8] D.G. Brown et al.: Two host-induced Ralstonia solanacearum genes,
acrA and dinF, encode multidrug efflux pumps and contribute to bacterial wilt virulence. Applied and
Environmental Microbiol. 2007 May; 73(9): 2777-2786.

[Literatura distinta de la de patentes 9] T. Fuijii et al.: Efficient Biotransformations using E. coli with tolC acrAB
Mutations Expressing Cytochrome P450 Genes. Bioscience Biotech. and Biochem. 2009 April; 73(4): 805-810.

[Literatura distinta de la de patentes 10] R. Srikumar et al.: Expression of Pseudomonas aeruginosa Multidrug
Efflux Pumps MexA- MexB-OprM and MexC-MexD-OprJ in a Multidrug-Sensitive E. coli Strain. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy 1998 Jan; 42(1): 65-71.

[Literatura distinta de la de patentes 11] K. Nakamura et al.: Functional expression of Candida albicans Drug
Efflux Pump Cdrlp in a Saccharomyces cerevisiae Strain Deficient in Membrane Transporters. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy 2001 Dec; 45(12): 3366-3374.

[Literatura distinta de la de patentes 12] M. Niimi: Analysis of function and expression of drug resistance genes
in baker's yeasts. Jpn. J. Med. Mycol. 2004; 45: 63-69.

[Literatura distinta de la de patentes 13] A. Arisawa et al.: Construction of biotransformation system by E. coli
strains coexpressing genes for actinomycetes cryptochrome P-450 monooxygenase and redox partner proteins.
Bioresource Laboratories, Mercian Corporation.

[Literatura distinta de la de patentes 14] N. Sawada et al.: Conversion of vitamin D3 to 1 «,25-dihydroxyvitamin
D3 by Streptomyces griseolus cytochrome P450SU-1. Biochemical and Biophysical Research Communication
2004 June; 320: 156-164.

[Literatura distinta de la de patentes 15] E. Uchida et al.: Purification and characterization of mouse CYP27B1
overproduced by an E. coli system coexpressing molecular chaperonins GroEL/ES. Biochem. and Biophys.
Research Communication 2004 Sept; 323: 505-511.

[Literatura distinta de la de patentes 16] A. Wada et al.: Expression of Functional Bovine Cholesterol Side Chain
Cleavage Cytochrome P450 (P450scc) in E. coli. Archives of Biochemistry and Biophysics 1991 Nov; 290(2):
376-390, 1991.

[Literatura distinta de la de patentes 17] S. Sugano et al.: Cytochrome P-450scc-catalyzed production of
progesterone from cholestenone. 1995 Jan; 35(1): 31-36.

[0017] El objetivo de la presente invencion es proporcionar unos medios para mejorar la baja eficiencia de conversion
mostrada en la presente conversion microbiana que utiliza el transformante insertado con un gen originado a partir de
organismos xerogénicos. Este objeto se resuelve por el objeto de la reivindicacion 1.

Descripcion de la invencién

[0018] Para conseguir el objeto anterior, los presentes inventores prepararon un transformante que se puede obtener
por insercion de un gen originado a partir de un organismo xerogénico que codifica cualquier enzima seleccionada del
grupo que consiste en oxidorreductasa y transferasa en E. coli que es defectuoso en cualquier gen de los genes que
codifican la proteina de eflujo multifarmaco seleccionada del grupo que consiste en tolC y acrAB. Ademas, descubrieron
gue este transformante convierte el compuesto de sustrato hidrofébico o amfipatico en su compuesto objetivo en alta
eficiencia para lograr la presente invencién.

[0019] Asi, la presente invencion se refiere a los siguientes puntos de [1] a [6].

[1] Un transformante que se puede obtener por introduccion de un gen originado a partir de un organismo
xerogénico que codifica cualquier enzima seleccionada del grupo que consiste en oxidorreductasa y
transferasa en el E. coli que es defectuoso en cualquier gen de los genes que codifican la proteina de eflujo
multifarmaco seleccionado del grupo que consiste en tolC y acrAB.

[2] El transformante segun el punto [1], donde el gen originado a partir de un organismo xerogénico es un gen
gue codifica la enzima de citocromo P-450 o aminotransferasa.
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[3] El transformante segun el punto [1], donde el gen originado a partir de un organismo xerogénico es el gen
que codifica la enzima de citocromo P-450.

[4] Un método de conversion microbiana que utiliza el transformante segun cualquiera de los puntos [1] a [3].

[5] Un método de conversion microbiana segun el punto [4], caracterizado por el hecho de que se realiza mono-
oxigenacién en un compuesto de sustrato.

[6] EI método segun el punto [5], donde el compuesto de sustrato se selecciona del grupo que consiste en
vitamina D3, 4-colesten-3-ona y compactina.

[0020] A continuacion se explicara la definicion de los términos, simbolos y deméas descritos en este documento y se
ilustrara en detalle la presente invencion.

[0021] EI término "proteina de eflujo multifarmaco”, usado en este caso, incluye todas las proteina seleccionadas del
grupo que consiste en tolC y acrAB existentes en E. coli y que constituyen principalmente el mecanismo de resistencia
al medicamento que elimina los compuestos hidrofébicos y amfipaticos desde el interior de los cuerpos bacterianos
hacia el exterior.

[0022] EI término "un gen originado a partir de un microorganismo xerogénico" utilizado en este caso incluye todos los
genes que se pueden aislar o amplificar a partir de un organismo vivo diferente del microorganismo que se va a usar
como huésped y que codifican cualquier enzima seleccionada del grupo que consiste en oxidorreductasa y transferasa.
Comprende los genes aislados o amplificados de ADN cromosémico y ADN plasmido de un organismo vivo, los
amplificados de ARNm y demas sin limitacion.

[0023] El término "un transformante" utilizado en este caso se refiere a un microorganismo que se da por insercién en un
microorganismo especifico de un gen originado a partir de otro organismo vivo en una forma expresable mediante
tecnologias de recombinacién genética, y la técnica para transferencia de genes usada para éstos incluye no sélo la
recombinacion génica utilizando un vector tal como un plasmido, sino también la recombinacién homéloga plasmida y
demas.

[0024] EI término "conversién microbiana" utilizado en este caso se refiere a un método de cultivo de un transformante
en un medio, poner el cultivo en contacto con un compuesto de sustrato, modificar el compuesto para convertirlo en el
compuesto objetivo y obtener ésta.

[0025] El término "un compuesto de sustrato" en la presente invencion se refiere a un compuesto hidrofébico o
amfipatico que se pueden madificar por varios tipos de reacciones de conversién microbiana. Por ejemplo, cuando el
gen originado a partir de un organismo xerogénico es un gen P450, éste incluye compuestos alcanos tales como
hexano, heptano, octano y nonano, compuestos aromaticos tales como tolueno, fenol y cumeno, esteroides tales como
colesterol, testosterona, 4-colesten-3-ona, deshidropiandrosterona, vitamina D, y vitamina D3, péptidos lineales tales
como leucil-leucina, leucilvalina, polileucina y polivalina, diquetopiperazinas que se dan por ciclocondensacién de un
dipéptido tales como prolilfenilalanina y leucilalanina, péptidos ciclicos con actividad fisioldgica tales como ciclosporina y
equinomicina, monoterpenos tales como pineno, camfeno, limonena y geraniol, sesquiterpenos tales como ambrosano,
cariofilano y drimano, diterpenos tales como acidos abiéticos y acidos giberélicos, triterpenos tales como dammarano,
hopano y lanostano, estatinas tales como compactina, macroélidos tales como tilosina, FK-506 y eritromicina, y también
varios tipos de farmacos, o sus precursores, metabolitos, derivados, etcétera.

[0026] EI término "analogo del gen" utilizado en este caso se refiere a un polinucleétido que tiene sustancialmente las
mismas funciones que el gen original, y

1. (1) que hibridiza con el gen original bajo condiciones rigurosas,
2. (2) que tiene una secuencia de nucledtidos con 70% o mas de homologia con la del gen original,
3. (3) que tiene una secuencia de nucle6tidos complementaria de la del gen original, o

4. (4) que no hibridiza con el gen original bajo condiciones rigurosas debido a la degeneracién de cédigos
genéticos, pero que tiene una secuencia de nucleétidos que codifica la misma secuencia que la secuencia de
aminoécidos codificada por el polinucledtido definido en cualquiera de los puntos (1) a (3).

[0027] Ademas, el término "un polinucledtido que hibridiza bajo condiciones rigurosas" se refiere, por ejemplo, a un
polinucledtido obtenido usando la técnica de hibridacién de colonia, la técnica de hibridacion de placa o el método de
hibridacion Southern, etcétera, en los que el gen original se usa como sonda y, en particular, incluye un polinucle6tido
gue se puede identificar llevando a cabo la hibridacion con el filtro que esta fijado a un polinucleétido originado a partir
de una colonia o placa en presencia de 0,7 a 1,0 M de cloruro sédico a 65°C, y luego limpiando el filtro con solucién
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SSC en 0,1 a 2 veces la concentracion (la composicion de la solucion SSC en 1 vez la concentracién estd compuesta
por 150 mM de cloruro sédico y 15 mM de citrato sédico) bajo la condicion de 65°C.

[0028] Segun la presente invencion, un transformante que se puede obtener por introduccion de un gen originado a
partir de un organismo xerogénico que codifica cualquier enzima seleccionada del grupo que consiste en
oxidorreductasa y transferasa en el E. coli que es defectuoso en cualquier gen de los genes que codifican la proteina de
eflujo multifarmaco seleccionado del grupo que consiste en tolC y acrAB se puede preparar, y, usando el transformante,
varios tipos de compuestos de sustrato se pueden convertir eficazmente en los compuestos objetivo.

[Mejor modo de realizacion de la invencién]
[0029] A continuacion se describiran en detalle formas de realizacion de la presente invencion.
Huésped defectuoso en el gen que codifica la proteina de eflujo multifarmaco

[0030] En la presente invencioén, primero, se prepara un huésped defectuoso en las funciones de la proteina de eflujo
multifarmaco que son aquellas que el microorganismo que se va a utilizar como huésped posee originalmente. En este
huésped, falta una parte o todo el gen que codifica la proteina de eflujo multifarmaco, o el gen esta segmentado por
estar insertado en su interior con otro ADN, o el gen tiene al menos una mutacion, de modo que una parte o todas las
funciones de la proteina de eflujo multifarmaco codificada por el gen se pierden (0 a veces se dice que "se
interrumpen”). Tal microorganismo con funciones genéticas interrumpidas se puede obtener por el uso de la conocida
técnica de transduccion P1 o la técnica de recombinacion de ADN homdloga. El microorganismo huésped se puede
cultivar y usar para amplificacién del gen insertado con un vector tal como el plasmido o el ADN del fago, e incluye
microorganismos de E. coli.

[0031] EI gen que codifica la proteina de eflujo multifarmaco incluye como uno originado a partir de E. Coli, tolC, que es
el gen que codifica TolC, que es una proteina de eflujo multifarmaco originada a partir de la cepa K-12 de E. coli y esta
representada por la secuencia de nucleétidos continua que empieza con el nucleétido n® 1 hasta el nucleétido n® 1488
en la SEC ID n°: 22. Ademas, se describe acrA, que es el gen que codifica AcrA, que es una proteina de eflujo
multifarmaco originada a partir de la cepa K-12 de E. coli y esta representada por la secuencia de nucle6tidos continua
gue empieza a partir del nucleétido n® 329 hasta el nucledtido n® 1522 en la SEC ID n°: 23. Ademas, se describe acrB,
gue es un gen que codifica AcrB, que es una proteina de eflujo multifarmaco originada a partir de la cepa K-12 de E. coli
y representada por la secuencia de nucle6tidos continua que empieza a partir del nucledtido n® 1545 hasta el nucle6tido
n® 4694 en la SEC ID n°: 23, o sus analogos.

[0032] Los microorganismos huéspedes obtenidos de este modo son defectuosos en parte o todas las funciones de la
proteina de eflujo multifarmaco, de modo que el compuesto de sustrato se considera que permanece facilmente en el
microorganismo en la conversion microbiana y, como resultado, la eficiencia de conversion y también la eficiencia de
produccién del producto objetivo se hace mayor.

Preparacién del transformante

[0033] El gen originado a partir de un microorganismo xerogénico o su analogo (de ahora en adelante simplemente
denominados "genes xerogénicos") se incorpora luego en el huésped resultante para preparar un transformante
adecuado para la conversion microbiana. El método para incorporar los genes xerogénicos en el huésped no esta
particularmente limitado y, por ejemplo, los genes xerogénicos se pueden insertar en un vector apropiado para ser
incorporados en el huésped por el método de protoplasto o método de electroporacion. La especie del vector que se
puede usar no esta particularmente limitada y se pueden utilizar, por ejemplo, vectores de replicaciéon autonoma (p. €j.,
plasmido, etc.) o también se pueden utilizar vectores que se han incorporado al genoma de la célula huésped al
introducirse en el huésped y se han replicado junto con el cromosoma incorporado, pero se prefieren los vectores de
expresion. En los vectores de expresion, los genes xerogénicos y demas estan funcionalmente conectados con
elementos que son esenciales para la transcripcion (p. ej., promotor, etc.). El promotor es una secuencia de ADN que
muestra actividad de transcripcion en la célula huésped y se puede seleccionar apropiadamente dependiendo de los
tipos del huésped.

Gen originado a partir del organismo xerogénico

[0034] Los genes xerogénicos y demds incorporados en el huésped incluyen oxidorreductasa y transferasa. La
oxidorreductasa no esta particularmente limitada siempre que sea una enzima para catalizar la reaccion de redox, e
incluye la enzima de citocromo P-450, aldehido reductasa, etcétera. La mas preferida incluye la enzima de citocromo P-
450, especialmente la categorizada en la familia CYP105 y la familia CYP107. La transferasa no esta particularmente
limitada siempre que sea una enzima para transferir un grupo de atomo (tal como un grupo funcional) desde una
molécula a otra, e incluye aminotransferasa (catalizando la reaccion para dar el grupo a-amino del compuesto de
sustrato para el acido 2-oxoglutarico y hacer que el compuesto de sustrato en si sea 2-oxo acido).
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[0035] La hidrolasa se describe como una enzima para catalizar hidrélisis, e incluye lipasa, amilasa, etcétera. La liasa se
describe como una enzima para catalizar la disociacién de enlaces entre grupos de atomo, e incluye hidratasa
carbdnica, etcétera. La isomerasa se describe como una enzima para catalizar una reaccién para isomerizar
especificamente a sustrato un isémero, e incluye glucosa isomerasa, etcétera. La sintetasa se describe como una
enzima para combinar dos moléculas utilizando energia de hidrolisis de ATP, e incluye ADN ligasa, etcétera.

Cultivo del transformante

[0036] El transformante preparado de este modo se cultiva en un medio nutritivo apropiado bajo las condiciones para
permitir la expresion del gen insertado, si es necesario, por adicion de un inductor, etcétera. Tal medio nutritivo consiste
en fuentes de carbono, fuentes de nitrégeno, sales inorganicas y nutrientes organicos naturales apropiados y demas, y
como fuentes de carbono se pueden usar uno o mas tipos de glucosa, fructosa, glicerol, sorbitol, acidos organicos,
etcétera, y como fuentes de nitrégeno se pueden usar uno o mas tipos de compuestos tales como amoniaco, urea,
sulfato de amonio, nitrato de amonio y acetato de amonio. Como sal inorgéanica se pueden usar sales tales como fosfato
potasico, fosfato de dipotasio, sulfato de magnesio, sulfato de manganeso y sulfato ferroso. Por otra parte, como
nutrientes organicos naturales que tienen un efecto de promocion del crecimiento en la bacteria que se va a usar se
puede utilizar peptona, extracto de carne, extracto de levadura, licor de maiz, acido casamino, etcétera, y una pequefia
cantidad de vitaminas y acidos nucleicos puede estar contenida.

Conversién microbiana utilizando el transformante

[0037] Luego, el cuerpo bacteriano que expresa estos genes se pone en contacto con el compuesto de sustrato para
realizar la reaccion de conversion. La temperatura en la reaccién de conversion se puede determinar apropiadamente
en vista de la temperatura optima del transformante. El tiempo de reaccion también se puede determinar
apropiadamente en vista de la conversion en el compuesto objetivo (el grado de progreso de la reaccion), etcétera.
Cuando el huésped es E. coli, la reaccion se lleva a cabo preferiblemente a 20-37°C durante 1-5 dias. Por otra parte, el
modo de reaccién puede ser de tipo lote o de tipo continuo o se puede llevar a cabo la reaccion de cualquier forma.

[0038] Para el aislamiento y la purificacion del producto objetivo generado, se pueden utilizar los métodos de aislamiento
y de purificacién usados generalmente para el aislamiento del metabolito microbiano de su solucién de cultivo. Por
ejemplo, incluyen cualquier método conocido tal como la extraccion de solvente organico utilizando metanol, etanol,
acetona, butanol, acetato de etilo, acetato de butilo, cloroformo, tolueno, etcétera, tratamiento de adsorcién-desorcion
usando resina de adsorcién hidrofébica tal como Diaion HP-20, cromatografia de filtracion en gel usando Sefadex LH-
20, etcétera, cromatografia de adsorcion con carbono activo, gel de silice, etcétera, o tratamiento de adsorcion-
desorcion por cromatografia en capa fina, o cromatografia en fase liquida de alta eficacia utilizando una columna de
fase inversa y otros. No obstante, los métodos no estan particularmente limitados a los mencionados en la presente.
Mediante el uso de estos métodos de forma individual o en combinacion en cualquier orden o repetidamente, el
compuesto objetivo se puede aislar y purificar.

Ejemplos

[0039] A continuacién se explicara la presente invencion con mas detalle con ejemplos especificos, pero no se pretende
limitar la presente invencion a estos ejemplos. El porcentaje (%) en los siguientes ejemplos indica el porcentaje en peso
en la explicacion de los medios de cultivo y el porcentaje en volumen en la de la fase mévil de HPLC.

Ejemplo 1: construccién de la cepa interrumpida tolC de E. coli

[0040] De la cepa CAG12184 (tolC::Tn 10) de E. coli obtenida del E. coli Genetic Stock Centre (Universidad de Yale),
mediante el método de transduccién P1, se transfirio tolC::Tn 10 a la cepa BL21-star (DE3). En pocas palabras, la cepa
CAG12184 de E. coli se cultivd en el medio L (1% de polipeptona, 0,5% de extracto de levadura, 0,5% de cloruro sédico,
pH 7,2) que contenia 2,5mM de cloruro de calcio y se afiadié 0,2 mL de la solucion de cultivo con el fago P1 y se cultivd
a 37°C durante 10 minutos. Esta solucién de reaccién se afiadi6 al agar blando (1% de polipeptona, 0,5% de extracto de
levadura, 0,5% de cloruro sddico, 0,3% de agar, 2,5mM de cloruro de calcio, pH 7,2) precalentado a 45°C y se sembré
en el medio de agar L (1% de polipeptona, 0,5% de extracto de levadura, 0,5% de cloruro sédico, 1,8% de agar, pH 7,2)
gue contenia 2,5mM de cloruro de calcio. El medio resultante se cultivd a 37°C durante 18 horas y luego se agregé 3 mL
del medio L, el agar blando se trituré y el sobrenadante se recogié para dar la solucién tolC-fago. Luego, se cultivé la
cepa BL21-star (DE3) de E. coli (Invitrogen Co.) en el medio L que contenia 2,5mM de cloruro de calcio, se agregé 0,1
ml de la solucién de cultivo a la solucién tolC-fago y se cultivé a 37°C durante 10 minutos. Luego, se recogio el cuerpo
bacteriano por centrifugado, se agreg6 1 ml del medio L, se cultivé a 37°C durante 10 minutos y se sembré en el medio
L que contenia 10 pug/mL de tetraciclina. Después de cultivo a 37°C durante 18 horas, las colonias emergidas se dieron
como la cepa BlstarTolC. La cepa BlstarTolC es una cepa interrumpida de tolC con deficiencia de la funcién TolC.

Ejemplo 2: construccién de la cepa interrumpida acrAB de E. coli

[0041] De la misma manera, de la cepa JA300A de E. coli estando JA300A (acrAB::cat) de E. coli descrita en Literatura
distinta de la de patentes 5, acrAB::cat se transfirié a la cepa BL21-star (DE3) por el método de transduccion P1 y se
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llevé a cabo seleccion con el medio de agar L que contenia 5 pg/mL de cloranfenicol para dar la cepa BLstarAcrAB.
También, acrAB::cat se transfirid a la cepa BLstarTolC para dar la cepa BlstarTolCAcrAB. La cepa BLstarAcrAB es la
cepa interrumpida anacrAB con deficiencia de la funcién AcrA y la funcion AcrB. La cepa BlstarTolCAcrAB es una cepa
interrumpida TolC, acrAB adicionalmente con la deficiencia de la funcién TolC.

Ejemplo 3: construccion de varios plasmidos
(1) Vector pETAcIBC-SD

[0042] A partir de aqui todas las reacciones de PCR se efectuaron con ADN polimerasa KOD#PLUS (Toyobo Co., Ltd.).
El plasmido pDolABC (véase Literatura distinta de la de patentes 6) se tratd con las enzimas de restriccion Ncol y
BamHI para dar un fragmento de ADN que contenia el gen aciB (véase nucledtido n® 1 a 321 en la SEC ID n°: 3) que
codifica ferredoxina originada a partir de la cepa OC4 de la especie Acinetobacter. Este fragmento se unio a los sitios
Ncol y BamHI de un vector plasmido de E. coli, pETduet-1 (Novagen), por ADN ligasa T4 para dar el Plasmido A. Por
otra parte, se llevo a cabo la PCR usando el Cebador A (véase SEC ID n°: 6) y el Cebador B (véase SEC ID n°: 7) y
pDolABC como modelo para amplificar el fragmento de ADN que contenia el gen aciC (véase nucleétido n® 1978 a 3192
de la SEC ID n°: 3) que codifica ferrodixina reductasa originada a partir de la cepa OC4 de la especie Acinetobacter y el
tratamiento se realizd con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll. Este fragmento se unidé a los sitios BamHI y
Hindlll del Plasmido A por ADN ligasa T4 para dar el Plasmido B. Luego, para eliminar el posterior de los dos
promotores T7 del Plasmido B, se trat6 el Plasmido B con las enzimas de restriccién EcoRV y Notl, suavizadas usando
el kit BKL (Takara Shuzo Co., Ltd.) y luego unidas por ADN ligasa T4 para dar el Plasmido C. Por otro lado, se llevo a
cabo la PCR usando el Cebador C (véase SEC ID n°: 8) y el Cebador D (véase SEC ID n°: 9), y el ADN gendmico de la
cepa ATCC33795 de Pseudonocardia autotrophica como modelo para amplificar el fragmento de ADN para ser la
secuencia de ADN espaciadora, y el tratamiento se realizo con las enzimas de restriccion Bglll y BamHI. Este fragmento
se unié6 a los sitios Bglll y BamHI del Pldsmido C por ADN ligasa T4 para dar el vector pETAcIBC-SD.

(2) Plasmido pETAcIiBC-50AABP195

[0043] Se llevo a cabo la PCR usando el Cebador E (véase SEC ID n°: 10) y el Cebador F (véase SEC ID n° 11) y el
ADN gendémico de la cepa OC4 de la especie Acinetobacter como modelo para amplificar el fragmento de ADN (el
fragmento de ADN de nucleétido n® 398 al 541 de la SEC ID n°: 3) que codifica el sitio N-terminal de la enzima P-450
oxidativa de alcanos AciA originado a partir de la cepa OC4 de la especie Acinetobacter, y el tratamiento se realizé con
las enzimas de restriccion Ndel y Spel. Por otro lado, se llevé a cabo la PCR usando el cebador BP195F (véase SEC ID
n° 12) y el cebador BP195R (véase SEC ID n°: 13) y el ADN gendmico de la cepa IFO14104 de Dactylosporangium
variesporum como modelo para amplificar el gen BP195 (véase los nucleétido n° 1 a 1203 de la SEC ID n° 2) que
codifica la enzima P-450, y el tratamiento se realiz6 con las enzimas de restriccién Spel y BamHI. Estos fragmentos de
ADN se unieron a los sitios Ndel y BamHI del vector pETAciBC-SD por ADN ligasa T4 para dar un plasmido, pETAcIBC-
50AABP195.

(3) Plasmido pETAciBC-50AAvdh

[0044] Se efectud la PCR usando el cebador vdhF (véase SEC ID n°: 14) y el cebador vdhR (véase SEC ID n°: 15) y el
ADN genomico de la cepa ATCC33795 de Pseudonocardia autotrophica como modelo para amplificar el gen vdh (véase
los nucledtido n° 320 a 1531 de la SEC ID n°: 1) que codifica la enzima P-450, y el tratamiento se realiz6 con las
enzimas de restriccion Spel y Bglll. Estos fragmentos de ADN se unieron a los sitios Spel y BamHI de pETAciBC-
50AABP195 por ADN ligasa T4 para dar un plasmido, pETAciBC-50AAvdh.

(4) Ppasmido PETduet-boxA

[0045] EI vector pETAcIBC-SD del plasmido se tratd con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll, y se unié por ADN
ligasa T4 al fragmento de ADN que contenia el gen aciC que codifica la proteina que comparte homologia con la
ferrodixina reductasa para dar un plasmido, pETduetaciC. Luego, usando los cebadores boxBNcoF (véase SEC ID n°:
16) y boxBBamR (véase SEC ID n°: 17) y el ADN gendmico de la cepa TM-7 de la especie Streptomyces, se amplio el
fragmento de ADN que contenia el gen boxB (véase los nucleétidos n® 1782 a 1973 de la SEC ID n°: 4) que codifica la
ferredoxina asociada a la enzima P-450 oxidativa de compactina y se llevo a cabo el tratamiento con las enzimas de
restriccion Ncol y BamHI. Este fragmento de ADN se unié por ADN ligasa T4 al pETduetaciC tratado con las enzimas de
restriccion Ncol y BamHI para dar un plasmido, pETduetboxB. Por otra parte, usando los cebadores boxANdeF (véase
SEC ID n°: 18) y boxAXhoR (véase SEC ID n°: 19) y el ADN genémico de la cepa TM-7 de la especie Streptomyces, el
fragmento de ADN con el gen boxA (véase nucle6tidos n® 544 a 1761 de la SEC ID n°: 4) que codifica la enzima P-450
oxidativa de compactina se amplificd, y el tratamiento se realiz6 con el Ndel de enzimas de restriccion y Xhol. Este
fragmento de ADN se unié por ADN ligasa T4 a pETduetboxB tratado con las enzimas de restriccion Ndel y Xhol para
dar un plasmido, pETduet-boxA.

(5) Plasmido pTrcRat
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[0046] Se efectud la PCR usando el cebador ExratF (véase SEC ID n°: 20) y el cebador ExratR (véase SEC ID n°: 21) y
el ADN gendmico de la cepa 895-3 de Burkholderia cepacia como modelo para amplificar el gen ratA (véase los
nucledtidos n® 230 a 1330 de la SEC ID n°: 5) que codifica (R)-a-metiltriptamina aminotransferasa, y el tratamiento se
realizé con las enzimas de restriccion Pstl y EcoRI. Este fragmento de ADN se unié a los sitios EcoRI y Pstl mediante
pTrcHisA (Invitrogen Co.) por ADN ligasa T4 para dar un plasmido pTrcRat.

(6) Plasmido pTrcRat

[0047] Se efectud la PCR usando el cebador latSacF (véase SEC ID n°: 24) y el cebador latXhoR (véase SEC ID n°: 25)
y el ADN gendémico de la cepa IFO3084 de Flavobacterium lutescens como modelo para amplificar el gen lat (véase
SEC ID n°: 30) que codifica lisina aminotransferasa, y se realizé el tratamiento con las enzimas de restriccion Sacl y
Xhol. Se efectué la PCR usando el cebador ZARXhoF (véase SEC ID n°: 26) y el cebador ZARBamR (véase SEC ID n°:
27) y el ADN gendmico de la cepa IFO3084 de Flavobacterium lutescens como modelo para amplificar el gen zar (véase
SEC ID n°: 31) que codifica N-benciloxicarbonil-L-acido aminoacipico-delta-semialdehido reductasa, y se llevo a cabo el
tratamiento con las enzimas de restriccion Xhol y BamHI. Y luego, se efectu6 la PCR usando el cebador rocGBamF
(véase SEC ID n°: 28) y el cebador rocGXbaR (véase SEC ID n° 29) y el ADN gendmico de la cepa ATCC23857 de la
cepa de Bacillus subtilis 168 como modelo para amplificar el gen rocG (véase SEC ID n° 32) y se llevo a cabo el
tratamiento con las enzimas de restriccién Sacl y Xbal. Estos tres fragmentos de ADN se unieron a los sitios Sacl y Xbal
de pHSG298 (Takara Bio Co.) por ADN ligasa T4 para dar un lat, zar y rocG insertado en el plasmido pHSG-ZAR, en
este orden.

Ejemplo 4: conversidén microbiana a partir de vitamina D3 en 25-hidroxivitamina D3

[0048] Utilizando el plasmido pETAciBC-50AAvdh, la cepa BlstarTolCAcrAB, la cepa BLstarTolC, la cepa BLstarAcrAB y
la cepa BL2l1star(DE3) de E. coli fueron sometidas a transformacién para dar, respectivamente, la cepa
BlstarTolCAcrAB/pETACIBC-50AAvdh, la cepa BLstarTolC/pETAciBC-50AAvdh, la cepa BLstarAcrAB/pETACIBC-
50AAvdh y la cepa BL21star/pETAciBC-50AAvdh. De la misma manera, usando el plasmido pETAciBC-50AABP195, la
cepa BlstarTolCAcrAB, la cepa BLstarTolC, la cepa BLstarAcrAB y la cepa BL21star(DE3) de E. coli se sometieron a
transformacion para dar, respectivamente, la cepa BlstarTolCAcrAB/pETAcCIBC-50AABP195, Ila cepa
BLstarTolC/pETAciBC-50AABP195, la cepa BLstarAcrAB/pETAcIBC-50AABP195 y la cepa BL21 star/pETAcIBC-
50AABP195. Estas cepas fueron sembradas en el medio liquido M9SEED (3,39% de Na;HPO,4, 1,5% de KH;PO,,
0,25% de cloruro de calcio, 0,5% de cloruro amoénico, 1% de acido casamino, 0,002% de timina, 0,1 mM de cloruro de
calcio, 0,1 mM de sulfato de hierro, 0,4% de glucosa, 0,001 mM de cloruro de magnesio) que contenia carbenicilina de
sodio (100 pg/mL) y se cultivaron con agitacién a 220 r.p.m., a 25°C, durante 24 horas. Esta solucién de cultivo 200 pL
se afiadi6 a 25 mL del medio liquido M9Main (3,39% de Na;HPO,, 1,5% de KH2PO4, 0,25 % de cloruro sédico, 0,5 % de
cloruro amonico, 1 % de &cido casamino, 0,002% de timina, 0,1 mM de cloruro de calcio, 0,1 mM de sulfato de hierro, 80
pg/mL de acido 5-aminolevulinico) que contenia carbenicilina de sodio (100 pg/mL) y Overnight Express Autoinduction
Systems (sistemas de autoinduccion exprés durante toda la noche) (Novagen) y se cultivd con agitacion a 220 r.p.m., a
25°C, durante 24 horas. El cuerpo bacteriano se recogié por centrifugado y se suspendié en 5 mL de tampén CV2
(50mM de tamp6n de fosfato potasico, 2% de glicerina, 50 pg/mL de carbenicilina, 0,1M de IPTG) para obtener la
suspensién del cuerpo bacteriano en la concentracion de 5 veces para la solucion de cultivo. Para 1 mL de esta
suspensién del cuerpo bacteriano, 25 pL de 1% de solucion DMSO de vitamina Ds (la concentracion final 250 pg/mL) y
ciclodextrina parcialmente metilada (la concentracion final 0,75%) se adicionaron y la solucion resultante se cultivd con
agitaciéon a 220 r.p.m., a 28°C, durante 24 horas. Luego, a la mezcla reactiva se afiadié 2 mL de metanol, agitado en
vortex a temperatura ambiente durante 10 minutos, y luego se sometio a centrifugado por el centrifugador Eppendorf a
15 000 r.p.m., durante 10 minutos, y el sobrenadante resultante se analizé por HPLC para detectar 25-hidroxivitamina
D3 generada por hidroxilacion de la vitamina D3 de sustrato. El resultado se mostré en la tabla 1.

[0049] [Tabla]

Tabla 1

Huésped E. coli Gen usado para conversién microbiana y Gen usado para conversion microbiana |
concentracion de acumulacion de producto [actividad especifica para la cepa salvaje
hidroxilado de vitamina D3 (ug/mL)
vdh BP195 vdh BP195

Cepa salvaje 46,7 13,0 1,0 1,0

cepa interrumpida 135,1 23,5 2,9 1,8

acrAB

cepa interrumpida 187,0 30,2 4,0 2,3

tolC

cepa interrumpida 216,4 38,7 4,6 3,0

tolC, acrAB
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[0050] Las condiciones de medicién de HPLC fueron las siguientes:

Analizador: Agilent 100 series
Columna: J' sphere ODS-H80 (YMC, Inc.), 75 mm x 4.6 mm I.D.
Fase movil: A; acetonitrilo

B; agua intercambiada de iones

Ajuste del tiempo de

gradiente: 0 minutos fase movil A/B = 30:70
13,00 minutos  fase movil A/B = 30:70
14.00 minutos  fase movil A/B = 100:0
21.00 minutos  fase movil A/B = 100:0
22.00 minutos  fase movil A/B = 70:30
25,00 minutos  fase movil A/B = 70:30
[0051]

Velocidad de flujo: 1,0 mL/minute
Deteccion: UV 265 nm

Volumen de inyeccion: 10 pL
Temperatura de columna: 40°C
Tiempo de andlisis: 25 minutos

Tiempo de
retencion:
25- hidroxivitamina D, 8,8 minutos

Vitamina D, 21,0 minutos

[0052] En la conversién microbiana de vitamina D3 utilizando el E. coli que se habia hecho que expresara el gen vdh que
codifica Vdh, que es una enzima P-450 y el gen aciAB que codifica el sistema de transporte de electrones, en
comparacion con el caso que utiliza el E. coli de tipo salvaje como huésped de expresién para el método convencional,
se mostrd 2,9 veces de acumulacion de 25-hidroxivitamina D3 al usar la cepa interrumpida acrAB, 4,0 veces cuando se
uso la cepa interrumpida tolC y 4,6 veces cuando se usoé la cepa interrumpida tolCacrAB.

[0053] También en la conversién microbiana de la vitamina Ds utilizando el E. coli que se habia hecho que expresara el
gen que codifica BP195, que es una enzima P-450 y el gen aciAB que codifica el sistema de transporte de electrones,
en comparacién con el caso que utiliza el E. coli de tipo salvaje como huésped de expresion para el método
convencional, se mostré 1,8 veces de acumulacion de 25-hidroxivitamina D3 al usar la cepa interrumpida acrAB, 2,3
veces al usar la cepa interrumpida tolC y 3,0 veces al usar la cepa interrumpida tolCacrAB.

Ejemplo 5: conversién microbiana de 4-colesten-3-ona en 25-hidroxi-4-colesten-3-ona

[0054] Usando la cepa BlstarTolCAcrAB /pETAcIiBC-50AABP195, la cepa BLstarTolC/pETAciBC-50AABP195, la cepa
BLstarAcrAB/pETACIBC-50AABP195 vy la cepa BL21star/pETAciBC-50AABP195 de E. coli anteriormente mencionadas,
se preparo0 la suspension del cuerpo bacteriano de la misma manera que en el ejemplo 4. A 1 mL de esta suspension
del cuerpo bacteriano, se agregé 25 pL de 1% de solucién 4-colesten-3-ona metanol (la concentracion final 250 pg/mL)
y ciclodextrina parcialmente metilada (la concentracion final 0,75%) y la solucion resultante se cultivd con agitacion a
220 r.p.m., a 28°C, durante 24 horas. Después, a la mezcla de reaccién se agreg6 2 mL de metanol, agitado en vortex a
temperatura ambiente durante 10 minutos y luego se someti6 a centrifugado mediante el centrifugador Eppendorf a 15
000 r.p.m., durante 10 minutos, y el sobrenadante resultante se analizé por HPLC para detectar 25-hidroxi-4-colesten-3-
ona generada por hidroxilacion del sustrato 4-cholesten-3-ona. El resultado se mostro en la tabla 2.
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[0055] [Tabla 2]

Tabla 2
Huésped E, coli Gen usado para conversion microbiana iGen usado para conversién microbiana
y concentracion de acumulacién de  actividad especifica para la cepa salvaje
producto hidroxilado de
4-colesten-3-ona (ug/mL)
BP195 BP195
Cepa salvaje 14,1 1,0
cepa interrumpida acrAB 19,9 1,4
cepa interrumpida tolC 151,0 10,5
cepa interrumpida  tolC,[155,5 11,0
acrAB

[0056] Las condiciones de medicién de HPLC fueron de la siguiente manera:

Analizador: Agilent 100 series
Columna: Inertsil ODS/3 50 mm x 4.6 mm I.D.
Fase movil: A; acetonitrilo
B; 0,85% de solucion de fosfato acuoso

Ajuste del tiempo de gradiente: 0 minutos fase movil A/B = 40:60
5,00 minutos fase moévil A/B = 100:0
8,00 minutos fase moévil A/B = 100:0
8,30 minutos fase moévil A/B = 40:60

11,00 minutos fase moévil A/B = 40:60
[0057]

Velocidad de flujo: 1,2 mL/minuto
Deteccion: UV 235 nm

Volumen de inyeccion: 40 uL
Temperatura de columna: 40°C
Tiempo de andlisis: 11 minutos

Tiempo de retencién: 25-hidroxi-4-colesten-3-ona 4,97 minutos
4-colesten-3-ona 7,45 minutos

[0058] También en la conversién microbiana de 4-colesten-3-ona, en comparacion con el caso que utiliza el E. coli de
tipo salvaje como huésped de expresion para el método convencional, se mostré 1,4 veces de acumulacién de 25-
hidroxi-4-colesten-3-ona al usar la cepa interrumpida acrAB, 10,5 veces al usar la cepa interrumpida tolC y 11,0 veces al
usar la cepa interrumpida tolCacrAB.

Ejemplo 6: conversién microbiana de compactina a pravastatina

[0059] Usando el plasmido pETduet-boxA anteriormente mencionado, se sometieron las cepas BlstarTolCAcrAB y BL21
star(DE3) de E. coli a transformacién para dar la cepa BlstarTolCAcrAB-pETduet-boxA y la cepa BL21star/pETduet-
boxA, respectivamente. Usando estas cepas bacterianas, se prepard la suspension del cuerpo bacteriano de la misma
manera que en el ejemplo 4. Para 1 mL de esta suspension del cuerpo bacteriano, se agreg6 30 pL de 25 mg/mL de
compactina (la concentracion final 750 pg/mL) y la solucién resultante se cultivd con agitacion a 220 r.p.m., a 28 °C,
durante 8 horas. Por otra parte, 30 pL de 25 mg/mL de compactina se adicion6 de forma suplementaria (la
concentracion final 1500 pg/mL) y la solucién resultante se cultivd con agitacién a 220 r.p.m., a 28 °C, durante 16 horas.
Luego, a la mezcla de reaccion se le agregd 1 mL de metanol y 1 mL de acetonitrilo, se agité en virtex a temperatura
ambiente durante 10 minutos y luego se sometié a centrifugado por el centrifugador Eppendorf a 15 000 r.p.m. durante
10 minutos, y el sobrenadante resultante se analizé6 por HPLC para detectar pravastatina generada por hidroxilacién de
la compactina de sustrato. El resultado se mostro en la tabla 3.
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Tabla 3

Huésped E. coli

Gen usado para conversion microbiana 'y
concentracion de acumulacion de
producto hidroxilado de compactina

Gen ha usado para conversién microbianay
lactividad especifica para la cepa salvaje

pg/mL)
boxA boxA
Cepa salvaje 51,1 1,0
cepa interrumpida acrAB NT NT
cepa interrumpida tolC NT NT
cepa interrumpida talC, 1689,0 33,1

acrAB

[0061] Las condiciones de medicién de HPLC fueron de la siguiente manera:
Analizador: Agilent 100 series
Columna: rendimiento de Chromolith RP-18e 100 mm x 4.6 mm I.D.
Fase movil: A; metanol: trietilamina: acido acético = 100:0.1:0.1
B; agua: trietilamina: acido acético = 100:0.1:0.1

Ajuste del tiempo de gradiente:  © minutos fase movil A/B = 50:50
3,00 minutos fase mévil A/B = 90:10
3.50 minutos fase moévil A/B = 90:10
3,51 minutos fase mévil A/B = 40:50

5.00 minutos fase movil A/B = 50:50
[0062]

Velocidad de flujo: 2,0 mL/ minuto

Deteccion: UV 238 nm

Volumen de inyeccidn: 15 pL

Temperatura de columna: 40°C

Tiempo de analisis: 6 minutos

Tiempo de retencion: pravastatina 1,77 minutos

compactina 3,23 minutos

[0063] También en la conversion microbiana de compactina utilizando el E. coli que se habia hecho que expresara el
gen que codifica BoxA, que es una enzima P-450, y los genes boxB y aciC que codifican su sistema de transporte de
electrones, en comparacion con el caso que utiliza el E. coli de tipo salvaje como huésped de expresion para el método
convencional, se mostré acumulacion de 33,1 veces de pravastatina al usar la cepa interrumpida tolCacrAB.

Ejemplo 7: conversién microbiana de (R)-a-metiltriptamina en indol-3-acetona

[0064] Usando el plasmido pTrcRat anteriormente mencionado, la cepa BlstarTolCAcrAB y la cepa BL21 star(DE3) de E.
coli fueron sometidas a transformacion para dar la cepa BlstarTolICAcrAB /pTrcRat y la cepa BL21star/pTrcRat,
respectivamente. Estas cepas se sembraron en el medio liquido L (1,0% de polipeptona, 0,5% de extracto de levadura,
0,5% de cloruro sdédico, pH 7,2) que contenia carbenicilina de sodio (100 pug/mL) y se cultivaron con agitacion a 220
r.p.m., a 37°C, durante 8 horas. Esta solucién de cultivo 50 pL se afiadié a 25 ml del medio liquido L que contenia
carbenicilina de sodio (100 pg/mL) y Overnight Express Autoinduction Systems (Novagen) y se cultivd con agitacion a
220 r.p.m., a 30°C, durante 20 horas. El cuerpo bacteriano se recogié por centrifugado y se suspendio en 2,5 ml del
tampon de borato (200mM, pH 9,0) para obtener la suspension del cuerpo bacteriano en 10 veces la concentracion de la
solucion de cultivo. Para 0,5 mL de esta suspension del cuerpo bacteriano, se agregaron 0,5 mL del medio liquido L, 25
pL de 50% de solucion de glicerol, 1,25 pL de 50 mg/mL de carbenicilina de sodio, 10 pL de 100mM de IPTG y 250 pL
de 25mM de (R)-a-metiltriptamina y la solucion resultante se cultivd con agitaciéon a 220 r.p.m., a 30°C, durante 18
horas. Luego, a la mezcla de reaccion se le afiadié 50 uL de 5N de solucién de hidréxido sédico y 2 mL de acetato de
etilo, agitado en voértex a temperatura ambiente durante 10 minutos y luego se someti6 a centrifugado por el
centrifugador Eppendorf a 15 000 r.p.m., durante 10 minutos, y el sobrenadante resultante se concentré a sequedad y
se disolvio en 300 pL de metanol. La solucidn resultante se analiz6 por HPLC para detectar indol-3-acetona generada
por disociacion del grupo amino del sustrato (R)-a-metiltriptamina (R-MT). El resultado se mostré en la tabla 4.
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[0065] [Tabla 4]

Tabla 4
Huésped E. coli Gen usado para conversion microbianay |Gen usado para conversion microbiana y
concentracién de acumulacion de lactividad especifica para la cepa salvaje
roducto hidroxilado de R-MT (ug/mL)
ratA ratA
Cepa salvaje 81,6 1,0
cepa interrumpida acrAB NT NT
cepa interrumpida tolC NT NT
cepa interrumpida tolC, 97,8 1,2
acrAB

[0066] Las condiciones de medicion de HPLC fueron de la siguiente manera:

Analizador: Agilent 100 series

Columna: CHILALPAK AS-H (DAICEL) 250 mm x 4.6 mm |.D.
Fase movil: hexano: alcohol isopropilico: dietilamina = 75:25:0.6
Velocidad de flujo: 0,7 mL/minutO

Deteccion: UV 238 nm

Volumen de inyeccion: 15 pL

Temperatura de columna: 25°C

Tiempo de analisis: 15 minutos

Tiempo de retencion:  (R)-g-metiltriptamina 6,5 minutos

indol-3-acetona 11,4 minutos

[0067] En la conversion microbiana de (R)-a-metiltriptamina utilizando el E. coli que se habia hecho que expresara el
gen que codifica RatA, que es una (R)-a-metiltriptamina aminotransferasa, en comparacion con el caso que utiliza el E.
coli de tipo salvaje como huésped de expresion para el método convencional, se mostro 1,2 veces de acumulacion de
indol-3-acetona al usar la cepa interrumpida tolCacrAB.

Ejemplo 8: conversién microbiana de N-benciloxicarbonil-L-lisina (Z-Lys) en N-benciloxicarbonil-6-hidroxi-L-
norleucina (Z-HNL)

[0068] Z-Lys es convertida en N-benciloxicarbonil-L-&cido aminoacipico-delta-semialdehido (L-ASA) por lisina
aminotransferasa codificada por el gen lat en el plasmido pHSG-ZAR, Z-ASA es convertida en Z-HNL por una Z-ASA
reductasa codificada por el gen zar, una coenzima NADPH es regenerada por deshidrogenasa de acido glutaminico
codificada por el gen rocG. Usando el plasmido pHSG-ZAR, la cepa BlstarTolCAcrAB y la cepa BL21 star(DE3) de E.
coli fueron sometidas a transformacion para dar, respectivamente, la cepa BlstarTolCAcrAB -pHSG-ZAR vy la cepa BL21
star/pHSG-ZAR. Estas cepas se sembraron en el medio liquido MOSEED (3,39% de Na;HPO,, 1,5% de KH,PO,, 0,25%
de cloruro de calcio, 0,5% de cloruro amonico, 1% de acido de casamino, 0,002% de timina, 0,1mM de cloruro de calcio,
0,1mM de sulfato de hierro, 0,4% de glucosa, 0,001mM de cloruro de magnesio) que contenia sulfato de canamicina (25
pg/mL) y se cultivaron con agitacion a 220 r.p.m., a 25°C, durante 24 horas. Esta solucion de cultivo 200 pL se afiadio a
25 mL del medio liquido M9ZAR (3,39% de Na;HPO,4, 1,5% de KH,PO4, 0,25% de cloruro sédico, 0,5% de cloruro
amonico, 1% de acido casamino, 0,002% de timina, 0,1mM cloruro de calcio) que contenia sulfato de canamicina (80
pg/mL) y Overnight Express Autoinduction Systems (Novagen) y se cultivd con agitacion a 220 r.p.m., a 30°C, durante 7
horas y luego se cultivé con agitacion a 140 r.p.m., a 25°C, durante 17 horas. El cuerpo bacteriano se recogié por
centrifugado y se suspendié en 5 mL del tampén CV3 (50mM de tamp6n de fosfato potasico, 2% de glicerina, 20 pg/mL
de sulfato de canamicina, 0,1M de IPTG) para obtener la suspension del cuerpo bacteriano en la concentraciéon de 5
veces la solucién de cultivo. A 1 mL de esta suspension del cuerpo bacteriano, se agregé 40 pL de 25 mg/mL de
solucion Z-Lys (la concentracion final 1000 pg/mL) y y-ciclodextrina (la concentracion final 2%) y la solucién resultante
se cultivd con agitacion a 220 r.p.m., a 28°C, durante 24 horas. Luego, a la mezcla de reaccion se agregd 2 mL de
metanol, se agitd en vortex a temperatura ambiente durante 10 minutos y luego se sometié a centrifugado por el
centrifugador Eppendorf a 15 000 r.p.m., durante 10 minutos, y el sobrenadante resultante se analiz6 por HPLC para
detectar Z-HNL convertido a partir del sustrato Z-Lys. El resultado se mostré en la tabla 5.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2426 640 T3

[Tabla 5]

Huésped E. coli Gen usado para conversion microbianay |Gen usado para conversion microbiana y
concentracion de acumulacion de Z- HNL factividad especifica para la cepa salvaje
pg/mL)
at, zar, rocG lat, zar, rocG

Cepa salvaje 288 1

cepa interrumpida acrAB N.T. N.T.

cepa interrumpida tolC N.T. N.T.

cepa interrumpida tolC, 420 1.5

acrAB

[0069] Las condiciones de medicion de HPLC fueron de la siguiente manera:

Analizador: Agilent 100 series
Columna: J' sphere ODS-H80 (YMC; Inc.), 75 mm x 4.6 mm I.D.
Fase movil: A; acetonitrilo

B; 0,85% de solucién de fosfato acuoso

Ajuste del tiempo de gradiente: O minutos fase movil A/B = 20:80
6,00 minutos fase mévil A/B = 20:80
8,00 minutos fase mévil A/B = 60:40

10,00 minutos fase mévil A/B = 20:80

Velocidad de flujo: 1,5 mL/minuto
Deteccion: UV 220 nm

Volumen de inyeccion: 10 pL
Temperatura de columna: 40 °C

Tiempo de analisis: 10 minutos

Tiempo de retencién: Z-HNL 3,1 minutos

[0070] En la conversién microbiana de Z-Lys utilizando el E. coli que se habia hecho que expresara los genes que
codifican respectivamente lisina aminotransferasa, N-benciloxicarbonil-L-4cido aminoacipico-delta-semialdehido
reductasa y deshidrogenasa de acido glutaminico, en comparacion con el caso que utiliza el E. coli de tipo salvaje como
huésped de expresion para el método convencional, se mostré 1,5 veces de acumulacién de Z-HNL al usar la cepa
interrumpida tolCacrAB.

[Aplicacion Industrial]

[0071] La presente invencién es Gtil en el dominio de la fabricacion de compuestos utilizando conversién microbiana.
Listado de secuencias

[0072]

<110> Mercian Corporation

<120> Cepas transformadas originadas a partir de cepas deficientes de proteina de eflujo multifarmaco y un método
para la conversion microbiana que utiliza las mismas.

<130> A75274H
<160> 32

<210>1

<211> 2011

<212> DNA

<213> ATCC33795 de Pseudonocardia autotrophica

<220>

<221> CDS

<222> (320)..(1528)
<223> vdh

<400> 1
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gatgteggga
atcogrgacy
gatcrrggge
ggegee gtgeacgagg
ccagtt ggcpagateg
cttcce ggcgcggate
gacggt gacggtctee

gac

cag
n

Asp G1

gte
val

c49
Arg

ggc
G

303
190
Trp

3ty

gre
Ala

cog
Pro

tCcg
Ser
385
cge
Arg

a
&
ttc
Phe
2590

a
L

at
Me

%

cge
Arg

gsqg
Giu
370
acg
The

ag9c
Ser

Arg

gig
Glu
275
acc
Thr

atg
MetT

Lo
Fro

tte
Phe

ctg
Ley

¢ty
Leu

ctg
Leu

gee
Ala

gQteagecge
goggtctega
atccgggtga
gtgecgtcge
tccatogogeo
ccgtigesgy
tgoocgaage
ttgccgegt

cgg aag
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280 o

tte ctg
Phe Leu

g ga
72 &t

gtc atg
val met

agQ cc
&8 ero
325

phe &ly

340

&85 &y
355

gcg cte
Ala Leu

gre cgy
val Arg

cty cty

Leu

cg9
Arg

gac
ASp

£rc
Leu
310
gac
ASp

cac
His

21"
arg

=
5

i

gece
Ala

e
rhe

gte
wval
295

&Y

cgo
Arg

&y

gtec
val
gte
va

375
ctg
Leu

a
3

gas
AS
28
ace
Thr

ctg
Leu

Cre
Leu

atc
Ila

c
a7

i &y

tcg
ser

gac
AS
26
1ot
Sar

tac
Tyr

gee
Aly

gac
ASD

cac
H1%
34%
atc
Ile

ccg tcg
Pro 5er

cLC gte
Pro val

tCe goc
ser oy
gce gce
Ala aAla
318
aTC acc
Ile Thr
330
ttc tgc
Pha Cys

E?E cog
aly Arg

360

crc
Leu

agg
Arg

gac gag
Asp Glu

arg ccg
Het Pro
395

tga tcooogttoge ggacgggecy

tcagtggtoc
ceagegeoay
cgcageececag
g9gacacgeq
cgeceatece

cgacctgeay

TOTCCoagha

tgatcaggtc

<213>1F014104 de Dactylosporangium variesporum

<220>
<221>

<222> (1)..(1200)

<223>

CDSs

SP195

<400> 2

17

ceegytette
gcegeecguy
cCcpytgatg
gtccatcatc
crigatcace
gccgecpage
gccgaagtag

toLcQLace:
gtpacgtega
ggcaggetge
acgatgacgg
tLCcocgggca
acggegacegt
gcggogocgt
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a4ty afc gaa acg Ctg tac CCC gag ctg &€ acg act €gc age tca ccp 48
Hal Thr &lu Thr Led Tyr Pro Glu Leu Pro TAr Thr Arg Ser Seér Pro

Ltg GaC CCH CLC goy ga’d cig g?g gtg ttg cof gag acc gaa ccc are 96
Leu Asp Pro P;g Ala Glu Leu Gly 935 Ley Arg Glu Thr G;g Pro Iie
agt cgg ctg gcg tIC ccg gac ggoc acc ctg ggg tgg ctg gtg acc ago 144
Ser Arg ng Ala Phe Pro Asp gig Thr Leu G?y Trp L:g val Thr Ser
€Al Py CTC YCg C€Og gag gtg ctg 9LC GAC 3AC c©gg tic ags aac cgg 192
His A}g Leu ATa Arg GlU v§5 Leu Ala AsSp Asn AE Pha S&r Asn Arg
gCC §ag cta cag cac tog ooy atc Qo oc € ggc aaa ccc atc Cc 240
A%% GlU Lew Gln His S?E Pro Ile Aﬂg ﬁ1g gg g?y Lys Pro Ila ng
Cad Cag ¢cg cCQ QCC Adg €CC ggc atg ttc atc aac atQ gac 0oc Ca 288
Gln G1n prg Prg Eh Lys Pro G?y Meg Phe Ile Asn mE Esp Gg; GTE

a5 20
g}g cac 2:: Adg taC cLGg cQy ctg ctg acc g?: caf ttc acc gtc cog 336
¢ His Ala Lys Tyr Arg Arg Leu Leu Thr Gly GIn Phe Thr val Arg

18



10

15

cog

cty
Leu

tre
Pha
145
e
Sar

CAg
Hi%
tcy
ser

&y

gag
Glu
225
ac

a5

cCe
Fro

acg
Thr

Tog
Sapr

gc9
Ala
305

gecr
Ala

ggc
G?y
tto
Leu

tee
Phe

gac
AS
38
tga

<210>
<211>
<212>

100

atg 4ac cag
A Met Asn G1n
115

gee ga
Ala As
1316

¢ gt
P va

gcg Cto ccg

Ala Le

TAC ga
Tvr &l

cCt ga
Pro As

agg 2c
Arg Th

19
gac ga
ASp AS
21

gaa gt
Glu va

ace ge
Thr A

& &

u Fro

g gag
u Glu

C caa
p &ln
130
T ttc
r Phe
5
¢ atg
p Met

£ geg
i 3a

g aAc
4 Asn

g <tg
n Leu
260

gtc gag gag
val Glu Glu

27

agg gt
Arg va

29
# &

aaq tt
Lys Ph

cac gt
His Vva
geg g
Ala Ar
35
¢cy ga
ro As
370
gac at
ASp Ma

3
3192
DNA

5
c gee
1 E1a

g ccg 9

U Pro

C Gac
& Asp
gec
Ala
340
C &tcC
Ile

c Crg
p Leu

§ &

ctL
Leu

cgg
Arg

gt
Ya

cpc
Arg
165

&y

gtc
val

Ctc
Ley

aac
ASn

arg
Met
245
GCg
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu

tc
val

cgc
Ar
32
=4 o{
Pha

ga
&1l

cog
Arg

atC
Ile

atc
e

gca
Ala

ceq
Pro
150
dag
Glu

gt
val

g
E1a

ac
39

aty
Net
230
ctc
Leu

gcg
Ala

atg
Mat

gag
Glu

agc
Ser
19
cCg
Pro

&y

atg
Mat

et
Leu

tac

o

=
Fro

cag
Gin
135
Tcg
Ser

1cg
Sar

teg
Ser

gac
Asp

&y
21
&5

&%

ctg
Leu

cH9
Arg

gac
AL
29
atc
Ile

Gag
Glu

cac
His

cgc
Arg

gy
Ala
375

&y

<213> OC4 de especie Acinetobacter

<220>
<221>

CDS

<222> (1)..(318)

<223>

<220>
<221>

aciB

CDS

<222> (398)..(1888)

<99
Ar
12
&5
atg
Met

TtC
Phe

iy
Pro

Tt
Leu
260
cty
Lttl)

ctc
Leud

atc
Ile

aag
LyS

tac
r
280
gt
Va.

tcg
Ser

gag
Glu

&y
v

360
Val

9.7
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105

atc
Ile

ccg
Pro

gt
va
cag
Gin
aga
AF
18
gt
va

ate
Ile

Ctc
Let

ggc
aty
gce
Ala
265

ctyg
Ley

gas
Glu

Val

ttc
Phe

gt
va
345
&

ccg
Pro

cac
His

&l

ol
Gly

atc
Ite

cgg
Ar
17
tca
ser

cg9
APg

caqg
Gin

ctyg
Leu

ag

The
250
gac
Asp

tog
sSer

ctyg

Ley

atg
Met

gac
As
i3
cac
His

tfc
Phe

gec
Ala

aag
Lys

cC
E1a

gte
val

i
5
1§5
dac
Asn

&ty

£ac
Arg

alc
Thr

ctc
Leu
235
cte
Leu

£cQ
Pro

atc
INe

&y

gee

315
atc
Ite

ta
&

aac
AZR

tcg
Ser

ctg
Ley
39%

19

atc
INe

pac
A%
14
gag
Glu

acg
Thr

cg
Arg

aag
LYS

c
E
22
gtc
wal

ace
Thr

tcC
Ser

gte
val

g?ﬂ g
30

gee
Ala

cac
HS
tge
Cys

cC
215
gag

380
ccg
Pro

gt
Va
125
cte
Leu

cty
Leu

aag
Lys

cCct
Pro

Cac
His
2058
eag
Gy

gce
Ala

crg
Lel

ttg
Leuw

cag
&in
285
c
¥al

aac
AsSn

<89
ATQ

(4~ ]
Leu

crg
Leu
365
gt
va

St

119
cge
Arg

gt
Va

£Lg
Ly

&
32

tcn
&er
120
gac
AP

ctg
Leu

gac
G?y
ctc
Leu

atc
Ile
270
tLC
Phe

ace
Thr

cgc
Arg

ccg
Pro

g C
355
ttc
Phe

ccy
Pra

acq
Thr

gac
Asp

9:9
Glu

959
aly
cig
175

age
Ser

ag
g1u
acc
Thr

cac
His

ggc
G

ES!
gac
Asp

&y

gtc
val

gac
ASp

9cg

335
cag
aln

c9c
Arg

at
Ma

ttC
Fhe

cac
His

g
iH

gt
va
160
Tttt
Phe

&y

teg
Fro

gac
Asp

gag
Glu
244
cac
His

aac
ASnR

gcg
Ala

aag
LyS

ccy
Pro
320
ace
Thr

cag
gln

&

g0
Arg

tca
Ser
400

84

432

480

528

576

624

672

720

768

816

364

912

260

1008

1056

1104

1152

1200

1203



<223> aciA

<220>

<221> CDS
<222>(1978)..(3189)
<223> aciC

<400> 3
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atg
Met
1

ca
213

tt
Ea!

tgc
Cys

caa
&ln

65
- [ =
Thr

atg
Mat

ggc
Gly

arc
Ile

ce
Ela

Cac
His
50

eyl
Ala

tca
S5er

acq
Thr

caa
Gln

as
g]u
Gga
G
3t
gt
Va

aat
ASN

egt
Arg

ata
val

att
Ile

gcg
Ala

20
ate
Ile

atec
Ile

a

teg
Leu

cat
Hi s
100

aca
Thr

:
&y

gat
ASp

gtc
va'

ca
&in

gcy
Alza

85
ctg
Leu

Tt
Pha

aag
LyS

&y

agt
Ser

ca
an

70
tgt
Cys

cct
Pra

Attt
Ilm

tca
ser

gat
ASp

get
Ala

55
atg
Mat

tot
CY¥s

gag
Glu

gqcc
Ala

£ra
Leu

ToC
Cys

40
gag
Gliu

1ty
Leu

atrc
Ile

Lt
Phe
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cac
His

atp
Met

25
ggt
&y
tgg
Trp

FE]
Tu

caa
Gln

cag
Gln
105

Eat
5p
10
ca
én

&y

g
ser

aty
Met

gt
va
90
atg
Met

&

ttyg
Leu

gaa
Glu

gat
Asp

acc
Thir

75
acc
Thr

taa

ggatcaaceg ccttaacaaa cacacctogt caacgatger

atg
Met

agce
ser

aat
ASh

cgt
Al
15
saa
LYS

]
&

gt
val

aag
Lys

tLt
Pha
235
gac
ASp

add
ASh

oo
Pro

daa
LYS

gtt

daac
Asn

acc
Thr

gag
Gy
14¢
Lttt
Phe

cE
g1a

caa
Gin

age
5er

cgq
Ar

22

944
Ggy
A&
LyS

ace
Thr

aag
Lys

At
Asn
300
tty

tca
s5er

gct
Ala
i2%
c&

3H

gte
val

aaa
Lys

ccg
Pro

adc
Asn
205
et

el

Ca
1a

aat
ASR

cct
Pro

cac
Mis
285
cLe
Leu

gat

gte
val
110
gea
Ala

Tttt
Phe

-

Fro

cte
Phe

att
Ile
130
cca
Pro

cgt
Arg

Tt
Phe

cat
His

£ce
Pra
270
gat
Asp

£a8
Lys

cag

gca
Ata

gac
ASD

caa
Gin

£T®g
Leu

cor

178

cca
Fro

tLt
Fhe

gat
Asp

tgg
Trp

gag
Glu
£55

&%y

gt
va

a
&id

1ty

Al
g1u

gta
val

acg
Thr

cac
Hisx
160
ot
va

gas
Glu

Ita
Leu

aa
Tu

tcy
sar
240
art
Ile

tra
Ley

cag
Gln

cta
Ley

cca

att
Ite

gca
Ala

;

acg
The

Tttt
Pha

gtt
va’

tac
Tyr

gca
Als
225
gte
val

ttt
Pha

&y

cog
Arg

a
a1
305
acy

C
et
Fhe
ace
Thr
130

aay
LYS

ca
S3E

dac
Asn

ca
g1a

Lvs

5
2¥0
ccg
Pro

ac
Lt

tca
Sar

ct
ia

cag

Gln
250

&

gat

gag
Glu
115
acg

e

tag

G1q

gtt
val

gt
va

aca
Thr
1585
cal
Gin

ota
val

cge
Arg

ct
g1a

gaa
Glu
275
gge
Ala

g
Leu

cag

A
Lys

gtt
val

tit
Phe

cge
Arg

caa
GIn
180
ctg
Leu

aaa
Lys

cat
Kis

tac
Tyr

T
Tu
2680
atg
Met

fa
Eal

att
Ila

=il

ata
Ie

acg
Thr

ttg
X113

ggc

G

lﬁg
a3
Tu
Ca

213

aaa
Lys

tat
Tyr

at

5
245
cct
Pro

ttt
Phe

cag
Gift

£5q
Arg

ca
Ta

gcg
Ala

tgC
cys

gte
val

&0
cca
Pro

gat
ASp

cacgrcager graacccago

cas
Gin

gtt
val

gee
Ala

45
gcg
ala

9349
Glu

gca
ala

acc
Thr

gaa
Glu

30
gt
Cys

&y

gt
Ay

a2tg
Met

age
Sar

15
axg
ASn

N

acg
Thr

gct
Ala

gat
"3t

gtt
val

&y

ace
thr

gca
Ala

gce
Ala
30

&1y

cagtcagoag accatc

agc
Thr

gat
Asp

cat
His
150
att
Ile

et
Phe

Lre
Lew

139
Trp

faa
GIn
230

at

sp
7a1

att
Ile

gat
Asp

cta
Leu
310

=13
Gln

Eiﬂ
%
o;

act
The
120
gtc
val

caa
cln

ag tgg

c
Gin
cct
Fro

et
g1a

cag
Gin
215
gce
Ala

att
Ile

ate
Ile

ca
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gta
val
29%
cgc
Arg

Trp

ca
213

&
&t
200
1ct

ser

aac
ASn

14
Jai

=
i

atg
«Met
280
gt
val

vl

1ttt gat tag gtg

21

gte
val

aag
Lys

gt
va

atg
Mat

Tt
Phe
185
att
Ile

tac
TYF

age
Ser

tat
TYr

att
Ile
265
gac
Asp

ca
21:

caa
Gln

cag

[ 1o
the

tct
ser

ace
Thr

caa
Gin
170
are
Ile

gat
Asp

e
Fhe

ceg
Pro

gtc

val
250

&y

£ca
Pro

L]
Fro

&

dat

48

96

144

192

240

288

341

397
345

493

541

589

637

685

733

781

829

877

- 925

973

1021

1069
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val Lau Asp GIn Lau Pro Thr asp GIn Pro phe Asp Trp val Gin Asn
315 320 325 cta ttt gat :2ﬂ
gtt tog 8t gag ctg aca goc ogt atg ttg goa aca ita ga c
val ser ITe Glu Egg Thr 21a Arg MEE EEE Ala Thr Leu Phe ?: Phe
CCa tac Gaa aag cgg CAC aaa ttg grr gaa tgg tca gac ttg atg oct
Pro Tyr Glu Lgs AFQ His Ly Led val Glu Trp Ser Asp Leu Mex Ala
350 335 ¢t 365 t
g9c act gcy gag gec aca pgt aca gtg aca a3 g gat gag a
G?y Thr ;Eg Glu Ala Thr G?y §?§ Thr val Thr Asn g;g Asp Glu Ile
ttt gat gca gea gic gat gca ¢¢d aag <at tit gocg gag tta tgp <at
Phe Eg Ala Ala val Esp gég E1a Lyg His Phe ;;E Gld Leu Trp His
aga aza g¢c ol <aa dad it gca g?c gct aa atg Q?C Tat gat tig
Arg Lys Ala Ala &ln LEE ser Ala Gly Ala Glu Met Gly Tyr Asp Leu
9 4 405 410
AtC age ttg atg Cag tca aac gaa gog act Aaa gac ctg art tat cgg
Ile ser Leu Met GIn Ser Asn Glu Ala Thr Lys Asp Len Ile T;F Arg
- 4%5 420 tt ot 425
cog atg gag atg ggc aat ttg gtc ttg <ta att gtc ggc ggc aac
Prg MEE Glu phe met g?y ASn Leg 3a1 LEE Leu Ile val & z G?y ASN
430 435 44
At ac acd CgL 2ac tog atg ac L] ta Lac gca Ctt aac ctg
£p Thr IEE Agg Asn seg HE% IQE g?y 2?5 3&1 Tyr ﬁ}g LeU Asn Leu
Tttt cca aat gag t1C Gte ada CTC Zaad AAC A&t CCg age trg atc ccyg
Phe Pro Asn Glu Phe val Lgs Leu Lys Asn Asp Pro Ser Led Ila Pro
460 465 47
Jac atg grte tCC gaa att att Cgc tgg £as AcC £Cg €fg goc tat atg
aAsn Mat Val Ser Glu ITe Ile arg Trp Gln Thr Pro Led Ala Tyr Met
475 480 485 420
€0t £0g att gcc aap caa gat gta g?g £ttt aac g?t fag acc ate aaa
u

Arg Arg Ile Ala L;s GIn Asp val Leu Asn Giy Gin Thr Ila Lys
455 500 505

aaa g?c gatc aag gtg gtg atg tgg tac gtt tct g?c 3ac Cgc gat gdg

LYS Gy ASp %{E val val met Trp E{; val Ser Giy asn ;5 Asp Glu

cga gt? att gag <9a £Ct gat gaa ttg ate att gat cgt aaa g?t gcg
Arg va E;g G1U AFrg Pro Asp g;g Leu Ile Ile Asp g; Lys Giy Ala
cgt aat car ctg tea it gpt trt g?t gty cat cge tgr atg g?t aat
arg ?:3 His Leu Sar Phe g4§ Phe Gly val His ?; Cys Met Gly Asn
Cge ttg gec gag atg cag ttg cpa ate tta tgg g2a Qay <ty cti cag
Arg teu Ala Giu Mat GIn Leud Arg Ite Leuw Trp Glu Glu Lev Leu GIn
55 560 36 570
cgE ttt gaa aat att gag ottt tig t gag ¢ca gaa Attt gty Caa tot
Arg Phe Glu Asn %}E g1u val Leu g?y g;g Pro Glu Ile aa g;g ser
aaL ttT gtg cge g?c tat gcc aag atg atg gtc aaa ctg act Qcc Aaz
Ast Phe va Arg Gly Tyr Ala Lys Maet met val Lys Leb Thr Ala Lys
58 545 6040

E%g Tady gtatcadaat sggegacaga ggeatrtige actgtogre ggcaatpatt ga

a

tgctgtygcat caaccargaa ctgagtgaat toat arg €@a aca atc gre atc att
met G!n Thr Ile val Ile Elg
g?c gCaA agt cat gct gcg g9cy cag ttyg gég gca agt Ctg cgg Cca gat
Gly Ala S&r His 21% Ala Ala GIn Leu E;E Ala ser Leu Arg EEE Asp
goc tgg cag ggc gag art gtg grtg atc ggc pat cag <cg tat tig cog
G?y Trp &ln G?E Glu Ile aa? LY ? Ile G?y Asp Glu Pro Tzr Ley Pro
63 B35 040
tat cat coa €Cg CCo ttg tcc aag Ace tit tta c@c gut §cA caa cig
TYr His EEE Pra Pro Leu Ser E§g Thr Phe Leu Arg Es§ Ala GIn Ley

22

1117

1165

i213

1261

1308

1357

1405

1453

1501

1549

1587

1643

1593

1741

1789

1537

1885

1943

1998

2046

2094

2142



qte
val

arc
Ie
675
age
sar

ctg
Leu

ttg
Leu

= |
cin

%at
r
?!5
Gt
va

ccg
PO

ac
ot

c
H

gt
va
235
acg
ala

acc
Thr

aat
ASN

aat
ASn

acc
Thr
915
tig
Ley

&y
&5
cta
Ley
ttg

Leu
995

gat

As

66
aa
Ty

%af

et
Cys

gca
Ala

cca
Fro
740
atc
Ile

gt
va

gaa
Glu

gLt
Ile

cag
Gin
820
atc
Ile

&y

agt
Ser

cey
Pro

aa

Tu
o0
tcg
5er

ca
gin

gat
ASD

£go
Arg

age
Ser
980
gcg
Ala

<210> 4

<212> ADN

ga
3

L 4
Phe

aca
Thr

acc
Thr

&y
72

Tttt
Phe

&fy

Tt
Ea1

gt

val
cat
His
805
gcy
Ala

atc
Tle

ttg
Leu

gcg
Ala

att
Ie
28%
cag
Gln

aag
Lys

att
Ile

gt
va

ctg
Lay
965
a4a
Lys

gat
Asp

Tth
Leu

g4
Arg

ot3
Leu

g L
?%E
fat
&

ctt
Leu

Tty
Leu

teg
ser
790
acc
Thr

gt
va

&

a
ein

cLa
Pra

370
tafg
Tyr

gcc
Ala

agt
ser

ocg
Ala

caq
Gln
250
att
Ile

aag
LysS
gag
Glw

ttg
Lew

cac
His

caa
aln
B95
gca
Ala

cat
His%

caa
clin

gaa
Glu

gaa
GTu
775
gag
Asp

&,

cty
Leu

gtc
val

gt
va
855
gag
Gy

cag
GIn

aaa
Lys

£ig
Leu

g a
93¢
Cad
Gln

c
15

ctg
Leu

tog
Ser

art
Ile

499
G

ESE
gat
Asp

cga
Arg

tat
TYyr

CCC
fra

acd
Thr
76D
pee
Ala

= % o
phe

§f

tgt
Cys

g 12
545
gac
ASpPp

ALt
ITe

<qq
Arg

ate
Ile

cCt
Frg
920
cIL
tay

agg
Arg

gcyg
Ala

ate
ile

att
ITe

1000

cgg
Al
a6
cgo
Arg

&

gte
val

ctt
Led

aac
AEn
745
gee
Ala

qce
Ala

tat
TYr

teg
ser

i
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gt
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aat
ASN

gt
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Arg
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Tre
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The
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<213> TM-7 de especie Streptomyces
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gt
va
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a4g8
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AF
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gee
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&l

&cg
Thr

gte
val
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gat
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gta
val

&y

gec
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atg
Met
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tcg
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it
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cag
Gln

agc
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tpt

cys
Bgﬂ
gt
Ala

gta
val
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gy
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ca
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-
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<222> (544)..(1758)
<223> boxA

<220>

<221> CDS

<222> (1782)..(1970)
<223> boxB

<400> 4
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tCgecgugee Cogeugtoty
tgaciteggt gagcagqoey
agtcgoegta ocqgoggtgat
tcggacagee ggtgggcoge
cggtacaggg tggecttgce
ggcgtagicc gacctoggte
toctotcete gyoegycgag
cgtggottgg agycatyact
otaagcctdy cottecgtrra

ceg

cCC
Pro

ctc
Leu

g
Arg

gee
Ala

ace
Thre

80
age
ser

&

atc
Ile

gac
Asp

cgt
Ar
16
agc
Egr

cgg
Arg

&y

A
=

cty
Leu

atg
Met

1
agt
sSer

cag
Arg

cag
Gln

gac
AS
6

tce
car

£Tg
Leu

ttc
Phe

gt
Ya

ctg
Leu
145
ctyg
Leu

gca
Ala

ac
sp

ga
513

aag
LYS
2?5
ctg
Leu

ace
Thr

gac
Asp

gac
ASD

gca
Ala

50
cce
Pro

&

gac
ASp

acg
Thr

cac
His
130
gte
val

cic
Leu

cgg
Arg

gac
ASp

tce
ser
210

&y

otc
vai

gaq
Glu

cge
Al"g

2

5
tag
Trp

cgq
Arg

CEQ
Arg

ceg
Pre

gtc
val
115

afy

age
Ser

ety

&tn
Leu

cty
Leu
1395

cys
Arg

gcg
Ala

gcc
Ala

acc
The

ace
Thr

20
gag
Glu

ctg
Leu

ctc
Leu

gt
va

foc
Pro
100
<gg
Arg

tie
Pha

cAg
Gln

gt
va

atc
Ile
180
gag
Glu

ccg
Pro

ate
Ile

&y

gtt
va;

tge
Cys

&y

gt
Va

g
Ser

gag
Glu

85
gag
Glu

£gc
arg

ctg
Lau

trc
Phe

cce
Fro
165
cig
Gin

agec
ser

gyc
Gly

gac
ASp

cac
His

acg
Thr

ccc
PO

tcg
ser

acc
Thr

144 5
gar
70
agc
Sar

cac
Hts

arc
ITe

gac
ASD

e
Ala
1549
tac

Tyr

tcc
ser

tat
TYr

ctg
Lot

cg9
Al
23

gagq
Glu

gaccgttege
cggagtatgt
gacatcy
gcaggcy
g5iacgggcc
agttrtecteg
ggtttttcga
cccagecatt
gagaactgac

acy
Th

tac
TYHF

ctg
Leu

Y

qac
Asp

tte
Pha

&y

aag
LyS

Qag
Glu
i35
<ty
Law

c
1

ccg
Fro

ctg
Leu

ctg
L&y
215
38
Glu

acy
The

2co

ES 2426 640 T3

gHACCAQLCy ggcgaattcg gogtegtgea

Ctocogtocg

cgCcagyncgc
acgacgagtt
cgtgcogoca
agggrcgegy
tggtcpeggt
tgtcgagcac

cgttctTiaa

o =l =
Pro

cac
His

cag
Gln

40
rac
Tyr

cag
Arg

g9
Arg

ccyg
Pra

ggc

i2b

atg
Met

[ o]
Pro

gac
Asp

gac
ASp

ggc

200
agqg

aca
Thr

cte
Lau

25
g
Arg

gac
Asp

aca
Thr

gac
ASp

&aa
LYyS
105
atg
Meat

arc
Ila

gte
val

cac
His

gcg
Ala
185
gct
Ala

acg
r

ser Th

gag
Gl
ac

u
Th

Cctg
Leu
acy
ala

tca
ser

10
£cc
Pro

gtc
val

acqg
Thr

cac
H &
g
Ar
9

<gy
Arg

cgg
Arg

ca
E1a

ccy
Pro

gac
ASp
170
gcg
Ala

ctg
Leu

ctC
Leu

13
%

tcg
ser

25

aggcggecaa £ctggooggag
cggrgtcgog cagotcggcy
Cggracgocc gygccaccte
CQCOCtCecat CGtcagreae
cCaggatyye cctetosagt
COICCPIECe ggCgooToce
cogttptgag cgtcyggrgg
gegtcgagtg catcgaggga

&y

gac
Asp

ace
Thr

gca
Ala

gec
Ala
75

cqg
Arg

cgc
Arg

ace
Ala

oy

-
ser
15%
L1
Phe

&y

gt
va

gtc
val

teg
sar
235
aty
Met

gcc
Ala

€gg
APFg

cre
Leu

coc
AP
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gac
Asp

ccg
Pra

arg
Met

gac
ASp

g c
148
&t

LEE

L1
Phe

gc
A1E

gac
Asp

Ag
220
ac

The

acg
Thr

CCC gL teC
Pro Ala Phe

15
tac aac gac
Tyr ASn Asp

30

tac gac g?c
Tyr A.sp ] Y
45
aag £te oty
LyS Leu Lau

tte CCE gcc
Phe Pro Ala

geg tte ate
Ala pha ITe
83
ACC ATC Aagc
Thr Ile Ser
. 110
gte gag cag
val gTu éln
125
€44 CcC gL
Pro Pra Ala

gtg atc tgc
val Ile cys

cag gac gge

G1n Asp Ala
175

cgt pCC gec

Arg Ala Ala

196

agc cTg cga

Ser Leu Arg

205

gag cag crg

Glu ¢ln Leu

geg atc cig
Ala Ile Lau

teg €Lt age
Ser Leu Ser

684

732

780

828

876

924

72

1020

1068

1116

1164

1212

1260

1308
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240
ptc
val

ctc
Leu

ate
Ile

acc
Thr

gat
Asp

ccg
Pro

tcg
sar

ctg
Leu
275
gac
Asp

ate
Ile

gac
AS
30
are
Ila

Uat

cag
GIn

gcc

gce
ala

290
&3

gce
Ala

€qq
Arg

ate

cag
Ile

cln

aac
ASn

tcg
Sar
320
gac
Asp

£gc
Arg

cte
Lewu
353
£ty
Leu

-1

rgc
Mis

Cys
9cy

370

cgg
Arg

ctC

acg
Leu

Thr

ety
Leu

gt
va

gac
AS
36
ctc
Ley

gaa
Glu
400
ges
Ala
410
Ceg
Pro

c
T

i ]
Pra

cgg
Arg

gtc
val

g=g

ac
2 Glu

ASp

tte
FPhea

% |
145
TtCcC
ser

gte
Glu

val

aa ccc
Tu Pro
ctyg
Leu

tge
Cys

cco
Pro
460
tga

<210>5
<211> 1860
<212> ADN

cte
Leu
260

T
¥al
atc
Ila

coc
Arg

ol
Arg

g9 ¢

340
&y

ttc
Phe

ace
Thr

[ =
Thr

gte
val

gac
ASp
430
qag
Glu

&

245
gaa
Glu

cce
Pro

gce
aAla

atc
Ila

gac
Asp
325
ce
Ala

ca
éin

ag
g1u

ctg
Leu

tgo
Tr
:ﬂ
gc
Cys
als
cag
Gin

gee
Ala

gcg
Ala

cat ccc
kis Pro

O LH
ggc 9¢g
&
Coq 99
arg Ala
31
an
cgc
Arg

tce
ser

cac
His
aac
Asn

<9y
Arg

ctg
teu

cty
Leu
375
cC
Fro

cge
Al
3%
tga
gt
va

gac
ALD

&ty

gra
val

&ty

gac
Asp

cgt
Arg

cge
Arg
465

<213> 895-3 de Burkholderia cepacia

<220>
<221> CDS
<222> (230)..(1327)
<223> ratA

<400>5

5 &ty
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250
cac
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gag
Glu
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gg94a
G?y val
315
Ecc ac
Ta Axp
330

gcg
Ala

gac
Asp

%
280

cgg
Arg

&y

gtc
val

cag
Gin
265
gag
Glu

gec
Ala

cta
Leu

atc
Ile

a
e

acg
Ths

gte

143+
#he

ctyg
Leu
245
cgt
P

2y

acq
The

Tt
Ehe

cac
His

Cic
Leu

gaa
Glu

cgo
ArgQ

pec
Ala
360
cec
Pro

ctyg
Leu

atc
Im
3155

AC
The

<COCgYcgaa aggapgcasce atg cgt gt

ggc ctg toc
Gly Lau Cys
420
a9
G

?t gt? gt
val va
43

gcg gcg gca Ctc
Ala Ala Ala Leu
450 .

e L gag ta
927 Jay 355 ted

q¢9
Ala
gac
Asp

26

255
[

tty cgc
Ala

Leu Ar
27

tat ctg
Tyr Lelt

a
&l

<
53

ctg
Ley

qcg
Ala
300
atc
Ile

ACS
rg
285
gac
Asp

gte
val

arc
Ile

aac
ASD

ace
The

tte
PHe
335
gt
Ya

gac
ASp

gece
Ala

g g
3

C
$a1

gtg cLg
val fro

ot
Vi

ccg
Fro

&y

crg
Lau

tac
TYr

gag
Glu
363
gcyg
Ala

&ty

ate
lle

ctg
Leu
E]:1w]
cag
Gln

aag
ASn
et Arg Va

trg acg
Leu Thr

%t

gcc
Ala
455

gcqg
Ala
42%5
goe
Ala

geg
Ala

gcc
Ala

acg

ctg
Thr

Leu
440

aa ¢
Elu g?y

gogcogtacg gogocy

acg
Thr

1336

14C4

1452

1500

1548

1596

1644

1692

1740

1793

1841

1889

1937

1289

1962
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cgggeaacng atgatcgoge togogetgga cggatggooce gacgtgatcg tgaacccoocyg
AAAttogtpt qycgcagegg cgcacpgaty acgctgtggg acgactgcat gtgetttcec
cgaccrgtte gtgcgtgtcg agcgccacge grtoigytgage JTgQragraca cgacgottyga
CggCyagctyg fatcggipes acgCgotgtc goctgatoty teggagotg at§ <ag Cac
Ha; GIn His
gag atc gac cat ctc gal gff aag <tg tcp ttc gat cgc gcg gcg gqg
Giu 113 Asp His Leu Asp 615 Lys Leu Ser Phe Aig Arg Ala ala Gly

CCO aat gcg gtc gtg cat cge 3pc gty tic fac §ic pat cgc Qea teg
FEE Asn Ala 321 Ea? H;g Arg ser val Pha ﬁgg 1a Esp A?ﬁ 211 5;;
£ttt gtc g¢yg Cag OLC gac fac gog €Cg cat gtg coC gac grg aaa cgt
Phe val Ala GlIn val Asp Tyr Ala Pro His val Pro asp val Lys Arg

27

60
120
238
286
334

382



Tcg
sSer

ey

gr
va

ceg
Fro

-1

Ala
70
tcg gt?

SEer va
a5

at
Va

cag
Arg

c
HH

cC
Al

acc
Thr
100

cg
21a

&y
&y

ol o}
Pra

cac
His

ric
Pha

fac
AsSp

gac
Asp

cty
Leu

cgc
AP
15
ttc
Phe

at
Va

diC
Thr
165
gcs
Ala

ttc
Phe
1RO

&y

teg
ser

&y

tgc
Cys

gt
Va

260
ate
Ile

gcg
Ala

ba

aac
ASn

cty
Lau

cac
Hi%

gre

gat
val

AsSp

ctg
Leuy

ctg
Leu
230
gac
Asp

ac
5p

acg <gg
Thr Arg
tag gce
Gln Ala

acg
Thr
245
cgc
AFg

atc
Ile
310
geca
Ala

T
fhe

iy
32

tte

cty
Phe

Lel
340
gcq
Ala

gac
Asp

grc

gac
val

ASp

gcgattectt
géoasatacga
catgagcace
ctacttegac
cracgegage
cgacgcgaty
cjacgtenac

40
atrc

a
a3 Ile

Glu

5%
tac
Tyr

atg
Mat

cte
Leu

gt
va

gac
Asp

199
Trp

art
Ile

dat
AN

199
Trp

aac
AsSn
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£ag tct
GIn sar

&y
&y
9

&%

cge
Ar
7
ttc
phea

cgc
Arg

105

cge
AT
12
ctg
Ley

gcg
Ala

agy
Arg

geg
Ala
135
aac
ASR

age
sar

cgC
Arg

tac
Tyr

cat
His
200
cag
Gln

&y
agc

5er

£ag
Arg

ceg
Pro

ctg
Leu

ccg
Pro
215
aag
Lys

&y

aty

tcg
Ser

cge
Arg

tat
Tyr

gac
AsSp

ggc
G

13§
cty
Leu

ate
Ile

tat
Tyr

ate
Ile

et
Leu

€ty
Leu

4
HE

ac
sp

te
331

atc
Ile

oaa
Glu
155
cpc
Arg

ccg
Pre
178
tcg
ser

qtc
val

atc

ac
Ile 3

Asp

aac
Asn

gcg
Ala
23%
gaa
Glu

aay
Lys

gac
Asp

gl
Ala
250
[

i

acg
Thr

265

ace
Thr
280
cgt
Arg

cag
Gin

o
29

acg

teg
thr

cer

ceg
Pro

L
52

gte
val

tac
TYrF

tac g%g
TYr Ala

380
acctcgracy
sacacgcaac
gcrcaatccg
geatggaacg
gacgcggect
atcgegocey
geatteggee

Cgcggcoatc grgeagpgtt
ggrcaccggt ttlatcpacy

at
Va

gte
val

acg
Thr

gge
aly
tgg gg
Trg Als
34

gcc aac
Ala ASn Cys

Tte
Phe

gac
Asp

gay
Glu

gat
Asp

g =
313
&y

aag
Lys

gee
Ala

gac
A5
33

tgc

taatogacecy
gttcgegace
Crrcgtooge
dactcgacqgt
AtCqEQatce
tgeagoegeg
agcacctocy
CgpactLcgy
agatgeegac

45
gcc gaa

gca
Ala Glu
&0

Ala

att
Ile

tte
Phe

ctg
Leu

¢cg
Firo

cat
Kis

teC
Ser

oy o
Pha

cgq
Arg

T

cge
Phe ;

Ar
il

g9
Alg

Tty
Leu
135
Qtc
val

o of o
Leu
145
aro
Mat

gaa
Glu

ctg
Leu

c
Ala

tac
Cys

gt
va

gd49
Glu
180
cga
ATg

T
528

d
e

&1

s
rg
270
jr ]3]
Ala

f4ac
ASp

=
A1

aac
ASn

gtt
val
205
cac
His

gcg
Ala

gac
ASp

o
&9
&

£Ce
Pro

ccC
Pro

g4
Glu
g<g
ala
285

cad
cln

£tg
L&

o
Lew

fcy

Ala

100
ATC

&y 1ie

£gq cCcg
Arg Pro
CAC

ils &

gcg gre
Ala Ala
365
cccgigogag
tcgtcooctc
ctegtocatt
cgogcoccyc
gctgatggec
CLttCCicacy

atg
Mt

oy
gat

A
35
&y

gttctogtgg

cacggicgac
cgey

28

e
5er

gcg
Ala

atc

qQce
Itle

Ala
BO
gtc

aC
2 val

AS
&
ctc
Leu

gac
ASp

ac
P

gt
va

ctg
Led

tgc
CYs AP
acg

cgc
Thr 2

APF
16
cag
Gin

dac
ASn
175

cge
ATD

coe
Arg

cag
aGln

att
Ile

cic
Leu

ac
sp

tat

i1

gac
ASD

acg
Thr

cgg
Arg

gta
val

cge

14

&y
Tt
rhe

ttg
Leu

ccy
Pro

ctt
Leu

50
cca
Pro

qcg
Ala

ccg
Pro

€gc
Arg

tac
Tyr

gac
Asp

atc
iim
1158
ttyg
Leu

cac
His

ccg
Fro
130
cye
Arg

tey
ser

tcy
Ser

¢
HH

Ta
ga1

atc
e

cge
Arg

ga

&
195
gaa
Gtu

cec
Pro
210
gte

gce
val

Ala

225

teg

grc
Ser

val
240
aac
ASH

gt
va

T
Va

ttc
Phe
235

&ty

tcg
sar

atg
Met

cgc
Arg

aa
g1u

tc
Eal

L
Lau

&ty

<y
Ala

ctg
Leu

aag
Lys

tre
Pha

ate
e

E c
T
gac
Asp

a
ot

cac
His

atc
Ile
290
gac
Asp

305

Cce
Prea

gte
val
320
atg
Mat

gcqg
Ala

ctq
Pra
335
ccg
Pro

tga

gecggcgacy
gtcgacacaa
cacgcegace
cgcgegotoa
gacgacggee
ttccgettee
gegetcegrgt

gatcgggee

acg
Thr

acy
Thye

159
Trp

cag

ctg
Arg

iey

99

cgo
. Arg

Arg

ctg
Lag
355

age
ser

tegcgycguc goggc

atgacggcac
ggagcctcge
tgatcgaccg
tCgatgcgac
acgcagecat
gecgeacgac
£occcggiog
geottygegac

430

478

526

574

642

670

718

766

Bla

BeZd

210

958

1006

1054

1102

1150
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1246
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<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador A

<400> 6
catggatcct gaactgagtg aattgatatg caa

<210>7

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador B

<400> 7
cccaagcttc taccccatca acgcectgtac ¢

<210> 8

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador C

<400> 8
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33

31

gtaagatcta aataaggagg aataacatat ggcgctgacc accaccggca ccg

<210>9

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador D

<400> 9
tcaggatcct cggcacggag tgccgegta

<210> 10

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador E

<400> 10
taacatatga actcagtcgc agaaattttt ga

<210> 11

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F

<400> 11
cgaactagtg gtcacttgac catgcaaaaa ct
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<210> 12

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador BP195F

<400> 12
ccgactagta ccgaaacgct gtaccccgag

<210> 13

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador BP195R

<400> 13
cctggatcct catgagaacg tcaccggeag

<210> 14

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador vdhF

<400> 14
accactagtg cgctgaccac caccggcacc g

<210> 15

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador vdhR

<400> 15
gggagatctt caggcgetge geggeeccat ¢

<210> 16

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador boxBNCOF

<400> 16
cagccatggg tgtgacggcc gaccgggagg t

<210> 17

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador boxBBamR

<400> 17
cacggatcct actcgacgac gcgtaccgeg ccgga
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<210> 18

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador boxANdeF

<400> 18
ggacatatga ccgagaccgt tacgacgccc a

<210> 19

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador boxAXhoR

<400> 19
tcgctcgagt caccaggtga ccgggagtte gt

<210> 20

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador ExratF

<400> 20
gcgctgcagg tgcccgacgt gaaacgttcg

<210> 21

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ExratR

<400> 20

ttcgaattcg cgtgccgtca tcgtcgecg
<210> 22

<211> 1488

<212> ADN

<213> K-12 de Escherichia coli

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1485)
<223> tolC

<400> 1
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<213> K-12 de Escherichia coli

<220>

<221> CDS

<222> (329)..(1519)

<223> acrA

<220>

<221> CDS

<222> (1545)..(4691)
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a3 gtt acc get gat aar aac €3g caa goc gea age ggt got cag ¢et . 1504

1u val Thr 3;3 gsp Asr Azn &GIn ggg Ala Ala ser gqy g;g Gln fro

g@a cag tcc aag tet taa c¢ttalaacagg ageocgttaag ac atg CCt aar tto 1556
Glu GIn g;; Lys S5er Met Pro :33 Phe

ttt atc gat cgc ccg att Tttt geg tgg gt? atc goe att atc ate atg 1604
Fhe Ile Asp ﬁE Pro I's Fhe Ala IEB val Zle Aja Ile ilg Ile Met

Ttg gca ggg g?g Ctg gog atc Cte aaa ctg o<g gtg gcg Caa rat ccx 1652
Ley Ala 325 Gly Leu Ala Ile k%g Lys Leu Pro Va i;ﬁ Gln Tyr Pro

acg At gca ©Cg ©Cg gca gta acyg atc toc gec tec tag cce g?c gct 1700
Thr E;? Ala Pra Pro Ala ::E Thr Ile ser Ala ig; Tyr Pro Gly Ala

at gcg aae aca gty cag gac acg gtg aca cag gtt atc gaa cag aat 1748
Es Ala Lys Thr Ea? Gln Esp Thr val Thr GIn val Ile Glu Gin Asn

45 455 450 465

atg aac g?t dtc gat aac ctg Atg tac atg tCc tCt aac agt gac rcc 1796
Met asn Gly Ile :;g ALn Leu Met Tyr E;E Ser Ser Asn Ser 4§B Sep
ac t atc gty cag ate acc <tg acc Lt gag tct ggt act gat gog 1844
Thg gﬁy Thr :35 GIn Ile Thr Leu IES Phe 513 sar g?y IEE isp 211

gat atc gcg cag gtt cag gty €ag aac aaa ¢tg cag ctg gcg atg ccg 1892
agp fle gés Gin val GInm va gérsm Asn Lys Ley Gln Is.gg Ala met Pro

ttg ¢tg ¢Ccp £da gaa gttt cag Cag <aa g t§ age Ggtt $ag aaa tca 1940
LEE EEE Frg Gin g1u val g;g Gin Gln G?g Ea ?g; $a1 g1u Lys Ser

tce agec age tte cig atg ptt gtc gge Gttt ats aac acc Qatr ggc acc 1988
Sar sgr sgr Fhe LEE Mot sal EaT G?y val 1le asn Thr isp G?y Thr

530 335 540 545
atg acg cag gag gaAt atc toe gac tac gt? gcg gcg aat atg aaa gat 2036
Met Thr G1n Glo gg Ile ser Asp Tyr Egs Ala Al3 Asn Met ;;E Asp
gcc At¢ agc cgt acg ¢ C gt T gat gtt <ag ttg ttc T tca 2084
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&
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<213> IF03084 de Flavobacterium lutescens

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(966)

<223>

<400>

zar
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g9c cgt gcg grg

Gly arg Ala va
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agec ¢ tg goc cag ¢fQ gaa cag aac <t £C Qg Ctg gag gtt gec
sgr ;Eg Ea 213 513 LEE g1u 612 ASn LEE 1a ;aS Leu Glu val Ala
. 0 295

ag ¢ ctg gac gea to cc t aca Ggcg Otg gag gcg stc tig ccg
313 Aﬁg Ley gsp E1a 5e? E1a TEE Thr Ala Ua? Glu Ala ITe Pha Pro
305 310 315 £y

cge ?g tga
Arg Yy

<210> 32

<211> 1275

<212> ADN

<213> ATCC23857 de la cepa 168 de Bacillus subtilis

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1272)
<223>rocG

<400> 32

44
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960

969
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cgo
ArQ

ttc
Phe
&5

atg
Met

ggc
G?}r
agd
Arg

aca
Thr

gch
Ala
165

&ty

T
E’a'l
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REIVINDICACIONES
1. Transformante que se puede obtener por introduccién de un gen originado a partir de un organismo xerogénico que
codifica cualquier enzima seleccionada del grupo que consiste en oxidorreductasa y transferasa en E. coli que es
defectuoso en cualquier gen de los genes que codifican la proteina de eflujo multifarmaco seleccionado del grupo que
consiste en tolC y acrAB.

2. Transformante segun la reivindicacion 1, donde el gen originado a partir de un organismo xerogénico es un gen que
codifica una enzima de citocromo P-450 o una aminotransferasa.

3. Transformante segun la reivindicacion 1, donde el gen originado a partir de un organismo xerogénico es un gen que
codifica una enzima de citocromo P-450.

4. Método de conversion microbiana que utiliza el transformante segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

5. Método de conversién microbiana segun la reivindicacion 4, caracterizado por el hecho de que realiza mono-
oxigenacion a un compuesto de sustrato.

6. Método segun la reivindicacion 5, donde el compuesto de sustrato se selecciona del grupo que consiste en vitamina
D3, 4-colesten-3-ona y compactina.
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