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DESCRIPCION

Mutante de la propionil CoA transferasa de Clostridium propionicum y método de preparacion de PLA o copolimeros
de PLA utilizando el mismo.

Sector técnico

La presente invencion se refiere a un mutante de la propionil-CoA transferasa de Clostridium propionicum, que
puede convertir el lactato en lactil-CoA con alta eficiencia en un método de preparacion de polilactatos (PLA) o
copolimeros de PLA utilizando microorganismos.

Técnica anterior

El polilactato (PLA) es un polimero biodegradable tipico derivado del lactato de gran aplicabilidad comercial y
biomédica. Aunque en la actualidad la preparacion de PLA supone la polimerizacion del lactato producido por
microorganismos fermentadores, de la polimerizacion directa del lactato solamente se obtiene PLA de bajo peso
molecular entre 1.000 y 5.000 Daltons. Para sintetizar PLA de un peso molecular de 100.000 Daltons o superior,
puede polimerizarse el PLA de bajo peso molecular obtenido mediante la polimerizacion directa del lactato utilizando
un agente acoplador de cadenas. Sin embargo, en este método, todo el proceso se complica debido a la adicién de
un solvente organico o un agente acoplador de cadenas, que no es facil de eliminar. Un proceso comercialmente
disponible en la actualidad de preparacion de PLA de alto peso molecular puede incluir convertir el lactato en lactido
y sintetizar PLA utilizando una policondensacion con apertura de anillo de los anillos lactido.

Cuando se sintetiza PLA mediante sintesis quimica de lactato, se obtiene facilmente un homopolimero de PLA, sin
embargo, un copolimero de PLA compuesto de varios tipos de mondémeros es dificil de sintetizar y no se dispone del
mismo a nivel comercial.

Por otro lado, el polihidroxialcanoato (PHA) es un poliéster almacenado por los microorganismos como fuente de
energia o de carbono cuando existe un exceso de fuentes de carbono y falta de otros nutrientes, tales como el
fésforo (P), nitrégeno (N), magnesio (Mg) y oxigeno (O), etc. Dado que el PHA posee unas propiedades fisicas
similares a un polimero sintético convencional obtenido del petréleo y muestra una biodegradabilidad completa, se
esta reconociendo como un substituto de los plasticos sintéticos convencionales.

Para producir PHA utilizando microorganismos, se necesita un enzima para convertir productos metabolicos
microbianos en monémeros de PHA y una PHA sintasa para sintetizar el polimero de PHA a partir de los
monomeros de PHA. Cuando se sintetizan PLA y copolimeros de PLA utilizando microorganismos, se necesita el
mismo sistema, necesitandose un enzima para proporcionar lactil-CoA ademas de un enzima para proporcionar
hidroxiacil-CoA, que es un substrato original de la sintasa de PHA.

Por lo tanto, para obtener lactil-CoA, los presentes inventores han utilizado la propionil-CoA transferasa de
Clostridium propionicum y un mutante de la PHA sintasa de Pseudomonas sp. 6-19 que utiliza la propionil-CoA
transferasa como substrato, pudiendo de este modo sintetizar con éxito PLA y copolimeros de PLA tal como se da a
conocer en la solicitud de patente coreana n® 10-2006-0116234.

Sin embargo, se ha notificado que cuando la propionil-CoA transferasa de Clostridium propionicum, que es un
enzima que suministra lactil-CoA, se expresa a niveles elevados en E. Coli mediante un promotor muy potente, se
produce una alteracion metabdlica grave, que inhibe el crecimiento celular (Selmer y otros, notificado en Eur. J.
Biochem. 269:372, 2002). También, dado que la utilizacion de codones de un gen que codifica la propionil-CoA
transferasa de Clostridium propionicum es bastante diferente a la de E. Coli, puede ser muy dificil expresar de forma
normal la propionil-CoA transferasa. Por lo tanto, para sintetizar PLA y copolimeros de PLA de forma mas eficiente
que en los sistemas convencionales, es muy importante introducir la propionil-CoA transferasa, de manera que
proporcione lactil-CoA poco a poco y que se exprese de forma suficiente sin inhibir de forma importante el
crecimiento celular.

En Selmert y otros “Gen pct de la propionato CoA-transferasa y gen lcdB parcial de la sub-unidad beta de la lactoil-
CoA dehidratasa de Clostridium propionicum” Base de datos Genbank [En linea] NCBI, de 12 de febrero de 2002, se
ofrece la secuencia del identificador de secuencia n°: 3 depositado con el n° de acceso AJ276553.

WO 2008/062995 A1l también hace referencia a dicha secuencia en el ejemplo 1.
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Problema técnico

La presente invencién esta dirigida a un método de preparacién de polilactatos (PLA) o copolimeros de polilactato
con elevada eficiencia, dando a conocer una enzima suministradora de monémeros capaz de suministrar lactil-CoA
de forma eficiente.

Solucién técnica

Los presentes inventores han observado que cuando se utiliza un mutante de la propionil-CoA transferasa de
Clostridium propionicum, pueden prepararse PLA y copolimeros de PLA con elevada eficiencia al suministrarse
lactil-CoA de forma eficiente sin inhibir mucho el crecimiento celular. Ello les llevd a completar la presente invencién.

Por consiguiente, la presente invencion da a conocer una propionil-CoA transferasa que funciona como enzima
suministradora de lactil-CoA, que posee una secuencia génica del identificador de secuencia n°: 3, en la cual T669C,
A1125G y T1158C estan mutados segun la reivindicacion 1 y un gen que codifica dicho mutante.

La presente invencion también da a conocer un vector recombinante para sintetizar polilactatos (PLA) o copolimeros
de PLA, que contiene cualquiera de los genes descritos anteriormente.

Preferentemente, el vector recombinante para la sintesis de polilactatos (PLA) o copolimeros de PLA contiene
cualquiera de los genes anteriormente descritos que codifica un mutante de la propionil-CoA transferasa y un gen de
polihidroxialcanoato sintasa (PHA) (phaC1lpss.9300) del identificador de secuencia n°: 4, que es capaz de sintetizar
PLA o copolimeros de PLA utilizando lactil-CoA como substrato.

La presente invencidn también da a conocer una bacteria transformada con uno de los vectores recombinantes
previamente descritos. En este caso, también se hallan dentro del alcance de la presente invencion las bacterias
obtenidas mediante la transformacion de bacterias que carecen de gen para la propionil-CoA transferasa con uno de
los vectores recombinantes previamente descritos.

La presente invencién también da a conocer un método para la preparacion de polilactatos (PLA) o copolimeros de
PLA, que comprende el cultivo o crecimiento de las bacterias anteriormente descritas. Para preparar copolimeros de
PLA, el cultivo o crecimiento de las bacterias puede realizarse en un ambiente que contenga hidroxialcanoato. El
hidroxialcanoato puede ser al menos uno seleccionado del grupo formado por 3-hidroxibutirato, 3-hidroxivalerato,
4-hidroxibutirato, acido (D)-3-hidroxicarboxilico de cadena media con 6 a 14 atomos de carbono, &acido
2-hidroxipropiénico, éacido 3-hidroxipropionico, acido 3-hidroxihexanoico, acido 3-hidroxiheptanoico, acido
3 hidroxioctanoico, acido 3-hidroxinonanoico, &cido 3-hidroxidecanoico, acido 3-hidroxiundecanoico, &acido
3-hidroxidodecanoico, acido 3-hidroxitetradecanoico, acido 3-hidroxihexadecanoico, acido 4-hidroxivalérico, acido
4-hidroxihexanoico, acido 4-hidroxiheptanoico, acido 4-hidroxioctanoico, acido 4-hidroxidecanoico, acido 5-hidroxi
valérico, acido 5-hidroxihexanoico, acido 6-hidroxidodecanoico, acido 3-hidroxi-4-pentenoico, acido 3-hidroxi-4-trans-
hexenoico, acido 3-hidroxi-4-cis-hexenoico, acido 3-hidroxi-5-hexenoico, acido 3-hidroxi-6-trans-octenoico, acido
3-hidroxi-6-cis-octenoico, acido 3-hidroxi-7-octenoico, acido 3-hidroxi-8-nonenoico, acido 3-hidroxi-9-decenoico,
acido 3-hidroxi-5-cis-dodecenoico, acido 3-hidroxi-6-cis-dodecenoico, acido 3-hidroxi-5-cis-tetradecenoico, acido
3-hidroxi-7-cis-tetradecenoico, acido 3-hidroxi-5,8-cis-cis-tetradecenoico, acido 3-hidroxi-4-metilvalérico, acido
3-hidroxi-4-metilhexanoico, acido 3-hidroxi-5-metilhexanoico, acido 3-hidroxi-6-metilheptanoico, acido 3-hidroxi-
4-metiloctanoico, acido 3-hidroxi-5-metiloctanoico, acido 3-hidroxi-6-metiloctanoico, acido 3-hidroxi-7-metiloctanoico,
acido 3-hidroxi-6-metilnonanoico, acido 3-hidroxi-7-metilnonanoico, acido 3-hidroxi-8-metilnonanoico, acido 3-hidroxi-
7-metildecanoico, acido 3-hidroxi-9-metildecanoico, acido 3-hidroxi-7-metil-6-octenoico, acido malico, metiléster del
acido 3-hidroxisuccinico, metiléster del acido 3-hidroxiadipinico, metiléster del acido 3-hidroxisubérico, metiléster del
acido 3-hidroxiazelaico, metiléster del acido 3-hidroxisebacico, etiléster del acido 3-hidroxisubérico, etiléster del
acido 3-hidroxisebacico, propiléster del acido 3-hidroxipimélico, benciléster del acido 3-hidroxi sebacico, acido
3-hidroxi-8-acetoxioctanoico, acido 3-hidroxi-9-acetoxinonanoico, acido fenoxi-3-hidroxibutirico, acido fenoxi-3-
hidroxivalérico, &cido fenoxi-3-hidroxiheptanoico, &cido fenoxi-3-hidroxioctanoico, acido para-cianofenoxi-3-
hidroxibutirico, acido para-cianofenoxi-3-hidroxivalérico, acido para-cianofenoxi-3-hidroxihexanoico, acido para-
nitrofenoxi-3-hidroxihexanoico, &acido  3-hidroxi-5-fenilvalérico, &cido  3-hidroxi-5-ciclohexilbutirico,  acido
3,12-dihidroxidodecanoico, acido 3,8-dihidroxi-5-cis-tetradecenoico, &cido 3-hidroxi-4,5-epoxidecanoico, acido
3-hidroxi-6,7-epoxidodecanoico, acido 3-hidroxi-8-9-epoxi-5,6-cis-tetradecanoico acido, 7-ciano-3-hidroxiheptanoico,
acido 9-ciano-3-hidroxinonanoico, acido 3-hidroxi-7-fluoroheptanoico, acido 3-hidroxi-9-fluorononanoico, &acido
3-hidroxi-6-clorohexanoico, acido 3-hidroxi-8-clorooctanoico, acido 3-hidroxi-6-bromohexanoico, acido 3-hidroxi-8-
bromooctanoico, &acido 3-hidroxi-11-bromoundecanoico, &acido 3-hidroxi-2-butenoico, acido 6-hidroxi-acido
3-dodecenoico, acido 3-hidroxi-2-metilbutirico, &cido 3-hidroxi-2-metilvalérico y &cido 3-hidroxi-2,6-dimetil-5-
heptenoico. Sin embargo, la presente invencién no queda limitada a los mismos.

El hidroxialcanoato puede ser al menos uno seleccionado del grupo formado por 3-hidroxibutirato, 4-hidroxibutirato,
acido 2-hidroxipropionico, acido 3-hidroxipropionico, acido (D)-3-hidroxicarboxilico de cadena media con 6 a 14
atomos de carbono, 3-hidroxivalerato, acido 4-hidroxivalérico y acido 5-hidroxivalérico. Mas preferentemente, pero
no necesariamente, el hidroxialcanoato puede ser 3-hidroxibutirato (3-HB) (ver Figura 1).
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Por consiguiente, el PLA o copolimero de PLA de la presente invencion puede ser polilactato, poli(hidroxialcanoato-
co-3-lactato), poli(hidroxialcanoato-co-hidroxialcanoato-co-lactato),  poli(hidroxialcanoato-co-hidroxialcanoato-co-
polihidroxialcanoato-co-lactato) y asi sucesivamente, sin quedar la presente invencion limitada a los mismos.

Por ejemplo, el copolimero PLA puede ser poli(4-hidroxibutirato-co-lactato), poli(4-hidroxibutirato-co-3-
hidroxipropionato-co-lactato), poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato-co-lactato), poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxipropionato-co-4-hidroxibutirato-co-lactato), poli(3-hidroxialcanoato de cadena media (MCL)-co-lactato),
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxialcanoato MCL-co-lactato), poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato-co-lactato),
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxipropionato-co-lactato), poli(3-hidroxipropionato-co-lactato) y asi sucesivamente, sin
quedar la presente invencion limitada a los mismos.

En la presente invencion, el término vector se refiere a un constructo de ADN que contiene una secuencia de ADN
unida operativamente a una secuencia de control adecuada capaz de expresar el ADN en el huésped adecuado. El
vector puede ser un plasmido, una particula fago, o un inserto de genoma simplemente latente. Cuando el vector es
transformado en el huésped adecuado, es capaz de replicarse o funcionar de forma independiente del genoma del
huésped o, en algunos casos, integrandose en el genoma. Dado que en la actualidad los plasmidos son el tipo mas
habitual de vector, en la presente invencién los términos plasmido y vector pueden en ocasiones utilizarse de forma
intercambiable. Sin embargo, la presente invencidn incluye otros tipos de vectores conocidos por los expertos en la
técnica o aquellos con funciones equivalentes.

El término “secuencia de control de la expresién” significa una secuencia de ADN que es esencial para la expresion
de una secuencia de codificacidon unida operativamente en un huésped especifico. La secuencia de control incluye
un promotor necesario para la transcripcion, una secuencia de operador arbitraria para el control del la transcripcion,
una secuencia para codificar un sitio de unién a ribosomas (RBS) del ARNm, y una secuencia para controlar la
finalizacion de la transcripcion y la traduccion. Por ejemplo, una secuencia de control adecuada para procariotas
incluye un promotor, una secuencia de operador aleatoria y un RBS. Una secuencia de control adecuada para las
células eucariotas incluye un promotor, una sefial de poliadenilacion y un potenciador. El factor mas importante que
afecta la cantidad de expresion de un gen en un plasmido es el promotor. Como promotores de elevada expresion
pueden utilizarse el promotor SRa o el promotor de citomegalovirus.

Para expresar una secuencia de ADN de la presente invencion, puede utilizarse en el vector cualquiera de las
diversas secuencias de control de la expresién. La secuencia de control de la expresion puede ser, por ejemplo, los
promotores tempranos y tardios de SV40 o adenovirus, el sistema lac, el sistema trp, el sistema tac, el sistema trc,
los promotores T3 y T7, las regiones promotoras y operadoras principales del fago A, la regién de control de la
proteina cédigo fd, los promotores de la 3-fosfoglicerato quinasa u otras enzimas de la glicolisis, los promotores de la
fosfatasa, por ejemplo, Pho5, sistemas de acoplamiento a de las levaduras, otras secuencias con diferentes
configuraciones o derivaciones que se conoce que controlan la expresion de las células procariotas, eucariotas o
virus, y diversas combinaciones de las mismas.

Cuando un acido nucleico se dispone en relaciéon funcional con otra secuencia de acido nucleico, se une
operativamente a la secuencia de acido nucleico. Una molécula adecuada (por ejemplo, una proteina de activacién
de la transcripcion) puede ser un gen y una o varias secuencias de control unidos de manera que permiten la
expresion del gen cuando se acopla con la o las secuencias de control. Por ejemplo, el ADN de una pre-secuencia o
de un lider de la secrecion se une operativamente al ADN de un polipéptido cuando se expresa como una pre-
proteina que participa en la secrecion del polipéptido; un promotor o potenciador se une operativamente a una
secuencia de codificacion cuando afecta la transcripcién de la secuencia de codificacion; un RBS se une
operativamente a una secuencia de codificacién cuando afecta la transcripcion de la secuencia de codificacion; o un
RBS se une operativamente a la secuencia de codificacién cuando se dispone de manera que facilita la traduccion.
En general, el término “unido operativamente” significa que las secuencias de ADN unidas son contiguas y en el
caso de los lideres de la secrecién, contiguas y en un marco de lectura. Sin embargo, un potenciador no tiene
porqué estar en contacto con una secuencia de codificacion. La union de las secuencias puede realizarse mediante
ligadura en un sitio de enzima de restriccion adecuado. Sin embargo, cuando no existe sitio de enzima de restriccion
adecuado, puede utilizarse un oligonucleétido sintético adaptador o enlazador, segiin métodos ordinarios.

En la presente invencion, el término “vector de expresion” se refiere a un portador recombinante en el cual se
insertan fragmentos de ADN heterdlogo, siendo generalmente el fragmento de ADN un fragmento de ADN de doble
cadena. En la presente invencién, el término ADN heterélogo significa un ADN tipo hetero que no se halla en la
célula huésped de forma natural. Una vez se ha incorporado el vector de expresion en la célula huésped, puede
replicarse de forma independiente del ADN gendmico del huésped para generar varias copias y sus ADN
(heterdlogos) insertados.

Como conocen los expertos en la técnica, para incrementar el nivel de expresion de un gen transfectado en una
célula huésped, el gen correspondiente debe unirse operativamente a una secuencia de control de la expresion que
realiza funciones de transcripcién y traduccion en un huésped de expresion seleccionado. Preferentemente, la
secuencia de control de la expresion y el gen estan incluidos en un Unico vector de expresién que comprende tanto
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un marcador bacteriano seleccionable y un origen de replicacion. Cuando el huésped de expresion es una célula
eucariota, el vector de expresion debe incluir ademas un marcador de expresién util en el huésped de expresion
eucariota.

En la presente invencién pueden adoptarse como vectores recombinantes, diversos vectores de expresion
incluyendo vectores plasmidos, vectores bacteriéfagos, vectores césmidos y cromosomas artificiales de levadura
(YAC). Un vector plasmido tipico Util para el objeto de la presente invencién incluye (a) un origen de replicacion que
permite una replicacién eficiente de manera que la célula huésped incluye varios cientos de vectores plasmido, (b)
un gen de resistencia a antibiéticos que permite la seleccidon de la célula huésped transformada con el vector
plasmido, y (c) un sitio de escision de enzima de restriccién en el cual puede insertarse el fragmento de ADN
precedente. Incluso si no existe un sitio de escisién de enzima de restriccion adecuado, el vector puede ligarse
facilmente con el ADN precedente mediante métodos ordinarios utilizando un oligonucléotido sintético adaptador o
enlazador.

Un vector recombinante segln la presente invencion puede transformarse dentro de una célula huésped adecuada
utilizando métodos ordinarios. La célula huésped puede ser una bacteria, levadura, hongo, sin que la invencion
guede limitada a los mismos. Preferentemente, la célula huésped puede ser una célula procariota, por ejemplo
E. coli. Como ejemplos de células huésped procariotas adecuadas se pueden incluir E. coli cepa JM1 09, E. coli
cepa DH5a, E. coli cepa JM101, E. coli K12 cepa 294, E. coli cepa W3110, E. coli cepa X1776, E coli
XL-1Blue(Stratagene), E. coli B, etc. Sin embargo, también pueden utilizarse otras cepas de E coli como FMB101,
NM522, NM538 y NM539, y otras especies y géneros procariotas. Ademas de los E. coli anteriormente descritos
también pueden utilizarse como células huésped cepas de Agrobacterium sp. tales como Agrobacterium A4, bacilos
tales como Bacillus subtilis, otras enterobacterias como Salmonella typhimurium o Serratia marcescens, y varias
cepas de Pseudomonas sp. Sin embargo, la presente invencién no queda limitada por los ejemplos anteriormente
descritos.

También puede conseguirse facilmente la transformacién de una célula eucariota utilizando el método del cloruro de
calcio descrito en la seccion 1.82 del libro de Sambrook y otros citado anteriormente. Alternativamente, puede
emplearse la electroporacion para transformar estas células (Neumann y otros, EMBO J., 1:841(1982)).

Para preparar una planta que contenga un gen de un enzima convertir y un gen de una sintasa segun la presente
invencion, puede realizarse la transfeccion de la planta mediante métodos ordinarios utilizando Agrobacterium, un
vector viral, etc. Por ejemplo, un microbio Agrobacterium sp. es transformado con un vector recombinante que
contiene el gen segln la presente invencion, y el microbio Agrobacterium sp. transformado puede infectar tejidos de
la planta diana, obteniéndose de este modo una planta transfectada. De forma mas especifica, la preparacion de
plantas transfectadas puede incluir (a) pre-cultivar un explante de una planta diana y co-cultivar el explante con el
Agrobacterium transformado para transfectar el explante; (b) cultivar el explante transfectado en un medio inductor
de callos para obtener un callo; y (c) cortar y cultivar el callo obtenido en un medio inductor de brotes para obtener
un brote.

En la presente invencion, el término “explante” se refiere a un fragmento de tejido separado de una planta e incluye
un cotiledon o un hipocaotilo. El cotiledén o el hipocotilo pueden utilizarse como explantes de una planta utilizada para
el método de la presente invencion. Se utiliza preferentemente el cotiledén que se obtiene desinfectando y limpiando
una semilla de una planta y germinandola en medio de Murashige y Skoog (MS).

En la presente invencion, las plantas diana a transfectar pueden ser plantas de tabacos, tomates, pimientos rojos,
judias, arroces, maices etc. pero la presente invencién no queda limitada a las mismas. También es conocido por los
expertos en la técnica que incluso si una planta utilizada para la transformacion es reproducible sexualmente, puede
reproducirse asexualmente mediante cultivo celular etc.

Efectos ventajosos

Tal como se ha explicado anteriormente, es dificil expresar de forma convencional la propionil-CoA transferasa en E.
coli, impidiendo de este modo el suministro eficiente de lactil-CoA. Sin embargo, seguin la presente invencion, se
introduce un mutante de la propionil-CoA transferasa de Clostridium propionicum dentro de E. coli recombinante
para facilitar el suministro de lactil-CoA, preparandose de este modo polilactatos (PLA) y copolimeros de polilactato
con elevada eficiencia.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama esquematico de una via de sintesis intracelular del copolimero lactato (poli(3HB-co-
lactato)) utilizando glucosa, 3HB y lactato.
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La Figura 2 es un diagrama esquematico de un proceso de preparacion de un vector de expresion recombinante que
contiene el gen de la polihidroxialcanoato (PHA) sintasa de Pseudomonas sp. 6-19, y un mutante del gen de la
propionil-CoA transferasa de Clostridium propionicum, segin un ejemplo de la presente invencion.

Modo de la invencién

A partir de ahora, se describira en detalle la presente invencién mediante ejemplos. Es obvio para los expertos en la
técnica que los ejemplos se aportan solamente para explicar la presente invencion en detalle, no quedando la misma
limitada a los ejemplos.

Segun una invencién previa de los inventores, dada a conocer en la solicitud de patente coreana n® 10-2006-
0116234, para obtener lactil-CoA, que es un mondémero necesario para la sintesis de polilactatos (PLA) y
copolimeros de PLA, se construyé un sistema de expresion constante tipo operén en el cual se expresan
conjuntamente la propionil-CoA transferasa de Clostridium propionicum (CP-PCT) y la polihidroxialcanoato (PHA)
sintasa, que ahora de describira con mayor detalle.

Ejemplo 1-1: Clonacion del gen de la PHA sintasa de P seudomonas sp. 6-19 y preparacion de un vector de
expresion.

Para la PHA sintasa (gen (phaClpss.19) de Pseudomonas sp. 6-19 (KCTC 11027BP) utilizada en la presente
invencion, se extrajo el ADN total de Pseudomonas sp. 6-19, se prepararon los cebadores con los Identificadores de
secuencia n°® 5 y 6 sobre la base de la secuencia del gen phaClpss.19 (Tesis de master de Ae-jin Song,
Departamento de ingenieria quimica y biomolecular, KAIST, 2004), y se realizd6 una reaccién en cadena de la
polimerasa obteniéndose el gen phaClpss-1o.

Identificador de secuencia n® 5: 5’-GAG AGA CAA TCA AAT CAT GAG TAA CAA GAG TAA CG-3'
Identificador de secuencia n°® 6: 5'-CAC TCA TGC AAG CGT CAC CGT TCG TGC ACG TAC-3'

El resultado de la electroforesis en gel de Agarosa del producto de la PCR, confirmé un fragmento génico de 1,7
kbp. correspondiente al gen phaClpse-19.

Se cortdé un fragmento de ADN que contenia el operén productor de PHB de Ralstonia eutropha H16 con
BamHI/EcoRI a partir del vector pSYL105 (Lee y otros, Biotech. Bioeng., 1994, 44:1337-1347), y se inserté en el sitio
de reconocimiento BamHI/EcoRI de pBluescript Il (Stratagene), preparandose de este modo un vector recombinante
pReCAB.

Es sabido que el vector pReCAB en el cual se expresan de forma constante la PHA sintasa (phaCge) y enzimas
suministradoras de monémeros (phaAge y phaBge), también funciona de forma efectiva en E. Coli (Lee y otros
Biotech. Bioeng., 1994, 44:1337-1347). Se cort6 el vector pReCAB con BstBI/Sbfl para eliminar la PHA sintasa
(phaCgre) de R. eutropha H16 y se insertd el gen phaClpss.1i9 €n un sitio de reconocimiento de BstBI/Sbfl,
preparandose de este modo el vector recombinante pPs619C1-ReAB.

Para producir un fragmento génico de la sintasa phaClpss.10 que posea solamente un sitio de reconocimiento
BstBI/Sbfl en uno de los extremos, se elimind un sitio BstBl enddgeno utilizando la mutagénesis dirigida (SDM) sin
cambios en los aminoacidos, y se realizé una PCR de superposicién utilizando los cebadores de los identificadores
de secuencia n® 7 y 8, los identificadores de secuencia n® 9 y 10, y los identificadores de secuencia n® 11 y 12 para
afadir el sitio de reconocimiento BstBI/Sbfl.

Identificador de secuencia n® 7: 5'- ATG CCC GGA GCC GGTTCGAA-3' SEQ ID NO: 8: 5'- CGT TAC TCT TGT TAC
TCATGATTT GAT TGT CTC TC -3'

Identificador de secuencia n° 8: 5'- GAG AGA CAA TCA AAT CAT GAG TAA CAA GAG TAA CG -3
Identificador de secuencia n° 9: 5'- GAG AGA CAA TCA AAT CAT GAG TAA CAA GAG TAA CG -3
Identificador de secuencia n° 10: 5'- CAC TCA TGC AAG CGT CAC CGT TCG TGC ACG TAC -3'
Identificador de secuencia n°® 11: 5'- GTA CGT GCA CGA ACG GTG ACG CTT GCA TGA GTG -3'

Identificador de secuencia n® 12: 5'- AAC GGG AGG GAA CCT GCA GG -3'
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Se confirmd la secuencia de bases del gen phaClpss19 del vector recombinante preparado pPs619CI-ReAB
mediante secuenciacién y se representd por el Identificador de secuencia n° 13, y la secuencia de aminoacidos
codificada se represento por el identificador de secuencias n° 14.

Los resultados del analisis de similitud de secuencias génicas mostraron que el gen phaClpss.19 posee una
homologia del 84% con el gen phaCl de Pseudomonas sp. Cepa 61-3 (Matsusaki y otros., J. Bacteriol., 180:6459,
1998) y una homologia en la secuencia de aminoacidos del 88,9%. Por lo tanto, se confirmé que las dos sintasas
eran enzimas muy similares. Como resultado, se confirmé que la sintasa phaClpss-19 Obtenida segun la presente
invencién es una sintasa PHA tipo II.

Ejemplo 1-2: Preparacion de un mutante especifico de substrato de la PHA sintasa de Pseudomonas sp. 6-19

Entre diversos tipos de PHA sintasa, se conoce la PHA sintasa tipo Il como una sintasa de PHA de cadena media
(MCL-PHA) que polimeriza substratos con relativamente muchos atomos de carbono, esperandose que la MCL-PHA
sea aplicable para polimerizar de copolimeros de PLA. Aunque la phaCl sintasa de Pseudomonas aeruginosa sp. Sp
61-3, que posee un grado de homologia elevado con la sintasa phaCless.19 Obtenida segln la presente invencion,
es la sintasa tipo I, se ha notificado que la phaCl sintasa posee un abanico de especificidad de substrato
relativamente amplio (Matsusaki y otros, J. Bacteriol, 180:6459, 1998), habiéndose notificado los resultados de las
investigaciones sobre un mutante adecuado para la produccién de PHA de cadena corta (SCL-PHA) (Takase y otros
Biomacromolecules, 5:480, 2004). En base a lo anterior, los presentes inventores ha hallado cuatro sitios de
aminoéacido que afectan la activacion de SCL mediante analisis de configuracion de secuencias de aminoacidos, y
han preparado mutantes de la sintasa phaClpss.19 mediante un método SDM utilizando los cebadores los
identificadores de secuencia n°® 15 a 20, tal como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1
Vector recombinante Sustitucion de acido Sustitucion de aminoacido Cebador
nucleico
AGC —» ACC S325T Identificadores de
secuencia n° 15/16
pPs619C1200-ReAB
CAG » ATG Q481M Identificadores de
secuencia n®: 17/18
GAA —» GAT E130D Identificadores de
secuencia n° 19/20
AGC —» ACC S325T Identificadores de
pPs619C1300-ReAB secuencia n°: 15/16
CAG » ATG Q481M Identificadores de
secuencia n®: 17/18

Identificador de secuencia n°: 15: 5'- CTG ACC TTG CTG GTG ACC GTG CTT GAT ACC

ACC -3

Identificador de secuencia n°: 16: 5'- GGT GGT ATC AAG CAC GGT CAC CAG CAA GGT
CAG -3

Identificador de secuencia n®: 17: 5- CGA GCA GCG GGC ATA TC ATGA GCA TCC TGA
ACC CGC -3

Identificador de secuencia n° 18: 5'- GCG GGT TCA GGA TGC TCA TGA TAT GCC CGC
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TGC TCG -3'

Identificador de secuencia n°: 19: 5'- ATC AAC CTC ATG ACC GAT GCG ATG GCG CCG
ACC -3'

Identificador de secuencia n°: 20: 5'- GGT CGG CGC CAT CGC ATC GGT CAT GAG GTT
GAT -3

Ejemplo 1-3: Preparacion y cribado de una biblioteca de un mutante de la propionil-CoA transferasa de
Clostridium propionicum

En el presente ejemplo, para obtener lacti-CoA que es un mondmero necesario para la sintesis de PLA y
copolimeros de PLA, se utilizé la propionil-CoA transferasa de Clostridium propionicum (CP-PCT), representandose
su secuencia por el Identificador de secuencia n° 3. Se utiliz6 como CP-PCT un fragmento obtenido mediante la
realizacién de una PCR sobre el ADN cromosomico de Clostridium propionicum utilizando los cebadores con los
identificadores de secuencia n° 21 y 22. En este caso se elimind un sitio Ndel existente en el CP-PCT salvaje
utilizando SDM para facilitar la clonacion.

Identificador de secuencia n°: 21: 5'- GGA ATT CAT GAG AAA GGT TCC CAT TAT TAC CGC AGA TGA -3'
Identificador de secuencia n°: 5'- GC TCT AGA TTA GGA CTT CAT TTC CTT CAG ACC CAT TAAGCC TTC TG -3'

También se realiz6 una PCR de superposicion utilizando cebadores con los Identificadores de secuencia n® 23 y 24
para afiadir un sitio de reconocimiento Sbfl/Ndel.

Identificador de secuencia n°: 23: 5'- agg cct gca ggc gga taa caa ttt cac aca gg -3'
Identificador de secuencia n°: 24: 5'- gcc cat atg tct aga tta gga ctt cat ttc ¢ -3'

Se cortd un vector pPs619C1300-ReAB que contenia phaClpss-19300, que es un mutante SCL de la sintasa
phaClpss-19, con Sbfi/Ndel para eliminar los enzimas suministradores de monémeros (phaAre y phaBgre) de R.
eutropha H16, y se insert6 el gen CP-PCT clonado mediante PCR en el sitio de reconocimiento Sbfi/Ndel,
preparandose de este modo un vector recombinante pPs619C1300-CPPCT.

Ejemplo 2: Preparacién y cribado de una biblioteca de un mutant e de la propionil-CoA transferasa de
Clostridium propionicum

Como es sabido, cuando la CP-PCT se expresa a niveles elevados en E. coli, provoca alteraciones metabdlicas
graves y muestra toxicidad. En general, las E. coli recombinantes murieron cuando se afiadié un inductor en un
sistema de produccién de la proteina inducible por isopropil-3-D-tio-galactésido (IPTG) utilizando un promotor tac o
un promotor T7, sistema utilizado ampliamente para expresar proteinas recombinantes. Por esta razon, la sintesis
de PLA y copolimeros de PLA se realizé utilizando un sistema de expresion constitutivo que expresa genes de forma
débil pero continua con el crecimiento de los organismos. Para introducir una mutacion aleatoria dentro de CP-PCT,
se utilizd6 como molde pPs619C1300-CPPCT dado a conocer en la Solicitud de patente coreana n® 10-2006-
0116234, se realizé una PCR tendente a error utilizando los cebadores con los identificadores de secuencian® 1y 2
bajo condiciones de adicion de Mn?* y la diferencia de concentracion entre dNTPs (ver Figura 2).

Identificador de secuencia n° 1: 5'- cgc egg cag gcc tgc agg -3'
Identificador de secuencia n° 2: 5'- ggc agg tea gcc cat atg tc -3'

A continuacién, para amplificar un fragmento de PCR que incluia una mutacién aleatoria, se realiz6 una PCR bajo
condiciones habituales utilizando los identificadores de secuencia n® 1 y 2. Se corté con Sbfi/Ndel un vector
PPS619C1300-CPPCT que contenia phaClyss.19300 que es un mutante SCL de la sintasa phaClyss.19 para eliminar
la CP-PCT salvaje, y el fragmento de PCR mutante amplificado se insertd en el sitio de reconocimiento Sbfl/Ndel
produciendo una mezcla de ligadura. La mezcla de ligadura se introdujo en E. coli JNI 09, preparando de este modo
una biblioteca CP-PCT de una dimensiéon de aproximadamente ~10"5 (ver figura 2). La biblioteca CP-PCT
preparada se cultivod durante 3 dias en un medio de deteccion de polimeros (Agar Luria Bertani (LB), glucosa 20 g/L,
3HB 1g/L, Rojo Nilo 0,5ug/ml) y se crib6 para confirmar si se habian generado polimeros, seleccionandose de este
modo aproximadamente 80 candidatos. Los candidatos se cultivaron durante 4 dias en un medio liquido (agar LB,
glucosa 20 g/L, 3HB 1g/L, ampicilina 100 mg/l 37°C) bajo condiciones generadoras de polimeros y se analizaron
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utilizando la técnica de clasificacion de células por fluorescencia (FACS), seleccionandose de este modo dos
muestras. También se recuperd de E. coli un vector de expresion recombinante que contenia el mutante y se
introdujo de nuevo en E. coli JM 109 para confirmar la produccion del polimero. De este modo, se confirmé que el E.
coli transformado con un vector que contiene un mutante de CP-PCT muestra un rendimiento mejor que el que
posee la CP-PCT salvaje.

Ejemplo 3: Preparacion de un copolimero PLA utilizando un mutante de la propionil-CoA transferasa de
Clostridium propionicum

Para analizar de forma cuantitativa la activacion de los mutantes finalmente seleccionados en el ejemplo 2, se cultivd
E. coli JMI 09 transformada con el vector de expresién que contenia los mutantes tal como se nuestra en la Figura 2
durante 4 dias a una temperatura de 37 °C en un frasco de cultivo con medio LB que contenia glucosa (20 g/l) y 3HB
(2 g/l). El pellet de células cultivadas se recuperé mediante centrifugacion y se seco durante 24 horas en un secador
a una temperatura de 100 °C. A continuacion, se realiz6 una cromatografia de gases para estimar el contenido en
polimeros sintetizados en las células tal como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2
Nombre de la cepa Contenido en PLA (% peso/peso) | Contenido en PHB (% peso/peso)
pPs619C1300-CPPCT/JM109 0,86% 5,85%
Mutante CP-PCT 512/JM109 2,19% 12,82%
Mutante CP-PCT 522/JM109 7,49% 35,59%

Como resultado de la cromatografia de gases, puede observarse que el vector de expresion recombinante que
contiene el mutante de CP-PCT preparado segun la presente invencidn presentaba una actividad de sintesis de
copolimero-PLA entre aproximadamente dos y ocho veces superior a la del vector pPs619C1300-CPPCT que
contiene la CP-PCT salvaje. Ello es debido a que el mutante de la CP-PCT suministra mondmeros para la sintesis
del polimero (es decir, lactil-CoA y 3HB-CoA) de forma mas eficiente que le CP-PCT salvaje.

Para dilucidar las posiciones mutadas de los mutantes CP-PCT preparados, se realiz6 la secuenciacion génica de
los mutantes CP-PCT, mostrandose los resultados en la tabla 3.

Tabla3
Vector recombinante Sustitucion de &cido nucleico
Mutante CP-PCT 512 A1200G
Mutante CP-PCT 522 T78C, T669C, A1125G, T1158C*

*indicado en la reivindicacion 1

Como resultado de la secuenciaciéon de los mutantes de CP-PCT, se observé una sustitucion de un acido nucleico
en el mutante 512, y cuatro sustituciones de acidos nucleicos en el mutante 522. Sin embargo, se confirmé que
todas las sustituciones de acidos nucleicos eran mutaciones silentes que no provocaban ninguna sustituciéon de
aminoacidos. Es decir, se asume que la mejoria en la capacidad de suministro de monémeros de los mutantes de
CP-PCT preparados segun la presente invencion es debida no a un incremento de la actividad por substitucion de
aminoacidos en el enzima si no a variaciones en la expresion del enzima en E. coli. Por ello, se analizg, tal como se
muestra en la tabla 4, la utilizacién de codones de las secuencias génicas de la CP-PCT salvaje y de los mutantes
de la CP-PCT preparados segun la presente invencion en E. coli tipicos
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Tabla 4
78 669 1125 1158 1200
CP-PCT salvaje GGT (Gly) | GGT (Gly) | AAA (Lys) | CGT (Arg) | ACA (Thr)
24,7 24,7 33,6 20,9 7,1
CP-PCT mutante 512 | GGT (Gly) | GGT (Gly) | AAA (Lys) | CGT (Arg) | ACG (Thr)
24,7 24,7 33,6 20,9 14,4
CP-PCT mutante 522 | GGC (Gly) | GGT (Gly) | AAA (Lys) | CGT (Arg) | ACA (Thr)
29,6 29,6 10,3 22,0 7,1

Tal como se muestra en la tabla 4, las sustituciones de acidos nucleicos excepto A1125G presente en el mutante
522 eran ventajosas para la utilizacion de codones en E. coli. Es decir, debido a que la sustitucion de acidos
nucleicos es ventajosa para la utilizacién de codones en E. coli, los mutantes de la CP-PCT preparados segun la
presente invencién incrementaron la expresién de un enzima activado y por lo tanto mostraron una capacidad de
suministro de mondémeros superior, necesaria para la produccion de copolimeros de PLA.

Ejemplo 4: Preparacion de un copolimero de PLA utiliza
Clostridium propionicum

ndo un mutante de la propionil-CoA transferasa de

Se realizé una mutagénesis aleatoria sobre los mutantes finalmente seleccionados en el Ejemplo 2 (512 y 522), del
mismo modo descrito en el Ejemplo 2, obteniéndose de este modo los siguiente mutantes de CP-PCT 531-537 y
540.

Para realizar un analisis cuantitativo de los mutantes de CP-PCT, se cultivd E. coli JM 109 transformada con los
vectores de expresion que contienen los mutantes de CP-PCT 531-537 y 540 durante 4 dias a una temperatura de
30°C en un frasco con de medio rojo metilo (MR) rico en P que contenia glucosa (20 g/l) y 3HB (2 g/l). Se recuper6 el
pellet de células cultivadas mediante centrifugacion t se seco durante 24 horas en un secador mantenido a una
temperatura de 100°C. A continuacion, se realizd6 una cromatografia de gases para estimar el contenido de
polimeros sintetizados en las células. Los resultados de la secuenciacion génica referentes a los mutantes CP-PCT
para elucidar loas posiciones mutadas de los mismos se muestran en la tabla 5, y el contenido de polimeros
sintetizados en las células se muestra en la tabla 6.

En el experimento anteriormente descrito, el MR enriquecido en P contenia 22g de KH2PO4; 3g de (NH4),HPOy4; 0,8g
de citrato; 0,79 de MgS0.4.7H,0; y 5 mL de solucién de metales traza por litro, y la solucién de metales traza
contenia 10 g de FeS047H0; 2,25g de ZnS0O47H,0; 1 g de CuS04,5H,0; 0,5g de MnSO4,5H,0; 2g de CaClz,2H,0;
0,23g de NazB40O77H,0; 0,1 g de (NH4)6M07024; y 10 mL de HCI al 35 % por litro.
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Tabla 5

Mutaciones Mutaciones silentes
CpPct512 A1200G
CpPct522 T78C, T669C, A1125G, T1158C*
CpPct531 | Gly335Asp A1200G
CpPct532 | Ala243Thr A1200G
CpPct533 | Asp65Gly T669C, A1125G, T1158C*
CpPct534 | Asp257Asn A1200G
CpPct535 | Asp65Asn T669C, A1125G, T1158C*
CpPct537 | Thrl99lle T669C, A1125G, T1158C*
CpPct540 | Vall93Ala | T78C, T669C, A1125G, T1158C*

*indicado en la reivindicacion 1

Tabla 6
Nombre Contenido en polimeros %mol Lac %mol 3HB
(%)
PCT (control salvaje) 24,9 38,0 62,0
531 26,5 56,5 43,5
532 23,5 54,5 45,5
533 25,2 63,8 36,2
534 23,9 58,0 42,0
535 30,7 59,2 40,8
537 33,3 52,4 47,6
540 23,7 21,3 78,7

Tal como se muestra en la tabla 6, los mutantes de CP-PCT preparados segun la presente invencion incrementar de
forma remarcable el porcentaje de moles de lactato en comparacion con la CP-PCT salvaje. También se confirmé
que los vectores de expresién recombinante que contenian los mutantes 531, 533, 535 y 537 mostraban una

actividad de sintesis de copolimeros-PLA mejor que la del vector que contenia la CP-PCT salvaje

<110> LG CHEM, LTD.

<120> Mutante de la propionil CoA transferasa de Clostridium propionicum y método de preparacién de PLA o

copolimeros de PLA utilizando el mismo

<130> 2008-0083PC(X08026)

<150> KR10-2007-0081855
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<151> 2007-08-14
<160> 24

<170> Kopatentin 1.71
<210>1

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 1

COCCgoagy cotgoagy

<210>1

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 2

ggcaggteag coocatatgto

<210>3

<211> 1572

<212> ADN
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<213> Propionil CoA transferasa de Clostridium propionicum

<400> 3

atgagaaagg ttoocaltak
BCAgGEEACAS CAAQUOEELE
gadadaagat totbagaaac
caaggtaaca gagacggang
tacateogoty gtoactggge
atggaageat ataatgtate
cataagegag goghtabitac

googgtasag taasegatat

tacegoagat
cgtbggaaat
aggogagsoc
aggbgctgag
tECAgtLoct
teaggghgea

asaggtaggt

taccaaagaa

gaggctgoas
graatoootyg
aaaaacatts
castttgote
getrtgggta
thtgtgtoatt
ateggtactt

gatattgttg

mgcttattaa
aggetettga
ootargtita
atgaaggoct
asatggotat
Lgkteogkga
tCcatLgacos

dattggtaga

agacggtgat
tagagokgka
togrggttct
thtaaascgT
ggoasataza
tatagottct
cEgaaatgge

gattaagggt
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caggastatt
getgatgaas
gtatgocagy
asagetoota
gtegrogeey
ECcaEgEogags
gtcattggbc
qgegogoctg
Ltaactgcty
tectataatyg
ggetLagace
Lcaagatttyg
cohasggtat
ggcaaggtta
attacattca
agatgogtat
gatttgoaga
BACgoCaas

gaaatgaagt

<210> 4

Latteotases
goggasatat
ctgttaaaaa
ctotigaces
ACCCAgGRAgE
atagaagaco
grogtggtygo
astatgbage
aasgtggtac
cggatgoatt
ttogeotatktt
gooctoghat
certetgegg
ttattgttca
atgytgacgt
cootottgaa
cacagattct
tcaasthgat

o

<211> 1677

<212> ADN

tgotitroct
cacattogag
cagtggoggt
togtcakgta
cocatcagoaa
tgaagttgtt
cattgaattsa
gagtytbgot
cattggtogt
gatogatcaa
aggoitaget
cgotagtigh
caccticaca
agaaggoasg
tgoactogeok
ggaagatggh
tgacgtbaty

ggacgotact

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Gen de la PHA sintasa

<400> 4

atgagtaaca
aatectgtog
caggceatca
asgaacgtac
gatecoggoot

cgcaaggasc

agagtaacga
ttggectgog
agcascoggt
cgctgggtas
ggagccagaa

cocecgactg

tgagrtgaay
tggaaaggat
grasageglc
atocogggotg
coogototat

gategatgia
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attcatgtag
apagaagttg
atcgttgtag
aaagttooag
teckttagatt
ggagasncac
gaaazagaty
gatgzagasg
gttocigotyg
gothbatcast
gaatgogatg
gotggtttea
geagytggct

cagassasat
aataagcaac
ttgoacttat
gactrtgoac

ttgtetgcag

tatcaagoot
eEactggobs
dagacatgicg
caanogacca
aaacgttate

agtaacciog

ctettattog
ctectebgga
ttoaggttga
gaatttatgt
gtgaatetga
tEcctELgag
ttgotgtasa
gracegttga
ghggegtteg
togattecta
asassggoad
toaacEtLac
taaaggttan
Lottgaaage
aagtaactta
ctgaasttgo
ctattattga

asaggottaat

tggtacttac
aggasottca
aagagtagra
tgactatgth
tectgratta
Lgcanagaaa
treaggtgtt
ttitatgact
cottggtgot
tgetggcage
tatcascgLo
acagaataca
aattgaagat
tgtrgagoag
tattacagas
accbggtaktt
cagagatgca

gggtctgaag

ctgasaacas ctEggggcrt

ctgerogaar ggugottags

cgoactttgg tottgascte

gegstgacey tegottogoo

tgcaaaccta oobggogtgg
cococcaagyga bgEggogogt

13

340
600
60
724
780
B4
ang
260
10EQ
1089
1149
1200
1Ze0
1320
1380
1440
1500
1580

1572

&0
120
180
240
300
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gggoacticg Lgatcaacct calgacogst Jogatggogo cgaccaacac

coggeggeag boasacgote tCLLgadacc gyLggoadda gockgoteoga

cacctggoca Aggabotgght ACACAACHYC gycatgoccgE Jocaggtosa

ttegaggtog gosagagoct gggegtgace gaaggogegy bggtgbtbeg

ctggaactga Locaglacas gCCgacCacs Jagoaggtal acgaacgooo

gtgocgoogs agarcaicsa gttotacgtt ttopacctiga goooggacas

cggttotgos CgogCadcaa ogtgoaaacy LToatoghica gotggogaas

gaacagogag dgrLgygocct ghogacctac atSgaagooc toaaggaagc

gttaccgoga toacoggoay casagacgtg ascaktgeteg gogockgote

scLligoecty ogotgobggy coattacgog gogabtggog asaacsagge

accttgotay tgacogtget tgataccace ctegacageoy acgtogooot

gazcegscce thgeagoege casgogocas Leogtaceagg coggogtact

gacatggyoga aggtcticge Cchggatgogs ooradcgatc tgatctggaa

aacaattace EgCtaggoas cgasccgooy gtgttogaca tootghtobg

accacacggt Lgooogoggo grtccacggc gacchigatcg aactgttcaa

ctgattegoe cgaatgeact ggasgbgtue ggoaccocca togacctoas

googacatot LLEcoccLgOe CHYCACCAAr gRCCECATLCA coooghggasa

@agtoggoge aactgtitgg cggtaacgtt gaattogtge tgtogagoag

abgageates Lgascoogon gogoAdtong asatogoget AcAtgacoag

googaaaaty cogabtgaatg goaagogaat Qocaccaags atacagattc

cactgycagy CCLgYraggc Coaacgoiog ggcgagoiga aaaagtocos

ggcagoaagy cgbatocogge aggbtgaagog gogocaggoa ogtacgtgca

<210>5

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 5

gagagacadt cadatcatga graaciagag taacg

<210> 6

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 6

cgogccasc
cggectoteg
catgygtgca
caacgatgby
getactagly
gagoctgaoeg
toocagoaag
ggttgacgtc
cggoggoato
caacgoockg
ghtocgiocaat
agaaggoogo
ctactgggto
gaacaacgac
daataaccea
goaggtgacg
ghectgotas
cgggoatate
cacogaagry
ctggtgactyg
gacaaaacty

cgaacgy

14

40
480
540

600

720
J8D
B40
GO0
260
1020
1pan
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1580
le20

1677

35
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cactcatgea agoghcacog ttoglgoacg tac

<210>7

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400>7

atgoooggay coggttogas

<210>8

<211>35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 8

cgttactett gttactcatg attogattght ctecto

<210>9

<211>35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400>9

gagagacaat caaatcatga gtaacaagag taacg

<210> 10

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

ES 2440745 T3
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<400> 10

cactcabgea agogtcoaceg ttegtgoacg taso

<210> 11

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 11

gtacgtgoac gaacggtgac gothgoatga gtg

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 12

ascgggaggy ascotgeagy

<210> 13

<211> 1677

<212> ADN

ES 2440745 T3

<213> Pseudomonas sp. 6-19 (KCTC 11027BP

<400> 13

16

33

33

20



Abgagraaca
aatectgteg
caqg'cca.tca.
aagaacgtac
gatacggoot
cacaaggasc
gggoactteg
coggoggoay
cacctogooa
thegaggteg
chggaactga
ghtgoogeogs
cggktotgos

gaacagegag

gttacogoga
acttgoactg
accttgctag
gaacagaces
gacatggoga
pacasttacc
accacacggt
ctgattegee
googacatct
aagteggogo
CERAgcat oo
gragaasaty
cactggcagg

ggcageaagy

<210> 14

<211> 559

<212> PRT

agagtaacga
ttggoctgog
agcascoggt
toctogytaa
ggagooagea
tecacgactyg
Lgatcaacet
Lcasacgott
aggatctagh
goaagagect
tocagtacas
agatcaacas
tgcgoaacaa

agtggggect

toaccggoag
cgrtgotggg
tgagogbget
ttgasgoogo
aggrottege
CgCtaggoRa
Lgooocgogac
cgaatgoast
ttteoctgge
aactgttbgg
tgaaccoges
cogaRTgastg
cotggoagac

CgtAtaogge

tgagttgaag
Lggaaaggat
goacagogte
ateegagety
coogotobak
gatogatgaa
catgaccgaa
cttbgaaace
acacaacggs
gggegtgasc
googaccace
grtectacgtt
cgtgoaaacy

gtogacctan

cEaRgacygLy
coattacgoyg
tgataccace
CAAgegoTac
ctoggatgoge
CgRacogocg
gthooacgge
ggasgtgtge
cggoaccaac
cggeaacgit
ggaceatacy
goaagogaat
coaacgotog

aggrgasgog

ES 2440 745 T3

tatcaagoot
crtactggatt
aaacatgtog
CAACOGROCE
aaacgttatt
agtaacctog
gogatggoge
gotggoaaaa
ggcatgecga
gaaggogogg
gagcaggtat
ttogacctga
ttcategtea

atogaagees

sacatgeteg
gogattggeyg
ctogacageg
togTaceagy
cooascgats
grgrbogaca
gacctgeroyg
ggcacococca
gaccacatca
gasttegtge
aaatogogst
gooacsaago
googagotga

gogoccaggea

ctgalaacac cttggggott
ctgotogast ggugortagg
cgoactttgy tottgaacto
gogatgacog Logottogos
tgroaaaccta CCLgEogUag
cooocaagga tgtggogegt
cgaccaacac cgoggocaac
gooctgotoga oggoctotog
gocaggbcas catgggtgca
tggtgttteg cascgatgtg
acgaacgoCc gotgotggtyg
goooggacaa gagoobgoog
gctggogaaa Loccaccaag

toasggaage ggttgacghe

gggertgots cogoggrate
adnacaaggt caacgoootg
eegtegecct gttegtoeat
coggrghact ggasggocge
Lgatotggaa ctactgggto
toctgthchy gaacaacgas
Bactgticaa aaataaccoca
togacctoaa guaggtgacy
coocgrggaa gtoctgotac
Lgtegageag ogggoatanc
acgbgaccag caccgaagtg
atacagatbo stggbggorg
2aaagiocoe gacadancty

cgtacgbgoa cgastgy

<213> Pseudomonas sp. 6-19 (KCTC 11027BP

<400> 14

17

240
ang
360
420
480
540
G620

660

720

840

a0a

60
1020
10680
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1877



ES 2440 745 T3

Met Ser Asn Lys Ser Asn Rap Glu Leu Lys Tyr Gin Ala Ser Glu Asa
Thr Leu Gly Leu Asn Pra Val Val Gly Leu Arg Gly Lys Asp Leu Leu
20 25 an

Ala Ser Ala Arg Mat Val Les Arg Gln Alda Tle Lys Gln Fro Val Hia
kL] &0 45

Ser Val Lys His Val Rla His Fhe Gly Leu Glu Leu Lys Ran Val Leu
54 55 [-11]

Leg Gly Lys Ser GLy Leu Gln Pro Thr Ser Aap Asp Arg Arg Phe Ala
63 ] 75 LLY

Aep Pro Ale Trp Ser Gln Asn Fro Leu T¥r Lys Arg Tyr Leu Glu Thr
85 L] 95

Tyt Lau Ala Tep Arg Lys Glu Leu Hia Asp Trp Ile Asp Glu Ser Asn
100 105 110

Len Ala Pra Lya Asp Val Ala Arg Gly Hia Fhe Val Tle ARsn Leu Met
118 120 125

Int Glu Ala Met Ala Pro Thr Aemn Thr Ala Ala Asn Fro Ala Ala Val

18



Lya
145

His

Ile
223

Ala

ASR

Laug
El-L
Thr
Lya

Pro

Thr

G55

Gln

Serx

Lys

Arg

TYT
545

130

Arg

Val
Inhr
21Q
Rsn
Fhi
Fro
Liau
val
250
Leg
Lau
Phea
Ala
Rrg
3T
Bly
Thr

Azn

Ile

450

Fha

Bar

Thr

His

Ser

530

Fro

<210>15

Bl
Ala
Gly
Val
145
Glo
Lys
Cya
Thr
Lya
275
han
Gly
Laa
val
Gly
355
Ero
han
Arg
han
Asp

433

Asp

GLy
Ila
Glu
Thr
515

Gly

Ala

Phe
Lyva
Ala
1BE0
Fha

Gln

Bhe

Lya
260
Glu
Hat
Hia
Val
han
340
Wal
Asn
Glu
Lau
Pro
420

Lau

His

Gly
Lau
val
500
Rap

Glu

Gly

Glu
Aap
165
Eha
Arg
Val
Tyr
Arg
245
Elu
Ala
Lau
Tyr
Ser
325

Glu

Leu

Bro

Bro

05

Lya

Ile

Aan
Asn
465
Ala
Ser

Lan

Glu

Tht

180

@lu

Asn

Wal

230

Aan

Gln

Val

GLy

hla

g

val

Gln

dlu

Leu

Fra

390

Ala

Ila

Gln

Thr

Val

470

Pra

Glu

TER

Lya

Ala
550

135

Gly

val

Wal

hap

Glu

215

Fhe

AED

Arg

Mla

295

hla

Lea

Thr

Gly

Ila

75

Val

hla

hrg

Val

Fro
455

Glo

Pro

Asn

Lya
535

Gly
His
Gly
Val
200
Rag
val
Ela
Val
280
Cya
Ile
Asp
Leu
Arg
a0
Trp
Fha
Bha

Fro

Thr
449

Trp

Fha

Gly

320

Ser

Pro

Lya

han

Lys

185

Lou

o

Leu
aln
Trp
265

Val

Sar

Glo
345
Asp
hen
hap
His
Asn
425

Ala

Lya

Val

Rap
505
Hia

Fra

Gly

Ser
Gly
170

Ser

Glu

Fer
Thr
250
Gly
Thr
Gly
Glu
Thr
330
Ala
et
Iyc
Ile
Gly
410
Al

Rap

Sar

Leu
Fro
499
ZLig
Izp

The

he
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Lew
155
Gly

Lau

Lana

Feo

233

Laua

Ala

Gly

Asn

315

Ala

Ala

Trp

Laun

ELL]

Rap

Lau

Ila

Cysa

ser
475

Lys

Tep

Gln

LyS

TYE
555

140

Leu

Meat

Ely

Ile

Tal

Rap

Bro

WVal

Gln

205

Val

sag

Asp
Tla
Sar
Ila
Ila
00
Tya
Aap
Lys
Lya
Val

aeg

Eha

Glu

Bhae

Tyr
460

Her

Ger

Gln

hkla

Lian

540

Val

Lya
Val
Thr
The
285
Thr
Val
Sar
Arg
Val
365
han
Trp
Il=
val
Sarc

445

Lya

HEE

hrg

Ala

Tep
523

Gly

His

Gy
Ser
Ihe
120
Tyr
ero

ger

Sar

IY¥E
270
Gly
Cys
Ban
Aap
Hisa
350
Bhe
Asn
Aan
Glu
Cys
430

Lau

Ser

HLY
Tyr
Ran
510
Gln

Sar

Glu

19

Leu

Gin
175

Glu

L

Leu

Trp
255
Ile

Sax

Ihr

val
335
Sax
Als
Tyr
ABD
L
415
Bly

Ala

Ala

H15
Met
495
Bla
Rla

Lys

Arg

Ser
160
Val

aly

Bro

2

Ala

2440

Arg

Glu

Lyn

Ala

Leau

320

Ala

Tyr

Trp

Lan

400

Fha

Thr

Gly

Gln

ria

4ap

Thr

Thr

Gln

hla
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<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 15

ctgaccttge tggtgacogt getbgatace acc

<210> 16

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 16

ggtggtatca agoacggtoa ccagoaaggt cag

<210> 17

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 17

cgagoagogy goatatcatg agoatoctga accogo

<210>18

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 18

ES 2440745 T3
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goggottcag gatgotocatg atatgeocogo tgotog

<210>19

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 19

atcaaceioa tgacogatge gatggegoecy aco

<210> 20

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 20

ggteggogos atagoategy toatgaggt: gat

<210> 21

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 21

gyasttcatg sgaaagyttc ccattattac cgoagatga

<210> 22

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2440745 T3

a6

a3
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<223> Cebador

<400> 22

ES 2440745 T3

goetctagatt aggacttcat toocticaga cocattaage ottckhg

<210> 23

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 23

aggoctgoag goggataaca atttcacaca g@g

<210> 24

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 24

goocatatgt ctagattagg acttcatttc o

22

46

32
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REIVINDICACIONES

1. Propionil-CoA transferasa que suministra lactil-CoA, que posee la secuencia génica del identificador de secuencia
n° 3, en el que T669C, A1125G y T1158C estan mutados,

en la que la propionil-CoA transferasa posee:

a) la secuencia génica del identificador de secuencia n° 3, en el que T68C, T669C, A1125G y T1158C estan
mutados,

b) la secuencia génica del identificador de secuencia n® 3, en el que T669C, A1125G y T1158C estan
mutados y en la que se introduce al menos una mutacion adicional del acido nucleico para provocar la
mutacion de Asp65Gly;

c) la secuencia génica del identificador de secuencia n° 3, en el que T669C, A1125G y T1158C estan
mutados y en la que se introduce al menos una mutacion adicional del acido nucleico para provocar la
mutacion de Asp65Asn; o

d) la secuencia génica del identificador de secuencia n® 3, en el que T669C, A1125G y T1158C estan
mutados y en la que se introduce al menos una mutacion adicional del &cido nucleico para provocar la
mutacién de Thr199lle.

2. Gen que codifica un mutante de la propionil-CoA transferasa, segun la reivindicacion 1.

3.Vector recombinante para sintetizar polilactatos (PLA) o copolimeros de PLA que contiene el gen, segin la
reivindicacion 2.

4. Vector recombinante, segun la reivindicaciéon 3, que contiene ademas un gen de la polihidroxialcanoato (PHA)
sintasa (phaClps6-19300) del identificador de secuencia n° 4, el cual es capaz de sintetizar PLA o copolimeros de
PLA utilizando lactil-CoA como substrato.

5. Bacteria transformada con el vector recombinante segin la reivindicacion 3 o 4.

6. Procedimiento de preparacion de polilactatos (PLA) o copolimeros de PLA, que comprende cultivar o hacer crecer
la bacteria, segun la reivindicacioén 5.

7. Procedimiento, segun la reivindicacion 6, el cultivo o crecimiento se realiza en un ambiente que contiene
hidroxialcanoato.
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FIC. 1

3HB

3HB
Acetil “CoA

CP-PCT

Acetato

3HB-CoA

ES 2440 745 T3

Glucosa Lactato

Glucosa -6P

LdhA

Lactil‘ -CoA

PHAsiptasa
(PhaCl, . . 300)

Lactato

Acetil -CoA

Piruvato

PHA sintasa
(PhaCl,,¢ ,, 300)
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pPs619C1300-CPPCT

¢propenso error PCR

CP-PCT
\\

B ———

¢PCR de amplificacién

syn CR-PCT .

Shfl & Ndel
Ligado

on

CP-PCI' Biblioteca
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