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DESCRIPCION
Produccion de antibidticos de B-lactama

Campo de lainvencion

La presente invencion se refiere a la produccion de antibiéticos de B-lactama.

Antecedentes de lainvencién

Los antibidticos de B-lactama son la familia mayor de metabolitos secundarios producidos en la naturaleza por parte
de microorganismos. Las clases mas importantes de los antibidticos de [-lactama, tanto clinica como
econémicamente, son las penicilinas (penam) y cefalosporinas (cefem). Su biosintesis se produce a través de una
via compleja de etapas enzimaticas. Las primeras dos etapas son las etapas claves en las vias biosintéticas de las
clases penam y cefem de antibidticos de B-lactama. Después de estas dos etapas, las vias biosintéticas hacia las
penicilinas y cefalosporinas divergen. La primera etapa en la biosintesis de los antibiéticos penicilina, cefalosporina
y cefamicina es la condensacién de los isomeros L de tres aminoécidos, acido L-a-amino-adipico (A), L-cisteina (C)
y L-valina (V) en un tripéptido, &-(L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina o ACV. Esta etapa es catalizada por la 5-(L-0-
aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina sintetasa o ACVS. En la segunda etapa, el tripéptido ACV se cicla oxidativamente
por la accién de isopenicilina N-sintasa (a la que se alude aqui en lo que sigue como IPNS) o ciclasa. El producto
de esta reaccion es isopenicilina N; este compuesto contiene las estructuras de anillo de B-lactama y tiazolidina
tipicas y posee actividad antibacteriana. A partir de isopenicilina N se forman las penicilinas G o V mediante
intercambio de la cadena lateral de a-aminoadipilo hidrofilica por una cadena lateral hidrofobica. Las cadenas
laterales comunmente utilizadas en procesos industriales son acido fenilacético (PA), que proporciona penicilina G,
0 acido fenoxiacético (POA), que proporciona penicilina V; esta reaccion de intercambio es catalizada por la enzima
aciltransferasa (AT).

Debido a la especificidad para el sustrato de la enzima AT no es posible intercambiar la cadena lateral de a-
aminoadipilo por cualquier cadena lateral de interés, a pesar de que se demostré que podrian intercambiarse el
acido adipico y determinados tio-derivados del acido adipico (véanse los documentos WO 95/04148 y WO
95/04149). En particular, las cadenas laterales penicilinas y cefalosporinas industrialmente importantes no pueden
ser intercambiadas directamente a través de AT. Por consiguiente, la mayoria de los antibidticos de B-lactama
actualmente utilizados se preparan por métodos semi-sintéticos. Estos antibidticos de B-lactama semi-sintéticos se
obtienen modificando un producto de B-lactama N-sustituido mediante una o mas reacciones quimicas y/o
enzimaticas. Estos métodos semi-sintéticos tienen la desventaja de que incluyen muchas etapas, son
contaminantes del medio ambiente y son mas bien costosos. Por lo tanto, seria muy deseable disponer de una via
completamente fermentativa hacia antibidticos de B-lactama, por ejemplo hacia amoxicilina, ampicilina, cefadroxil y
cefalexina.

Se pueden pensar diversas opciones para una via completamente fermentativa hacia antibidticos penam y cefem
semi-sintéticos.

Por ejemplo, se podria centrar la atencién al intercambio de la cadena lateral de a-aminoadipilo de isopenicilina N
por la cadena lateral apropiada de interés, p. ej. la cadena lateral de a-amino-p-hidroxifenilacetilo en el caso de
amoxicilina. Esto requeriria la modificacion de la especificidad por el sustrato de la enzima AT, dado que la enzima
nativa tiene una especificidad para el sustrato mas bien estrecha y no es capaz de catalizar un intercambio de este
tipo. Ademas, esto requeriria la modificacion de la enzima CoA ligasa que activa la cadena lateral a ser
intercambiada.

Alternativamente, se podria se podria centrar la atencion a la modificacion de las primeras dos etapas en la via
biosintética de pencilina, de modo que la amoxicilina sea directamente sintetizada y secretada. Sin embargo, esto
requeriria una modificacion sustancial de las enzimas ACVS e IPNS.

Por ejemplo, para amoxicilina, primeramente se requeriria la produccién de un tripéptido que produjera la cadena
lateral de amoxicilina, es decir, el tripéptido D-p-hidroxifenilglicil-L-cisteinil-D-valina, en lugar de ACV. En segundo
lugar, se requeriria que una enzima fuese capaz de ciclar este tripéptido.

ACVS es una péptido sintetasa no ribosomal (NRPS) que cataliza la formacion del tripéptido LLD-ACV (8-(L-o-
aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina). En este tripéptido se forma un enlace péptido entre el grupo d-carboxilico del acido
L-a-aminoadipico y el grupo amino de L-cisteina y, adicionalmente, la conformacion estereoquimica de valina
cambia de L a D.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2447491 T3

En los dltimos afios, varios laboratorios e instituciones examinaron las opciones de la ingenieria dirigida de NRPS.
Como estrategias principales, los dominios y médulos fueron intercambiados y, como consecuencia, se introdujeron
nuevas especificidades que conducian a productos peptidicos cambiados. En la mayoria de los casos, las
estrategias de ingenieria fueron restringidas a los fragmentos de enzima del mismo organismo (o incluso de la
misma NRPS), limitando seriamente las opciones de una ingenieria de la enzima. Un problema principal de la
ingenieria actual de la NRPS acometido en la bibliografia es el cambio de estereoquimica de un aminoacido del
péptido, es decir, un cambio de la estereoquimica L a D. Un dominio de condensacién formador de enlace
peptidico, situado inmediatamente mas abajo de un dominio de epimerizacién, es D-especifico para el donante
peptidilo o aminoacilo, y es L-especifico para el aceptor aminoacilo. Un dominio de condensacion de este tipo se
representa como PCL. Un dominio "“C_ en esta posicion no proporciona la condensacion de los restos del donante y
aceptor (Clugston S.L. et al. 2003, Biochemistry, 42, 12095-12104). Un problema adicional que puede limitar las
opciones de la ingenieria es que los dominios C y A se consideran como un par inseparable (Mootz H. D. et al.
2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97, 5848-5853).

Sorprendentemente, se ha encontrado ahora que es factible la ingenieria de ACVS para proporcionar una enzima
tratada por ingenieria y es capaz de catalizar la formacion de un tripéptido HpgCV o PgCV, en donde en el enlace
peptidico N-terminal se utiliza un grupo a-carboxilico en lugar del grupo d-carboxilico que se utiliza en el tripéptido
ACV natural y, adicionalmente, que es capaz de modificar la configuracion estereoquimica L del primer aminoacido
a una configuracion D.

Varios grupos han investigado adicionalmente la especificidad para el sustrato de la enzima IPNS. Para revisiones
sobre este tema, véase Baldwin y Bradley, Chem. Rev. 1990, 90, 1079-1088 y Huffman et al. J. Med. Chem. 1992,
35, 1897-1914.

J. M. Luengo et al. (Bio/Technol. 1986, 4, 44) y T.R.M. Barends et al. (Curr. Opinion Biotechnol. 2004, 15, 356)
describen el papel de IPNS en la formacion de antibidticos de B-lactama a partir de tripéptidos. A pesar de que el
primer documento menciona la ciclacién directa de fenilacetil-cisteinil-valina para formar penicilina G mediante
IPNS, no se mencionan otras conversiones y, a este respecto, es interesante sefialar que Huffman et al. (J. Med.
Chem. 1992, 35, 1897) informaron de la ausencia de actividad antibiética cuando se utiliza m-COOH-DL-fenilglicil-L-
cistenil-D-valina o p-hidroxifenilacetil-L-cisteninil-D-valina como sustrato para IPNS. La posibilidad de modificar
enzimas IPNS se menciona en el documento WO 98/16648, pero sin ninguna guia técnica.

Sorprendentemente, se encuentra también que la enzima IPNS nativa es capaz de actuar sobre los tripéptidos
hidroxifenilglicil-cisteinil-valina (HpgCV) y fenilglicil-cisteinil-valina (PgCV), mas particularmente sobre las variantes
de DLD de estos tripéptidos. El hallazgo de esta caracteristica de IPNS abre el camino a desarrollos ulteriores,
entre los que se encuentra el rastreo de variantes de IPNS para aislar moléculas de IPNS con una actividad
mejorada sobre estos péptidos no nativos. Los hallazgos de la presente invencién permiten por vez primera una
produccion completamente fermentativa de antibidticos que anteriormente solamente podian ser obtenidos a través
de vias semi-sintéticas.

Descripcién detallada de la invenciéon

Asi, en un primer aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para la produccién de un antibidtico
de N-a-amino-hidroxifenilacetil-B-lactama o un antibiético de N-a-amino-fenilacetil-B-lactama, que comprende poner
en contacto un tripéptido hidroxifenilglicil-cisteinil-valina (HpgCV) o un tripéptido fenilglicil-cisteinil-valina (PgCV) con
una IPNS para efectuar la formacion del antibiético de N-a-amino-hidroxifenilacetil-B-lactama o el antibidtico de N-a-
amino-fenilacetil-B-lactama.

La presente invencion muestra sorprendentemente, por vez primera, que la enzima IPNS es capaz de convertir los
sustratos tripéptido HpgCV o PgCV no nativos, respectivamente, en compuestos de B-lactama con una cadena
lateral de N-a-amino-hidroxifenilacetilo o una cadena lateral de N-a-amino-fenilacetilo, respectivamente, tal como
amoxicilina o ampicilina, respectivamente.

De acuerdo con la invencién, una “enzima IPNS” o una “enzima con actividad de IPNS” es una enzima que cicla un
tripéptido HpgCV o PgCV para formar una molécula de antibiético penam. Enzimas de IPNS de este tipo tienen
tipicamente un grado de identidad con la secuencia de aminoacidos de IPNS de Emericella (Aspergillus) nidulans
de SEQ ID NO: 1 de al menos 50%.

Los aminoacidos hidroxifenilglicina (Hpg) y fenilglicina (Pg) en estos tripéptidos pueden estar en la forma D asi
como en la forma L, pero preferiblemente estan en la forma D. La hidroxifenilglicina es preferiblemente p-
hidroxifenilglicina.
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La deteccion de esta actividad ciclante de tripéptidos no nativos de IPNS se realiza utilizando un bioensayo y/o
utilizando el andlisis LC/MS.

El desarrollo del bioensayo requeria realizar diversas elecciones. Por ejemplo, se necesitaba seleccionar un
microorganismo adecuado para someter a ensayo la actividad antibiética. Ademas, se necesitaba seleccionar una
IPNS adecuada, dado que enzimas IPNS de diferentes especies parecen diferir en su actividad y estabilidad
especificas.

Ya que se ha detectado ahora la actividad ciclante de tripéptidos no nativos de IPNS como se menciona arriba, es
posible optimizar las condiciones de reaccion y rastrear variantes de IPNS en cuanto a enzimas con actividad
especifica mejorada y/o especificidad por el sustrato alterada.

La ciclacion in vitro del tripéptido no nativo para dar un antibiético penam se realiza tipicamente utilizando las
condiciones de reaccion como se mencionan mas adelante.

El pH de la mezcla de reaccidn puede oscilar entre 6 y 8, utilizando cualquier tampén adecuado. La mezcla de
reaccion deberia contener, adicionalmente, una cantidad adecuada de iones Fe(ll). Finalmente, la presencia de un
agente reductor, por ejemplo DTT o TCEP (tris(2-carboxietil)fosfina) es necesaria para mantener al tripéptido
precursor en un estado reducido. Preferiblemente, el tripéptido precursor se trata previamente con un agente
reductor adecuado de este tipo.

Opcionalmente, el antibiético penam formado tal como amoxicilina o ampicilina, se puede convertir adicionalmente
para producir un compuesto de antibidtico cefem. Esta conversion requiere al menos la enzima expandasa, por
ejemplo para formar cefadroxil o cefalexina. Opcionalmente, se pueden formar otros compuestos de cefem
mediante conversiones adicionales de enzimas utilizando, por ejemplo, las actividades de enzimas hidroxilasa y
acetil-transferasa, o las actividades de enzimas hidroxilasa y carbamoiltransferasa. Las enzimas necesarias para
estas conversiones se pueden obtener adecuadamente a partir de microorganismos productores de cefem, tales
como Estreptomyces clavuligerus, Nocardia lactamdurans o Acremonium chrysogenum. Para una revisién reciente,
véase Liras y Martin, International Microbiology (2006), 9: 9-19.

En una realizacion preferida de la invencion, se utiliza una enzima IPNS tal como se describe més adelante en esta
memoria.

En una realizacion, como compuestos de partida en el procedimiento se utilizan tripéptidos HpgCV y PgCV hechos
a medida. En otra realizacion, los tripéptidos HpgCV y PgCV se producen en un procedimiento que comprende i)
poner en contacto los aminoacidos hidroxifenilglicina (Hpg) o fenilglicina (Pg), cisteina (C) y valina (V) con una
péptido sintetasa no ribosomal (NRPS) para efectuar la formacién del tripéptido hidroxifenilglicil-cisteinil-valina
(HpgCV) o fenilglicil-cisteinil-valina (PgCV).

La NRPS para uso en esta realizacion es una NRPS no natural con una estructura modular que comprende tres
moédulos, un primer modulo M1 especifico para Hpg o Pg, un segundo mdédulo M2 especifico para C y un tercer
maédulo M3 para V, segun se describe méas adelante en esta memoria.

El proceso global para la produccién de un antibiético de N-a-amino-hidroxifenilacetil-B-lactama o un antibiético de
N-a-aminofenilacetil-B-lactama a partir de sus aminoacidos precursores comprende, por lo tanto, i) poner en
contacto los aminoacidos hidroxifenilglicina (Hpg) o fenilglicina (Pg), cisteina (C) y valina (V) con una pepetido
sintetasa no ribosomal (NRPS) para efectuar la formacion del tripéptido hidroxifenilglicil-cisteinil-valina (HpgCV) o
fenilglicil-cisteinil-valina (PgCV) y ii) poner en contacto dichos tripéptidos con IPNS para efectuar la formacion del
antibidtico de N-a-amino-hidroxifenilacetil-B-lactama o el antibiético de N-a-amino-fenilacetil-B-lactama.

Los procedimientos se pueden realizar in vivo utilizando una cepa microbiana adecuadamente tratada mediante
ingenieria, segun se describe en esta memoria mas adelante.

En un segundo aspecto de la invencion, se proporcionan polipéptidos de IPNS variantes que se modifican en
comparacion con un polipéptido IPNS parental y que tienen una actividad ciclante mejorada sobre un tripéptido
HpgCV o PgCV en comparacion con la IPNS parental.

Una “actividad mejorada” de una enzima IPNS variante de acuerdo con la invencion es una actividad que asegura la
produccion de al menos 2 veces la cantidad de actividad antibidtica a partir del tripéptido precursor en comparacion
con la IPNS parental, preferiblemente al menos 5 veces la cantidad, preferiblemente al menos 10 veces la cantidad.
Si la IPNS parental tiene una actividad no detectable sobre el péptido precursor, una actividad mejorada abarca
cualquier actividad medible por enzima del limite de deteccion.
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Posiciones adecuadas para la modificacion en una IPNS parental se pueden seleccionar en base a los criterios de
a) crear espacio en el centro activo y/o b) debilitar la unién del extremo C al sitio activo. El extremo C de la molécula
de IPNS actlia como un cuasi-sustrato cuando la enzima no estad cargada con un sustrato y, por lo tanto, compite
con el sustrato por la union al sitio activo. Tras la aproximacion del sustrato al centro activo, el extremo C se retira,
creando espacio para el sustrato. Asi, puede ser beneficioso desplazar esta competicién en favor de la unién del
sustrato.

La IPNS parental puede proceder de cualquier fuente microbiana adecuada, segin se menciona mas adelante en
esta memoria.

Una modificacién puede ser una sustitucién de un aminoacido particular en la o las posiciones indicadas para un
aminoacido diferente, puede ser una insercion de un aminoacido en la o las posiciones indicadas o puede ser una
delecién de un aminoacido de la o las posiciones indicadas.

Otra enzima IPNS variante particular de la invencion, cuando se alinea con una IPNS de SEQ ID NO: 1, se modifica
en comparacion con una enzima IPNS parental en al menos la posicién 185 y, opcionalmente, en al menos una de
las siguientes posiciones, utilizando la numeracién de posiciones de SEQ ID NO: 1: 91, 104, 183, 190, 321, 324,
325, 331, y es capaz de convertir el tripéptido HpgCV o PgCV, respectivamente, en el antibiético amoxicilina o
ampicilina, respectivamente. Modificaciones en estas posiciones desplazan la competicién entre el sustrato y los
residuos C-terminales Q330-T331 de IPNS por la union en el sitio activo a favor del sustrato, debilitando la union del
extremo C al sitio activo y/o estabilizando la conformacion en la que el sitio activo esta disponible para la unién al
sustrato. Sorprendentemente, se demostré que la modificacion en al menos la posicion 185 confiere una actividad
de ciclacién altamente mejorada a la enzima IPNS que contiene la modificacion en comparaciéon con una IPNS
parental que no contiene la modificacion.

Una variante de acuerdo con la invencién comprende la modificacion 185RKH. El aminoéacido original en la posicion
185 depende de la IPNS parental que se utiliza, por ejemplo puede ser S, To V.

En una realizacién, la modificacion 185RKH se combina con una modificacion en al menos una de las posiciones
91, 104, 183, 190, 321, 324, 325, 331, seglin se menciona en la tabla que figura a continuacién. En particular, Ry K
pueden interactuar favorablemente con el T331 C-terminal cuando la regién N-G-Q-T331 C-terminal ha adoptado la
conformacion activa. Sorprendentemente, la interaccion entre 185RK y T331 es muy beneficiosa para aumentar la
actividad para HpgCV y PgCV. Probablemente, 185RK favorece la formacién de la conformacion activa, utilizando
HpgCV y PgCV como sustratos.

Nativa* Modificaciones preferidas Modificaciones particularmente preferidas
Y91 HF F

C104 AVSTLI VTLI

183 ACVTLI ACT

P190 GAVNDQESTKRY AVST

321 AIMQ AMQ

L324 NDSTVA N D

1325 ALNQEM LMQ

T331 GAVSC Cs

*En esas posiciones en las que se especifica un aminoacido, el aminoacido particular conservado dentro de todas
las enzimas IPNS nativas conocidas hasta la fecha.

En la presente invencion, una denotacioén tal como, p. €j., “185RK” significa que el aminoacido en la posicion 185 de
la IPNS parental en cuestion esta sustituido con R o K, o que en la posicion 185 de la IPNS parental R o K estan
insertadas cuando en la IPNS parental no esta presente aminoacido alguno en esta posicion. La naturaleza del
residuo aminoacido original dependera de la IPNS parental que se utilice. Una denotacién tal como, p. €j.,
“VST185RK” significa que un residuo aminoacido especifico en la posicién 185 presente en la IPNS parental, en
este ejemplo V, S o T, est4 sustituido con un aminoacido diferente, en este ejemplo R o K.

Una IPNS parental adecuada es un polipéptido de IPNS obtenible a partir de un organismo fangico o bacteriano
capaz de producir B-lactamas. Una IPNS parental preferida es una IPNS obtenible de Cephalosporium acremonium,
Penicillium chrysogenum, Aspergillus (Emericella) nidulans, Streptomyces jumonjinensis, Nocardia lactamdurans,
Streptomyces microflavis, Lysobacter lactamgenus, especies de Flavobacterium, Streptomyces clavuligerus,
Streptomyces griseus y/o Streptomyces cattleya. Una IPNS parental especialmente preferida se puede obtener a
partir de Streptomyces clavuligerus y/o Aspergillus (Emericella) nidulans. Tipicamente, una IPNS parental de este
tipo es un polipéptido con actividad de IPNS que tiene un grado de identidad de al menos 50%, preferiblemente al
menos 55%, mas preferiblemente al menos 60%, mas preferiblemente al menos 65%, mas preferiblemente al




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2447491 T3

menos 70%, mas preferiblemente al menos 75% o mas preferiblemente al menos 80% con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

Ademas de las modificaciones arriba recogidas, preferiblemente la modificacién 185RKH, el polipéptido de IPNS
puede comprender modificaciones adicionales que conciernen a las posiciones en el polipéptido en donde una
modificacion no afecta sustancialmente al plegamiento o actividad del polipéptido. Tipicamente, modificaciones de
este tipo pueden ser modificaciones conservativas, por ejemplo sustituciones en donde un aminoacido no polar,
polar no cargado, polar cargado o aromatico esta sustituido con un aminodacido diferente de la misma categoria, o
pueden ser debidas a variacién entre cepas o entre especies. Polipéptidos que tienen modificaciones adicionales de
este tipo tienen tipicamente un grado de identidad con la secuencia de SEQ ID NO: 1 de al menos 50%.

Asi, en una realizacién, el polipéptido que tiene actividad de IPNS y que comprende al menos una de las
modificaciones tal como las recogidas anteriormente, tiene un grado de identidad de al menos 50%, preferiblemente
al menos 55%, mas preferiblemente al menos 60%, mas preferiblemente al menos 65%, mas preferiblemente al
menos 70%, mas preferiblemente al menos 75%, o preferiblemente al menos 80% con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1.

Las expresiones “homologia” o “porcentaje de identidad” se utilizan de manera indistinta en esta memoria. Para el
fin de esta invencién, se define aqui que, con el fin de determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de
aminoacidos, las secuencias se alinean para fines de comparacion optima (p. €j. en cada una de las secuencias se
pueden introducir huecos para la alineacion 6ptima). Los residuos aminoacidos en las posiciones de aminoacido
correspondientes se comparan después. Cuando una posicién en la primera secuencia esta ocupada por el mismo
residuo aminoacido que la correspondiente posicion en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas
en esa posicion. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién del nimero de posiciones
idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % de identidad = numero de posiciones idénticas/nimero total
de posiciones (es decir, posiciones solapantes que incluyen huecos) x 100). Preferiblemente, las dos secuencias
son de la misma longitud.

La persona experta sera consciente del hecho de que estan disponibles varios programas de ordenador diferentes
para determinar la homologia entre dos secuencias. Por ejemplo, una comparacion de secuencias y determinacion
del porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede conseguir utilizando un algoritmo matematico. En una
realizacion preferida, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se determina utilizando el
algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. (48): 444-453 (1970)) que ha sido incorporado en el programa GAP
en el paquete de software Accelrys GCG (disponible en http://www.accelrys. com/products/gcg/), utilizando una
matriz Blossom 62 o0 una matriz PAM250, y un peso del hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 6 4 y un peso de longitud de
0,5, 1, 2, 3,4,5 06 6. La persona experta apreciara que todos estos diferentes parametros proporcionaran resultados
ligeramente distintos, pero que el porcentaje de identidad global de dos secuencias no se ve significativamente
alterado cuando se utilizan diferentes algoritmos. Preferiblemente, la matriz es una matriz Blossom 62 con un peso
del hueco de 10,0 y un peso de longitud de 0,5.

Las secuencias de proteinas de la presente invencion se pueden utilizar adicionalmente como una “secuencia de
consulta” para realizar una busqueda frente a bases de datos publicas, por ejemplo para identificar otros miembros
de la familia o secuencias relacionadas. Blsquedas de este tipo se pueden realizar utilizando los programas blastp,
psi-blast, phi-blast y tblastn (version 2.0) de Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-10. Cuando se utilizan los
programas blastp, psi-blast, phi-blast y tblastn se pueden utilizar los parametros por defecto de los programas
respectivos (p. €j., los programas blastp, psi-blast, phi-blast y tblastn). Véase la pagina de inicio del National Center
for Biotechnology Information en www.ncbi.nlm.nih.gov.

En un tercer aspecto, se proporciona un polipéptido que es una péptido sintetasa no ribosomal que comprende tres
médulos, un primer médulo M1 especifico para Hpg o Pg, un segundo médulo M2 especifico para C y un tercer
modulo M3 especifico para V. Con la expresion “especifico para” un aminoacido para caracterizar un médulo, se
quiere dar a entender que el moédulo particular permite la incorporacion del aminoacido indicado. El primer médulo
M1 permite la incorporacion de un primer aminoécido L-p-hidroxifenilglicina o L-fenilglicina y, preferiblemente, su
conversion en el correspondiente D-aminoacido. El segundo médulo M2 permite la incorporacion del aminoacido L-
cisteina al tiempo que es acoplado al aminoacido Hpg o Pg. En particular, cuando el aminoacido Hpg o Pg se
encuentra en su forma D, el médulo M2 especifico para C comprende un dominio Pc, que esta fusionado a un
dominio A que es heterélogo con el anterior. El tercer médulo M3 permite la incorporacion del aminoacido L-valina 'y
su conversion en el correspondiente D-aminoacido. De esta manera, la péptido sintetasa cataliza la formacion de un
tripéptido DLD hidroxifenilglicil-cisteinil-valina (HpgCV) o fenilglicil-cisteinil-valina (PgCV) a partir de sus precursores
de L-aminoacido Hpg o Pg, Cy V.

El término “mdédulo”, tal como se utiliza en la presente invencion, define una unidad catalitica que permite la
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incorporacion de un bloque formador de péptidos, habitualmente un aminoacido, en el producto, habitualmente un
péptido, y puede incluir dominios para modificaciones tales como epimerizacion y metilacion.

Cada uno de los médulos de una NRPS esta compuesto por los denominados “dominios”, siendo cada uno de los
dominios responsable de una etapa de reaccion especifica en la incorporacion de un bloque de formacion de
péptidos. Cada médulo contiene al menos un dominio de adenilacién (dominio A), responsable del reconocimiento y
la activacion de un aminoacido dedicado, y un dominio de tiolaciéon (dominio T o PCP), responsable del transporte
de compuestos intermedios a los centros cataliticos. El segundo moédulo y médulos adicionales contienen, ademas,
un dominio de condensacién (dominio C), responsable de la formacion del enlace peptidico, y el Gltimo mddulo
contiene, ademas, un dominio de terminacién (dominio TE) responsable de la liberacién del péptido.
Opcionalmente, un médulo puede contener dominios adicionales tales como un dominio de epimerizacién (dominio
E), responsable de la conversién de la forma L del aminoacido incorporado en la forma D. Véase, Sieber S. A. et al.
2005, Chem. Rev., 105, 715-738, para una revision de la estructura modular de NRPS.

Una fuente adecuada para el médulo M1 de la péptido sintetasa hibrida es una enzima NRPS que cataliza la
formacion de un péptido que comprende el aminoacido X, en donde X es Hpg o Pg a incorporar como primer
aminoacido en el tripéptido XCV. Asi, un médulo M1 adecuado se selecciona teniendo en cuenta la naturaleza del
aminoacido a incorporar como primer aminoacido del tripéptido. En particular, el dominio A de un médulo, determina
la selectividad para un aminoécido particular. Asi, un mdédulo M1 puede seleccionarse en base a la especificidad de
un dominio A para el aminoacido a incorporar. Una seleccién de este tipo puede producirse de acuerdo con el
motivo distintivo determinante de la especificidad de dominios A segun se define por Stachelhaus T. et al. 1999,
Chem & Biol., 8, 493-505.

El médulo M1 no necesita contener dominio C y un dominio TE, ya que es el primer médulo de NRPS. Asi, si esta
presente en el médulo fuente, un dominio C y/o un dominio TE pueden ser adecuadamente separados para obtener
un primer médulo M1 sin un dominio C y/o un dominio TE. Ademas, de un dominio A y un dominio T, el médulo M1
de la NRPS deberia contener un dominio E si un L-aminoacido necesita convertirse en un D-aminoacido. Por lo
tanto, si no esta presente en el médulo fuente, un dominio E se fusiona al dominio T del mddulo fuente para obtener
un primer modulo M1 que contiene un dominio A, Ty E.

En general, la especificidad del médulo M1 de la NRPS para p-hidroxifenilglicina o fenilglicina se puede juzgar por
datos experimentales y/o se puede basar en el motivo distintivo determinante de la especificidad de dominios A
publicado por Stachelhaus T. et al. 1999, Chem & Biol., 8, 493-505.

Preferiblemente, un primer médulo M1 con especificidad para p-hidroxifenilglina se puede obtener a partir de una
CDA (antibiético calcio-dependiente) sintetasa, en particular es el sexto médulo de una CDA sintetasa (la
numeracion de los médulos de CDA sintetasa se proporciona segun se publica por Hojati Z. et al. 2002, Chem. &
Biol., 9, 1175-1187). Preferiblemente, la CDA sintetasa se puede obtener a partir de Streptomyces coelicolor.
Alternativamente, médulos especificos para Hpg se pueden obtener a partir de una cloroerenomicina sintetasa, en
particular el cuarto y quinto médulos de una cloroerenomicina sintetasa, preferiblemente una cloroerenomicina
sintetasa obtenible de Amycolatopsis orientalis (Trauger, J. W. et al. 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97, 3112-
3117), o a partir de una complestatina sintetasa, en particular es el séptimo modulo de una complestatina sintetasa,
preferiblemente una complestatina sintetasa obtenible de Streptomyces lavendulae (Chiu H.T. et al. 2001, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 98, 8548-8553). Todos estos mddulos tienen especificidad para L-Hpg y la convierten en el D-
estereoisomero.

Preferiblemente, un primer médulo M1 con especificidad para fenilglicina se puede obtener a partir de una
pristinamicina sintetasa, en particular es el médulo C-terminal de la proteina SnbD de pristinamicina sintetasa,
segun se publica en Thibaut, D. et al. 1997, J. Bact. 179, 697-704. Preferiblemente, la pristinamicina sintetasa se
puede obtener a partir de Streptomyces pristinaspiralis.

El mddulo fuente C-terminal, procedente de pristinamicina sintetasa, contiene un dominio TE y no contiene un
dominio E. Para preparar un mddulo que funcione como un primer médulo en la péptido sintetasa de la invencion, el
dominio TE se separa adecuadamente del médulo fuente C-terminal y un dominio E se fusiona al dominio T del
moddulo C-terminal asi modificado. Un dominio E se puede obtener a partir de cualquier NRPS adecuada, por
ejemplo a partir de otro médulo de la misma enzima NRPS, o también a partir de un médulo de una enzima NRPS
diferente con especificidad para el aminoacido similar (p. ej. p-hidroxifenilglicina o fenilglicina) o diferente del
dominio de adenilacién. Preferiblemente, el dominio E se puede obtener a partir de una CDA sintetasa de
Streptomyces coelicolor, preferiblemente del sexto médulo, segin se especifica arriba. Asi, en esta realizacion, el
modulo M1 de la NRPS es un médulo Hibrido.

El segundo médulo M2 de la péptido sintetasa deberia permitir la incorporacion del aminoéacido cisteina como
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segundo aminodcido en el tripéptido DLD-XCV, en donde X es Hpg o Pg. La selecciéon de este moédulo puede
basarse en el motivo distintivo determinante de la especificidad de dominios A seguln se publica por Stachelhaus T.
et al. 1999.

Para permitir el acoplamiento del aceptor L-cisteinilo al donante D-X-aminoacilo, el dominio C del médulo M2 es un
dominio °C. (tal como se menciona antes y como se explica en Clugston S.L. et al. 2003). Este dominio Pc. se
fusiona a un dominio A que es heterélogo con el mismo. El término “heter6logo”, tal como se utiliza en este
contexto, significa que los dominios C y A son de diferentes médulos. Estos diferentes médulos pueden ser de la
misma enzima o pueden ser de enzimas diferentes. Preferiblemente, el dominio A se puede obtener a partir del
segundo médulo de una ACVS. Sorprendentemente, el médulo M2 Hibrido que comprende una configuracion del
dominio °C,-A de este tipo parece ser capaz de la incorporacion del aminoacido cisteina.

En una realizacion preferida, el PC. del médulo M2 se puede obtener a partir del médulo situado inmediatamente
aguas abajo del médulo que es la fuente del primer modulo M1 de la péptido sintetasa de la invencion. Por ejemplo,
el dominio °C_ del médulo M2 de la péptido sintetasa es el dominio PCL del séptimo modulo de la CDA sintetasa que
es la fuente del primer médulo M1.

En otra realizacion, el dominio °C. del médulo M2 de la péptido sintetasa es el dominio °C, del segundo médulo de
la proteina iturina sintetasa ItuC de Bacillus subtillis RB14, segun se define por Tsuge K. et al. 2001, J. Bact., 183,
6265-6273.

En una realizacion preferida de la invencion, el segundo médulo M2 de la péptido sintetasa se puede obtener, al
menos en parte, a partir de la enzima que es la fuente del tercer médulo M3 de la péptido sintetasa. En particular,
los dominios A 'y T del médulo M2 de la péptido sintetasa se pueden obtener a partir del médulo situado
inmediatamente aguas arriba del modulo que es la fuente del tercer mddulo de la péptido sintetasa de la invencion.
Por ejemplo, los dominios Ay T del médulo M2 de la péptido sintetasa pueden ser los dominios Ay T del segundo
moédulo de una ACVS.

El tercer médulo M3 de la péptido sintetasa deberia permitir la incorporacion del aminoacido valina como tercer
aminoacido del tripéptido, asi como su conversién en la forma D para proporcionar el tripéptido DLD-XCV.

En una realizacion preferida de la invencion, el tercer médulo de la péptido sintetasa se puede obtener a partir de
una ACVS, en particular es el tercer médulo de una ACVS.

La ACVS, segun se menciona antes, es preferiblemente una ACVS bacteriana o fungica, mas preferiblemente una
ACVS bacteriana que se puede obtener de Nocardia lactamdurans, o una ACVS flngica que se puede obtener de
un hongo filamentoso tal como Penicillium chrysogenum, Acremonium chrysogenum, Aspergillus nidulans.

Los modulos M1, M2 y M3 de la péptido sintetasa pueden tener las secuencias de aminoacidos tal como se muestra
més adelante. Sin embargo, estas secuencias se muestran meramente como ejemplos y no pretenden limitar el
alcance de la invencion. La persona experta apreciard que los dominios A de NRPS, por ejemplo, comparten
aproximadamente el 30-60% de la identidad de la secuencia de aminoécidos, incluso dominios A con especificidad
para el mismo aminoacido pero de una fuente diferente, y comprenden varios motivos del nicleo entre los que se
encuentra un motivo distintivo determinante de la especificidad (Stachelhaus T. et al. 1999).

El médulo M1 de la péptido sintetasa, por ejemplo, tiene una secuencia de aminoacidos de acuerdo con SEQ ID
NO: 2 0 SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoacidos con un porcentaje de identidad de al menos 30%, mas
preferiblemente al menos 40%, incluso mas preferiblemente al menos 50%, lo méas preferiblemente al menos 60%
con la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4. Mddulos de polipéptidos de este tipo con un
porcentaje de identidad de al menos 30% se denominan también secuencias homdélogas u homélogos.

El mddulo M2 de la péptido sintetasa, por ejemplo, tiene una secuencia de aminoacidos de acuerdo con SEQ ID
NO: 6 0 SEQ ID NO: 8 o una secuencia de aminoacidos con un porcentaje de identidad de al menos 30%, mas
preferiblemente al menos 40%, incluso mas preferiblemente al menos 50%, lo méas preferiblemente al menos 60%
con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 8.

El médulo M3 de la péptido sintetasa, por ejemplo, tiene una secuencia de aminoacidos de acuerdo con SEQ ID
NO: 10 o una secuencia de aminoacidos con un porcentaje de identidad de al menos 30%, mas preferiblemente al
menos 40%, incluso mas preferiblemente al menos 50%, lo mas preferiblemente al menos 60% con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10.

Los médulos de la péptido sintetasa se pueden obtener a partir de enzimas NRPS naturales segun se especifica
antes, o se pueden derivar de enzimas NRPS naturales de este tipo mediante técnicas de mutagéneis tales como
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mutagénesis aleatoria y/o dirigida al sitio y/o barajeo de genes. Si es necesario, el moédulo fuente puede ser tratado
adicionalmente mediante ingenieria para afiadir dominios necesarios, suprimir dominios innecesarios o sustituir un
dominio por un dominio correspondiente de otro médulo. Tipicamente, el dominio A de un médulo determina la
especificidad para un aminoacido particular, mientras que los dominios E y C pueden obtenerse a partir de
cualquier médulo de eleccion. Por ejemplo, en una situacion en la que el moédulo fuente seleccionado para la
incorporacién del primer aminoacido X no es un primer médulo (moédulo M1) en la enzima fuente y, por lo tanto,
comprende un dominio C, el dominio C del médulo fuente puede ser suprimido. En una situaciéon en la que el
moédulo fuente no contiene un dominio E, aun cuando se desea una epimerizacion del aminoacido incorporado, se
puede afiadir un dominio E adecuado.

Enzimas NRPS tratadas mediante ingenieria se pueden construir mediante fusion de los dominios y/o médulos
apropiados en el orden apropiado. También es posible intercambiar un médulo o dominio de una enzima por un
modulo o dominio adecuado de otra enzima. Esta fusién o intercambio de dominios y/o médulos puede hacerse
utilizando técnicas de ingenieria genética comunmente conocidas en la técnica. La fusion de dos dominios o
mobdulos diferentes puede hacerse tipicamente en las regiones de enlazador que estan presentes entre modulos o
dominios. Véase, por ejemplo, el documento EP 1 255 816 y Mootz H.D. et al. 2000 que describen estos tipos de
construcciones. Parte o la totalidad de las secuencias también se puede obtener mediante sintesis a medida de la o
las secuencias de polinucleétidos apropiadas.

Por ejemplo, la fusién de un fragmento de tri-dominio ATE de un médulo NRPS especifico para Hpg al fragmento bi-
modular especifico para Cys-Val de una ACVS se puede hacer como sigue. El fragmento ATE de un mddulo
especifico para Hpg se puede aislar mediante digestion con enzimas de restriccién del correspondiente gen NRPS
en las posiciones de enlazador, méas especificamente entre el dominio C y el dominio A del médulo especifico para
Hpg, en el caso de un médulo C-terminal, o entre el dominio C y el dominio A del mddulo especifico para Hpg y
entre el dominio E y el subsiguiente dominio (dominio C o TE) en el caso de un mddulo de alargamiento interno. El
fragmento Cys-Val bi-modular de ACVS se puede obtener 1) dejando el extremo C intacto y 2) intercambiando el
dominio C del médulo 2 especifico para Cys por un dominio C que tiene especificidad para C.. En analogia al
aislamiento del fragmento ATE se puede aislar un fragmento de cuatro dominios ATEC que incluye el dominio C del
moédulo adyacente situado méas abajo. Este Ultimo se fusiona al fragmento Cys-Val bi-modular de ACVS sin el
dominio C situado mas arriba.

Las enzimas NRPS segun se describen en esta memoria se pueden someter adecuadamente a técnicas de
mutagénesis, p. ej. para mejorar las propiedades cataliticas de las enzimas.

Polipéptidos segun se describen en esta memoria se pueden producir por medios sintéticos, a pesar de que
habitualmente se prepararan de modo recombinante mediante la expresion de una secuencia de polinucleétidos
que codifica el poliipéptido en un organismo hospedador adecuado.

En un cuarto aspecto, se proporcionan polinuclettidos (p. ej. aislados y/o purificados) que comprenden una
secuencia de polinucledtidos que codifica la IPNS variante o los polipéptidos NRPS de los aspectos previos de la
invencion. Los polinucledtidos de la presente invencion incluyen, ademas, cualesquiera versiones degeneradas de
una secuencia de polinucledtidos que codifica el polipéptido. Por ejemplo, la persona experta, utilizando técnicas
rutinarias, puede producir sustituciones de nucledtidos que no afecten a la secuencia de proteinas codificada en los
polinucleétidos de la invencion para reflejar el uso del codén de cualquier organismo hospedador particular en el
gue se han de expresar los polipéptidos de la invencion. Preferiblemente, secuencias codificadoras de los
polinucledétidos se optimizan mediante la optimizacion del par de codones.

La secuencia de polinucleétidos de la invencién puede ser ARN o ADN, e incluye ADN gendmico, ADN sintético o
ADNCc. Preferiblemente, el polinucleétido es una secuencia de ADN.

Los polinucleétidos que codifican los médulos M1, M2 y M3 de la enzima NRPS del primer aspecto pueden tener,
por ejemplo, una secuencia de nucleétidos de acuerdo con SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 9 y SEQ ID NO: 11, que codifican las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 10, o pueden ser secuencias de nucleétidos que codifican homdlogos de las
secuencias de aminoacidos antes mencionadas, segun se define arriba.

Los polinucledtidos se pueden sintetizar de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica. Estos se pueden
producir combinando oligonucleétidos sintetizados de acuerdo con y a lo largo de la secuencia de nucleétidos del
polinucledtido de la invencién. Alternativamente, se pueden sintetizar sometiendo a mutagénesis un polinucleétido
parental en cualquier posicién deseada. Los polinucleétidos pueden utilizarse, ademas, para obtener polinucleétidos
gue codifican un polipéptido modificado adicional, p. ej. sometiendo los polinucleétidos a técnicas de mutagénesis
adicionales.
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Asi, polipéptidos con una actividad mejorada se obtienen tipicamente mediante un método que comprende las
etapas de someter a mutagénesis a un polinucledtido que codifica el polipéptido, rastrear la poblacién obtenida de
polinucleétidos variantes en cuanto a la actividad deseada y aislar variantes con una actividad mejorada.

La mutagénesis se puede hacer utilizando cualquier técnica adecuada conocida por la persona experta en la
técnica. La mutagénesis puede abarcar someter a un polinucleétido a mutagénesis aleatoria asi como a
mutagénesis dirigida al sitio. Cuando se utiliza la mutagénesis dirigida al sitio, ésta se combina preferiblemente con
mutagénesis de saturacién en la o las posiciones seleccionadas, permitiendo la sustitucion del aminoacido original
por cualquier otro aminoacido. Se puede utilizar la tecnologia del barajeo de polinucleétidos (barajeo de genes) (por
ejemplo segln se describe en los documentos W095/22625, W098/27230, W098/01581, W000/46344 yl/o
WO003/010183) para obtener variantes con una combinacion aleatoria de cualquier posicion variante presente en
cualquier miembro de una poblacién de partida de moléculas. La poblacién de partida puede incluir, ademas, una o
mas variantes de acuerdo con la invencion.

La invencién proporciona también vectores que comprenden un polinucle6tido de la invencién, incluidos vectores o
casetes de clonacion y expresion.

En un vector o casete de expresion, el polinucleétido esta operativamente enlazado a una secuencia reguladora
que es capaz de proporcionar la expresion de un polinucleétido a partir de su secuencia codificadora por parte de la
célula hospedadora. La expresion, “operativamente enlazado”, se refiere a una yuxtaposiciéon en donde los
componentes descritos se encuentran en una relacién que les permite funcionar de su manera pretendida. Una
secuencia reguladora tal como un promotor, un potenciador u otra sefial reguladora de la expresion “operativamente
enlazada” a una secuencia codificadora esta situada de manera que la expresion de un polipéptido a partir de su
secuencia codificadora se consigue bajo condiciones compatibles con las secuencias reguladoras.

Promotores/potenciadores y otras sefiales reguladoras de la expresion se pueden seleccionar de modo que sean
compatibles con la célula hospedadora para la cual esta disefiada la casete o el vector de expresion. Si el
polipéptido se produce como una proteina secretada, la secuencia de polinucledtidos que codifica una forma
madura del polipéptido en la casete de expresién, estd operativamente enlazada a una secuencia de polinucleétidos
gue codifica un péptido sefial.

La secuencia de ADN que codifica el polipéptido de la invencion se introduce preferiblemente en un hospedador
adecuado como parte de una casete de expresion. Para la transformacién del hospedador adecuado con la casete
de expresion, estan disponibles procesos de transformacién que son bien conocidos para la persona experta. La
casete de expresion se puede utilizar para la transformacion del hospedador como parte de un vector que porta un
marcador seleccionable, o la casete de expresion se puede co-transformar como una molécula separada junto con
el vector que porta un marcador seleccionable. El vector puede comprender uno 0 mas genes marcadores
seleccionables.

Para la mayoria de los hongos filamentosos y levaduras, la construccion de expresion se integra preferiblemente en
el genoma de la célula hospedadora con el fin de obtener transformantes estables. En ese caso, las construcciones
se integran en loci aleatorios en el genoma o en loci diana predeterminados utilizando la recombinacién homéloga.

Asi, un quinto aspecto de la invencion proporciona células hospedadoras transformadas con o que comprenden un
polinucleétido o vector de la invencion.

Células hospedadoras adecuadas son células hospedadoras que permiten un elevado nivel de expresién de un
polipéptido de interés. Células hospedadoras de este tipo se pueden utilizar en el caso de que los polipéptidos
necesiten ser producidos y, ademas, ser utilizados, p. €j., en reacciones in vitro. Puede elegirse un hospedador
heterdlogo en donde el polipéptido de la invencidn se produce en una forma que esta sustancialmente exenta de
otros polipéptidos con una actividad similar a la del polipéptido de la invencién. Esto se puede conseguir eligiendo
un hospedador que no produzca normalmente polipéptidos de este tipo con actividad similar.

Células hospedadoras adecuadas son también células capaces de la produccion de compuestos de B-lactama,
preferiblemente células hospedadoras que poseen la capacidad de producir compuestos de B-lactama en altas
concentraciones. Las células hospedadoras pueden ser, por ejemplo, células procariéticas (por ejemplo
bacterianas), fingicas o de levaduras. El hospedador se puede seleccionar en base a la eleccion para la produccion
de un compuesto penam o un compuesto cefem. Cuando esta prevista la produccién de un compuesto cefem, el
hospedador puede contener de forma nativa los genes necesarios de la via biosintética que conduzca a un
compuesto cefem, en particular genes que codifican la actividad expandasa y, opcionalmente, la actividad
hidroxilasa y acetiltransferasa. Alternativamente, uno o mas genes de la via biosintética que conduce a un
compuesto de cefem se pueden transformar en una célula hospedadora desprovista de estos genes. Con ello, es
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conocido por la persona experta que las enzimas expandasa y expandasa/hidroxilasa son capaces de expandir
ampicilina y amoxicilina (Chin et al. 2003, FEMS Microbiol. Lett., 218, 251-257; Lloyd et al. 2004, J. Biol. Chem. 279,
15420-15426).

En una realizacién, una célula hospedadora adecuada es una célula en donde los genes nativos que codifican las
enzimas ACVS y/o IPNS estan inactivados, por ejemplo mediante inactivacion insercional. También es posible
suprimir el racimo biosintético de penicilina completo que comprende los genes que codifican ACVS, IPNS y AT. De
esta manera, es posible la produccion del compuesto de B-lactama de interés sin la produccion simultanea de la -
lactama natural. Con ello, se puede producir una inactivacion insercional, utilizando un gen que codifique una NRPS
y/o un gen que codifique una IPNS segun se describe antes. En células hospedadoras que contienen multiples
copias de racimos de genes de B-lactama, se pueden seleccionar células hospedadoras en donde se han suprimido
estos racimos de forma espontanea. Por ejemplo, la delecién de racimos de genes de (-lactama se describe en la
solicitud de patente PCT/EP2007/054045.

Otra célula hospedadora adecuada es una célula que es capaz de sintetizar los aminoécidos precursores Hpg o Pg.
La expresion heter6loga de los genes de la via biosintética que conduce a Hpg o Pg se describe en el documento
WO 02/34921. La biosintesis de Pg o Hpg se consigue separando fenilpiruvato (PP) o p-hidroxifenilpiruvato (HPP),
respectivamente, de la via del aminoacido aromatico, convirtiendo PP o HPP en &cido mandélico (MA) o &cido p-
hidroximandélico (HMA), respectivamente, convirtiendo MA o HMA en fenilglioxilato (PGL) o p-hidroxifenilglioxilato
(HPGL), respectivamente, y finalmente convirtiendo PGL o HPGL en D-Pg o D-Hpg, respectivamente. El Ejemplo 15
ilustra la expresion de la via biosintética de Hpg o Pg en Penicillium chrysogenum.

Otra célula hospedadora adecuada es una célula que (sobre)-expresa una 4’-fosfopanteteina transferasa (PPTasa).
4’-fosfopanteteina (PPT) es un grupo prostético esencial entre otras proteinas portadoras de acilo de &cido graso
sintasas y policétido sintasas, y proteinas portadoras de peptidilo de NRPSs. El resto tiol libre de PPT sirve para
unir covalentemente los compuestos intermedios de la reaccidn con acilo como tioésteres durante el ensamblaje
multietapa de los precursores monoméricos, tipicamente grupos acetilo, malonilo y aminoacilo. El resto PPT se
deriva de la coenzima A (CoA) y se transfiere post-traduccién, sobre una cadena lateral de serina invariante. Esta
conversién dependiente de Mg2+ de las apoproteinas en las holoproteinas es catalizada por las 4’-fosfopanteteina
transferasas (PPTasas). Es ventajoso (sobre)-expresar una PPTasa con una amplia especificidad para el sustrato.
Una PPTasa de este tipo es codificada, por ejemplo, por el gen gsp procedente de Bacillus brevis (Borchert et al.
1994, J. Bacteriolgy, 176, 2458-2462).

Un hospedador puede incluir adecuadamente una o0 mas de las modificaciones segln se mencionan arriba. Un
hospedador preferido es una cepa de Penicillium chrysogenum.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un procedimiento para preparar un polipéptido de acuerdo con la
invencion, cultivando una célula hospedadora (p. €j. transformada con un vector o casete de expresion segin se
describe arriba) bajo condiciones que conducen a la expresion (por parte del vector o casete) del polipéptido de
acuerdo con la invencion, y opcionalmente recuperar el polipéptido expresado. El polipéptido se puede producir en
forma de una proteina secretada, en cuyo caso la secuencia de polinucledtidos que codifica una forma madura del
polipéptido en la construccién de expresion esta operativamente enlazada a una secuencia de polinucleétidos que
codifica un péptido sefial. El polipéptido también se puede producir como una proteina de fusion, es decir,
fusionado a (parte de) otro polipéptido, por ejemplo fusionado a la proteina de union a maltosa.

Para reacciones in vitro se puede utilizar un polipéptido secretado o un extracto exento de células que comprende el
polipéptido. Opcionalmente, el polipéptido se puede purificar (parcialmente) antes de su uso.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona un procedimiento para preparar un compuesto de B-lactama
cultivando una célula hospedadora del aspecto previo bajo condiciones para proporcionar la expresion del o de los
polipéptidos de IPNS y/o NRPS segln se describen en esta memoria y que conduce a la producciéon de un
compuesto de B-lactama y, opcionalmente, recuperar el compuesto de B-lactama. De acuerdo con la invencién, el
compuesto de B-lactama que se produce es un compuesto de (3-lactama N-acilado, en donde la cadena lateral de
N-acilo es una cadena lateral de N-a-aminohidroxifenilacetiio o una cadena lateral N-a-aminofenilacetilo.
Ventajosamente, la presente invencion describe la produccion totalmente fermentativa de antibiéticos de B-lactama
de este tipo. Ejemplos de antibidticos de B-lactama de este tipo son amoxicilina, ampicilina, cefadroxil y cefalexina.

Las células hospedadoras de acuerdo con la invencidon se pueden cultivar utilizando procesos conocidos en la
técnica. Para cada una de las combinaciones de un promotor y una célula hospedadora, estan disponibles
condiciones de cultivo que conducen a la expresion del polipéptido de la invencion. Después de alcanzar la
densidad celular o titulo del polipéptido deseado, se detiene el cultivo y el polipéptido se recupera utilizando
procesos conocidos. Adicionalmente, se pueden establecer condiciones de fermentacion que conduzcan a la
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produccion de una B-lactama.

El medio de fermentaciéon puede comprender un medio de cultivo conocido que contiene una fuente de carbono (p.
ej. glucosa, maltosa, melaza), una fuente de nitrégeno (p. ej. sulfato de amonio, nitrato de amonio, cloruro de
amonio, fuentes de nitrégeno organico, p. €j. extracto de levadura, extracto de malta, peptona), vitaminas y otras
fuentes nutrientes inorganicas (p. ej. fosfato, magnesio, potasio, zinc, hierro, elementos traza, etc.). Opcionalmente,
se puede incluir un inductor.

La seleccion del medio apropiado se puede basar en la eleccion del hospedador de la expresion y/o se puede basar
en los requisitos reguladores de la construccion de expresiéon. Medios de este tipo son conocidos por los expertos
en la técnica. Si se desea, el medio puede contener componentes adicionales que favorezcan a los hospedadores
de expresion transformados frente a otros microorganismos potencialmente contaminantes. También puede ser
necesario suplementar el medio con compuestos precursores para los compuestos de B-lactama a producir. Por
ejemplo, puede ser necesario, dependiendo del hospedador que se utilice, incluir los aminoéacidos Hpg o Pg en el
medio de cultivo. Si es asi, estos aminoacidos se afiaden preferiblemente en forma de una alimentacién separada.

La fermentacién se puede realizar a lo largo de un periodo de 0,5-30 dias. Puede ser un proceso en tandas,
continuo o en tandas alimentadas, adecuadamente a una temperatura en el intervalo entre 0 y 45°C y, por ejemplo,
a un pH entre 2 y 10. Condiciones de fermentacion preferidas son una temperatura en el intervalo entre 20 y 37°C
y/o un pH entre 3 y 9. Las condiciones apropiadas se seleccionan habitualmente en base a la elecciéon del
hospedador de expresion y de la proteina y/o compuesto de B-lactama a expresar. Después de la fermentacion, si
es necesario, las células se pueden separar del caldo de fermentacion por medio de centrifugacion o filtracion.
Después de haberse detenido la fermentacion y/o después de la separacion de las células, el polipéptido de la
invencion o el compuesto de B-lactama producido puede recuperarse utilizando medios convencionales. La
recuperacion puede incluir etapas de purificacidn y/o extraccion y/o cristalizacion.

Convenientemente, el polipéptido de la invencion o el compuesto de B-lactama se combina con vehiculos o
diluyentes adecuados (sélidos o liquidos) incluidos tampones para producir una composicién de polipéptidos o
compuestos de B-lactama. El polipéptido o el compuesto de B-lactama se puede fijar a o0 mezclar con un vehiculo, p.
ej. inmovilizar sobre un vehiculo soélido. Asi, la presente invencidon proporciona en un aspecto adicional una
composicion que comprende un polipéptido de la invencidn o un compuesto de B-lactama. Este puede estar en una
forma adecuada para el envasado, transporte y/o almacenamiento, preferiblemente en los casos en los que se
conserva la actividad del polipéptido. Las composiciones pueden ser en forma de pasta, liquido, emulsion, polvo,
copos, granulado, granulo u otra forma de material extrudido.

EJEMPLOS
Materiales y métodos generales

Se llevaron a cabo procesos de ADN convencionales segun se describe en otra parte (Sambrook, J. et al., 1989,
Molecuar cloning: a laboratory manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva
YorK), a menos que se establezca de otro modo. Se amplific6 ADN utilizando la enzima correctora de errores
Phusion polimerasa (Finnzymes). Enzimas de restriccion procedian de Invitrogen o New England Biolabs. El
crecimiento fungico se realizé en un medio mineral que contenia (g/L): glucosa (5); lactosa (80); urea (4,5);
(NH4)2S04 (1,1); NaS04 (2,9); KH2PO4 (5,2); KoHPO4 (4,8) y 10 mL/L de una disolucion de elementos traza A que
contiene acido citrico (150); FeS04.7H,O (15); MgS0.4.7H.O (150); HsBOs (0,0075); CuSO..5H,O (0,24);
C0S04.7H20 (0,375); ZnS04.7H20 (5); MnS0O4.H,0 (2,28); CaCl,.2H,0 (0,99); pH antes de la esterilizacion 6,5.
Como medio rico se utilizé YEPD, que contenia (g/L): extracto de levadura (10); peptona (10); glucosa (20). Los
cultivos se incubaron a 25°C en un agitador orbital a 280 rpm durante 72-168 h.

Se llevaron a cabo transformaciones de Penicillium chrysogenum con la cepa Wisconsin 54-1255 (ATCC 28089).
También son adecuadas otras cepas de P. chrysogenum, incluidos mutantes de la cepa Wisconsin 54-1255, que
tienen un rendimiento mejorado de B-lactama. Un ejemplo de una cepa de este tipo es CBS 455.95. Ademas de
ello, también son adecuadas cepas de P. chrysogenum con mutaciones o deleciones que conducen a la ausencia o
a una disminucion de la produccién de B-lactama en calidad de hospedadores de la transformacion, por ejemplo
cepas en donde los racimos de genes [B-lactama estan suprimidos segun se describe en la solicitud de patente
PCT/EP2007/054045.

La transformacién de P. chrysogenum se realiz6 segun se describe en el documento W02004/106347.
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Ejemplo 1

Cultivo de Penicillium chrysogenum y analisis de tripéptidos no naturales tales como DLD-Hpg-Cys-Val o
DLD-Pg-Cys-Val

Penicillium chrysogenum se cultivé en medio mineral (25 mL) durante 96 h a 25°C. Opcionalmente, se hicieron
crecer cultivos con o sin aminoacidos tales como L-Hpg (concentracién final 1 mM) o L-Pg (concentracion final 1
mM). Al término de la fermentacion, el micelio se retir6 mediante centrifugacién o filtracion, y el micelio se lavé con
sal fisiologica. Tanto el micelio como el medio se sometieron a ensayo en cuanto a tripéptidos tales como DLD-Hpg-
Cys-Val y DLD-Pg-Cys-Val utilizando técnicas MS tales como LC-MS/MS. Como patrones se utilizaron tripéptidos de
DLD-Hpg-Cys-Val y DLD-Pg-Cys-Val sintetizados de forma tradicional. Como resultado, ni en el micelio ni en el
medio se identificaron tripéptidos tales como DLD-Hpg-Cys-Val y DLD-Pg-Cys-Val. Como conclusion P.
chrysogenum no produce estos tripéptidos no naturales.

Ejemplo 2

Clonacion del médulo péptido sintetasa no ribosomal y casetes de dominio

2a. Clonacion de fragmentos del moédulo de NRPS que catalizan la incorporacion y subsiguiente
epimerizacion de L-Hpg en D-Hpg

ADN cromosémico se aisld de Streptomyces coelicolor A3(2). Subsiguientemente, se llevaron a cabo reacciones
PCR, afladiendo DMSO al 3-8% a las mezclas de reaccion, ademas de ello, empleando condiciones
convencionales. Se utilizaron los siguientes oligonucleotidos: HpgFw1 (caccatggcgacgctgccggaactgttc; SEQ ID NO:
12) y HpgRev1 (tcaattaattaaccactc-ggactcaaggtcggac; SEQ ID NO: 13). El fragmento de PCR Hpgl resultante,
proporcionando un tridominio ATE de modulo 6 de CDA | sintetasa de S. coelicolor, se clon6 en un vector
pENTR/SD/D-Topo (Invitrogen, Holanda, dando como resultado el plasmido pHpg1l.

2 b. Sintesis a medida de un fragmento de moédulo de NRPS sintético que cataliza la incorporacién y
subsiguiente epimerizacion de L-Pg en D-Pg.

Se sintetiz6 a medida un fragmento de ADN sintético que consistia en la secuencia de ADN de acuerdo con SEQ ID
NO: 5 (DNA 2.0, Menlo Park, CA, EE.UU.). El fragmento de ADN alberga un tridominio ATE. El fragmento AT
procedia del modulo C-terminal de la proteina SnbD de S. pristinaspiralis pristinamicina sintetasa, el dominio E se
tomd del médulo 6 de la CDA sintetasa de S. coelicolor.

El fragment de ADN se cloné en el vector pCR-Blunt (Invitrogen), utilizando el Protocolo suministrado por el
suministrador, proporcionando el vector pPg1.

2 c. Clonacién de los fragmentos bi-modulares de NPRS especificos para la incorporacidon de cisteina y
valina

Para este experimento, se tomaron como moldes los genes de ACV (3(L-a-aminoadipato)-L-cisteina, D-valine)
tripéptido sintetasa de Penicillium chrysogenum y Nocardia lactamdurans. Se llevaron a cabo amplificaciones por
PCR utilizando moldes cromosémicos de ADN de cualquier organismo. Para P. chrysogenum, se emplearon los
siguientes oligonucledtidos: el par oligo PcM2M3fwl (caccttaattaatgaggagaatgcagcaacggac; SEQ ID NO: 14) y
PcM2M3revl (tcaatagcgagcgaggtgttc; SEQ ID NO: 15), dando como resultado el fragmento PcM2M3_1
(organizacion del dominio CATCATETe), el par oligo PcM2M3fw2 (caccactagtctggagtatctctcatctatc; SEQ ID NO: 16)
y PcM2M3revl (tcaatagcgagcgaggtgttc; SEQ ID NO: 15), dando como resultado el fragmento PcM2M3_2.
(organizacion del dominio ATCATETe). El fragmento PcM2M3_1 se cloné en pENTR/SD/D-Topo, proporcionando
pPcM2M3_1, y clonando el fragmento PcM2M3_2 en el mismo vector dieron el plasmido pPcM2M3_2. De una
manera analoga, se llevaron a cabo amplificaciones por PCR con ADN cromosdmico de Nocardia lactamdurans.
Reacciones utilizando los oligonucleétidos NIM2M3fwl (caccttaattaatgccgaagaggtcaccacc; SEQ ID NO: 17) y
NIM2M3revl (ggtcatcgctccctagg; SEQ ID NO: 18) dieron el fragmento de ADN NIM2M3_1 (organizacion del
dominio CATCATETe), mientras que reacciones con los oligos NIM2M3fw2 (caccactagtctcatctcaccgtcgatg; SEQ ID
NO: 19) y NIM2M3revl (ggtcatcgctccctagg; SEQ ID NO: 18) dieron como resultado el fragmento NIM2M3_2
(organizacion del dominio ATCATETe). Ambos fragmentos se clonaron finalmente en vectores pENTR/SD/D-Topo,
proporcionando los plasmidos pNIM2M3_1y pNIM2M3_2, respectivamente.

2 d. Clonacién del fragmento del dominio de condensacién de NRPS especifico para la formacion del enlace
peptidico entre un D-y un L-aminoacido
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Se clonaron dos dominios de condensacion diferentes con estereoquimica Dci. El primer dominio de amplifico
mediante PCR a partir de CDAI sintetasa utilizando ADN cromosomico de Streptomyces coelicolor, empleando los
oligo-nucleétidos sc_C_fw (caccttaattaatagccagcaaccgacccgtgcg; SEQ ID NO: 20) y sc_C-rev
(ttactagtgtcgcgggcegtacgectegte; SEQ ID NO: 21), proporcionando el fragmento sc_C. El segundo fragmento, que
consistia en el dominio C de °C_ de NRPS procedente del médulo C2 de la iturina sintetasa ItuC de B. subtilis de
acuerdo con SEQ ID NO: 22, se sintetiz6 a medida y se denominé Bs_C. Ambos fragmentos se clonaron en el
vector pENTR/SD/D-Topo, dando como resultado los plasmidos pSC_C y pBS_C, respectivamente.

Ejemplo 3

Construccion de genes del tripéptido de peptide sintetasa no ribosomal mediante fusion del moédulo de
NRPS clonado y casetes del dominio

El plasmido pHpgl se digirié con las enzimas de restriccion Pacl y Ascl, dando como resultado un fragmento de
ADN de 5,9 kb que contiene el gen del médulo de NRPS especifico para Hpg y la mayor parte de la secuencia del
vector. El plasmido pPcM1M2_1 se cort6 con Ascl y Pacl, mostrando un fragmento de ADN de 8,5 kb. El ligamiento
de este fragmento y el fragmento de 5,9 kb procedente de pHpgl dio el vector pSCPCHibridol. Los plasmidos
pPcM1M2_2, pSC_C se restringieron con Spel y Ascl, dando como resultado fragmentos de 7,0 kb y 1,4 kb,
respectivamente. Ambos fragmentos se ligaron y dieron el plasmido pPcM1M2_3. El plasmido pPcM1M2_3 vy el
plasmido pHpgl se cortaron con Pcil y Pacl, dando fragmentos de ADN de 12 kb y 4,5 kb, respectivamente. El
ligamiento de los dos fragmentos dio como resultado la construccién final pSCSC_C_PCM2M3Hybrid1l. Una
restriccion adicional de pSC_SC_C_PCM2M3Hybridl y pBS_C con Pacl y Spel condujo a fragmentos de 16 kb
(pSC_SC_C_PCM2M3Hybridl sin el dominio C del médulo 2 de ACV sintetasa) y 1,4 kb (dominio C de Bacillus
subtilis), respectivamente. El ligamiento de los dos fragmentos dio el plasmido pSC_BS_C_PCM2M3Hybrid2.

La restriccion de pHpgl y pNIM1M2_1 con Pacl y Aflll dio fragmentos de ADN de 3,7 kb y 8,8 kb. El ligamiento de
ambos fragmentos proporciond el plasmido pSCNLHibridol. Los plasmidos pSC_SC_C_PCM2M3Hybridl y
pNIM1M2_2 se restringieron con Spel y Aflll, dando como resultado una organizacién de tetradominio de 4 kb
(organizacion de tetradominio ATEC del mddulo Hpg y el dominio (D)C(L)) y fragmentos de 7 kb (organizacion
ATCATETe), respectivamente. El ligamiento de los dos fragmentos dio el plasmido pSC_SC_C_NLM2M3Hybrid1.
Por analogia, los plasmidos pSC_BS_C_PCM2M3Hybridl y pNIM1M2_2 se restringieron con Spel y Aflll, dando
como resultado fragmentos de 4 kb (organizacion de tetradominio ATEC procedente del médulo Hpg y el dominio
(D)C(L)) y 7 kb (organizacion ATCATETe), respectivamente. El ligamiento proporcioné el plasmido
pSC_BS_C_NLM2M3Hybrid2.

Para la construccion de un gen de fusion de péptido sintetasa no ribosomal especifico para fenilglicina, los
plasmidos pPgl y pSC_SC_C_NLM2M3Hibridol se restringieron cada uno con las enzimas de restriccion Aflll y
Pacl. El fragmento de ADN de 3,4 kb que alberga el tridominio ATE NRPS) de pPgl se ligd en los fragmentos de
vector de 14 kb obtenidos mediante restriccion de pSC_SC_C_NLM2M3Hybrid1, dando como resultado el plasmido
pPg_SC_C_NIM2M3Hybrid1. Por analogia, si el vector pSC_SC_C_NLM2M3Hybrid1l se reemplaz6 por el vector
pSC_BS_C_NLM2M3Hybrid2, el plasmido resultante era pPg_BS_C_NIM2M3Hybrid2.

Ejemplo 4

Construccion de un vector de destino de la expresion Gateway® de Penicillium chrysogenum para péptido
sintetasas no ribosomales hibridas

El plasmido pPT12, que alberga la casete promotor-terminador, flanqueada por Notl, procedente de IPN sintasa de
Penicillium chrysogenum fue digerido con Notl (para la descripcion del vector, véase Theilgaard et al. 2000,
Biotechnology and Bioengineering, 72, 380-387). La casete de promotor-terminador de IPNS, asi obtenida, se clon6
en pBluescriptll SK (Stratagene, Holanda), que también fue tratado con Notl. El ligamiento condujo a pProductl. El
plasmido pProductl se restringié con BamH1 y Xhol. Adicionalmente, se sintetizd6 a medida un fragmento de ADN
que alberga una casete de resistencia a fleomicina bajo el control de un promotor gpdA. La casete tiene una
secuencia de acuerdo con SEQ ID NO: 23.

Después de la restriccion de este fragmento de ADN sintetizado a medida con BamHI y Xhol, el ADN resultante se
ligd en el vector pProductl (que se abrié con BamH1, Xhol). El plasmido resultante se denomin6 pProduct2. En una
etapa de clonacion final, un fragmento de ADN que contiene una casete attR1-cat-ccdB-attR2 (resistencia a
cloranfenicol y un gen de toxicidad para E. coli) se amplific6 mediante PCR a partir de un vector de destino
Gateway® tal como pET-DEST42 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). Se utilizaron los siguientes oligonucleoétidos:
dir: ttatcgatttgcataaaaaacagac (SEQ ID NO: 24), inv: ttatcgatgcttaccttcaagcttcg (SEQ ID NO: 25). El fragmento de
ADN resultante se restringié con Clal y subsiguientemente se cloné en pProduct2 que fue previamente abierto
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asimismo mediante digestion con Clal. Aqui, se rastrearon plasmidos que albergaban el fragmento attR1-cat-ccdB-
attR2 en una orientacion tal que attR1 se fusiona a continuacion del promotor Pipns de IPNS. El vector de destino
Gateway® resultante se denomin6é pDEST-Pcexprl.

Ejemplo 5

Construccion de construcciones de expresion de P. chrysogenum para péptido sintetasas no ribosomales

Para la construccion de construcciones de expresién de P. chrysogenum, se llevé a cabo una reaccion de LR-
clonasa Gateway® utilizando condiciones convencionales segun se describe por Invitrogen. Para protocolos
detallados, véanse los manuales para la tecnologia Gateway® en http://www.invitrogen.com. Para la reaccién, cada
uno de los vectores de entrada pSCNLHybridl, pSC_SC_C_NLM2M3Hybridl y pSC-BS_C_NLM2M3Hybrid2 se
incubaron con el vector de destino Gateway® pDEST-Pcexprl. Véase la Tabla 1 para los nombres de plasmido de
expresion resultantes.

Alternativamente, para la construccion de construcciones de expresion de P. chrysogenum, las construcciones que
contenian los genes NRPS de tripéptidos tratados mediante ingenieria se enlazaron funcionalmente a la casete de
promotor-terminador flanqueada por Notl procedente del gen pcbC de Penicillium. chrysogenum (para la
descripcion del vector, véase Theilgaard et al. 2000, Biotechnology and Bioengineering, 72, 380-387) mediante PCR
de fusién. Véase la Tabla 1 para los nombres de plasmidos de expresion resultantes.

Tabla 1

Vector de ENTRADA utilizado en la Reaccién LR Vector de expresion resultante
pSCNLHybrid1 PEXPR-NRPS4
pSC_SC_C_NLM2M3Hybrid1 pEXPR-NRPS5

pSC_BS C NLM2M3Hybrid2 PEXPR-NRPS6
pPG_SC_C_NIM2M3Hybrid1l pEXPR-NRPS7
pPG_BS_C_NIM2M3Hybrid2 PEXPR-NRPS8

Ejemplo 6

Transformacién de Penicillium chrysogenum con el plasmido pEXPR-NRPS4 linearizado, cultivo y analisis
de tripéptidos

En experimentos independientes, Penicillium chrysogenum se transformé con pEXPR-NRPS4 que se linearizé
antes de la transformacion con enzimas adecuadas que cortan en la cadena principal del vector, tal como Psil o
Pcil. La seleccién de transformante se realiz6 en placas de agar con medio mineral con 50 g/mL de fleomicina y
sacarosa 1 M. Colonias resistentes a fleomicina que aparecen en estas placas de regeneracion de protoplastos se
volvieron a sembrar sobre placas de agar de fleomicina recientes sin la sacarosa y se hicieron crecer hasta la
esporulacion. Los transformantes resistentes a fleomicina se rastrearon a través de la PCR de la colonia en cuanto
a la presencia de genes NRPS. Para ello un pequefio trozo de colonia se suspendié en 50 L de tampén TE
(Sambrook et al., 1989) y se incub6 durante 10 min a 95°C. Para desechar los residuos de células, la mezcla se
centrifugd durante 5 min a 3000 rpm. El sobrenadante (5 L) se utiliz6 como un molde para la reacciéon PCR con
Super-Taq procedente de HT Biotechnology Ltd. Las reacciones PCR se analizaron en el E-gel96 de Invitrogen.

Se utilizaron los siguientes oligonucledtidos en el rastreo por PCR de la colonia (véase SEQ ID NO: 26 y SEQ ID
NO: 27):

Plasmido transformado: PEXPR-NRPS4
Oligo-nucledtidos para la PCR de la colonia: Dir: GCCTGGTGCCTGATGC
Inv.: GGTGTGGTCGGAGACG

El tamafio esperado de estas reacciones PCR era 303 pb.

Los clones positivos fueron sometidos a una etapa de purificacion adicional en placas de agar de fleomicina
recientes sin la sacarosa. Subsiguientemente, se hicieron crecer en medio mineral segun se describe en “Materiales
y Métodos Generales”. Adicionalmente, el aminoacido L-Hpg (4-hidroxifenilglicina) o L-Pg (fenilglicina) se afiadi6é a
una concentracion final de 1 mM, dependiendo de qué tripéptido se analizara. El cultivo se llevé a cabo a escala de
matraces agitadores o0 en placas de microtitulacion de 24 pocillos. Al término de la fermentacion, el micelio se
separ6 mediante centrifugacion o filtracion, y el micelio se lavé con sal fisiologica. Tanto el micelio como el medio se
sometieron a ensayo en cuanto a tripéptidos tales como DLD-Hpg-Cys-Val (en el caso de que L-Hpg se afiadiera al
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medio) y DLD-Pg-Cys-Val (en el caso de que L-Pg se afiadiera al medio) utilizando técnicas MS tales como LC-
MS/MS. Como patrones se utilizaron tripéptidos de DLD-Hpg-Cys-Val y DLD-Pg-Cys-Val sintetizados a medida.
Como resultado, ni en el micelio ni en el medio se identificaron tripéptidos tales como los tripéptidos de DLD-Hpg-
Cys-Val y DLD-Pg-Cys-Val. Como conclusion, P. chrysogenum, no produce estos tripéptidos no naturales si se
integraron construcciones de casetes de expresion de NRPS tales como pEXPR-NRPS4.

Ejemplo 7

Transformacion de Penicillium chrysogenum con los plasmidos pEXPR-NRPS5 y pEXPR-NRPS6
linearizados, cultivo y produccién del tripéptido DLD-Hpg-Cys-Val

En experimentos independientes, Penicillium chrysogenum se transformé con pEXPR-NRPS5 o pEXPR-NRPS6 que
se linearizaron antes de la transformacion con enzimas adecuadas que cortan en la cadena principal del vector, tal
como Psil o Pcil. La transformacién de P. chrysogenum se llevé a cabo bajo condiciones descritas, p. €. en el
documento W0O2004/106347. La seleccién de transformantes se realizé en placas de agar con medio mineral con
50 g/mL de fleomicina y sacarosa 1 M. Colonias resistentes a fleomicina que aparecen en estas placas de
regeneracion de protoplastos se volvieron a sembrar sobre placas de agar de fleomicina recientes sin la sacarosa y
se hicieron crecer hasta la esporulacion. Los transformantes resistentes a fleomicina se rastrearon a través de la
PCR de la colonia en cuanto a la presencia de genes NRPS. Para ello un pequefio trozo de colonia se suspendi6 en
50 L de tampdn TE (Sambrook et al., 1989) y se incubd durante 10 min a 95°C. Para desechar los residuos de
células, la mezcla se centrifugd durante 5 min a 3000 rpm. El sobrenadante (5 L) se utiliz6 como un molde para la
reaccion PCR con Super-Taq procedente de HT Biotechnology Ltd. Las reacciones PCR se analizaron en el E-gel96
de Invitrogen.

Se utilizaron los siguientes oligonucledtidos en el rastreo por PCR de la colonia (véase SEQ ID NO: 26 y SEQ ID
NO: 27):

Plasmido transformado: pPEXPR-NRPS5 0 pEXPR-NRPS6
Oligo-nucledtidos para la PCR de la colonia: Dir: GCCTGGTGCCTGATGC
Inv.: GGTGTGGTCGGAGACG

El tamafio esperado de estas reacciones PCR era 303 pb.

Los clones positivos fueron sometidos a una etapa de purificacion adicional en placas de agar de fleomicina
recientes sin la sacarosa. Subsiguientemente, se hicieron crecer en medio mineral segun se describe en “Materiales
y Métodos Generales”. Adicionalmente, el aminoacido L-Hpg (4-hidroxifenilglicina) o L-Pg (fenilglicina) se afiadi6 a
una concentracion final de 1 mM, dependiendo de qué tripéptido se analizara. El cultivo se llevé a cabo a escala de
matraces agitadores o en placas de microtitulacion de 24 pocillos. Al término de la fermentacion, el micelio se
separé mediante centrifugacion o filtracién, y el micelio se lavé con sal fisioldgica. Tanto el micelio como el medio se
sometieron a ensayo en cuanto a tripéptidos tales como DLD-Hpg-Cys-Val (en el caso de que L-Hpg se afiadiera al
medio) y DLD-Pg-Cys-Val (en el caso de que L-Pg se afiadiera al medio) utilizando técnicas MS tales como LC-
MS/MS. Como patrones se utilizaron tripéptidos de DLD-Hpg-Cys-Val y DLD-Pg-Cys-Val sintetizados a medida. El
micelio y el sobrenadante mostraron niveles significativos del tripéptido DLD-Hpg-Cys-Val. El control negativo, para
el que se empled una cepa de P. chrysogenum no transformada Wisconsin 54-1255 (ATCC 28089) no mostro
formacion del tripéptido DLD-Hpg-Cys-Val. Este resultado proporciona una prueba de que las péptido sintetasas no
ribosomales tratadas mediante ingenieria transformadas producen el tripéptido no natural DLD-Hpg-Cys-Val.

Ejemplo 8

Transformacién de Penicillium chrysogenum con los plasmidos pEXPR-NRPS7 y pEXPR-NRPS8
linearizados, cultivo y produccion del tripéptido DLD-Pg-Cys-Val

En experimentos independientes, Penicillium chrysogenum se transformé con pEXPR-NRPS7 o pEXPR-NRPS8 que
se linearizaron antes de la transformacion con enzimas adecuadas que cortan en la cadena principal del vector, tal
como Psil o Pcil. La transformacion de P. chrysogenum se llevé a cabo bajo condiciones descritas, p. €. en el
documento W02004/106347. La seleccion de transformantes se realizd en placas de agar con medio mineral con
50 g/mL de fleomicina y sacarosa 1 M. Colonias resistentes a fleomicina que aparecen en estas placas de
regeneracion de protoplastos se volvieron a sembrar sobre placas de agar de fleomicina recientes sin la sacarosa y
se hicieron crecer hasta la esporulacion. Los transformantes resistentes a fleomicina se rastrearon a través de la
PCR de la colonia en cuanto a la presencia de genes NRPS. Para ello un pequefio trozo de colonia se suspendié en
50 L de tampoén TE (Sambrook et al., 1989) y se incub6 durante 10 min a 95°C. Para desechar los residuos de
células, la mezcla se centrifugd durante 5 min a 3000 rpm. El sobrenadante (5 L) se utiliz6 como un molde para la
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reaccion PCR con Super-Taq procedente de HT Biotechnology Ltd. Las reacciones PCR se analizaron en el E-gel96
de Invitrogen.

Se utilizaron los siguientes oligonucle6tidos en el rastreo por PCR de la colonia (véase SEQ ID NO: 26 y SEQ ID
NO: 27):

Plasmido transformado: pPEXPR-NRPS7 o pEXPR-NRPS8
Oligo-nucleoétidos parala PCR de la colonia: Dir: GCCTGGTGCCTGATGC
Inv.: GGTGTGGTCGGAGACG

El tamafio esperado de estas reacciones PCR era 303 pb.

Los clones positivos fueron sometidos a una etapa de purificacion adicional en placas de agar de fleomicina
recientes sin la sacarosa. Subsiguientemente, se hicieron crecer en medio mineral segun se describe en “Materiales
y Métodos Generales”. Adicionalmente, el aminoacido L-Hpg (4-hidroxifenilglicina) o L-Pg (fenilglicina) se afiadi6é a
una concentracion final de 1 mM, dependiendo de qué tripéptido se analizara. El cultivo se llevé a cabo a escala de
matraces agitadores o en placas de microtitulacion de 24 pocillos. Al término de la fermentacién, el micelio se
separd mediante centrifugacion o filtracion, y el micelio se lavo con sal fisiologica. Tanto el micelio como el medio se
sometieron a ensayo en cuanto a tripéptidos tales como DLD-Pg-Cys-Val (en el caso de que L-Pg se afadiera al
medio) utilizando técnicas MS tales como LC-MS/MS. Como patrones se utilizaron tripéptidos de DLD-Hpg-Cys-Val
y DLD-Pg-Cys-Val sintetizados a medida. El micelio y el sobrenadante mostraron niveles significativos del tripéptido
DLD-Pg-Cys-Val. El control negativo, para el que se empleé una cepa de P. chrysogenum no transformada
Wisconsin 54-1255 (ATCC 28089) no mostro formacion del tripéptido DLD-Pg-Cys-Val. Este resultado proporciona
una prueba de que las péptido sintetasas no ribosomales tratadas mediante ingenieria transformadas producen el
tripéptido no natural DLD-Pg-Cys-Val.

Ejemplo 9

Produccién in vitro de amoxicilina mediante conversion de DLD-HpgCV

Tres construcciones diferentes que contenian los genes pcbC de Penicillium chrysogenum (pAJL-pcbC), Nocardia
lactamdurans (pAJL-pcbC-NL) y Aspergillus nidulans (pXTN313) se inocularon a partir de un material de glicerol y
se hicieron crecer durante una noche a 37°C en 2xTY y 35 ug de cloranfenicol por ml. Los genes pcbC respectivos
codifican IPNSs que estan siendo producidas como proteinas de fusion con MBP (proteina de unién a maltosa),
codificadas por el gen malE de Escherichia coli. Los genes de fusion malE-pcbC estan bajo el control del promotor
tac inducible por IPTG.

ADN del plasmido se aislé de los cultivos de una noche. EI ADN aislado se utilizé para transformar TOP10 de E. coli
(Invitrogen). Se utilizdé una colonia aislada para inocular 10 ml de 2xTY suplementado con 35 ug de cloranfenicol por
ml. Después de incubacion durante una noche a 37°C y 280 rpm, se midi6 la DO®*®. Las cepas se diluyeron hasta
100 ml de medio reciente hasta una DO®® final de 0,015. Se permitio el crecimiento a 37°C y 280 rpm hasta que la
DO’ alcanzé un valor entre 0,4 y 0,6. Se afiadié IPTG hasta una concentracién final de 0,5 mM. La incubacion se
continué a 22°C y 220 rpm durante una noche.

Las células se recolectaron mediante centrifugacion y se lavaron con NaCl al 0,9% en agua milliQ. Los sedimentos
de células se resuspendieron en 1,5 ml de tampé6n de extraccién (Tris.HCI 50 mM, pH 7,5; 0,5 mg de lisozima/ml,
DTT 5 mM). Se realizé un tratamiento con ultrasonidos con el fin de lisar las células. Después de la centrifugacion
durante 10 minutos a 14000 rpm en una centrifuga Eppendorf, se recogieron partes alicuotas de 200 ul y se
congelaron en nitrégeno liquido. Los extractos exentos de células congelados se almacenaron a -80°C.

Se realizaron ensayos de la actividad de IPNS con ACV y HpgCV como sustratos. Aparte de las condiciones
convencionales del ensayo para el ensayo de la actividad de IPNS, se aplicaron modificaciones a la mezcla de
ensayo con el fin de maximizar la probabilidad de éxito.

Las mezclas de reaccién eran como sigue:

Mezcla de reaccidn 1 (ensayo estandar)

Tris.HCI 30 — 50 mM pH 8,0 (preferiblemente 36 mM)

ascorbato 1 — 6,7 mM (preferiblemente 3 mM),

FeS0O4 50 uM a 2 mM (preferiblemente 86 uM)

tripéptidos 0,3 — 2 mM (preferiblemente 1,5 mM para ACV y 0,75 mM para HpgCV)
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DTT 0,75 — 4 mM (preferiblemente 3 mM)

La bis-ACV se redujo a ACV mezclando dos partes alicuotas de bis-ACV 7,5 mM con una parte alicuota de DTT 60
mM, seguido de incubacién durante 5 a 25 minutos a la temperatura ambiente. Igualmente, HpgCV se redujo antes
del ensayo real.

Mezcla de reaccion 2 (ensayo estandar)

HEPES 30 — 50 mM pH 7,0 (preferiblemente 36 mM)

ascorbato 0,1 — 0,2 mM (preferiblemente 0,1 mM),

FeSO4 1 -50 uM (preferiblemente 25 yM)

tripéptidos 0,3 — 2 mM (preferiblemente 1,5 mM para ACV y 0,75 mM para HpgCV)
TCEP 0,2 — 1,2 mM (Tris(2-carboxietil)fosfina) (preferiblemente 3 mM)

Bis-ACV y HpgCV se pre-trataron con TCEP con el fin de romper los enlaces S-S en los dimeros. Para este fin, dos
partes alicuotas de bis-ACV o HpgCV 7,5 mM se mezclaron con una parte alicuota de TCEP 20 mM, seguido de
incubacion durante 5 a 25 minutos a la temperatura ambiente.

5 pl de los CFEs que contienen las proteinas de fusion MBP-IPNS se incubaron con 595 pl de las mezclas de
reaccion arriba mencionadas. Después de 10 minutos de incubacion a 25°C, la reaccién se detuvo afiadiendo 125
ul de la reaccion con 50 pl de metanol enfriado con hielo. Después de la incubacion a -20°C durante al menos una
hora, las muestras se analizaron mediante LC/MS.

El analisis de LC/MS se realizé en un LCQ (Thermo Scientific), utilizando los siguientes ajustes:

Eluyentes Eluyente A: FA al 0,1% en agua MilliQ
Eluyente B: FA al 0,1% en agua MilliQ
Gradiente T(min) caudal (ml/min) %A %B
0,0 0,2 98 2
5,0 0,2 98 2
20,0 0,2 78 22
20,1 0,2 98 2
30,0 0,2 98 2
Columna Varian Inertsil 3 ODS 3 CP22568 150*2,1 mm 3 um

Temp. de la columna

Caudal

Volumen de inyeccion
Temp.. de la bandeja

Tiempo de retencion:
IPN

Amoxicilina
Ampicilina

MS
Instrumento

LC/MS
LC/MS/MS

LC/MS/MS/MS

intervalo m/z
micro-barridos
tiempo de inyeccion

55°C

0,2 ml/min
25 ul

4°C

Aprox. 12,2 min
Aprox. 4,9 min
Aprox. 16,5 min

LCQ (SMO05)

eje OFF ESl/pos Sonda altura n° 6, profundidad n° 3
360 iw =5,0 aa = 30%

366 iw = 5,0 aa = 30%

350 iw =5,0 aa = 30%

349 iw = 5,0 aa = 30%

MS: 200 — 1000
1
500 ms

Las muestras se diluyeron 10 veces con agua milliQ y se inyectaron 25 pl en el sistema LC/MS.

Se identificaron sustratos (ACV, HPgCV, PgCV) y productos (IPN, amoxicilina, ampicilina) en base al tiempo de
retencion (LC), el valor (MS) de la masa frente a la carga (m/z), asi como el modelo de fragmentacion tras la
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fragmentacién en el modo MS".
Los resultados se resumen en la tabla que figura a continuacion.

Tabla 2: Conversion de los sustratos ACV y HpgCV en IPN y amoxicilina, respectivamente, mediante las proteinas
de fusion MBP-IPNS de diferentes fuentes

ACV - IPN HpgCV — amoxicilina
Gen pcbhC de Mezcla de reaccion | Mezcla de reaccion 2 | Mezcla de reaccion | Mezcla de reaccién 2
origen 1 1
P. chrysogenum 16% 50% 0% 0,0006%
A. nidulans 36% 98% 0% 0,0007%
N. lactamdurans 36% 99% 0% 0,0006%

Sorprendentemente, bajo las condiciones experimentales de la mezcla de reaccion 2, MBP-IPNS es capaz de
convertir HpgCV en amoxicilina, mientras que no se convierte amoxicilina alguna bajo las condiciones de la mezcla
de reaccion 1.

Ejemplo 10

Desarrollo de un bioensayo que permite la deteccién de la conversion de DLD-HpgCV en amoxicilina

Las cepas bacterianas Escherichia coli ESS, Bacillus subtilis ATCC6633 y Micrococcus luteus ATCC9341 se
hicieron crecer durante una noche en medio 2xTY a 30°C y 280 rpm. Después de 16 horas de crecimiento, se midié
la DO®. Tipicamente, la D®* asciende a 5,0, oscilando entre 2,0y 8,0.

Se prepard una disolucion de amoxicilina a una concentracion de 7 mg/ml. Subsiguientemente, se realizaron
diluciones en serie que oscilaban entre 1 mg/l y 0,001 mg/Il. Agua milliQ servia como un control negativo.

En una microplaca de 96 pocillos, 25 pl de las diluciones en serie se pipetearon en los pocillos. Cada una de las
microplacas se prepard por duplicado. Los cultivos bacterianos durante una noche se diluyeron en medio 2xTY
reciente hasta una DO®® final de 0,01. A cada uno de los pocillos se afiadieron 150 pul de los cultivos bacterianos
diluidos. Las microplacas se cubrieron con una tapa y se incubaron durante una noche a 25°C y la microplaca
duplicada a 37°C.

Después de 16 horas de incubacion, la DO®® se ley6é en un lector de microplacas. A partir de los resultados, la
concentracion de amoxicilina seguia permitiendo leer el crecimiento no inhibido de los microorganismos de ensayo.

Tabla 3: Concentracion de amoxicilina que todavia permite el crecimiento no inhibido en medio 2xTY

Cepa [Amoxicilina] (mg/l) [Amoxicilina] (mg/l)
a 25°C a 37°C
Escherichia coli ESS (DS10031) 0,1 0,1
Bacillus subtilis ATCC6633 1,0 5
Micrococcus luteus ATCC9341 0,001 0,002
Ejemplo 11

Desarrollo de un bioensayo que permite la deteccién de la conversion de DLD-PgCV en ampicilina

Las cepas bacterianas Escherichia coli ESS, Bacillus subtilis ATCC6633 y Micrococcus luteus ATCC9341 se
hicieron crecer durante una noche en medio 2xTY a 30°C y 280 rpm. Después de 16 horas de crecimiento, se midid
la DO®®, Tipicamente, la D% asciende a 5,0, oscilando entre 2,0 y 8,0.

Se prepard una disolucion de ampicilina a una concentracion de 7 mg/ml. Subsiguientemente, se realizaron
diluciones en serie que oscilaban entre 1 mg/l y 0,001 mg/I. Agua milliQ servia como un control negativo.

En una microplaca de 96 pocillos, 25 pl de las diluciones en serie se pipetearon en los pocillos. Cada una de las
microplacas se prepard por duplicado. Los cultivos bacterianos durante una noche se diluyeron en medio 2xTY
reciente hasta una DO®® final de 0,01. A cada uno de los pocillos se afiadieron 150 pl de los cultivos bacterianos
diluidos. Las microplacas se cubrieron con un sello adhesivo permeable al gas y se incubaron durante una noche a
25°C y la microplaca duplicada a 37°C.
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Después de 16 horas de incubacion, la DO®® se ley6 en un lector de microplacas. A partir de los resultados, la

concentracion de amoxicilina seguia permitiendo leer el crecimiento no inhibido de los microorganismos de ensayo.

Tabla 4: Concentracién de ampicilina que todavia permite el crecimiento no inhibido en medio 2xTY

Cepa [Ampicilina] (mg/l) [Ampicilina] (mg/l)

a 25°C a 37°C
Escherichia coli ESS (DS10031) 0,05 0,05
Bacillus subtilis ATCC6633 0,5 2,5
Micrococcus luteus ATCC9341 0,001 0,002
Ejemplo 12

Rastreo de genes pcbC procedentes de diferentes géneros para la conversion in vitro de DLD-HpgCV en
amoxicilina

Las regiones codificadoras de genes pcbC procedentes de 11 especies fueron ordenadas en DNA 2.0 (1430
O'Brien, Drive, Suite E, Menlo Park, CA 94025, EE.UU.). Para este fin, la secuencia de ADN de la region
codificadora se tom6 como base. Se seleccionaron las siguientes especies: Cephalosporium acremonium,
Penicillium chrysogenum, Aspergillus (Emericella) nidulans, Streptomyces jumonjinensis, Nocardia lactamdurans,
Streptomyces microflavis, Lysobacter lactamgenus, Flavobacterium species, Streptomyces clavuligerus,
Streptomyces griseus, Streptomyces cattleya.

La secuencia del coddn de inicid se cambié a CATATG, el sitio de reconocimiento de Ndel, con el fin de facilitar las
futuras etapas de clonacion. De igual manera, un sitio Nsil (ATGCAT) se introdujo inmediatamente detrds del codén
de terminacion. Sitios Nsil y Ndel internos se separaron lo mas posible.

Los plasmidos que portan los genes pcbC se cortaron con Nsil y Ndel, y la regién codificadora del gen pcbC se
aislo y subclond en el vector pSJ127 que se cortd con las mismas enzimas. De esta manera, la region codificadora
del gen pcbC se clona en marco con el gen malE que codifica la proteina de uniéon a maltosa, bajo el control de un
promotor inducible. Tras la induccion de la expresion, se sintetizara una proteina de fusidon que consistira en la
proteina de unién a maltosa en el extremo N de la proteina de fusion e IPNS en el extremo C.

TOP10 de E. coli, transformado con los plasmidos malE-pcbC, se hizo crecer en medio 2xTY que contenia 35 ug de
cloranfenicol/ml durante una noche a 37°C y 280 rpm. Al dia siguiente, se midié la DO y las células se diluyeron
en medio reciente hasta una DO® final de 0,015. Las células se hicieron crecer adicionalmente (37°C, 280 rpm)
hasta que la DO%? alcanzo6 un valor de 0,4 — 0,6. IPTG se afiadi6 hasta una concentracion final de 0,5 mM. El
crecimiento prosiguié a 22°C, 280 rpm durante una noche. Las células se recolectaron mediante centrifugacion
durante 10 minutos a 5000 rpm y 4°C. Las células se lavaron con disolucion de NacCl al 0,9% y se sedimentaron de
nuevo mediante centrifugacion. Los sedimentos de células se congelaron a -20°C durante al menos 16 horas.

Sedimentos de células se resuspendieron en 1,5 ml de tampén de extraccion (Tris.HCI 50 mM, pH 7,5; DTT 5 mM) y
los extractos se realizaron mediante tratamiento con ultrasonidos. Los extractos se centrifugaron con el fin de
separar el desecho celular en una centrifuga Eppendorf (10 minutos, 14000 rpm, 4°C). El sobrenadante (extracto
exento de células, CFE) se repartié en partes alicuotas en tubos Eppendorf recientes y se congeld en nitrégeno
liquido y subsiguientemente se almacen6 a -80°C.

La conversion de HpgCV en amoxicilina se sometié a ensayo como sigue. Primeramente, el sustrato HpgCV se
redujo mezclando 500 pl de HpgCV 200 mM y 500 pl de TCEP 20 mM, seguido de incubacion a 25°C durante 10
minutos. En segundo lugar, se preparo la siguiente mezcla de ensayo (para 10 reacciones): 300 ul de FeS04.7H,0
0,5 mM; 480 pl de ascobato 1,25 mM; 4270 ul de HEPES 50 mM (pH 7,0). El ensayo se inicié6 mezclando 90 ul de
sustrato reducido, 505 ul de mezcla de ensayo y 5 pl del CFE, que contenia la proteina de fusion MBP-IPNS.

La mezcla de reaccion se incub6 a 25°C durante 10 minutos.

25 pl de la mezcla de reaccion se mezclaron con 150 pl de un cultivo de una noche diluido de Micrococcus luteus
en 2xTY (DO = 0,01) en una microplaca. Con el fin de verificar que cualquier posible inhibicién del crecimiento fue
causada por la formacién de amoxicilina, cada una de las muestras también se sometié a ensayo en presencia de

B-lactamasa (Penase® de BBL Difco), que escinde el anillo de B-lactamay, con ello, inactiva la actividad antibiética.

La microplaca se cubrié con una tapa y se incub6 durante una noche a 30°C y 550 rpm. La DO®® se leyé en un
lector de microplacas.
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Sorprendentemente, las proteinas de fusion MBP-IPNS que proceden de los genes pcbhC de A. nidulans asi como
de S. clavuligerus mostraron ambas una inhibicién del crecimiento de M. luteus, el cual crecia por completo en
presencia de Penase®, indicando que la inhibicién era debida a la formacion de amoxicilina procedente de DLD-
HpgCV.

Esto se confirm6 mediante andlisis LC-MS/MS. Para este fin, la reaccion se detuvo afiadiendo 125 pl de mezcla de
reaccion con 50 pl de metanol (-20°C). Las muestras se incubaron durante al menos 1 hora a -20°C. Se realiz6 una
etapa de centrifugacién (14000 rpm durante 15 minutos a 4°C), seguido de analisis LC-MS/MS (véase el Ejemplo 9).
Los resultados confirmaron los resultados del bioensayo.

Como control se incluyé LLD-ACV. De hecho, como era de esperar, casi todas las proteinas de fusion MBP-IPNS
formaban IPN (isopenicilina N). La adicion de Penase® a la mezcla de reaccion suprimié el efecto observado. De
nuevo, los resultados fueron confirmados mediante LC-MS/MS.

Ejemplo 13

Tratamiento mediante ingenieria genética de genes pcbC

Los clones pSJ-AnIPNS (gen pcbC de A. nidulans) y pSJ-ScIPNS (gen pcbC de S. clavuligerus) se sometieron a
PCR propensa a error (EP-PCR), utilizando el kit Diversify PCR de Clontech de acuerdo con las directrices del
suministrador. En sintesis, el numero de errores introducidos por la PCR se puede modificar aplicando diferentes
condiciones de la PCR.

Los insertos pcbC amplificados se subclonaron en el vector de expresibon pBADMHmalEDEST, utilizando las
enzimas de restriccion Ndel y Nsil. También en este plasmido, IPNS sera producida como una proteina de fusion
MBP.

De cada una de las condiciones aplicadas se secuenciaron 10 clones. Los bancos en los que se encontré una tasa
de mutacion de aproximadamente 1 mutacion por kb, se seleccionaron para el rastreo de variantes mejoradas con
respecto a la conversion de HpgCV en amoxicilina.

Los bancos de pcbC de A. nidulans y S. clavuligerus seleccionados se hicieron crecer y el inserto se subcloné en
el vector de expresion pBADMHmMalEDEST, utilizando las enzimas de restriccion Ndel y Nsil. También en este
plasmido, IPNS sera producido como una proteina de fusion MBP.

Se construyd un tercer banco en el que se introdujeron mutaciones en posiciones especificas dentre del gen pcbC
de A. nidulans (estrategia dirigida al sitio). Estas posiciones se seleccionaron en base a dos criterios: a) la creacion
de espacio en el centro activo y b) la debilitacion de la unién del extremo C.

La creacion de espacio en el centro activo puede ser beneficiosa para mejorar la actividad de la IPNS nativa sobre
HpgCV, dado que el resto Hpg es mayor que el resto a-aminoadipato en ACV.

El extremo C de la molécula IPNS actia como un casi-sustrato, cuando la enzima no esta cargada con un sustrato.
Tras la aproximacion del sustrato al centro activo, se retira el extremo C, creando espacio para el sustrato. Con el
fin de prevenir esta competicion entre el extremo C y el sustrato se introdujeron aqui asimismo interacciones.

Se seleccionaron ocho posiciones de aminoacidos para la modificacién: 175, Y91, S183, V185, N287, L321, L324 y
T331.

Se disefiaron cebadores, 33-meros, en los que los tres nucleétidos centrales (que codifican el aminoacido a
modificar) se eligieron al azar (NNN), creando asi la posibilidad de que cualquier aminoacido estuviese presente en
la molécula de IPNS resultante en las posiciones indicadas.

Todas las ocho posiciones se modificaron de esta forma mediante PCR de fusién, dando como resultados ocho
sub-bancos, cada uno con mutaciones sencillas en el sitio. Se prepar6 un banco adicional en el que todas las
mutaciones se combinaron de una manera aleatoria.

También en este caso, los insertos del banco, asi obtenido, se subclonaron en el vector de expresion
pBADMHmMalEDEST, utilizando las enzimas de restriccion Ndel y Nsil.

Los tres bancos se extendieron a partir de materiales de glicerol sobre medio de agar selectivo que contenia 50 ug
de zeocina por ml. De cada uno de los bancos EP-PCR, se recogieron 2500 clones independientes y se utilizaron
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para inocular 150 yl de medio 2xTY que contenia 50 yg de zeocina por ml en placas de 96 pocillos. Del banco
dirigido al sitio se recogieron 200 clones de cada sub-banco para la inoculacion de 150 yl de medio 2xTY que
contenia 50 yg de zeocina por ml en placas de 96 pocillos.

Después del crecimiento durante una noche a 37°C y 280 rpm, 5 ul de los cultivos confluyentes se transfirieron a 1
ml de medio 2xTY reciente que contenia 50 ug de zeocina por ml en una placa de pocillos profundos. Se permitio el
crecimiento a 37°C y 280 rpm hasta que la DO®® alcanz6 un valor entre 0,4 y 0,6 de promedio a lo largo de la
microplaca. Se indujo a las células a producir la proteina de fusion MBP-IPNS mediante la adiciéon de 40 pl de L-
arabinosa al 5% a cada uno de los pocillos individuales. Subsiguientemente, las células se hicieron crecer durante
24 horas a 22°C y 220 rpm.

Las células se recolectaron mediante centrifugacion. El sobrenadante se desechd y los sedimentos de células se
congelaron durante una noche a -20°C.

A cada uno de los pocillos que contenian un sedimento de células se anadieron 100 ul de tampén de lisis (HEPES
50 mM, pH 7,0; 0,5 mg/ml de lisozima; 0,1 mg/ml de DNAsal; DTT 5 mM; MgSO4 5 mM), seguido de incubacién a la
temperatura ambiente durante 30 minutos.

Las microplacas se centrifugaron y 50 pl del sobrenadante se transfirieron a una microplaca reciente. Al
sobrenadante se afiadieron 50 pl de mezcla de ensayo (HEPES 50 mM pH 7,0; TCEP 1 mM; ascorbato de Na 100
uM; sulfato de Fe 25 uyM, HpgCV 5 mM), seguido de incubacion durante 30 minutos a 25°C. Se afadieron 125 pl de
un cultivo de M. luteus diluido en 2xTY (la DO®® final es 0,01). La placa se incubé durante una noche a 30°C. La
DO®® se leyo utilizando un lector de microplacas.

18 clones, 16 procedentes del sub-banco V185 y 2 del sub-banco recombinado se seleccionaron del banco de A.
nidulans dirigido al sitio. Todos estos clones mostraron una inhibicion completa del crecimiento de M. luteus,
indicando que se form6 un compuesto que inhibia el crecimiento de la cepa indicadora. Esta inhibicion se volvié a
someter a ensayo de acuerdo con el protocolo anterior y de nuevo era positivo. Ademas de ello, la inhibicion estaba
ausente tras la adicion de Penase®, indicando que el compuesto inhibidor es una B-lactama.

Los clones positivos se hicieron crecer en 10 ml de 2xTY con 50 ug de zeocina por ml. Como fuente de control de
IPNS se incluy6 en el ensayo pBAD-AnpcbC. Después del crecimiento durante una noche a 37°C y 280 rpm se
determiné la DO®®. 100 ml de medio 2xTY que contenia 50 pug de zeocina por ml se inocularon hasta una DO
inicial de 0,015. Las células se hicieron crecer a 37°C y 280 rpm hasta que la DO®® alcanz6 un valor de 0,4 a 0,6 La
produccion de la proteina de fusion MBP-IPNS se indujo mediante la adicion de L-arabinosa hasta una
concentracion final de 0,2%. El crecimiento se mantuvo a 22°C y 220 rpm durante una noche. Las células se
recolectaron y lavaron y congelaron durante una noche a -20°C. Los lisados de células se prepararon mediante la
adicion de 1,5 ml de tampon de lisis (HEPES 50 mM, pH 7,0; 0,5 mg/ml de lisozima; 0,1 mg/ml de ADNasal; DTT 5
mM; MgSO. 5 mM), seguido de incubacién a la temperatura ambiente durante 30 minutos. El extracto se centrifugo
y el sobrenadante (CFE) se pipeted a un tubo reciente.

Se realizaron dos bioensayos:

1) Un bioensayo liquido: 8 ul del CFE se mezclaron con 592 ul de mezcla de ensayo (HEPES 50 mM pH 7,0; TCEP
1 mM; ascorbato de Na 100 pM; sulfato de Fe 25 pM, HpgCV 5 mM). Después de incubacién durante 10 minutos a
25°C, se afadieron 125 ul de un cultivo de M. luteus diluido en 2xTY (la DO®® final es 0,01). Como sustratos control
se utilizd ACV (se puede utilizar tanto LLD- como DLD-PgCV, a pesar de que el sustrato preferido es DLD-PgCV).
Ademas, para cada una de las muestras se incluyé un control extra en el que se afiadid Pensase® a la mezcla de

ensayo. Después de crecimiento durante una noche a 30°C, se ley6 la DO®®.

2) Un bioensayo en placas de agar: 8 ul del CFE se mezclaron con 592 pul de la mezcla de ensayo (HEPES 50 mM
pH 7,0; TCEP 1 mM; ascorbato de Na 100 uM; sulfato de Fe 25 yM, HpgCV 5 mM). Después de incubacion durante
10 minutos a 25°C, se esparcieron 50 pl de la mezcla de ensayo en una placa de agar en la que se practicaron
agujeros. De cada una de las muestras se incluyo un control extra en el que se afiadio Penase® a la mezcla de
ensayo. El agar consistia en agar 2xTY suplementado con M. luteus hasta una DO°® final de 0,01. Después de
incubacion durante una noche a 30°C, se puntud la presencia o ausencia de zonas claras debido a la accién de -
lactamas.

La Tabla 5 muestra una perspectiva general de la actividad de algunos de los mutantes. Cada uno de los mutantes
representa un grupo mayor de mutantes con una actividad de IPNS comparable sobre HpgCV en calidad de un
sustrato. La actividad de las enzimas IPNS de tipo salvaje de A. nidulans en S. clavuligerus se encontraba por
debajo del limite de deteccién en estos ensayos de rastreo.
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Tabla 5: Perspectiva general de los bioensayos sobre la actividad de IPNS de los clones y controles seleccionados

Clon Sustrato Bioensayo liquido Bioensayo en agar
Como tal Con Penase® Como tal Con Penase®

35A12 HpgCV + - + -
35F1 HpgCV + - + -
36A4 HpgCV + - + -
36F3 HpgCV + - + -
36C4 HpgCV + - + -
A. nid. tipo salvaje HpgCV - - - -
S. cla. tipo salvaje HpgCV - - - -
35A12 ACV + - + -
36F3 ACV + - + -
A. nid. tipo salvaje ACV + - + -
35A12 PgCV + - + -
36F3 PgCV + - + -
A. nid. tipo salvaje PgCV - - - -

Todos los clones positivos en el rastreo se sometieron a andlisis de la secuencia y los clones representativos se
sometieron a analisis LC/MS. El andlisis LC/MS se realiz6 permitiendo la identificacion de los productos formados
en base al tiempo de retencion, la masa del compuesto y el modelo de fragmentacion del producto. La cantidad de
amoxicilina que se produce se determind mediante el método de adicion estandar y se expresa en AU/mg de
proteina, en donde AU representa la cantidad de amoxicilina (en ng) formada en 10 minutos bajo las condiciones de
reaccion especificadas. La Tabla 6 resume los clones, los residuos aminoacidos cambiados y la actividad de los
clones en HpgCV (en AU de amoxicilina/mg de proteina en el CFE de E. coli).

Tabla 6: Perspectiva general de las mutaciones y la actividad sobre HpcCV de los mutantes IPNS activos

Mutante Actividad Posicién en IPNS de A. nidulans
(AU/mg de proteina) |111 135 185 190 211 293 331
36A4 1120 V185R
35A12 90 V185K
35F1 130 V185K V293A
36F3 50 T111A H135R V185R
35H12 30 V185K P190H
36C4 n.d. V185H T331C
Tipo n.d.
salvaje

n.d. = no detectable

Ejemplo 14

Conversion de DLD-PgCV en ampicilina

La actividad de los clones pcbC mutantes 36A4 (V185R), 35A12 (V185K), 35F1 (V185K, V293A), 36F3 (T111A,
H135R, V185R), 35H12 (V185K, P190H), 36C4 (V185H, T331C) y el gen pcbC de tipo salvaje de A. nidulans se
determind sobre DLD-PgCV como sustrato. Para este fin, los clones se cultivaron en 10 ml de 2xTY con 50 ug de
zeocina por ml. Después del crecimiento durante una noche a 37°C y 280 rpm se determiné la DO®®. 100 ml de
medio 2xTY que contenia 50 pug de zeocina por ml se inocularon hasta una DO®® inicial de 0,015. Las células se
hicieron crecer a 37°C y 280 rpm hasta que la DO®® alcanz6 un valor de 0,4 a 0,6 La produccion de la proteina de
fusibn MBP-IPNS se indujo mediante la adicién de L-arabinosa hasta una concentracién final de 0,2%. El
crecimiento se mantuvo a 22°C y 220 rpm durante una noche. Las células se recolectaron y lavaron y congelaron a
-20°C durante una noche. Se prepararon lisados de células mediante la adicion de 1,5 ml de tampén de lisis
(HEPES 50 mM, pH 7,0; 0,5 mg/ml de lisozima; 0,1 mg/ml de ADNasal; DTT 5 mM; MgSO4 5 mM), seguido de
incubacion a la temperatura ambiente durante 30 minutos. El extracto se centrifugé y el sobrenadante (CFE) se
pipeted a un tubo reciente.

8 ul del CFE se mezclaron con 592 ul de mezcla de ensayo (HEPES 50 mM pH 7,0; TCEP 1 mM; ascorbato de Na
100 pM; sulfato de Fe 25 uM, PgCV 5 mM). Después de incubacién durante 10 minutos a 25°C, se afiadieron 100 pl
de un cultivo de M. luteus diluido en 2xTY (la DO®® final es 0,01) a 50 ul de la mezcla de reacciéon. Como sustrato
control se utilizd6 ACV Ademas, para cada una de las muestras se incluyé un control extra en el que se afadio
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Penase® a la mezcla de ensayo. Después de crecimiento durante una noche a 30°C, se leyo la DO®®. Todas las

muestras, incluso la proteina de fusion IPNS de A. nidulans de tipo salvaje a MBP, dieron sorprendentemente como
resultado la inhibicion del crecimiento de M. luteus.

El analisis LC/MS se realizé en estas muestras permitiendo la identificacion de los productos formados en base al
tiempo de retencién, la masa del compuesto y el modelo de fragmentacién del producto. La cantidad de ampicilina
gue se produjo se determind mediante el método de adicion estandar. En la Tabla 7 se ha resumido la actividad
sobre PgCV.

Tabla 7: Actividad de las proteinas de fusion MBP-IPNS mutante y de tipo salvaje sobre PgCV (en ng de producto
por mg de proteina total, por 10 minutos) segg¢un se determina mediante analisis LC-MS

Mutante Actividad Posicién en IPNS de A. nidulans
(AU/mg de proteina) |111 135 185 190 211 293 331
36A4 900 V185R
35A12 150 V185K
35F1 150 V185K V293A
36F3 30 T111A H135R V185R
35H12 50 V185K P190H
36C4 1. V185H T331C
Tipo 1.
salvaje
Ejemplo 15

Construccion de una cepa de Penicillium que produce D-Hpg o L-Hpg
15a Construccion de plasmidos de expresion de Penicillium

Los genes de la hidroximandelato sintasa procedentes de Amycolatopsis orientalis y Streptomyces coelicolor
(hmaS) y los genes que codifican hidroxifenilglicina aminotransferasa (hpgAT de Pseudomonas putida y hpgT de
Streptomyces coelicolor, respectivamente) se clonaron en el plasmido pIPCLTA mediante amplificacion por PCR de
estos genes a partir de los diferentes plasmidos pBAD correspondientes, descritos en el documento WO 02/34921.
El gen mdIB, que codifica mandelato deshidrogenasa de Pseudomonas putida se amplific6 a partir de pGEM-Bldm.
Se eligiod la insercion en los sitios Ndel y Nsil de pIPCLTA, conduciendo a una fusion ATG del gen apropiado con el
promotor de Penicillium. Todos los genes se amplificaron mediante PCR, y los cebadores de amplificacion se
construyeron introduciendo un sitio de restriccién Ndel en el cebador situado aguas arriba y un sitio de restriccion
Nsil en el cebador situado aguas abajo. Debido a que los genes hpgAT de Pseudomonas putida contienen un sitio
Nsil interno, se llevé a cabo una estrategia alternativa en la que el inserto se amplificé utilizando cebadores que
introducian sitios Ndel y Bsal. El fragmento de PCR con los sitios Ndel/Bsal adicionales se subcloné como un
fragmento de extremos romos en el vector de clonacién pCR-blunt-TOPO (Invitrogen), conduciendo a la
construccion de pCR-bl-hpgATp,. Después de que la determinacion de la secuencia revelara que ésta contenia el
inserto correcto que incluia los sitios Ndel/Bsal flanqueantes, este plasmido se utilizé para la construccion de
pIPphpgATgWA clonando el fragmento Ndel/Bsal que contenia el gen hpgATp, en el sitio Ndel/PpulOl de
pIPCLTA.

En pIPCLTA, los genes introducidos en este vector se encuentran bajo el control del promotor pcbC de Penicillium
chrysogenum. Ademas, el terminador de la transcripcion del gen penDE, que codifica acetiltransferasa, ha sido

utilizado en estas construcciones.

Se construyeron las siguientes casetes de expresion:

Vector de expresion Gen Proteina codificada Promotor Terminador

plAohmaSgWA Ao-hma$S p-hidroximandelato sintasa pcbC penDE

plScohmaSgWA Sco-hma$S p-hidroximandelato sintasa pcbC penDE

plPpmdIBgWA Pp-mdbiB L-mandelato deshidrogenasa pcbC penDE

pIPphpgATgWA Pp-hpgAT L-p-hidroxifenilglicina pcbC penDE
aminotransferasa

plScohpgTgWA Sco-hpgT L-p-hidroxifenilglicina pchC penDE
aminotransferasa
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Se utilizaron los siguientes cebadores en la amplificacion por clonacion de los genes arriba mencionados:
A: Genes de Amycolatoasis orientalis

Construccion de plAohmaSgWA

hmaS-Ao-Nde: 5-CAGGAGGAATTACATATGCAGAATTTCGAG (SEQ ID NO: 28)

hmaS-Ao-Nsi: 5-CGGCCAGGGATGCATACGTCATCGCCGAGC (SEQ ID NO: 29)

B: Genes de Streptomyces coelicolor

Construccion de plScohmaSgWA

hmaS-Sc-Nde: 5'-CAGGAGGAATTACATATGCCGCCCAGTGAC (SEQ ID NO: 30)
hmaS-Sc-Nsi: 5-GAATTCCCATATGCATCCAGGTCATCGGCC (SEQ ID NO: 31)

Construccion de plScohpgTgWA
hpgT-Sc-Nde: 5-CAGGAGGAATTACATATGACCACCACCACC (SEQ ID NO: 32)
hpgT-Sc-Nsi: 5-TCCCATATGCATCCTCAACCGTTAGACGCC (SEQ ID NO: 33)

C: Genes de Pseudomonas putida

Construccion de pIPpmdIBgWA

hpgT-Sc-Nde: 5-GTGAGGTAACATATGAGCCAGAATCTCTTT (SEQ ID NO: 34)
hpgT-Sc-Nsi: 5-GTAATCAATGCATCACTCATGCGTGTGTTC (SEQ ID NO: 35)

Construccion de pIPphpgATgWA
hpgAT-Nde 5-CAGGAGGAATTACATATGTCTATTTATAGC (SEQ ID NO: 36)
hpgAT-Bsal 5-GTCCTCGGTCTCATGCAT CTCGAGTTAGCCCAGGAGGT (SEQ ID NO: 37)

15b Transformacion de Penicillium chrysogenum

Los plasmidos plAchmaSgWa, plScohmaSgWA, plPpmdIBgWA, pIPphpgATgWA y plScohpgTgWA se cortaron con
Notl, que escinde la casete de expresion a partir del vector.

Penicillium chrysogenum DS12975, una cepa productora de penicilina industrial de DSM, se transformé con 4 ug de
ADN (es decir, las digestiones Notl) y 0,25 ug de un fragmento marcador de la seleccién. En este caso, se utilizé un
fragmento que confiere resistencia a fleomicina.

Se transformaron las siguientes combinaciones de casetes de expresion:

Transformacién Gen 1 Gen 2 Gen 3
1 Sc-hmaS Pp-mdIB Pp-hpgAT
2 Ao-hmaS Pp-mdIB Pp-hpgAT
3 Sc-hmaS Pp-mdIB Sc-hpgT
4 Ao-hma$S Pp-mdIB Sc-hpgT

La seleccion de transformantes se realizo en placas de agar de medio mineral con 1 gramo por litro y sacarosa 1 M.
Colonias resistentes a fleomicina que aparecen tras la regeneracién de protoplastos se volvieron a sembrar sobre
placas de agar de fleomicina recientes sin sacarosa y se hicieron crecer hasta la esporulacion.

Los transformantes se sembraron en el mismo medio y la integracion de las casetes de expresion se verificd
mediante PCR utilizando cebadores especificos para los genes individuales.

Transformantes que contienen los tres genes pretendidos se sembraron en tubos inclinados de agar y se
esporularon en arroz.

Para el andlisis adicional se seleccionaron las siguientes cepas:

Cepa Genes integrados en el genoma
AFF108 Ao-hmas, Pp-mdIB, Pp-hpgAT
AFF133 Ao-hmas, Pp-mdIB, Pp-hpgAT
AFF146 Sc-hmas, Pp-mdIB, Pp-hpgAT
AFF152 Sc-hmas, Pp-mdIB, Pp-hpgAT
AFF158 Ao-hmas, Pp-mdIB, Sc-hpgT
AFF162 Ao-hmas, Pp-mdIB, Sc-hpgT
AFF164 Ao-hmas, Pp-mdIB, Sc-hpgT
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AFF191 Sc-hmas, Pp-mdIB, Sc-hpgT
AFF193 Sc-hmas, Pp-mdIB, Sc-hpgT
AFF195 Sc-hmas, Pp-mdIB, Sc-hpgT
15¢ Produccién fermentativa de D-Hpg mediante transformantes de Penicillium

Transformantes de Penicillium chrysogenum AFF108, AFF133, AFF146 y AFF152 se cultivaron en matraces
agitados durante 6 dias. Productos intracelulares y extracelulares se determinaron mediante RMN.

Tabla 8: Concentraciones intracelulares de D-Hpg detectadas mediante RMN. Las células se hicieron crecer
durante 3 a 6 dias.

Cepa D-Hpg (ng/g de peso seco)
Dia 3 Dias 4-6
DS12975 0 0
AFF108 40 0
AFF133 80 0
AFF146 40 0
AFF152 40 0

Las células se hicieron crecer durante 3, 4, 5y 6 dias para encontrar un 6ptimo para la produccion de D-Hpg. La
concentracion al cabo de 3 dias era lo suficientemente elevada para detectar picos en el espectro de RMN y para
cuantificar el contenido en D-Hpg. Todos los transformantes seleccionados producian niveles detectables de D-Hpg,
pero la concentracion de D-Hpg mas elevada se observo en AFF133 (80 pg/g de DW). Los resultados se listan en la
Tabla 8.

15d Produccién fermentativa de L-Hpg mediante transformantes de Penicillium

Las cepas de Penicillium chysogenum AFF158, AFF162, AFF164, AFF191, AFF193 y AFF195, que contenian los
genes de biosintesis de L-Hpg, se cultivaron en matraces agitados durante 3, 4, 5 y 6 dias. Los productos
intracelulares y extracelulares se determinaron mediante RMN. De nuevo, no se podia detectar producto
extracelular alguno, pero se percibieron intracelularmente concentraciones sustancias de L-Hpg (véase la Tabla 9).

Las concentraciones intracelulares de L-Hpg podian ser cuantificadas para todas las cepas y estan listadas en la
Tabla 6. A diferencia de las concentracion de D-Hpg, las concentraciones de L-Hpg aumentaron con el tiempo y
alcanzaron un Optimo alrededor de los 5 6 6 dias de crecimiento. En el micelio de AFF195, se midi6 la
concentracion mas elevada que era 2,6 mg de L-Hpg por gramo de peso seco. Las cepas productoras de L-Hpg
aumentaron aproximadamente 30 veces la concentracion intracelular mayor que la AFF133, el productor de D-Hpg
mas elevado.

Tabla 9: Concentraciones intracelulares de L-Hpg detectadas mediante RMN.

Cepa L-Hpg (ng/g de peso seco)

Dia 3 Dia4 Dia 5 Dia 6
DS12975 0 0 0 0
AFF158 360 340 180 380
AFF162 740 880 940 2200
AFF164 1160 1020 960 1880
AFF191 620 860 860 2060
AFF193 600 680 1600 740
AFF195 740 680 1040 2640

En un experimento siguiente, las células se cultivaron durante 5, 6 y 7 dias, pero después de 5 ¢ 6 dias, la
concentracion de L-Hpg no aumentaba adicionalmente, sino que comenzé a disminuir (datos no mostrados).

Ejemplo 16

Produccién fermentativa de amoxicilina por parte de P. chrysogenum

Una cepa de Penicillium chrysogenum desprovista de los racimos biosintéticos de penicilina segin se describe en
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la solicitud de patente PCT/EP2007/054045 se transform6 con combinaciones de 1) el pasmido pEXPR-NRPS6
(véase la Tabla 1) que alberga un gen NRPS que codifica HpgCVS (DLD-Hpg-Cys-Val sintetasa), 2) un plasmido
que alberga el gen que codifica V185R mutante de IPNS y 3) un plasmido que alberga el gen gsp procedente de
Bacillus brevis, que codifica una Ppant transferasa (PPT) bajo el control del protomor gpdA.

La seleccion de transformantes se realizé en placas de agar de medio mineral con 50 pg de fleomicina por ml y
sacarosa 1 M. Colonias resistentes a fleomicina que aparecen tras la regeneracion de protoplastos se volvieron a
sembrar en placas de agar de fleomicina recientes sin sacarosa, y se hicieron crecer hasta la esporulacion.

De cada una de las transformaciones, aproximadamente 100 colonias se hicieron crecer sobre medio mineral.
Adicionalmente, se afiadio el aminoacido L-Hpg a una concentracién que variaba desde 1 mM a 10 mM. El cultivo
se llevd a cabo en la escala del matraz agitado o en placas de microtitulacion de 24 pocillos. La incubacién se
realizé a 25°C durante una semana a 200 rpm.

En varios instantes (4 dias, total 7 dias) se tomaron muestras. El caldo se centrifugd con el fin de separar el micelio.
Se separ6 una muestra de caldo total y se liofilizé. Tanto la muestra de caldo liofilizada como el sobrenadante se
analizaron en cuanto a la presencia de amoxicilina.

En el caso del sobrenadante, 10 y 50 pl del sobrenadante se afiadieron 190 y 150 pl, respectivamente, de un cultivo
de M. luteus diluido, segin se describe en el Ejemplo 2. Como control se afiadié Penase® a la muestra, que
degrada amoxicilina. Varios transformantes mostraron una inhibiciéon del crecimiento de M. luteus, indicando la
accion de amoxicilina producida por el transformante. La adicion de Penase® evit la inhibicion del crecimiento de
M. luteus.

Las muestras de caldo liofilizadas se trataron con 100 — 500 ul de agua milliQ caliente (90°C; volumen dependiendo
de la cantidad de biomasa) con el fin de preparar un lisado. 10 yl y 50 ul del lisado se mezclaron 150 pl y 190 ul de
un cultivo de M. luteus diluido, respectivamente, segun se describe arriba. Asimismo se afiadié un control de
Penase®. También en este caso, varias muestras inhibian el crecimiento de M. luteus. Los extractos positivos
correspondian a las muestras de sobrenadante. Se confirmé que la identidad de la B-lactama que se formaba era
amoxicilina mediante LC/MS/MS, segun se describe en el Ejemplo 9.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> DSM IP Assets B.V.

<120> Produccion de antibidticos de beta-lactama
<130> 25649WO0

<160> 37

<170> Patentln version 3.3

<210> 1
<211> 331
<212> PRT

<213> Emericella nidulans

<400> 1

Met Gly Ser val Ser Lys Ala Asn val PEO Lys Ile Asp val ig.-r Pro
1 5 1 :

Lteu Phe Gly Asp Asp GIn Ala Ala lz.gs Met Arg val Ala ggn Gln Ile
20

Asp Ala Ala Ser Arg Asp Thr Gly Phe Phe Tyr Ala val Asn His Gly
35 40 45

I1e Asn val GIn Arg Leu Ser Gln Lys Thr Lys Glu Phe His Met Ser
50 55 60

ITe Thr pro Glu Glu Lys Trp Asp Leu Ala Ile Arg Ala Tyr Asn Lys
65 70 75 - 80

Glu His Gln Asp g;n val Arg Ala Gly g();r Tyr Leu Ser Ile ggo Gly

Lys Lys Ala val Glu Ser Phe Cys Tyr Leu Asn Pro Asn Phe Thr Pro
100 105 110

Asp His Pro arg Ile Gln Ala Lys Thr Pro Thr His Glu val Asn val
115 120 125

Trp Pro Asp Glu Thr Lys His pro Gly Phe Gln Asp Phe Ala Glu Gln
130 135 140

Tyr Tyr Trp Asp val phe Gly teu Ser Ser Ala Leu Leu Lys Gly Tyr
145 150 155 ‘ 160

Ala teu Ala Leu Gly Lys Glu Glu Asn Phe Phe Ala Arg His Phe Lys
16 170 - 175

Pro Asp Asp Thr Leu Ala Ser val val Leu Ile Arg Tyr Pro Tyr iLeu
180 185 190

Asp Pro Tyr Pro Glu Ala Ala Ile Lys Thr Ala Ala Asp Gly Thr Lys
195 200 205
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Leu

Gln
225

Asp

Met

Lys

Gly

305

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

?et Ala Thr Leu
Gly Ala Pro
Leu Asp Leu
35
val Arg Pro
- 50

His val val
65

Pro Leu His

Asp Thr Ala

ser Phe
210

Ser Asn

Ile Glu

Ala His

Trp val
275

Tyr Asp
290

Ser Asp

val Ser

2
1106
PRT

Glu

val

Ala

Leu

260

Asn

Ser

Arg

Leu

Trp

GlIn

Asp

Thr

Ala

val

Glu

ITe
325

His Glu
215

Ash Leu
230

Asp Thr
Asn Ash
Glu Arg
ITe Asp
Pra Leu
310

Asn Lys

Streptomyces coelicolor

2

Ala

20

Arg

Gly

Ala

Asp

Ala

100

Pro Glu Leu
5

Thr Tyr
85

55

ES 2447491 T3

Asp val

Gln val

Gly Tyr

Tyr Tyr

Gln Ser

280

Pro pPhe

ser Tyr

Asn Gly

Phe aAla Glu

10

Leu val Arg Gly Gly Thr

25

Thr Asn Arg Leu Ala Arg
. 40
Thr pPro val val Met Leu

Thr %gu Ala ITe Ala Lys

Pro Leu Asp Arg

90

Thr Leu Ile Leu Thr Asp

105

Ser Ley

Glu Thr
235

Leu Ile
250

Lys Ala
Leu Pro
ASp Pro

Gly Asp
315

Gln Thr
330

Gin Ala
Thr val
Leu Leu
Met Glu
60

Ala Ggly
75

Met Arg

Arg Ala

29

ITe Thr

220

Ala Ala

Asn Cys

Pro Ile

rhe phe
285

Arg Glu

300

Tyr Leu

Leu Arg

ser Tyr
30

Arg Gln
45

Arg Ser
Gly Ala

His val

Glu Ala
110

val

Galy

Gly

His

val

Pro

GIn

Thr
15

Ala
Gln
Pro
Tyr
val
95

Ala

Leu

TYyr

255

Arg

Asn

Asn

Asn

Pro
Glu
G]y
Ala
val
80

Ala

Arg

Tyr

Gln

240

Tyr

val

Leu

Gly



Ala
Ala
Thr
145
Gly
Thr
Leu
Leu
Pro
225
Asp
Ile
Glu
Ser
Leu
305
His
Arg
Pro

Leu

val

Gly

Pro

130

Gly

Leu

Gly

val

His

210

Leu

Pro

His

Cys

Pro

230

Arg

Glu

Ala

val

Ala

370

Ala

Gln

115

Ser

Thr

Arg

val

Arg

195

Ala

vai

Ala

Leu

Phe

275

Ala

His

val

Thr

Pro

355

Arg

Asp

Leu
Gly
Gly
Pro
Pro
180
Asp
Pro
ser
Ala
Thr
260
Ala
Ala
Leu
Thr
Gly
340
Ala

Gly

Pro

Gly
ser
ser
Gln
165
Lys
His
His
Gly
ITe
Ala
Gly
val
Tyr
Ala
325
Asn
Gly

Tyr

Tyr
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Ala

Glu

Asp

Gly

Cys

Ala

Gly

Thr

Gly

val

Ala

Gly

Pro

Thr

val

Leu

Gly

Arg val Met
120

Ala
135
Ser
Leu
val
Trp
Phe
215
Thr
Asp
Phe
Arg
Arg
295
Pro
Tyr

Arg

Pro

Asp

Gly

Asp

Gly

Ala

Ala

Arg

200

Asp

val

Leu

Phe

Glu

280

val

Thr

Gl

Ala

Arg

Ser

Ala

Tyr

Tyr

val

185

Pro

val

val

Ile

Arg

265

val

Ley

Glu

Ala

Tyr

343

GHu

Pro

Gly

30

val

val Asp Glu
125

Phe

Ala pro Gly Thr Gly

val
val
170
Thr
Gly
ser
val
Thr
250
val
Leu
Ala
Thr
Arg
330
val
Leu

Asp

Glu

140

Asp Asp Ala Pro

155

Met

His

vai

Cys

Ala

235

Ala

val

Thr

His

Thr

315

Gly

Leu

rhe

Leu

Arg

Tyr

Arg

His

TYyr

220

Pro

His

Ala

Gly

His

300

Leu

Ser

ASp

Ile

Thr

380

Met

Thr

Gly

Glu

2G5

Glu

Pro

Asp

Glu

Gly
285

.Pro

Cys

Leu

Arg

ser

365

cys

TVYr

Ser
val
190
Arg
Met
Gly
Ile
Glu
270
Asp
Arg
val
Pro
Tyr
Gly
Glu

Arg

Gly

Thr

Glu

Gly

175

vatl

val

Trp

His

Thr

255

Ala

val

ITe

Thr

val

Ala
Gly
val
160

ser

"Asp

Leu

val

Leu

240

Ala

Pro

val

val

Gln

320

Gly

335

Leu
ser
Arg

Thr

GIn

Gly

rhe

Gly



385

Asp

Ala

Ile

val

val

465

Ala

val

Lys

Ala

Leu

545

Gly

Gly

Arg

Glu

Met

625

Ser

Pro

Leu

Asp

Glu

val

450

Ala

Phe

val

Ala

Arg

530

Gly

Asp

Leu

Leu

Ala
610

Ala-

val

Ala

val

Asp

Ala

435

Arg

Ala

Ser

Leu

Leu

515

Thr

Leu

Ser

Ala

Ala

595

Glu

Arg

val

Leu

Arg

Gin

420

val

Glu

Ala

Arg

Gly

Pro

Pro

ser

Ile

Leu

580

Ala

Ala

Ile

val

GIn
660

Tyr

405

val

Leu

Asp

Gly

Gln

485

Thr

Ala

Ala

Ala

Leu

565

Ala

Ala

val

Ala

Ser

645

Arg
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390

Asn

Lys

Ala

Arg

Arg

470

Ala

Leu

Pro

Glu

val

350

ser

val

Leu

Pro

Glu

630

Leu

vai

Ala

Ile

Thr

Pro

455

Asp

Leu

Pro

AsSp

Glu

Gly

Ile

Arg

Thr

Pro

615

Leu

Pro

Leu

AT;
Arg
Arg
Gly
Gly
Pro
tey
Tyr
Leu
val
Gln
Asp
i
Tyr
Gly

Pro

Asp

Gly
Gly
425
Pro
Asp
Glu
Asp
Thr
505
Gly
Leu
Asp

Leu

val

395

Glu

410

phe

GTu

Arg

val

TYF

Ala

Ala

cys

Asp

val

570

Phe

585 .

Arg

aly

Leu

Ala

His
665

31

Asp

Pro

Gly

val

650

His

Leu

Arg

Leu

Arg
Asp
475
Met
Asn
Ala
Thr
Gly
Ser
Glu
Asp
Ala
G1

63

Asp

Asp

Glu

val

Ala

Leu

460

Pro

va?l

Gly

Ser

Leu

Tyr

Glu

GIn

445

val

Asp

Pro

Lys

Thr

525

Phe

540

Phe

Arg

His

Ala

Pro

620

Asp

Arg

ala

Phe

Ala

Gln

Ala

605

Leu

Asp

Asp

Leu

Leu

Ley

430

Ala

Gly

Ala

ser

Leu

510

Gly

Ala

Asp

Arg

Ser

590

Ser

Thr

Phe

Arg

Arg
670

Ala

415

Gly

Ala

Tyr

Leu

Ala

495

Asp

Arg

Gln

Leu

Ala

Thr

val

Pro

Asnh

Leu

655

Leu

400

Arg

Glu

val

val

Arg

Phe

Arg

Ala

val

Gly

560

Ala

Ala

Pro

val

Gin

640

val

Arg



val

Ala

Glu

705

Arg

Gly

val

ser

Ala

785

Leu

Thr

Gin

Glu

Asp

Gly

His

Ala

Thr

Leu
Ala
690
Ala
Leu
Thr
Leu
Ile
770
Pro
Ala
Leu
Gly
Ala
850
val
Arg
Gly

Gly

ASp

Pro

675

Asp

Arg

Ala

Asp

ite

735

val

val

Thr

Thr

Asp

835

Leu

Leu

Gly

Arg

Trp

Trp

Asp

val

Asp

Pro

Asp

740

Leu

val

Gly

Asp

Gly

Ala

Leu

Leu

Glu

His

Gly
Leu
Ala
Ala
725
Thr
val
Pro
Thr
Pro
805
Ala
Gly
Thr
Thr
Asp

Glu

900

Phe

Ala

Thr

Arg
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Ser

Ser

Leu

710

Glu

Asp

Ala

Asp

Ser

790

Arg

Gly

Arg

Arg

Ala

870

Pro

Glu

Ala

Leu

Thr
val
695
Leu
Gly
Gly
His
Leu
775
Trp
val
Thr
Ile
Leu
855
Phe
Asp
Ala

Leu

His

Glu
680
val
val
Arg
Thr
His
760
Ala
Arg
Glu
Leu
ser
840
Pro
Ala
Ala
val
His
920

Gin

val

Thr

Glu

Met

Gly

Leu

Ala

GIn

Ala

Arg

825

Leu

Gly

Phe

Pro

Pro

905

Pro

Asp

32

Arg

Arg

Ala

Leu

730

Gly

val

Ala

Trp

Glu

810

Leu

Asp

Gly

Ala

val

890

Gly

val

Gly

Ala
Ala
Ala
715
GIn
Thr
val
Tyr
Ala
795
Thr
Asp
Leu
val
val
875
val
Ala

Arg

Asp

Pro
Pro
700
Cys
Ala
ser
Asp
Arg
780
Thr
Ala
Arg
Ala
Ash
860
Ala
Leu
Glu

Leu

Ala
940

Gly

Gly

Ala

val

Gly

Ser

765

Gly

ser

His

Gly

Pro

845

Ala

Gly

Asp

Lau

Ala

925

Leu

ser

val

Pro

Ala Thr Gly

Ala

Leu

Ala

750

val

Glu

Leu

Trp

Arg

His

Ser

Trp

Leu

Ser

910

Pro

Arg
val
735
Asp
Thr
Glu
Ala
Glu
815
Asp
Thr
va’l
Arg
Glu
895

Arg

Asp

Asp

Asp

Gly

Trp

Pro

Arg

His

Leu

Thr

His

Thr

val

Arg Asp Gly
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Leu

Lys Gln val Lys Glu GIn Leu Arg Ser val Pro Gly Asp Gly Leu
945 950 955 960

Gly His Gly Leu 5gg Arg His Leu Asn Pro Thr Ala Gly Pro g;g Leu

970

Ala Arg Leu Pro Glu Pro Asp Phe Gly Phe Asn Tyr Leu Gly Arg Arg
980 985 990

val Thr pro Ala Thr Gly Thr Pro Glu Pro Trp Thr val Thr Gly 61
1000 1005.

9295

Ala His Ala val

Gly
1020

l.eu Ala Ala Ser Arg Prg Thr Ala Pro Met
1010 1015

Leu Ser Ala val val
1025

Glu His Glu Gly Ala Asp

G1§ Pro Arg Leu
1030 1035

Ala Glu Trp Thr Tyr Ala Arg Arg Leu vVal Pro Asp His Asp

Arg
1040 1045 1050

Leu Glu Ala Leu
1065

Leu Ala Glu GIn Trp Phe Arg Ala

1060

Ala Arg Arg

1055

Leu Thr Pra Ser
1080

Glu Gln
1070

val Ala Asp Arg Ala Gly Thr Gly Gly

1075

val = Thr
1085

Asp Leu Gly ser Leu Ser GIn Ser Glu Ile Glu Glu Phe
1090 1095

Glu Ser. Asp Leu Glu Ser Glu Trp
1100 1105

<210> 3

<211> 3318

<212> ADN

<213> Streptomyces coelicolor

<400> 3
atggcgacgce tgccggaact gttcgeggag caggegctcc ggacgoccgg ggcaccggcg 60
ctggtgcgag gcgggacgac ggtgtcgtac gecgaactcg acctgcgcac caaccggetg 120
gceccggctge tgeggcagea gogoatgeag ccgggcacge cggtggtcat getgatggad 180
cggtcgeeeg cccatgtegt ggcgacgotg gecatcgeca aggcegggeag cgectacgtg 240
ceeetgcacg acacgtatce cctegacegg atgeggcacy tggtggegga caccgccdcg 300
acgctgatcc tcaccgaccg ggccgaggcg gegcgggceg ggcagetegg cgegegggtg 360
atggtggtcg acgagttcgg cgecgeccceg teeggetegg aggecgacge ggeeoccgge 420
accggcaccyg gcaccggeac cggcetegege tccgggtacg tcgacgatge tccggaggtg 480
ggcctgeacc Cgcaggatct cgegtacgtg atgtacacct ccgggtcecac cgggatgecg 540
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aagggcgtcg
ccgggeagtec
gagatgtggg
gacccggeey
gcgggettct
gtgctgaccg
ccgcggatcg
cacgaggtca
aacacccgdg
gagctgttca
tgtgageggt
gacctggtecc
gtcaagatcc
ccggagetag
gtcggetacg
gecttcteee
accctgecge
ggggeggcgt
ttcgeccagg
ggcgacagca
gccgtecgeg
cgggacgacy
ctgaccecoeg
tcggtegtag
cgtgtgctcg
gtacgcgecec
gacgecaccg
cggctcgeac
acggacggca
ctggtggteg
ggcgaggage
ctggccaceg
gcgggcaccec
ctcgacctyg

gcgagegtge

cggtcaccca
acgagcgagt
tgccectggt
cgatcaccga
tccggotegt
gcagcgacgt
tactgcgtca
ccgcgecgta
cctacgtget
tetecggete
tegtcacega
gctacaacge
geggettecy
cccaggecgc
tggtggeegc
gccaggeget
tgaccgccaa
ccaccyggacd
tgctcggect
tcctgtecat
acgtcticga
cggcctecot
tgatggcceg
tgtccctgec
accaccatga
cgageagtgt
gcgaggegeg
<ggccgagayg
cgggcgggac
actcggtgac
ccgeceeygt
acccccgegt
tgcggcetgga
ceeegeacac

acgacatcct
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ccgeggggte
gctgctgcac
ctcgggegga
cctgatcacc
cgcggaggag
ggtctcgeca
cctgtacggg
cgaggccege
cgaccggtac
cggtctggcy
tccgtacgge
ggcgggcgaa
ggtggaactg
cgtcgtegtce
ggcgggccgg
gecggactac
cggcaaactg
ggccgeecdc
gtccgeggtg
ccagetegte
gcaccagtcg
gccggagygcce
catcgccgaa
gcccgéggtg
cgcgctgeyc
gccggecgeg
cgacgeectg
ccgeatgete
ctceggggeg
gtggagcatc
gggcacctcg
Cgaggcggag
cecgeggecge
gaccgaggcc

gctgaccgcec

gtggacctyg
gceccegeacy
acggtcgtey
gctcacgaca
gcaccggagt
gcegeggioy
ccgaccgaga
ggcagectyc
ctccageegy
cgcggctace
gggtccggcy
ctggagtacc
ggcgagatcg
cgcgaggacc
gacgygcgagg
atggtgccgt
gaccgcaadg
accectgecy
ggcgtcgacy
agccgggece
acggcccgyge
gaagcagtgc
ctgggcctgg
gaccggdgace
ctgcgegtcc
gacgtcctga
ctcgtggagg
caggcggtcc
gacggegtygc
gtcgtaccgg
tggcggcagt
accgeecact
gatctccagg
ctgctcacge

ttcgegticy

34

tccgegacca
cgttegacat
tggcaccgcc
tcaccgegat
dcttcgeegg
cccgggtect
cgacgctygty
cggtcgggceg
tgecggcegy
tggaccgtee
agcggatgta
tggceccgedce
agacggtect
ggcccggega
tcgacccgga
cggcgttcgt
cgetgeecge
aggagctgct
acgggttett
gcgccgecgg
tggcegeege
cgccgtacgg
gcggagacga
gygctegtece
tgcoccgacgg
gcgtegteac
cggcgtgege
tggtegacgg
tgatcctggt
acctegeege
gggccaccte
gggagcacac
gcgacgeegg
geetgecegy
ccgtegecad

ctgctggcgg
gtectgetac
cggacaccty
ccacctcacc
tgtgcgggag
cgcgcaceac
cgtgacgeag
ggcgacgggg
cgtgcegggc
cgacctgacc
ccgeacggge
cgacgaccag
ggccacgege
ccggegectg
cgcgetgege
ggtcctegac
gcececgactac
gtgcacgctc
cgatctoggc
actcgeectc
gctgacggac
tcecegeeecy
cttcaaccag
dgcectgcaa
gagcacggag
gcgggcccee
cgcacgggac
cacggacgac
cgeccaccac
ggcctaccgg
cctggeacog
gctcaccggg
acgcatcagce
gggcgtcaac
gtagcggcyc

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640



ggacgcggcg
gaggaggegy
ceggtgegge
cteegggacy
ggccacggct
gagceegact
gaaccgtgoa
cacgcggtgg
gagtggacct
tggticcggg
acccegtecg
gaccttgagt
<210> 4
<211> 1091

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 4

aggacccgga
tgccgggege
tggctecgga
gcetcaagea
tgctgcgeca
tcggcttcaa
ccgtcacyay
agctgagcge
acgcacgecy
cgctggaage
acgtgaccct

ccgagtgy

Artificial

Secuencia hibrida
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cgcgeccgtc
cgaactcage
cgtcaccgac
ggtgaaggaa
cctcaaccce
ctacctggge
cggeggecte
cgtcgtccac
cctggteece
cctggtggag
cggctegete

gtgctcgacc
€gcacggcag
tgggcgcgac
cagttgcggt
accgctgggc
cgcegggtea
geegectege
gagggggcag
gatcacgacg
caggccgace

agccagtcecy

tggagagcca
gctggttcac
tgcaccagga
ccgtaccggd
cccgectege
ccceggecac
ggcccacgge
acggeccecg
cccgecgect
gggccggeac
agatcgagga

cggccggeac

ggccetecac

cggcgacgeg

cgacggecte
acgectteec
cggcaccecy
gccgatggece
actgcgcgeg
ggccgageaa
cggcggectg
attcgagtec

Met
i
His
Glu
Ggly
Glin
65
val
Ala

Thr

Thr

Ala

Ala

Leu

val

50 .

Leu

Pro

Asp

Ala

Ala

cys

val

Asp

35

Thr

val

Leu

Thr

ala

115

Gly

Leu

Ala

20

Ala

Ala

val

His

Glu

100

Arg

Glu

Pro

val

Arg

Glu

Thr

Thr

85

Ala

Leu

GlIn

Arg

Thr

Ala

Thr

Thr

70

Ggly

Ala

Asp

Asp

Arg

Glu

Asn

Arg

55

Leu

Tyr

Leu

Thr

Thr

Ile
Ala
Arg
40

val
Ala
Pro

Leu

Pra
120

Thr

Ala
Gly
25

Leu
A}a
Ile
val
Leu
105

Ala

Ala

Glu
10

Gly
Ala
val
Leu
Asp
20

Thr

Leu

Pro

Gln

Thr

Arg

Leu

Lys

Arg

Asp

Thr

Asp

Ala

Leu

His

Ala

60

Ala

Met

Thf

val

val

35

Ala

Ile

Leu

45

Glu

Gly

Arg

His

Asp

125

Thr

Arg

Thr
30

Ile

Arg

Gly
His
His
1106

Glu

val

Thr

15

Tyr

Arg

ser

val

val

95

Ala

Asp

Arg

Pro
Ser

Arg

Tyr
80

Leu
Ala

Thr

Pro

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3318



145
Lys
g
Tyr
Gly
Leu
225
Ala
Gly
val
Tyr
305
Asn
Gly
Tyr
His
Asp

385

Ala

130
Gln

Gly

Cys

Ala

Gly

210

Gln

Gly

val

Arg

Gly

Pro

Thr

val

Trp

Ala

370

Leu

Asp

Leu
Ile
Trp
Phe
195
Arg
Arg
Leu
Lys
Arg
275
Pro
Arg
Arg
Thr
Asp
355
His
Ala

Gln

Ala

Gly

Asp

Asp

Ile

Thr

Leu

Asp

260

val

Thr

Arg

Ala

Gly

Gln

Leu

Arg

GlIn

Tyr
Ile
165
Leu
Ile
val
Leu
Gly
val
Leu
Glu
Ile
TYr
GTu_
ser
Phe

Arg

val
405

Ile
150

Thr

Asp

ser

val
Ala
230
val
Trp
Glu
Thr
Pro
310
val
Leu
Ala
Gly
Asp
390

Lys

135

Met

His

Thr

Thr

Ala

215

Ala

Ile

Thr

Ala

Thr

285

Pro

Leu

Tyr

Arg
Asp
375

Ala

Ile

Phe

Arg

Gly

Phe

200

Pro

His

Ala

Gly

Cys

Leu

Ala

Asp

Ile

Thr

360

Thr

AsSp

Arg
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Thr

Asp

Ser

185

Glu

Arg

Gly

Asp

Gly

Pro

Gly

val

Glu

Ala

345 -

Ala

Gly

Gly

Gly

Ser

Ala

170

Arg

Leu

Gly

val

Glu

Asp

Gly

cys

Pro

Arg

Gly

Glu

Gly

val

Phe
410

Gly

Ile

val

phe

Asp

Thr

235

Ala

val

Thr

Thr

Ile

315

Leu

Ala

Arg

Arg

Leu

395

Arg

36

140

Ser

Ala

Leu

Ala

Ile

220

ser

Pro

val

val

Trp

300

Gly

Arg

Gly-

Phe
Met
380

His

Ile

Thr

Leu

Met

Pro

205

Asp

Leu

Glu

ser

val

285

Leu

Arg

Pro

Leu

Thr

365

Tyr

phe

Glu

Gly
Ala
His
190
Leu
Ala
Leu
val
Pro
270
Lys
Pro
Pro
val
Ala
350
Ala
Arg

cys

Pro

Thr
Ala
175
Ser
Leu
Ala
Leu
Phe
255
Thr
Thr
Phe
Leu
Pro
335
Arg
Asp
Thr
cly

Gly

Pro
1860
Asp
Pro
Ala
val
Thr
240
Thr
Ala
Leu
Thr
Asp
320

Pro

G]y

‘Pro

Gly

Arg

Glu



Ile
Qa1
val
Gly
Ala
Ala
Gly
Ala
sSer
545
Ala
Leu
Glu
Ary
val
625
Leu

Pro

Asp

Glu

Ala

Thre

450

Leu

Leu

Leu

Pro

Pro

530

Met

Asp

Ala

Ala

Ile

610

val

Gln

Asp

val

Thr
Arg
Ala
Glu
Pro
Fro
518
Arg
Leu
Ile
Ala
val
595
Ala
ser
Arg

Gly

Leu
675

Ala

420

Pro

Pro

Thr

Ala

Glu

500

Glu

val

Ala

Gly

Arg

580

Pro

Glu

Leu

val

Ser

660

ser

Leu

Gly

Asp

Gln

Leu

485

Pro

Glu

Gly

Thr

val

565

Ile

Pro

Leu

Pro

Ley

645

Thr

vatl
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Ala Ala His

Arg

Ala

Leu

470

Pro
Asp
ITe
Thr
Arg
550
Arg
Asp
Tyr
Gly
Pra
630
Asp

Glu

val

Ala
Gly
455
Pro
val
Trp
Leu
Asp
535
Lel
The
Gly
Gly
Leu
615
Ala
His
val

Thr

Gly

440

Asp

Asp

Thr

aly

Cys

520

ASp

val

Leu

Ala

Pro

600

Gly

val

His

Arg

Arg
680

Pro Asp val

425

ASp

Thr

Tyr

Pro

Gly

Gly

Asn

Gly

Phe

ASp

5835

Ala

Gly

Asp

Asp

Ala

665

Ala

Lys

Thr

Met

Asn

490

Gly

Leu

Phe

Arg

Glu

370

Ala

Pro

Asp

Arg

Ala

650

Pro

Pro

val

Ala

val

475

Gly

Ala

Phe

Phe

val

555

Ala

Ala

Leuy

Asp

Asp

Leu

Gly

Gly

37

Thr

Leu

Glu

460

Pro

Lys

Gly

Ala

Glu

540

Lys

Pro

Ser

-Thr

Phe

620

Arg

Arg

Ser

Ala

Arg

val

445

Gin

Ala

Leu

Arg

Glu

525

Leu

Thr

Thr

val

Pro

605

Asnh

Leu

Leu

val

Thr
685

Ala
430
Ala
Leu
Ala
Asp
Pro
510
val
Gly
vat
val
Pro
590
val
Gin
val
Arg
Pro

670

Gly

Ala

Tyr

Arg

Phe

Arg

495

Pro

Leu

Gly

Leu

Ala

575

Glu

Met

Sser

Pro

val

655

Ala

Glu

val

Leu

Ala

val

480

Asp

Arg

Gly

His

Gly

560

Ala

Ala

Ala

val

Ala

640

Leu

Ala

Ala



Arg

Ala

705

Asp

Ile

val

val

Thr

785

Thr

Asp

Leu

Leu

Gly

Arg

Trp

Trp

Glin

Asp

Leu

val

Gly

Asp

Gly

Ala

Leu

Leu

850

Glu

His

phe

Ala

va’l

. 930

Gly

Leu

Ala

Ata

Thr

val

Pro

735

Thr

Pro

Ala

Gly

Thr

835

Thr

Asp

Glu

Thr

Arg

Lys

Leu

Leu

Glu

Asp

Ala

740

Asp

ser

Arg

Ggly

Arg

820

Arg

Ala

Pro

Glu

Ala

500

L_eu

Glu

Arg

Leu

Gly

Gly

His

Leu

Trp

‘val

Thr

805

Ile

Leu

Phe

Asp

Ala

885

Leu

His

Glin

His

val
Arg
7

Thr
His
Ala
Arg
Glu
790
Leu
Ser
Pro
Ala
Ala
870
val
His
GIn
Leu

Leu
9250

Glu

695

Met

Gly

Leu

Ala

Gln

775

Ala

Arg

l.eu

Gly

Phe

855

Pro

Pro

Pro

Asp
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Ala
teu
Gly
val
Ala
760
Trp
Glu
Leu
Asp
Gly
Ala
val
é'l y
val
Gly

Ser

Pro

Ala

Gln

Thr

val

745

Tyr

Ala

Thr

Asp

Leu

825

val

val

val

Ala

Arg

ASp

val

Thr

Cys

Ala

ser

730

Asp

Arg

Thr

Ala

Arg

310

Ala

Asn

Ala

Leu

Glu

890

Leu

Ala

Pro

Ala

Ala
val
715
Gly
Ser
Gly
Ser
His
795
Gly
Pro
Ala
Gly
Asp
Leu
Ala
Leu

Gly

38

Ala

700

Leu

Ala

val

Glu

Leu

780

Trp

Arg

His

Ser

Ser

Pro

Arg

Asp

940

Pro

Arg

val

Asp

Thr

Glu

765

Ala

Glu

Asp

Thr

val

845

Arg

Glu

Arg

Asp

As

92

Gly

Arg

Asp
Asp
Gly
Trp
Pro
Arg
His
Leu
Thr
830
His
Arg
Ser
Thr
val
310
Gly

Leu

Leu

Arg

Gly

val

735

Ser

Ala

Leud

Thr

Gln

815

Glu

Asp

Gly

His

Ala

835

Thr

Leu

Gly

Ala

Leu
Thr
720
Leu
Ile
Pro
Ala
Lau
800
Gly
Ala
val
Arg
Gly
880
Gly
Asp
Lys

His

Arg
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Leu Pro Glu Pro Asp Phe Gly Phe Asn Tyr Leu Gly Arg Arg val Thr
965 970 a75

Pro

Ala Thr Gly Thr pro Glu Pro Trg Thr val Thr Gly Gly Gly Leu
98 990

Ala Glu Leu Ser

val
1010

Ala

Trp

Leu
1040

Ala

Leu

Leu
1083

<210>
<211>
<212>
<213>

5

<220>
<223>

<400> 5

agtcttaage
caacaaattg
gcggecgect
atcgeccgaac
ctgatcacct
cgcogcgtea
gtcaccacce
ccegtegace
acccaccacg
accacggecy
gcctacatca

cgcgacgeca

3436
ADN
Artificial

Ala Ser Arg Pro Thr Ala Pro Met Ala His Ala val
995 1000 1005

val His Glu Gly Ala Asp Gly Pro Arg Leu Arg Ala Glu
1015 1020

Thr Tyr Ala Arg Arg
1025
Ala Glu Gln Trp phe
Asp Arg ala Gly Thr
1055
Gly ser teu Ser Gln
1070

Glu  Ser Glu Trp Leu

Secuencia hibrida

tcgggeccca
atgagcaatg
tgtttaactt
aggccgeecy
acagégaact
ccgcggagac
tcgegatoct
ggatgcggea
CCyccaccye
gcgagcagga
tgttcacctc
tcgecctgge

1030

1045

060

Ile
1090

aataatgatt
ctrttttata
taagaaggag
cacccegeac
cgacgceccge
ccgegtegee
caaggccgge
cgtcctegec
ggcccgeety
caccaccgee
cggctegace

cgccgacege

Gly Gly Leu Thr Pro ser
1 1065

ser Glu Ile Glu Glu Phe
1075 1080

Asn

ttattttgac
atgccaactt
ccctrcacca
gcggtegeeg
gccaaccgec

gtcctegeeg

ggcgtgtacg
gacaccgaag
gacaceeccy
Ecggacgtca
ggcaccccca

Tgctgggace

Leu Vval Pro Asp His Asp
1035

Arg Ala Leu Glu Ala Leu
1050

tgatagtgac
tgtacaaaaa
tggcctycct
tcaccgaage
tggcccgeca
aacgctecge

tgcccctgea

cggeeetyget

cceteacegt
ccgtgeggec
agggcatcgg
tggacaccag

39

Ala Arg Arg

val Glu GIn

Asp val Thr

Glu ser Asp

ctgttcgttg
agcaggctec
gcceegecge
cggcggeace
cctgatccge
ccagctcgtc
caccggctat
gctcaccgac
cgacgaggac
cgaccagcte
catcacceac

cteeeyegte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



ctgatgcact
gceggeggge
accctcgeeg
gccgacgagg
gtctctecca
ctctacggge
cgcatcccge
gacgaacggc
ggcctegecc
ccgeacgecc
cgcegegacg
cgcggettoc
accegegecd
ctcgtcaccg
acccaactgce
acgcccaacg
ggacgeccege
ggcgeccccce
gccaccegee
ctcttcgagg
tcegtgeegg
geccgeateg
ctgcegeccy
catgacgcygce
agtgtgeegg
gcgegegacg
gagggccgea
gggacctccg
gtgacgtgga
ccggtgggea
cgcgtcgaag
ctggaccgeg
cacacgaccg
gtcctgctga

ccggacgegco

cceegtacgce
ggatcgtegt
ccecacggegt
caccggaggt
ccgecgtycg
cgaccgagac
ccgeegteec
tgcggecegt
gcggctactg
acctgttcag
ccgacggegt
gcatcgaacc
cegtegtege
ceececgacgce
ccgactacat
gcaaactcga
ceegeggecc
gggtcggcac
tcgtecggecy
cgccgacecgt
aggccgaagc
ccgaactggg
cggtggacceq
tacgcctycy
ccgeggacgt
ccctgetegt
tgctccagge
gggcggacgg
gcatcgtegt
cctecgtggeg
cggagacegce
geegegatet
aggeccctygct
ccgeettege

ccgtcgtget

cttcgacatc
cgcaccecqgc
cacctcgetg
cttcaccggc
ccgegtecte
caccetggge
catcgygccgy
accgcccggce
ggaccagagc
cgacacgggc
cctecacttce
cggcgagatc
ccgeecegge
gggcgacacc
gatccecgce
ccgegacgea
ccgcgaggaa
cgacgacaac
cgtcaagacc
cgcegeecte
ggtgccgecy
cctgggegga
ggaccggctc
cgtcectgece
cctgagegtc
ggaggcggcyg
gatectggte
cgtgctgate
accggaccte
gcagtgggec
ccactgggag
ctagggcgac
cacgcgectyg
gttcgecegte
cgacctggag

ES 2 447

tccacctteg
ggcgacatcy
ctgctgaccg
gtcaaggacy
gaagcctgec
tgcacctagge
ccgctggaca
gtcaccggcg
gcccgeaccy
ggccgcatgt
tgcggceegeg
gagaccgcege
€gggcegygcg
accgccgaac
dgegticgteg
ctgccegaac
atcctgtgeg
ttcttcgaac
gtcecteggeg
gccgecegea
tacggtcccg
gacgacttca
gtcecggeec
gacgggagca
gtcacgcgyg
tgcgoegeacg
gacggcacgd
ctggtcgeee
geegegyect
acctcecctgg
cacacgctca
gccggacgca
cccgggggca
gccgggtggc
agccacggcc

491 T3

aactgttcge
acgcggeegt
ccggectget
tgtggaccgg
ccggcaccgt
tgccatteac
acacccgege
agctgtacat
cggaacgctt
accgcaccgg
ccgaccagca
tcgeegeeca
acaaggtect
aactgcgege
cgctgeeege
ccgactgggg
geetattege
tcggcgdcca
ccgacategy
tcgacggege
ccecgetgac
accagtcggt
tgcaacgtgt
cggaggracg
CCCCCcyggeyc
gggaccggct
acgacacgga
accacctygt
accggggcya
cacggctgge
€Cgygacggy
tcagcctcga
tcaacgcgag
ggcgeggacg
ggcacgagga

40

cccgetgctg
cctgeagege
cggcgtgate
cggcgacgtc
cgtcaagacc
cgacccecgc
ctacgtecte
cgceggegec
caccgccgac
cgacctggec
ggtcaagatc
ccccgacgtc
cgtcgeetac
cggcctcgag
cctgeecgtc
cggcggcgcc
cgaggtectc
ctccatgcte
cgtacgeacc
cgacgeggec
cccegtgatg
cgtggtotec
gctcgaccac
cgccecyggac
caccggcgag
cgcaccgygec
€ggcacgggc
ggtcgacteg
0gagcecyee
€accgacecec
caccctgegy
cctggeeecy
cgtgcacgac
cggcgaggac
ggcggtgccy

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1560
1560
1620
1680
17490
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820



ggcgecgaac
ccggacgtca
aagcaggtga
cgccacctca
ttcaactacc
acgggegacg
agegecgteg
cgcegectyg
gaagccctag
acccteggct
tggttaatta
<210> 6
<211> 1087

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 6

tcagccgeac
ccgactggge
aggaacagtt
accccaceqge
tggaccgecg
gcectegecge
tccacgaggyg
tcececgateca
tggagcaggc
cgctcageca

attgaa

Artificia

Secuencia hibrida
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ggcgggetag
gcggetgeac
gcggtcoccgta
tgggcceccge
ggtcaccecg
ctcgeggecc
ggcggacggce
cgacgcocyc
cgaccgggec

gtccgagatce

ttcacggccec
caggacggcd
ccgggcgacg
ctcgcacgec
gceaccggea
acggcgecga
cececgactgce
cgcctggeey
ggcaccggeg
gaggaattcg

tccacceggt
acgcgectecy
gceteggeca
ttcccgagec
cceccygaace
tggcccacge
gcgeggagtg
agcaatggtt
gcetgaccee

agtccgacct

gcggetgget
ggacggectc
cggctégctg
cgacttcggc
gtggaccgtc
ggtggagctg
gacctacgea
ccgggegetg
gtccgacgty
tgagtccgag

ser

Leu

Glu

Pro

Arg

65

Trp

Asp

Leu

Leu

Glin

Ser

Gly

Phe

50

His

Ala

Leu

Ala

Leu
130

Gln

Pro

Pro

35

Asp

Ala

Gln

Ser

Ala

115

Arg

Pro

Leu

20

Asp

Gly

Asn

leu

Thr

100

Ala

Phe

Thr

GIn

Leu

Ala

Leu

val

85

Leu

Asp

Thr

Arg

Glu

Tyr

‘Arg

Arg

70

Leu

Ser

Arg

Ala

Ala

Gly

Ile

Met

55

Ala

Arg

Glu

Ala

Ile
135

Arg

Phe

Gly

40

Arg

Gly

Asp

Glu

Gly

val

25

Gin

Glu

Phe

val

Glu

105

Arg

Leu

41

Lys
10

Phe
val
Ala
Arg
Asp
90

Arg

Phe

ser

Ite
Leu
Ala
Ala
Gln
75

Leu
Arg

Asp

Ala

Glu

Gly

Phe

Arg

60

Arg

Pro

Ala

Leu

Asp
140

Asp
Leu
Ala
Lys
Trp
Glu
a1y

Arg

Ile

Leu

30

Leu

Leu

Asn

Gln

Ala

110

Arg

val

Leu
15

His
Glu
Leu
Gly
Asp
95

Asp

Pro

Arg

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3436

Pro
Thr
Gly
Arg
e
A?a
Arg
Pro

Leu



val

145

Leu

Ala

Ala

Gly

Thr

225

Ala

val

Asp

Gly

Ala

305

Gln

Asp

val

Asp

His

385

Phe

Met
Leu
Ley
Arg
L.eu
210
Ala
Leu
GIn
val
val
290
Arg
Asn
Ile

Phe

Pro
370

"Phe

Arg

Thr
Arg
Pro
Asp
195
Asp
Pro
Ser
Gly
vai
275
Glu
Leu
Glu
Gln
Gln

355

Asp

Ala

val

Asn

Glu

Arg

Arg

Giu

Ser

Ala

Alfa

260

Phe

Ser

Asp

Gin

His

340

Ash

Arg

val .

Asp

His
Leu
165
val
Asp
Ala
Glin
Trp
245
Trp
Gly
Met
Gln
Ala

325

Trp

Ty r.

Leu

Asn

Tyr
405
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His

150

Met

Arg

Ala

Thr

val

230

Ala

Ala

Ala

Ile

Ala

310

Arg

Ala

Pro

Arg

val

390

Arg

Ile

Ala

Pro

Ala

Leu

215

ser

Arg

Leu

Thr

Gly

Glu

Leu

Gly

val
vai
375

val

Pro

val
Leu

Tyr

Phe
Gly
Ala
val
280
Leu
Pro
Leu
His
Glu
360
Ala

Ala

Asp

Leu

TYyr

Arg

Asp

Ala

Thr

Gln

Leu

265

Ser

Phe

Leu

Asp

Gly

Glu

Ser

Thr

Leu

42

Asp
Ala
170
Asp
Ala

Pro

val

Ile
Gly
His
330
Glu

Gly

Ala

Met,

Tyr
410

%
Ala
Tyr
Trp
Asp
Asp
235
vai
Gln
Arg
Asn
Asp
Glin
Leu
Asp
Asp

Arg

Asp

Trp

Glu

Leu

Arg

Ala

220

Ser

Thr

Ala

Pro

The

300

Leu

Trp

Phe

Leu

Ile

380

Gly

Gliu

Ser

Gly

Ala

Arg

205

Gly

Glu

Met

Thr

Pro

285

Leu

Phe

Pro

Asp

Thr

Met Pro val

Asp

Pro

175

190

sSer

Pro

val

Asn

Gly

Glu

Pro

Arg

Gly

Thr

Leu

Leu

Ala

Ser

Thr

255

Arg

Leu

val

Arg

Leu

335

Ala

350 -

Ala

365

Lys

Ala

Ala

Gly

Glu

TYr

Pro

Gly

Leu

Ala
415

160

Ser
Asp
Ser
Ser
Gly
val
Asp
Pro
Arg
Leu
320
Ala
Met
Ala
Thr
Ser

400

Arg



Asp
Pro
Glu
Thr
465
Arg
Thr
Ile
Glu
Arg
545
Ile
ile
Thr
Arg
His
625
Thr
LyS

Leu

Leu

Phe

Asp

Arg

450

Pro

Phe

Leu

Ala

Arg

Pro

Thr

Asp

Ala

Ser

610

Leu

Asp

Ala

Ala

Ser

Gly
Arg
val
Leu
Asp
His
val
515
Ala
Asp
Ala
ser
Ala
595
Leu
Asp
Leu
Va)

Lys

Phe
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Arg Arg Met

420

Pro
Leu
His
Ser
Ala
500
val
Ash
AsSp
Ile
Gly
Arg
Ala
Asp
Ala
Leu
660

Leu

Ser

vai

val

Glu

Tr

43

val

Tyr

Arg

Leu

Ile

565

Tyr

val

Glu

Gin

Tyr

645

val

Phe

Asn

Ala
Glu
Leu
470
Ash
Phe
Arg
Leu
vat
550
Ala
Pro
val
Thr
Pro
630
Ala
Glu

Gly

Tyr

Leu

His

Trp

455

Thr

Glu

Glu

Glu

Ala

535

Ala

Ala

Asp

val

Gly

Ala

Ile

His

Leu

Ile

Arg val teu

Leu
440
Asn
ser
Thr
Glu
Ash
520
His
Leu
Trp
Asp
Thr
600
Thr
val
Tyr
Arg

Asp

Phe

425

Asp

Gly

Leu

Ala

Met

505

Arg

Tyr

val

Lys

Arg

585

Asn

Pro

Asn

Thr

Gly

Lys

Asp

43

Thy
Ala
Ile
Giu
490
Ala
Leu
Leu
Ley
Thr
570
Ile
Glu
val
Pro
Ser
650
val

Ala

His

Glu

Leu

Prao

ser

475

Glu

Glu

Thr

Arg

Asp

Gly

ser

Ile

Leu

val

635

Gly

val

His

Phe

Thr'

Asp

Thr

460

Pro

Phe

Arg

Tyr

ser

540

Lys

Ala

Phe

His

Glu

620

Thr

Thr

Asn

Arg

val

Leu

Pro

445

Gin

Ser

Pro

Trp

Arg

525

val

Ser

Ala

Met

Ser

605

Ile

Glu

Thr

Leu

Ile
430
Ala
Leu
Met
Ala
Pro
510
Glu
val
Giu
TYr
Leu
590
Asp
Giu
Thr
Gly
Gin
670

Glu

Gln

ser

val

Pro

Al

495

Asp

Leu

Glu

Leu
val
575
Ser
Arg
Leu
Thr
Lys
val

Ala

Mat

Asp

Arg

Gly

Ala

480

Lys

Glu

Asn

Leu

Met

260

Pro

Asp

Leu

lau

ser

640

Pro

ser

Leu

Thr



Asp
705
Arg
Thr
ser
Glu
ASh
785
Tyr
Ala
v:ﬂ_
Gly
Pro
865
Tyr
Tyr
Glu
Arg
val

945

Gin

690

Ala

Thr

Tvr

Ala

Pro

770

Gly

Pro

Asn

Gly

Tyr

850

Phe

Lys

Leu

Leu

ser

930

Gly

Trp

Leu

AsD

Leu

Thr

755

val

Tyr

Pro

Thr

Leu

Gln

Thr

Gly

Gly

Leu

Phe

Met

Leu
Pro
Sar
740
ser
Phe
Gly
ASD
Lys
820
Ile
Asn
Thr
Gly
Arg
300
Glu
val

Tyr

Arg

Asn

Gly

725

Gly

Leu

Ala

Pro

val

805

Cys

Gly

Arg

Ala

Asp

Thr

val

val

val

Lys

ES 2447491 T3

Gly

710

Arg

Thr

Thr

Lys

Thr

790

His

His

Glu

Giu

Glu

870

Leu

Asp

alu

Ala

Gly

Lys

695

Gln
Leu
Pro
Arg
Ile
775
Glu
Arg
val
Leu
AS

85

Glu
val
Leu
Ala

Arg

Lys

cys

Ser

Ile

760

Arg

Ile

val

Leu

Tyr
840

‘Leu

Arg

Arg

Gln

Ala

920

Glu

935

Glu

Leu

Gln

Pro

Leu

Arg

val

745

Asp

aly

ser

Asn

Asn

825

Ile

Thr

Arg

Trp

val

905

Leu

His

Glu

Glu

44

val
Tyr
730
Lteu
Ala
Thr
Ile
Lys
810
Lys
Gly
Ala
Leu
Leu
890
Lys
ser
Ala

Phe

ser
970

A
Met
Ser
Ile
Phe
Thr
795
Ser
Ala
Gly
Asp
Gly
Pro
Ile
Ser
val
Asp

955

val

700

Leu

Ash

Leu

Gly

Pro

780

Ser

Ile

Met

Ile

Arg

860 .

GTu

Asn

Arg

Tyr

Gly

Glu

val

Asp

ASp

Tyr

Glu

765

Gly

His

Gly

Lys

Gly

845

Phe

Asn

Gly

Gly

Pro

925

Gln

Gln

Pro

Gly

Glu

Asp

750

ASp

Leu

Lys

Fhe

Pro

830

val

val

Gly

Glu

Gln

910

Gly

Lys

Asp

Ala

Ser
Gln
735
Tyr
Phe
1le
Arg
Pro
815
val
Thr
Glu
Arg
val
895
Arg
va'l
Tyr
Leu

Arg
975

Met
720
val
Ser
Thr
Ile
Pro
800
val
Pro
Arg -
Asn
Lel
280
Glu
val
val
Leu
Lys
960

val



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Leu

Arg

val
1010

Ala
1025

Asp

Ala Pro val Sser Glu
GIn val Leu Glu Ile

Phe Phe Ala Leu Gly
1040

ES 2447491 T3

Arg Ile Thr Asp Ile pro val Thr Pro Ser Gly Lys Leu Asp Ala
980 985 990

Arg Leu Pro Glu Thr Asp phe Gly Ala Gly Glu Gy Ala Glu Tyr
995 100G 1005

Phe Glu Leu Lys Leu Cys 6Gly Ile Trp
1015 1020

Ala Pro Asp Arg Ile

Gly val His Asp
1030 1035

Ala Met Ala Leu

Gly Asp Ser Ile Arg
1045

1050

Ala GIn Ala Ile Thr Thr Gly Phe Gly Gln Gly Leu &Gly val Ala
1055 1660 1065
Thr val Leu 6¢1n His Thr Thr Leu Ala Ala Gin Ala Glu His Ile
1070 1075 1080
Gin Ala Ala Ala
10R5
7
3263
ADN
Artificial
Secuencia hibrida
7
agccagcaac cgacccgtgec gogcggcaag atcgaggaca tccttecget cteccegetg 60
caagagggct tcgtgttcct cgggetgety cacaccgagg ggeccgacct ctacatcgge 120
caggtggcct tcgacctgga gggccccttc gacggogoce ggatgogega ggoggccegg 180
gchtgctgc gceggeacge caacctgcge gecgggtice ggcagegeaa gaacggggec 240
fgggcccaac tggtcctgeg cgacgtcgac ctgccgtgge aggacgecga cctgageacy 300
ctgtccgagg aggagegecg dgeggaggcc gaccggctcg cggecgecga ccgtgeccge 360
cgtttcgace tgggecggee cccugctdctg cgcttcaccy ccatecgget gtccgecgac - 420
cgcgtecgee tggtgatgac caaccaccac atcgtgetgg acggetggtc catgocggtce 480
ctgctgcgeg aactcatgge getctacgee gecgagggty acccctocyge getececegy 540
gteegteccet accgegacta cctggectgg ctcgacgecc gcgaccggga cgecgeecge 600
gacgeetgge ggeggtecct gteccgggetc gacgaggeca ccctcctege cccggacgec 660
ggcceeggegt cgaccgetcce ctegecaggtg tecttcaccyg tggactccga ggtcageggce 720
gccctgteag cetgggctcg gggecaggge gtgaccatga acacggtggt ccagggtgec 780

45



tgggcccteg
tceggeegec
ctgceecgtee
cagaacgaac
tgggccggac
gaggagcagacc
aagggcggcea
ttcecgegtey
cggatgctac
gacacccteg
cagcttcecg
cggttcgatt
gtgrtcgagg
cggctgacct
gtggtcgaac
atcaccgcga
tacccggacg
aacgagatce
atcgaactgce
accgacctcg
gtcgaacacc
aaggcgcacc
gagcagatga
cgecaccgate
ggcacgcegt
gacgcgatcyg
ggcctgatca
tacccgecyyg
tgccacgtge
atcggeggea
ttcgtggaga
tacaagaccg
accgacctgce
ctgtcgtect

cagaagtacc

cgctggecca
cgcccgaget
gcgecegect
aggccegect
acggcgaact
tcaccgeccec
cgcacttcygc
actaccgacc
gggtactgga
acccggecgt
gaacgecact
cgtggaacga
agatggccga
accgcgaget
tgcgeccgga
tcatcgcggc
accggatete
acagcgaccy
tgcacctega
cctacgcgat
gcggcgrggt
gcgacgaggc
ccgacgeget
cegggcegect
cgygtgctcete
gcgaggactt
tcaacggcta
acgtgcaccg
tgaacaaggc
tcggegtgac
acccgtteca
gcgacctggt
aggtcaagat
accccggggt
tggtcgggtt

ES 2447491 T3

ggccaccgga
gceceggegte
cgaccaggece
cctggaccac
cttcgacacc
cgccgacceg
cgtcaacgtc
cgacctetae
aaccctogate
acgggagcgg
gcacgaactg
gaccgcecgag
gcgetggecg
gaacgagcgg
cgacctegtc
gtggaagacc
gttcatgctc
gctgegtteg
cgaccagecg
ctacacctec
caacctccag
gctgctgtcg
gctcaacggy
gtgccggtac
getetacgac
caccgagecy
cgggccgacy
ggtgaacaag
gatgaagccg
cagggggtac
gaccgcggag
gcgctggcty
ccgeggccag
ggrgcgctcy
ctacgtcgge

cgcgacgacg
gagtccatga
gaacccetcg
cagtggeccg
gccatggtet
gaccggctee
gtcocgacga
gacgaggcgt
tccgacccgg
gtcetdgtgg
actagtctca
gaattccceg
gacgagatcg
gccaaceycee
gcgctogtac
ggtgcggect
tccgacaccy
ctggacggaga
gcggtgaacc

ggcaccacceq-

gtgtcgectgg
ttctcgaact
cagaagctag
atgaacgacg
tactcgtegg
gtgttcgeeca
gaaatctcga
agcatcgget
gtcccggteg
ctcaaccgceyg
gaacggcggc
cccaacgycy
cgcgtggaac
ctggtcegtag
gagcéggagt

46

tcgtcttegg
tcggectgtt
gcgacctett
gactcgccga
tccagaacta
gggtcgecte
tgcgeggege
acgcecgega
accgtccegt
agtggaacgy
tctecacegte
cggacaagac
ccgtggtgta
tcgcgcacta
tggacaagag
acgtgccgat
ccgcgeycgt
ccggcacgee
cggtcaccga
gcaagccecaa
cgaagctgtt
acatcttcga
tggtgctcga
agcaggtcac
cgacctcgct
agatccgcgy
tcaccageca
tcceggtege
gcggtategy
aggaccrgac
tgggcgagaa
aggtgoagta
tcggcgaggt
cccgagagea

tcgacgagca

cgcecaccgtc
catcaacacc
cegecgecte
catccagcacg
cccogtcgay
ggccgacatce
cgaactgtecc
cttcggcecga
ggcccacctg
ggceccgace
gatgcgegeg
gctgcacgeg
ccgggaaaac
cctgegeteg
cgaactgatg
cgactccgac
ggrggtgacc
cgtgctggag
gaccaccagce
ggcggtgctt
cggtctggac
ccacttecgte
cggcagcaty
ctacctcteg
gacccggatc
cacctteeec
caaacggeccc
caacaccaag
cgagctctac
cgccgaccgg
cggccgectg
ccteggeege
ggaggcggcg
cgcggtggyg
ggacctcaag

840

300

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

cagtggatgc
gacatcccgg
ggggcogyatg
ggtatctggg
ttcgegcteg
ttcggecagg
gagcacatcc

8

1095

PRT
Artificial

gcaagaagtt
tgacccegag
agggcgecga
cccaggtgct
gcggegacag
gceteggtgt
aggcggecgce

Secuencia hibrida

8
Ile
1
Ile

GIn

Met

Glu
Ser
Thr

GIn

His Cys

Leu Lys

Gln His

35

Lys Gly

30

Ala
65
Gclu
Leu
val
Met
As
14

Ser

Tyr
Ala
Arg
Phe
130
Lys

Ile

Phe Glu

Phe Thr

Ala
5

Asp
Ile
Met
Gln

Met

ES 2447491 T3

gcecgagtcc
cggcaagcty
atacgtcgcg
ggagatcgceg
catccgegey

ggcgaccgtqg

gt

Ala

Ile

Gly

Leu

Ala

70

Ser

85

His
100

Thr

Arg
115

Lys
Asn Lys
Ala

Arg

Leu Arg

Phe

Lys

Gln

G]y‘

Thr

Tyr

Pro

Arg

Phe

150

Glu

165

Gln Glu His

Thr I1e Glu

ITe Glu

40

Asp

Phe His Ser

55

Ala Phe Asp

Leu Ser Tyr

Thr Glu Tr

10

Glu Ile

120

Ile

Ash Glu Phe

135

Asp Leu Thr

Asp Asp Gln

a7

gtggtgcecg
gacgogegga
ceggteageg
ccggaccgea
atggcgcteg

ctccagcaca

Ile

10

Glu

Asn

Leu

Leu

l.eu

96

Lys

Thr

Ile

Gln

val
170

cgcgegtect

gcctgocgga

agttcgagct

tcggcgtgca

cgcaggegat

ccacgcetege

His

Leu

Ile

Ile

Lys

Ala

Asp

val

Ala

Asp

155,

Arg

Leu

Asp

Tyr

Asp

60

Gly

Glu

Gln

Glu

Gly

Ala

Leu

Thr

Gln

Pro

45

Ser

Asp

Ser

Pro

Asp

125

Phe

Leu

Ile

gcggatcacc

gacggacttc

gaagetgtoc

cgacgacttc

caccaccgge

cgcecagygec

Pro

Phe

30

Leu

Ala

Leu

His

Leu

110

Ite

val

Met

Trp

sSer

15

val

Thr

ser

Asp

Glu

95

Gin

Arg

Gln

Arg

ser

Asp
Lys
Pro
Arg
Ile
80

1le
ITe
Ser
Lys
val

160

Phe

175

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3263



His

val

Glu

Asp

225

Glu

Gly

Glu

Phe

Gln

305

Fro

Arg

Ser

Tyr

Ile

385

LYS

His

Asp

His

Phe

His

Gly

Tyr

Glu

Ile

Asp

Gly

Ile

Gln

Glu

370

Met

Pro

Thr

Ile

Ile

Glu

195

val

Glin

Gin

GIn

Ile

275

Gln

val

Ile

Thr

Glu

355

Ile

val

Asn

His

His

Leu

180

Thr

Thr

Asn

Thr

Lys

260

Arg

Ser

val

Glu

Ala

340

Gln

Glin

Phe

Arg

Tyr

420

rhe

Met

Tyr

Pro

Ala

val

245

Gln

GIn

Ala

Phe

ser

325

Gin

Ala

Ala

Glu

Asp

405

Asp

val

ES 2447491 T3

Asp

Tyr

Tyr

Leu

230

Leu

Arg

Thr

Trp

Gly

Met

Pro

Leu

Gln

Asn

390

Ala

Phe

Tyr

Gly Trp Cys

Glu

Leu

- 200

Ser

215

Ala

Leu

Leu

Ala

Gly

Ser

val

Galy

Ala

Thr
375

Tyr.

Leu

Asn

Asn

Arg

TYr

LysS

Ala

ser

280

Leu

val

Gly

Met

Ser

360

Glu

Pro

AsSp

Phe

Ser
440

Leu

Tyr

Trp

Glu

Cys

265

Lys

Leu

val

Leu

Thr

345

Gln

GIn

val

Tle

Ile

425

Asn

48

Leu

Glu

Ile

GlIn

Pro

250

Arg

His

Leu

Ser

Phe

330

val

Ala

Lys

Glu

Ile

410

val

val

Pro
Arg
Glu
235
val
Leu
His
Glin
Gl

31

Ile
Glu
TyF
Gln
395
Asn

Met

Tyr

Leu

Arg

Trp

Tyr

ser

Gly

val

Arg

Arg

Asn

Glin

Asp

Gln

380

GIn

Phe

Pro

Asp

Ile

Gin

205

Leu

Leu

Asn

Lys

Thr

285

Tyt

Pro

Thr

va'l

Thr

365

Leu

Met

His

Ala

His
445

Thr

190

Pro

Glu

Asp

Gln

Gln

270

val

Ash

Ala

Ile

Leu

350

Phe

Ile

Glu

Met

Lys

Glu

s

Gly

Ala

Leu

Asn

Asn

Glu

Pro

335

Lys

Pro

sSer

His

Glu

415

Glu

Ser

Glu

Arg

GIn

Tyr

LYS

Ser

Thr

ser

Ile

1320

val

Met

Leu

His

Met

400

Glu

Ile

val



Lys

ser

465

Leu

Ala

Met

Arg

Lys

Arg

Asn

Pro

625

Asn

Thr

Gly

Lys

Arg

450

Gln

Ite

Glu

Ala

Leu

530

Leu

Leu

Thr

Ile

Glu

610

val

Pro

ser

val

Ala

1690

Asp
705

Leu

His

val

Met

Ala

Ser

Glu

Glu

515

Thr

Arg

Asp

Gly

Ser

595

Ile

Leu

val

Gly

val

675

His

Phe

val

Glu

Ile

Pro

Phe

500

Arg

Tyr

Ser

Lys

Ala

580

Phe

His

Glu

Thr

Thr

660

Asn

Arg

val

Leu

Gclu

Arg

ser

485

Pro

Trp

Arg

val

Ser

565

Ala

Met

Ser

Ile

Glu

645

Thr

Leu

Asp

Glu

Asp

ES 2447491 T3

His

val

470

Met,

Ala

Pro

Glu

val

550

Glu

Tyr

Leu

Asp

Glu

630

Thr

Galy

Gln

Glu

Phe

455

GIn

Arg

Asp

Asp

Leu

535

Glu

Leu

vai

Ser

Arg

615

Leu

Thr

Lys

val

ala

" 695

Gln
710

Gly

Met

Ser

Met

Asp

Ala

Lys

Glu

520

Asn

Leu

Met

Pro

Asp

600

Leu

Leu

Ser

Pro

ser

680

Leu

Thr

Met

GIn

Leu

Arg

Thr

50%

Ile

Glu

Arg

Ile

Ite

385

Thr

Arg

His

Thr

Leu

Asp

Arg

49

Ile
Asp
%
Leu
Ala
Arg
Pro
Thr
570
Asp
Ala
ser
Leu
Asp
Ala
Ala
ser

Ala

Thr

ITe Lys Gln
460

Tie
475
Asp
His
val
Ala
As

555
Ala
ser
Ala
Leu
Asp
Leu
val
Lys
Phe
Leu

715

Asp

Leu
ser
Ala
val
Asn
540
Asp
Ile
Gly
Arg
Ala
620
Asp
Ala
Leu
Leu
ser

700

Leu

Thr

Trp

val

Tyr

Arg

Ley

Ile

TYyr

val

605

Glu

GIn

Tyr

val

Phe

685

Asn

Asn

Met

Gly

Asn

Phe

510

Arg

Leu

val

Ala

Pro

590

val

Thr

Pro

Ala

Glu

670

Gly

Tyr

Gly

Pro Gly Arg

val

Thr

Glu

495

Glu

Glu

Ala

Ala

Ala

575

Asp

val

Gly

Ala

Ile

655

His

Leu

ile

GIn

Leu

Asn

Ser

480

Thr

Glu

Asn

His

Leu

360

Trp

Asp

Thr

Thr

val

640

Tyr

Arg

Asp

Phe

Lys

720

Cys



ES 2447491 T3

725 730 ) 735

Arg Tyr Met Asn Asp Glu Gln val Thr Tyr Leu Ser Gly Thr Pro Ser
740 745 750

val Leu Ser Leu Tyr Asp Tyr Ser Ser Ala Thr Ser Leu Thr Arg Ile
755 760 765

Asp Ala Ile Gly Glu Asp Phe Thr Glu Pro val Phe Ala Lys Ile Arg
770 775 780

Gly Thr phe Pro Gly Leu Ile ITe Asn Gly Tyr Gly Pro Thr Glu Ile
785 790 795 800

Ser Tle Thr Ser His Lys Arg Pro Tyr Pro Pra Asp val His Arg val
. 805 810 815

Asn Lys Ser Ile Gly Phe Pro val Ala Asn Thr Lys Cys His val Leu
820 825 830

Asn Lys Ala Met Lys Pro val pro val Gly Gly Ile Gly Glu Leu Tyr
835 840 845

Ile Gly Gly Ile Gly val Thr Arg Gly Tyr Leu Asn Arg Glu Asp teu
850 855 860

Thr Ala Asp Arg Phe val Glu Asn Pro Phe GIn Thr Ala Glu Glu Arg
865 870 875 880

Arg Leu Gly Glu Asn Gly Arg Leu Tyr Lys Thr Gly Asp Leu val Arg
885 890 . 89

Trp Leu Pro Asn Gly Glu val Glu Tyr Leu Gly Arg Thr Asp Leu Gln
900 05 910 .

val Lys Ile Arg Gly GIn Arg val Glu Leu Gly Glu val Glu Ala Ala -
915 920 925

leu Ser Ser Tyr Pro Gly val val Arg Ser Leu val val Ala Arg Glu
930 935 940

His Ala val Gly GIn Lys Tyr Leu val Gly Phe Tyr val Gly Glu Gln
945 950 955 960

Glu Phe Asp Glu GIn Asp Leu Lys GlIn frp Met Arg Lys Lys Leu Pro
965 970 . 975

Glu ser val val Pro Ala Arg val Leu Arg Ile Thr Asp Ile Pro val
980 . 985 . 990

Thr Pro Ser Gly Lys Leu Asp Ala Arg Arg Leu Pro Glu Thr Asp Phe
’ 995 1000 ' 1005 .

50



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9

Gly
1010

Glu
1025

Pro

ser

Asp
1055

Phe
1070

Leu
1085

3287
ADN
Artificial

Leu Lys
Asp Arg
1040

Ile
Gly Gln

Ala Ala

Ala Gly Glu Gly Ala

Secuencia hibrida

9

atcgaacatt
gacataacaa
gaaaatatat
tcggetteca
gaggcattta
ttttatacgg
ataaccgttg
tttgtacaaa
tecaatcette
atggatggct
cttgagagaa
ctggaagacc
gaaggacaaa
caaaggcttg
aagcatcacg
tacaacaaca

ccgggtattg

gcgeagctcea
tcgaggaatt
atcctttaac
gagcttactt
caatgagttt
aatggaaaga
aagatattcg
aagataaggc
gtacagagga
gatgtetgce
gacaaccgga
aggatcatca
ccgttttact
catgcegget
tcaccgtgaa
gtcaggatgt
aatccatggt

Leu Cys Gly
Ile Gly val
Arg Ala Met
Gly Leu Gly

Gln Ala Glu

ES 2447491 T3

Glu
1015

Ile
1030

His
1045

Ala
1060

val
1075

His
1090

agaacacatt
agatcaattt
tcccatgeag
tgaacaagcce
gtcgtatctg
tcagcctttg
aagcatgaag
aagaggattc
cgaccaagtc
tcttattacg
gcgdgaagec
gaacgctttyg
gaaagaacct
cggaaagcag
tacattcatt
cgtttitcgyag
cggcttattt

Tyr

Trp

Asp Asp Phe

Leu

Ala

Ile

cacctgacgce
gttaagcaaa
aaaggtatgc
gecrrttgace
gcggaaagec
cagatcgtat
aataaacaac
gaccttaccc
cgattgatat
aaagaagtgt
gtcaccccgt
gectattggc
gtctcaaace
ctatcagaag
caaagtgcgt:
tcggttgtat

atcaacacca

51

val Ala pro

Ala GIn

Ala Glin

Thr val

GIn Ala

val
1020

Leu
1035

val

Ala
1050

Phe

Iile
1065

Ala

GIn
1080

Leu

Ala
1095

Ala

caagcgatat
cacagcatat
tgttccatag
tcaaaggcga
atgagattct
tccgaaaaaa
gaaacgagtt
aagatgcgtt
ggagcttcca
ttgaaaccta
acagccgata
daaaatattt
aagccaagdg
aaatcagaca
gggggctatt
ccggacgecce

tteccegtacy

Ser Glu pPhe

Glu Ile Ala

Leu Gly aGly

Thr Thr Gly

His Thr Thr

ttcgetgaag
cggcgacatt
tttaatcgat
cttggatatt
ccggactcat
accgatcgaa
cattgccgyc
aatgcgegta
tcatatttta
ttatgagctt
tatcéaatgg
ggacggttat
atatcaaaaa
gactgcaagc
gctgcaaaga
ggcagaaatt
tattaccget

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



cagcctggaa
caggcgtatg
ctgatcagte
aaaccgaatc
gatttcaatt
aacgtctatg
cagatggtga
ctcatctcac
ccegeggaca
atcgeegtao
cgcctcgede
gtgcetggaca
gcctacgige
accgceegege
gagaccggeca
aacccggtea
accggcaage
ctggcgaage
aactacatct
ctggtgatgc
gacgagcagy
tcgacgacct
gccaagatcec
tcgatcacca
ggcttcecgg
gtcggcggta
cgcgaggace
cggctgggcg
ggcgaggtgg
gaactcggeg
gtggcecgag
gagttcgacg
cccgegegeg
cggcgectge
agcgagttcg

tgactgtgga
atacatttcc
atatcatggt
gtgacgcget
tcattgtcat
atcatgcaag
acagtcaggc
cgtcgatgeg
agacgctgca
tgtaccggga
actacctgcy
agagcgaact
cgatcgactc
gcgtggtagt
cgccegtget
ccgagaccac
ccaaggcggt
tgttcgatet
tcgaccactt
tcgacggcay
tcacctacct
cgctgacceyg
gcggeacctt
gccacaaacyg
tcgccaacac
tcggcgaget
tgaccgcega
agaacggccg
agtacctcgg
aggtggaggce
agcacgcggt
agcaggacct
tcctgeggat
cggagacgga
agctgaagct
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acaagtgttg
gttgtatgaa
atttgaaaat
ggacattatc
gceggctgga
tgtcaagecyg
gattcgecgte
cgcgeggttce
cgcagtgttc
aaaccggetyg
ctcagtgote
gatgatcacc
cggctacccy
gaccaacgag
ggagatcgaa
cagcaccgac
gcttgtcgaa
ggacaaggcg
cgtegageag
catgcgeace
ctcgggcacg
gatcgacgcg
ceceggectg
gcectacecg
caagtgccac
ctacafcggc
ccggttegty
cctytacaag
ccgcaccgac
ggcgctgtcy
ggggcagaag
caagcagtgg
caccgacatc
cttcggggcec
gtgcggtatc

aaaatgagce
attcaggctc
tatccggtcg
aatttccata
gaaatcgaca
atggaagagc
caagacttgg
gattcgtgga
gaggagatgg
acctaccgceyg
gaactgcgcee
gegatcateg
gacgaccgga
atccacagcg
ctgctgcacc
ctcgectacg
caccgeggcyg
caccgegacd
atgaccgacg
gatcecyguc
ccgtcggtac
atcggcgadg
atcatcaacg
ccggacgtgce
gtgctgaacé
ggcatcggeg
gagaacccgt
accggegace
ctgcaggtea
tcctaccccy
tacctggteg
atgcgcaaga
ccggtgaccc
ggtgaggocy
tgggcccagyg

52

aggagcagge
aaaccgaaca
agaaacaaat
tggaagagca
ttcattttgt
attttatgca
atatacttac
acgagaccgc
ccgagcgctg
agctgaacga
cggacgacct
cggcgtggaa
tctcgtteat
accggctygcy
tcgacgacca
cgatctacac
tggtcaacct
aggcgctget
cgctgctcaa
gectataccg
tctecgctcta
acttcaccga
gctacgggec
accgggtgaa
aggcgatgaa
tgaccagggg
tccagaccge
tggtgcgctg
agatccgogo
gggtggtgcy
ggttctacgt
agttgceccga
cgagcggcaa
ccgaatacgt

tgctggagat

attggctict
aaagcagcag
ggagcatatg
tacccattac
atacaatagc
aatcattaag
gggaactagt
cgaggaattc
gccggacgag
gcgggecaac
cgtegegety
gaccggtyged
gctctccgac
ttcgctgagcy
gccggcggtg
ctccggcacc
ccaggtgtcg
gtcgttcteg
cgggcagaag
gtacatgaac
cgactactcg
gccgatgttc
gacggaaatc
caagagcatc
gccggteccy
gtacctcaac
dgaggaacgyg
gctgcecaac
ccagcgegty
ctcgctggte
cggcgagcag
gtcegtggty
gctggacgeyg

cgcgecggte

cgegecggac

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

cgcatcggeg tgcacgacga cttcttogeyg ctcggeggcg acageatccg cgcgatggeg
ctcgegeagg cgatcaccac cggettogge cagggectcg gtgtggegac cgtgotccag
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cacaccacgc tcgecgecca ggecgageac atecagygogy cogeget

10
1706
PRT

Nocardia lactamdurans

10

Glu
val
Gly
Thr
Pro
65

Gln
Thr
Gly
phe
145
Leu
Tyr
Leu

Thr

His

Ser

Thr

Arg

50

Ala

Tyr

val

Tyr

130

Phe

Leu

Gly

Ala

Ile
210

Thr

Leuw

Ala

35

Ala

Leu

Pro

Asp

val

115

His

Asp

Asp

Glu

Ala

195

Ala

A1a
Ala
20

Ala
Ala
Arg
Ile
Ser
100
Phe
Gly
Gly
Gly
Phe
180

Leu

Leu

Trp
5
GIn
Tyr
Leu
Thr
Pro
85
Arg
Arg
Asp
Trp
val
165
Ala

Thr

Pro

Thr

Glu

Asn

Pro

Leu

70

Ala

Ala

Leu

Glu

Ser

150

Pro

val

Glu

Leu

Pro

Arg

Ile

Gly

55

Leu

ASp

Glu

His

Ile

135

Trp

Glu

Trp

Phe

Asp
215

Pro Pro Thr

Leu

Pro

40

Ala

Lys

Asp

Leu

Glu

120

TYyr

Asp

Ala

GIn

Trp

200

His

Leu

25

fhe

Leu

Thr

val

Asp-

105

Gglu

Leu

Ile

Asp

Arg

Thr

Pro

53

10

Phe

val

Gly

ASp

Argd

90

Glu
Leu
ser
phe
Leu
170
Gln

Gly

Arg

Ala

Ile

Leu

Thr

ASD

75

teu

val

Pro

val

Arg

155

Gly

TYyr

Ala

Pro

val

Asp

Arg

Leu

60

Gln

Glu

Leu

Ile

val

140

Arg

Ala

Leu

Leu

pro
220

Glu

Asp

Leu

45

val

Gly

val

Thr

Arg

val

Glu

Leu

Thr

Gly

Arg

His
Pha
30

Pro
Arg
val
Pro
Glu
110
Ala
His
Leu
Arg
Gly

Gly

Phe

Pra

15

Glu

Ala

Arg

Arg

Ser

95

Arg

Glu

His

Ala

Gly

Lys

Phe

Asp

3180
3240
3287

Pro

Gly

His

His

Arg

80

Thr

Ala

Ala

Ser

Ala

160

Thr

Arg

Glu

YR
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Arg Gly Arg Glu Leu Glu Phe Glu Leu Asp Glu Arg Thr Thr Glu Ala
225 230 235 240

Leu Arg Glu Leu Ala Arg Thr Ala Arg val Ser Leu Tyr Ser val Leu
245 250 255

Lee Gly Ala Trp Cys Leu Met Leu Asn Met Tyr Thr Gly Gln His Asp
260 265 270

Leu val val Gly Thr Pro Ser Ala Asn Arg Gly Arg Pro Glu Phe Asp
275 280 285

Arg Ala val Gly phe Phe Ala Asn Leu Leu Ala Leu Arg val Arg val
290 295 300

Asp Pro Ala Ala Thr Leu Pro Ala Tyr val Arg ser val Gly Glu Ala
305 310 315 320

val val Ala Ala GIn val His Gly Glu Leu Pro Phe Glu GIn Leu Vval
325 330 335

Lys Glu Leu Lys val Glu Lys Asp Pro Ser Arg His Pro Ile Leu Gln
340 345 350

Leu Ash Phe Thr Leu GIn Asn val Ser Asp His Thr Ser Ala Leu Thr
355 360 365

Gly Tyr 6In Pro Asp Ser Gly Gly Trp Thr Thr Thr Lys Phe Asp Leu
370 375 380

Ser Ala Thr Met Thr Glu Thr Ala Thr Gly Leu Ala Gly Asn Leu Thr
385 390 395 400

Tyr Ala Ala Sser Leu Phe Asp Asp Thr ser Ala ser Gly Phe Ile Ala
405 410 415

Thr Phe Lys His val Leu Ala Glu Phe Ala Ser Ala Ala Ala GIn Thr
420 425 430

pro Ile Ala Gln Leu Thr Ala Leu Asp Glu Pro Gly Gln Ala Ala Leu
435 440 445

i.eu Thr Pro Pro Ala Glu Pro Ala Ala Arg Arg Thr Arg Thr Leu His
450 455 460

Ala val phe Glu Glu val Ala Ala Thr Trp Pro Asp Arg val Ala val
465 470 475 480

val His Gly Asp val Arg Leu Thr Tyr Arg Glu Leu Asn Glu Arg Ala
485 490 495

54



Asn

Glu

Ile

Ser

545

Lys

Thr

Pro

Ala

ser

625

Phe

Tyr

Gly

Phe

Pro

705

Cys

Met

Glu

Arg
Leu
Leu
530
Tyr
Leu
Ser
Ala
Ile
610
His
Gly
val
His
Tyr
690
Thr
val

Arg

Thr

Leu

Ite

515

Ala

Pro

val

Gly

Glu

595

Tyr

Gly

ser

rhe

GIn

Leu

Gly

Thr

Ala

500

Ala

val

Asp

Leu

Asp

580

Asn

Thr

Ser

Prao

Asp

660

Leu

Leu

val

val

Glu

740

val

His

Leu

Trp

Asp

Ala

565

val

Pro

Sar

val

Asp

Phe

Leu

Ala

Glu

Ala

725

Phe

Tyr

ES 2447491 T3

His

val

Lys

Arg

Gly

Leu

val

Gly

Asp

Glu

ser

val

Asn

Arg

Gly

Ala

Asn

Leu

Leu

Ala

535

Ile

Glu

ASp

Thr

Thr

615

Ser

Ser

val

Pro

Arg

695

Phe

Glu

Gly

Thr

Arg
Asp
520
Gly
Ala
Ala
Leu
Glu
600
Thr
Phe
Ala
Glu
Pro
680

Glu

Asp

Ala

Pro

val
760

Ser
505
Lys
Ala
Phe
His
Giu
585
Thr
Gly
Arg
Glu
Gln
665
Pro
Gly
Leu
Phe
Ile

745

His

55

val
Ser
Ala
Met
Gly
Gln
Thr
Lys
Ala
Ala
650
Leu
Sar
Leu
Ala
2t
Leu

Arg

Ala
Glu
Tvyr
Leu
555
Ser
Leu
ser
Pro
Gln
vai
Ala
Ala
ser
His
715
Pfo
Asn

Phe

Gaiu

Leu

Met

540

ser

Arg

Asp

Thr

Lys

Leu

Leu

Leu

Ala

Tyr

700

Leu

Gln

Ala

clu

Pro

Thr

525

Pro

Asp

val

Leu

Glu

605

Ala

sSer

phe

Ser

As

68

Leu

ser

His

Tyr

Prao
765

Arg Ala Asp

510

Leu

Ile

Thr

Arg

Thr

590

Leu

val

Gly

Leu

val

670

Asp

s5er

His

Phe

val

Asp

Gly

Gly

Gly

Ala

Leu

Arg

Ala

655

Leu

Pro

Gly

Leu

Glu

© 735

Gly

Gly

Thr

Asp

Ala

Pro

Ala

360

Leu

Glu

Tyr

val

Tyr

640

Asn

Gcly

Ala

Thr

Arg

Lys

Thr

Ala



ES 2447491 T3

Tyr Arg Asn Thr Leu Gly Ala Pro Leu G1y Asn Thr Arg Leu Tyr val
770 775 . 780

Leu Gly Asp Gly Met Lys Leu Leuw Pro Thr Gly Ala val Gly Glu Leu
785 790 © 795 800

Tyr Leu Ala Gly Asp Cys val Thr Glu Gly Tyr Leu His Arg Pro Glu
80 810 815

Leu Thr Arg Glu Arg Phe Leu Pro Asn Pro Phe Ala Ala Glu ser Gly
820 825 830

Arg Phe Pro Met Ile Tyr Arg Thr Gly Asp val val Arg Arg Gly Pro
835 840 845

Asp Gly Glu Leu GIn Tyr Leu Gly Arg Asn Asp Ala Gln val Lys Ile
850 855 860

Asn Gly Leu Arg Ile Glu Pro Gly Glu val Glu Ala Ala Leu Ala Gly
865 870 875 . 880

Cys Ser Gty val Arg Gln cys Ala val val Ala Gly Ala Asp Pro Gln
885 890 895

Ala Pro Galu Arg Lys Arg Leu val Gly Tyr Tyr Leu Pro GIU Pro Gly
900 905 910

Ala Ala val Asp Glu Ala Asp Leu Phe Ala Ala Leu Arg Ala Gln Leu
915 920 925

met Pro Ser Met val Pro Ser Leu Leu val Arg Leu Asp Arg Pro Leu
9230 935 940

Pro Met Thr Tle Thr Gly Lys Leu Asp val Asp Ala Leu Pro Ser Ala
945 950 955 960 -

Asp Phe Ser Pro Lys Arg Ala Ala Tyr Ala Ala Pro Arg Asp Arg val
: 965 : 970 975

Glu Ala Arg Leu Cys His Leu Trp Ser Ala Gln Leu Pro Gly Gly Thr
980 985 990

val Gly Ile Asp Asp Asp Phe Phe Arg Cys Gly Gly Asp Ser Ile Ser
995 1000 1005

Ala Leu His teu Ala ser Gin Vval Gln Arg Glu Ile Glu Arg Lys
1010 _ 1015 1020

val ser val Lys Tyr Leu Phe Asp His Pro Thr val Arg Ser Phe
1025 1030 1035

val Aasp Asn val Leu Ser Gly Leu Ala Glu Ser Ser Gly Asp Asp

56



Glu
Ile
Trp
Glu
VPhe
ASp
Ala
Phe
Gly
Leu
Glu
Tyr
Gly
Ala
Glu
Ser

Ala

1040

Pro
1055

GlIn
1070

Asn
1085

Leu
1100

Arg
1115

Ala
1130

Asp

-1145

Asp
1160

Phe
1175

val
1190

Ite
12058

Arg
1220

Glu
1235

Glu
1250

Phe
1265

Pro
1280

Thr
1295

Glu

Glu

His

Arg

Leu

Ala

Ala

Leu

Asp

val

Ley

Gln

Arg

Leu

Ala

Trp

Gly

Gln

Trp

Asn

Thr

Arg

Pro

Asp

Ala

Asp

Asp

Tyr

Trp

Glu

Leu

Leu

Ala

ser

Gly

Fhe

phe

Ala

Phe

Ile

Leu

Asn

Gly

Thr

Asn

Ala

Phe

Ala

Thr

Tyr

Ala
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Arg

Phe

Ala

Leu

Pro

Thr

Arg

Gly

Thr

val

Gly

Gln

Trp

Gln

Ala

Asp

Leu

1045

Ley
1060

Ala
1075

ile
1090

Asp
1105

Glu
1120

Leu
1135

Gln
1150

Pra
1165

Ala
1180

Ser
1195

Gly
1210

Ala
1225

Ala
1240

Thr
1255

Pro
1270

Thr
1285

Arg
1300

Thr 6ly Glu

LYS

Arg

Arg

Ser

His

Arg

Thr

Arg

Trp

Asp

val

Glu

Glu

Asp

Glu

Ser

57

Pro

Thr

Leu

Gly

Glu

Leu

Ala

val

His

Leu

Arg

Thr

Gly

Thr

val

Ile

Leu

Pro

val

Gly

Leu

val

cys

Trp

Ile

Gly

Asp

Thr

Thr

Arg

Asn

Thr

cys
Ala
Pro
Glu
Gln
Asp
Asp
Ala
Phe
Leu
Ala
Tyr
Arg
Thr
Thr
Asp

Arg

1050

Pro
1065

ASp
1080

Ley
1095

His
1110

val
1125

val
1140

Trp
1155

Ala
1170

Ala
1185

Ala
1200

Lys
1215

Thr
1230

Asp
1245

Arg
1260

Leu
1275

Leu
1290

Gln
1305

Met

Arg

Asp

His

Tyr

Arg

Gln

Tyr

Leu

Gln

Thr

Pro

Met

Arg

Lau

Leu

Ala

Leu

His

Pro

Asp

Ala

Gly

Arg

Leu

His

Asp

Gly

Ala

Glu

Arg

Ala

Leu

Thr

Pro

Arg

Gly

Ala

Glu

Leu

Thr

His

His

Leu

Ser

Glu

sSer

Glu

Glu

Thr

Ash



His

Pro

Phe

Ala

Tyr

Phe

Glu

Asp

Ser

Gly

lLeu

Pro

val

Glu

Pro

Pro

Ile

Leu
1310

Asp
1325

Ala
1340

Thr
1335

Asn
1385

Ala
1400

Glu
1445

Glu
1460

Ala
1475

Ash
1490

Thr
val
val
Arg
Ala
Tyr
Trp
Asn
Thr
Ala
Arg
Arg
Glu
Gly

Leu

Gly

Arg

val
Arg
Glu
Ala
Leu
Leu
Gln
Arg
Gly
Ala
Leu
Ghu
Asp
Ala
Arg

ser

Leu

Glu

Asp

val

Asn

Phe

Gly

Leu

Leu

aly

Thr

val

Ala

Ala

Glu

Leu

Phe

GIn
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Gly

Thr

Asp

Arg

Galy

Arg

Asp

Ala

Arg

Arg

Ser

Thr

Glu

ser

val

Glu

Pro

His
1315

val
1330

Pro
1345

Arg
1360

Leu
1390

Pra
1405

Asn
1420

Leu
1435

Leu
1450

His
1465

Thr
;480

Arg
1495

TYr
1510
Leu

1525

Glu
1540

ser
1555

Gly Arg Glu

Gly

Gly

Arg

Glu

Gly

Ala

Arg

val

Phe

Thr

Glu

Thr

Leuw’

Phe

Leu

Gly

58

Trp

Asp

val

Ala

Glu

Leu

Ser

Ala

Ala

Ala

Leu

Leu

ser

Asn

Gly

Pro

Phe

Leu

Pro

Pro

Gly

Ser

Ser

val

ser

Thr

Phe

Phe

Asn

Ash

Arg

Tyr

Leu
Thr
Gly
His
Leu
Asp
Gly
Ile
val
Galu
val
Asp
val
Leu
Vé1
Tyr

His

Phe
1320

Thr
1335

Arg
1350

His
1365

Pro
1380

Gly
1395

ser
1410

Asp
1425

Asp
1440
Leu

1455

Ala
1470
Pro
1485

Leu
1500

Ala
1515

His
1530

Tyr
1545

Leu
1560

Glu
Met
Sgr
Gly
Ala
Glh
His
val
Ser
Lys
Arg
Tyr
Pro
Arg
Leu
val

Leu

Gly

His

val

Ile

val

Pro

Thr

The

Leu

val

Asn

Ile

Proe

GlIn

His

Glu

Gly

Ala

Pro

Leu

Gly

Ser

Thr

val

Met

Leu

Trp

Glu

Leu

Gly

Leu

Thr

His

Trp



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

ser

Phe

Gly Gly

1565

Arg

Ala

Gly Glu

1580

Phe

Glu

Asp

Met Arg

Ile Leu

1610

Ala

Asp

Leu Ala

1625

Phe

Lys

Ala Gly

1640

Pro

Arg

Leu Phe

1655

Asp

Leu

Leu Leu

1670

Gly

Glu

Thr His

1685

Leu

Met

Cys clu

1700

11
5120
ADN

Nocardia lactamdurans

11
cgagcacacc

gcaggaacge
gttcgtgcte
cgtgcgeege
gcagtacccg
€cgggecgag
ggaactgecc
ggtgcaccac
cctgetegac
cgcggtgtgg
gaccggcgcyg

gcgtggacge
ctgctgttca
cggctgeecg
cacccggecc
atcceggead
ctggacgagyg
atccgegecd
agctgctteg
ggecgicccocg
cagcggeagt
ctcggeggct
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val Leu Ser

Leu Glu

1570

Arg Ile Asp

Asp Leu

1585.

Gln Ala Ser

Ala Asn

1600

Asp Pro Ile

Asn Tyr

1615

Arg Leu Ala

Gly Arg

1630

Glu Pro Asn

Asp val

1645

Glu Tyr Tyr

His Gly

1660

Pro Ala Ala

Ala Ile

1675

His Ser Trp

val Arg

1690

Arg Ile ser

Thr

1705

cgcegececac
tcgacgactt
cgcacacccd
tgcgecacget
acgacgtcey
tgctgaccga
aagcgttcga
acggctggte
aagccgatct
acctgaccgg

tcgagaccat

cgcggtcgag
cgaaggcgyc
tgccgegete
gctgaagace
dctcgaggtc
gcgcgecgygg
ccacggegac
gtgggacatc
cggcgegety
caagcggctg

cagccctgecg

59

Ite

Leu

ITe

His

Leu

val

Thr

Glu

Asn

ser Arg

1575

Ile
1590

Leu

Leu
1605

Gly

Tyr Arg

1620

Gly Asn
1635

Asn Gly

1650

Phe

Arg
1665

val Cys

1680

Glu Lys

1695

cacccgeegd
acggcggcct
cccggtgcgc
gacgaccagg
ccgtegacca
tacgtgttce
gagatctacc
ttccgeegey
cgcggeacct
gcegegetyga

ctggaccacc

GIn Leu Ala

Asp Pro Tyr

Pro Gly val

Pro Asp Glu

Leu val Leu

Pro His

Asn His Leu

Asp Leu Ala

Leu val arg

tctegetgge
acaacatccc
tgggcacgcet
gcgtgeggeg
cagtggacag
ggctgcacga
tcagecgtcgt
agctggedge
acggcgagtt
ccgagttctg

cgegeeeace

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



gcggttegac
gctgcgegag
gtgcctgatg
gaaccgcggc
gegogtecac
gotggtggce
ggtggagaag
cteegaccac
caagttcgac
ctacgceged
cgtgctggcc
cgacgagecg
ccggacgety
ggtccacggt
ccaccaccty
caagtccgag
gccgatcgat
gaaactggty
cgtactegac
gaccaccage
ggcggtgctc
cttcgacteg
cttctccgte
geecteggec
cct;agcggt
gtgcgtgctg
grrcgecggg
gcaccgettc
ccggctctac
gtacctgogcg
geggttectg
cgyggacgtg
ccaggtgaag
ctgttecgge

caaacggctce

taccgeggec
ctggccagga
ctcaacatgt
cgccéggagt
gtcgaccegg
gcgcaggtgc
gacccgagec
accagcgcgce
ctygtccgega
tccectgttcg
gagttcgeet
gggcaggcgy
cacgcggtct
gacgtgcggc
cggtcgotgg
ctgacecteg
ccgagctacc
ctcgecgggg
ctcgaacagc
accgaactgg
gtctcgcacyg
ccggacgagt
gagcaactyg
gcecgacgate
actccgacgc
gtegecggtyg
ccgatcctca
QQQCCCQQtQ
gtgctcggcy
ggcgactgeg
ccgaaccegt
gtccgccgeg
atcaacggcc
gtgcgecage
gtcgoctact
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gcgagetgga
ccgccagggt
acaccgggea
tcgacagggce
ccgegacect
acggcgaget
gtcaccegat
tgaccgggta
cgatgaccga
acgacaccag
cggccgecge
cgctgetgac
tcgaggagot
tgacctaccy
ccgaaccgeg
tggcgatect
ccgacgaccg
aagcacacgg
tcgacctgac
cctacgecgat
gctcggtcga
ccgeegaage
cgctgtegat
cggcgttcta
aggtggagcg
aggcgttcca
acgcctacag
acgcectaccy
acgggatgaa
tgaccgagygg
tcgeggegga
gcccggacgg
tgcggatcga
gcgeggtegt
acctgceecga

gttcgagetg
gagcctctac
gcacgacctc
ggtcggettc
gceggectac
gcegttegag
cctgcagetc
ccagccggac
gaccgegacc
£gcgagcgygyg
gcagaccccy
gccaccegec
ggcggegacc
cgaattgaac
ggccgacgag
cgcgatatog
gatcgegttc
ctcgcggoty
cggcgaaccee
ctacacctee
cagcttecge
cgtgttatte
gctcgacggq
cgagctggeg
cttcgacctg
gccgcageac
caccaccgaa
gaacacccte
gctgctgecc
gtacctgcac
atcegaceag
cgaactccag
gcccggegag
cgcgggegey
gcocggegcy
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gacgagcgga
agcgtgctge
gtggtcggea
ttcgegaace
gtccggtegg
cagctggtea
aacttcaccc
agcggtgget
gggctggecg
ttcatcgcca
atcgeccage
gagceegeeg
tggeeggace
gagcgggeca
ctgatcgege
aaggccgyyg
atgctgtecg
cgcggectga
gcggagaace
ggcaccaccy
gcgcagctga
ctggcgaact
cacaagetge
aaccgcgagg
gcgcacctga
ttcgagaaga
accaccgtgt
ggcgegecye
acgggegegg
cggcecgage
ttceegatga
tacctgggcc
gtcgaagegg
gacccgeagy

gcegtggacy

ccaccgagge
tcggcgecty
cgcegtegye
tgctegeect
tcggegagyc
aggaactcaa
tgcagaacgt
ggaccaccac
gcaacctgac
ccttcaagea
tcaccgeget
cceggeggac
gggtcgeegt
accgectege
tggtgctaga
cggcgtacat
acaccggege
cctegggega
cggtcaccga
gcaageccaa

gcgggegcta

acgtgttcga

tcgtgccace
gtctgagcta
gccacctgeg
tgcgcggega
acaacaccgt
tgggcaacac
tcggcgaget
tgacccgoga

tetacegceac

gcaacgacgc'

cactggceqg
cacccgageg

aagccgacct

720

780

840

900

360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760



cttcgcegcyg
cgatcgcecyg
ggacttctce
gtgccacctg
ccgetgeaat
cgagcgcaag
caacgtgctc
gaccggcgag
ccggcaccge
gcggaccgeyg
aagcgacyag
gegcggecty
cctggcgaac
acgggtctgg
ccaggacctg
gcagtgggcec
ggagaccacc
gcgeegegag
gtgggcctac
gtcgatcacc
Cgagggcgcy
cgtcgaggtg
ccgggtgccg
ggcggtcage
gtggcagcetc
ccggtecage
cagectgcte
gcggetggtc
cgagetgttc
gccgecggge
cctgeggete
actggggcgc
gctcggetygy
99y4gg9ag9cgg

ctgcggygcgc
ctgccgatga
ccgaagcggy
tggagcgege
ggcgacagca
gtcagcgtca
tccggecteg
tgcccgatge
tggaaccaca
ctggaccggc
caggtctacg
gccgacgecg
gggccgacgg
ttcgeectge
gaaatcctgt
caggcggtge
cgggacatgg
gagttcoege
gacaccgagg
<ggcaggaga
ccggacgtgc
gatcccgged
caccacggea
ttcaactacc
gacccggegt
atcgacgtga
ggcgaagcdg
tegeacaceyg
gacccgtaca
gaaggcqgcy
gtgctgttca
tactacgteg
agcttcggeg

atcgacgacc
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agctgatgcc
cgatcaccgg
cggcctacge
agctgccggg
tcagcgeact
agtacctctt
ccgagagetc
tgcccatcca
acttcgecat
tggtcgagca
ccgaggacgc
acctgcggea
cctatgeage
accacctcgt
acaacggceyy
gcgactacac
agtcecgegga
fcaccgeece
tcaacgacct
cgaaccacct
gggacaccgt
acctcagycy
téggctacgg
tcggcaggct
tgtccdgeag
cgatgagctg
ccacgegect
cgaccgtege
tcctggteaa
cggagagcta
acaacgtqca
agcacatccg
gcgtgctgtce
tgctgctgat

gagcatggtg
caagctggac
ggcccctegt
cggcacggtc
gcacctdgcg
cgaccacccey
cggcgacgac
ggagtggrtc
ccggaccccyg
ccacgacges
cgcgecgatce
gcgectggte
ctacctgeac
ggtggacacg
cgacctgggc
cccggecgagd
actgctaggeg
ggacacgcgg
gctgctgacc
caccgtcgag
cggctggrtc
cagegtagctc
cgcgctette
gggcgagggg
ccacaccgte
caccggcage
gttecgecage
ccgcaacgaa
cgaggacgcc
cctgagcaac
cctgcacacy
gcggctgeag
gctggagatc

cgaccegtac
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ccetegetyc
gtggatgect
gaccgggtag
ggcatcgacg
agccaggtdc
accgtgeggt
gaacccgagde
ttecgecaage
ccgctggacc
ttecggctge
accctgcacg
gactggcagc
gggttcgacg
gtgagctggc
gcgaagaccy
ggggagcgcy
cagaccgaag
acgetgetgg
gcgaccggcet
ggccacdgec
accaccatgc
gccaccagad
ggcggtgagg
gacgggeagc
gacggcaacc
cgcotggtey
gagctgaagg
ccggcacgey
gagcgcacygc
ctcgegeage
cccatggagcet
ccgtecgggc
tcceggeage

ttcgggatge

tgatgcggct
tgcccagege
aagcgcgygct
acgacttctt
agcgggagat
ccttegtgga
agggcaggct
cgctggecya
ccggegaqet
ggttcccgga
agctcgacgt
gcaccttega
acggcaccge
acatcctege
gcagctaccg
agttctagyc
gcaccaccag
cggagagccc
ccgegetgey
gcgagetgtt
accegtteac
cgaaccgycy
ccecegetgec
£gaccgagge
gcctggegaa
cggtggtgga
tgtggctgga
aagccaccac
tettegtgct
agttacégga
cgttcgagga
cgtaccacct
tcgegeggac
ggcaggcctc

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240

3300

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
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ggcgaacatc gggetgocecg gggtcgagga catcctcgac ccgatcaact accactaccg 4860
cccggacgag geegaccteq cgcggotgge cgggogogcte gggaacctgg tgctgticaa 4920
ggccggtgag ccgaacgacyg tggtgaacgg cccgeaccag cccocggtigt tcgagtacta 4980
ccacgggacg cgcttcaacc acctcgacct getgctgeeo geggecgega tcgaggictg 5040
cgacctggee ggggagacge accactegtg ggtgcgcaac gagaagetgg tgeggetgat 53100
gtgcgagcgg atttcgacga 5120

<210> 12

<211> 28

<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 12
caccatggeg acgelgoegq aacigite 28

<210> 13
<211> 34
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 13
tcaatiaatt aaccactcgg actcaaggic ggac 34
<210> 14
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 14

caccitaatt aatgaggaga atgcagcaac ggac 34
<210> 15

<211> 21

<212> ADN

<213> Attificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 15
tcaatagcga gegaggtatt ¢ 21
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16

31
ADN
Artificial

Cebador de PCR

16

caccactagt ctggagtate tetcatetat ¢

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

17

31
ADN
Artificial

Cebador de PCR

17

caccttaatt aatgccgaag aggtcaccac ¢

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

18

17
ADN
Artificial

Cebador de PCR

18

ggtcatcget coctagg 17

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

19

28
ADN
Artificial

Cebador de PCR

19

caccactagt cteatetcac cglogatg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

caccltaatt aatagccaqce aaccgaceeq tgcg

20

34
ADN
Artificial

Cebador de PCR

20
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31

28

34
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

21

29
ADN
Artificial

Cebador de PCR

21

ttactagiat cacggacgta cgectegte

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

22
1531
ADN
Artificial

Secuencia hibrida

22

29
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
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ggttaattaa tatcgaacat tgcgeagcte

tttcgctgaa
tcggcgacat
gtttaatcoa
acttggatat
tccggactca
aaccgatcga
tcattgccgg
taatgcgcgt
atcatatttt
attatgagct
atatcgaatg
tggacggtta
gatatcaaaa
agactgcaag
tgctgcaaag
cggcagaaat
gtattaccge
cattggettc
aaaagcagca
tggagcatat
atacccatta
tatacaatag
aaatcattaa
cgggagatga

aggaaaagac

23
1909
ADN
Artificia

Secuencia hibrida

caracteristica miscelanea

(84)....(84)

nesa,c,got

ggacataaca
tgaaaatata
tteggettee
tgaggcattt
tttttatacg
aataaccgtt
ctttgtacaa
atcaatcctt
aatggatgoc
tcttgagaga
gctggaagac
tgaaggacaa
acaaaggctt
caagcatcac
atacaacaac
tccgggtatt
tcagectgga
tcaggcgtat
gctgatcagt
gaaaccgaat
cgatttcaat
caacgtctat
gcagatggty
acgttcgete

gcttcatcaa

atcgaggaat
tatcctttaa
agagcttact
acaatgagtt

gaatggaaag

gaagatattc-

aaagataagg
cgtacagagg
tggtgtctac
agacaaccgg
caggatcatc
accgttttac
gcatgecegge
gtcaccgtyga
agtcaggatg
gaatccatgg
atgactgtog
gatacatttc
catatcatgg
cgtgacgcge
ttcattgtca
gatcatgcaa
aacagtcagg
cttatagagg
ttgactagta

aagaacacat
tagatcaatt
ctceccatgea
ttgaacaagc
tgtcgtatct
atcagccttt
gaagcatgaa
caagaggatt
acgaccaagt
ctcttattac
agcgggaage
agaacgcttt
tgaaagaacc
tcggaaagca
atacattcat
tcgttttcay
fcggcttatt
aacaagtgtt
cgttgtatyga
tatittgaaaa
tggacattat
tgccggetygg
gtygtcaageg -
cgattcgcgt
catttaatga

a
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tcacctgacy
tgttaagcaa
gaaaggtatg
cgcttttgac
gacggaaagce
gcagatcgta

gaataaacaa

cgaccttace

ccgattgata
gaaagaagtg
cgtcacccecy
ggcctattgg
tgtctcaaac
gctatcagaa
tcaaagtgceqg
gtcggttgta
tatcaacacc
gaaaatgagc
aattcaggct
ttatccggtc
caatttccat
agaaatcgac
gatggaagag
ccaagacttg

tacggaagca

ccaagcgata
acacagcata
ctgttccata
ctcaaaggcg
catgagattc
ttccgaaaaa
¢gaaacgagt
caagatgcgt
tggagcttece
tttgaaacct
tacagccgat
Cazaaatatt
caagccaagg
gaaatcagac
tgggggctat
tccggacacc

attcccgtac

.caggagcagg

caaaccgaac
gagaaacaaa
atggaagagc
attcatttta
cattttatgc
gatatactta

gattatccaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
11490
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1531



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

caracteristica miscelanea
(175)....(175)
nesa,c,got

caracteristica miscelanea
(383)....(383)
nesa,c,got

23
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tcgagcggee
attgtatacc
ctgtaggctt
tgacggaatt
tagagacaaa
tgacgaccyat
ttcttctett
tgcagatgag
ggagctatta
gagatcctga
tccagatteg
gaccecgtggg
gccacgaagt
tgctcgecga
tecgaccact
tccggeacca
ceggegaagt
accgerecgg
gtgatgtctg
actgaaaggt
tacttagggg
aagagaaaag
ctgacgcaac
cctaccaggy
cagcttgtgt
caccgggeaa
ttagggaact
aatcttttac

cgcegacgge
gaagctccat
ttccactteg

agccgecaga

ggcgtattgg
atcttagtag
gagagttcaa
ttcatagtca
tatatagtcg
tgatctgett
cgcecggagee
ctgtatctgg
aatcactaga
acaccatttg
tcaagetgtt
ccgecgtegy
gcacgcagtt
tctcggteat
cggcgtacag
cctgatectyg
cgtectecac
cgacgtcgeg
ctcaagcgag
tcaaaggaat
aaataaaggt
aaaagagcaq
gaccttgtca
actgagggac
tceeggtety
agcaggagag
tacgcgecag

cagatcggaa

tatacacccc
artctccgat

qggcggagayg
gctgtctgga
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gtgttacgga
gaantgattt
ggaagaaaca
agctatcaga
cgtggagcca
gatctcgtct
tgnaaggcgt
aagaggtaaa
aggcactctt
tctecaactce
tgatgattte
accggcagtg
gccggeeaggg
ggecggeccg
ctegtecagy
gaccgegetg
gaagtcccgg
cgcggtgage
gtagctgtta
aagggatggg
tcttggatgd
ctggtygggga
accccdecga
Ctcagcaggt
cgcegetyge
gcacgatatt
gtactcgctc

gcaattagac

tggcttcaca
gatgcaatag
gcggecggtc
agcttctgea

gcattcacta
cgaggtttat
tgcaattate
gtaaagaaga
agagcggatt
cccgaaaaty
tactaggttg
cccgaaaacyg
tgctgettgg
ggagctgaca
agtaacgtta
ttggtcggcg
tcgegeaggg
gaggcgtccc
ccgegeaccee
atgaacaggg
gagaacccga
accggaacgg
gtcaagctyc
aaggatggag
gaagatgaat
gagcaggaaa
cacaccgggc
cgagtgcaga
cagctectga
tggacgecct
tacctactte

ttctatacct

ttctectteg
attcttggtc
ccggattaat
gacgcgtcga
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ggcaaccatg
acctacgatg
tttgcgaace
ggagcatgtc
cctcagtctce
aaaatagctc
cagtcaatgc
cgttttattc
acaaatgaac
tcgacaccaa
agtggatctc
tcggteagte
cgaactcccg
ggaagttcgt
acacccaggc
tcacgtcgtc
gccggteggt
cactggtcaa
gatgaagigg
tatggatgta
atactgaaga
atatggcaac
ggacagacgg
gcaccggatg
gcggectttc
acagatgccg
ggagaaggta
aggttaatyg

cttactgecg
aacgaggggc
aatcatccac

cgtcatatg

catggttact
aatgtgtgtc
caggngctgg
aaagtacaat
gtaggtctct
tgctaagcta
attaatgcat
ttgttgacat
gtatcttatc
cgatcttata
aagctecctgg
ctgctecteg
cceecacgge
dggacacgacc
cagggtgttg
ccggaccaca
ccagaactcyg
cttggccatg
gaaagctcga
gcaaagtact
tgggaaaaga
aaatgttgga
ggcaaagctg
ggtcgactac
cggtttcata
gatggogccaa
ctatctegty
catgctattt

gtgattcgat
acaccagcct

tgcacctcag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740
1800
1860
1909



<210> 24
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 24
tfategatit geataaaaaa cagae

<210> 25
<211> 26
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 25
ttatcgatge ttaccttcaa gotteg
<210> 26
<211> 16
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 26

gectggtgee tgatge 16

<210> 27
<211> 16
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 27

gatgiggtcg gagacy 16

<210> 28
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 28

25

26

caggaggaat tacatatgea gaatttegag

30
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

29

30
ADN
Artificial

Cebador de PCR

29

cggeeaggga tgeatacgtic ategeegage

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

30

30
ADN
Artificial

Cebador de PCR

30

caggaggaat tacatatgcc geccagtgac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

31

30
ADN
Artificial

Cebador de PCR

31

gaattcocat atgcatecag gteateggee

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

32

30
ADN
Artificial

Cebador de PCR

32

caggaggaat tacatatgac caccaccace

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

33

30
ADN
Artificial

Cebador de PCR

33
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30

30

30

30
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tcecatatge atoeteaace gitagacgee

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

34

30
ADN
Artificial

Cebador de PCR

34

gtgaggtaac atatgagcca gaatoteltt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gtaatcaatg catcacteat gegigtgtte

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35

30
ADN
Artificial

Cebador de PCR

35

36

30
ADN
Artificial

Cebador de PCR

36

caggaggaat tacataigtc tatttatage

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

37

38
ADN
Artificial

Cebador de PCR

37
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30

30

30

atecteggte teatgeatct cgagttagec caggaggt 38
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REIVINDICACIONES

1.- Un procedimiento para la preparacion de un antibiético de N-a-amino-hidroxifenilacetil-B-lactama o un antibiético
de N-a-amino-fenilacetil-B-lactama, que comprende poner en contacto un tripéptido hidroxifenilglicil-cisteinil-valina
(HpgCV) o un tripéptido fenilglicil-cisteinil-valina (PgCV) con una IPNS para efectuar la formacién del antibiético de
N-a-amino-hidroxifenilacetil-B-lactama o el antibiético de N-a-amino-fenilacetil-B-lactama, y en el que la IPNS tiene
un grado de identidad de al menos 50% con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1y, cuando esta alineada
con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, contiene una arginina, lisina o histidina en la posicién 185 vy,
opcionalmente, una modificacion en al menos una de las posiciones 91, 104, 183, 190, 321, 324, 325, 331,
utilizando la numeracion de posiciones de SEQ ID NO: 1.

2.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el tripéptido HpgCV o el tripéptido PgCV se
prepara poniendo en contacto los aminoacidos hidroxifenilglicina (Hpg) o fenilglicina (Pg), cisteina (C) y valina (V)
con una péptido sintetasa no ribosomal (NRPS) para efectuar la formacién del tripéptido HpgCV o del tripéptido
PgCV, comprendiendo la NRPS un primer médulo M1 especifico para Hpg o Pg, un segundo mdédulo M2 especifico
para C y un tercer médulo M3 especifico para V.

3.- Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que la hidroxifenilglicil -
cisteinil-valina es DLD-p-hidroxifenilglicil-cisteinil-valina y el antibiético de N-a-amino-hidroxifenilacetil-B-lactama es
amoxicilina.

4.- Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que la fenilglicil-cisteinil-
valina es DLD-fenilglicil-cisteinil-valina y el antibiotico de N-a-aminofenilacetil-B-lactama es ampicilina.

5.- Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que IPNS efectla la
formacion de un antibiético de B-lactama penam, y el antibiético de B-lactama penam se convierte adicionalmente
en un antibiético de pB-lactama cefem.

6.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que el antibiético de B-lactama cefem es cefadroxil o
cefalexina.

7.- Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que se realiza in vivo.

8.- Una enzima IPNS variante que tiene un grado de identidad de al menos 50% con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1y que, cuando esta alineada con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, contiene una
arginina, lisina o histidina en la posicion 185 y, opcionalmente, una modificacion en al menos una de las posiciones
91, 104, 183, 190, 321, 324, 325, 331, utilizando la numeracion de posiciones de SEQ ID NO: 1.

9.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que el primer modulo M1 especifico para Hpg se
puede obtener a partir de una CDA sintetasa, una cloroerenomicina sintetasa y/o una complestatina sintetasa.

10.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el primer médulo M1 especifico para Pg se
puede obtener a partir de una pristinamicina sintetasa.

11.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el médulo M2 comprende un dominio °c. que
esta fusionado a un dominio A que se puede obtener a partir del segundo modulo de una ACVS, en donde el
dominio °C_ es heterdlogo con respecto al dominio A.

12.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que el dominio PC. del médulo M2 se puede
obtener a partir de la enzima que es la fuente del primer médulo M1.

13.- Un procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 11-12, en el que el dominio PC. del médulo M2 es el
dominio C del séptimo médulo de una CDA sintetasa.

14.- Un procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 11-13, en el que el dominio °C. del médulo M2 es el
dominio C del segundo modulo de una iturina sintetasa.

15.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que los dominios Ay T del médulo M2 y el médulo
M3 completo se pueden obtener de una ACVS, preferiblemente una ACVS bacteriana o flngica.
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16.- Un polinucleétido que comprende una secuencia de ADN que codifica la IPNS de la reivindicacion 8.
17.- Una célula hospedadora que comprende el polinucleétido de la reivindicacién 16.

18.- El hospedador de la reivindicacién 17, transformado adicionalmente con genes de la via biosintética a los
aminoacidos Hpg o Pg.

19.- El hospedador de la reivindicacion 17 ¢ 18, que comprende la via biosintética a los antibiéticos de B-lactama,
preferiblemente en donde los genes que codifican ACVS y/o IPNS estan inactivados.

20.- Un procedimiento para la produccion de un antibiético de N-a-amino-hidroxifenilacetil-B-lactama o un antibiotico
de N-a-amino-fenilacetil-B-lactama, que comprende cultivar el hospedador de una cualquiera de las reivindicaciones
17-19 bajo condiciones que conducen a la produccion del antibidtico de B-lactama.

21.- El procedimiento de la reivindicacion 20, en el que el antibiético de B-lactama es amoxicilina, ampicilna,
cefadroxil o cefalexina.
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