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DESCRIPCIÓN

Procedimiento de reducción de la expresión génica mediante el uso de codones modificado

Objeto de la invención

La presente invención está dirigida a un procedimiento de reducir la cantidad de al menos un polipéptido en una 
célula de Corynebacterium glutamicum, que comprende la etapa de expresar en una célula de C. glutamicum una 5
secuencia de nucleótidos modificada en lugar de una secuencia de nucleótidos no modificada que codifica dicho 
polipéptido que tiene la misma secuencia de aminoácidos y/o función, en la que dicha secuencia de nucleótidos 
deriva de la secuencia de nucleótidos no modificada, de forma que al menos un codón de la secuencia de 
nucleótidos no modificada está sustituida por un codón de uso menos frecuente de acuerdo con el uso de codones 
de C. glutamicum, en el que dicho al menos un codón es el codón de iniciación que está sustituido con un codón de 10
iniciación que se usa con menos frecuencia en C. glutamicum, en el que dicho codón de iniciación usado con menor 
frecuencia es GTG o TTG.

También se describen secuencias de nucleótidos que codifican un polipéptido con un uso de codón que se ha 
ajustado para usar codones que solo se usan rara vez de acuerdo con el uso de codones del organismo huésped.

También se describen el uso de dichas secuencias y procedimientos para producir sustancias químicas finas, tales 15
como aminoácidos, azúcares, lípidos, aceites, hidratos de carbono, vitaminas, cofactores etc.

Antecedentes

En un lote de procesos biotecnológicos es necesario modular la expresión génica. Por tanto, para algunas 
aplicaciones es necesario aumentar la expresión de un determinado producto génico y para aumentar de este modo 
la cantidad y/o actividad de, por ejemplo, una proteína en la célula huésped en la que se (sobre) expresa el gen de 20
interés. De forma similar, puede ser necesario reducir la cantidad de expresión de un gen endógeno en una célula 
huésped. Adicionalmente, puede ser deseable ajustar el nivel de expresión de genes endógenos o heterólogos.

La producción fermentativa de las denominadas sustancias químicas finas normalmente se lleva a cabo en 
microorganismos tales como Corynebacterium glutamicum (C. glutamicum), Escherichia coli (E.coli), Saccharomyces 
cerevisiae (S. cerevisiae), Schizzosaccharomycs pombe (S. pombe), Pichia pastoris (P. pastoris), Aspergillus niger, 25
Bacillus subtilis, Ashbya gossypii o Gluconobacter oxydans.

Normalmente se usan y se necesitan sustancias químicas finas que incluyen, por ejemplo, ácidos orgánicos tales 
como ácido láctico, aminoácidos proteogénicos o no proteogénicos, bases púricas y pirimidínicas, hidratos de 
carbono, compuestos aromáticos, vitaminas y cofactores, lípidos, ácidos grasos saturados e insaturados, en la 
industria farmacéutica, agrícola, cosmética, así como alimentaria y de piensos.30

Como respecto a, por ejemplo, el aminoácido metionina, actualmente la producción anual mundial alcanza 
aproximadamente 500.000 toneladas. El proceso de producción industrial actual no es mediante fermentación sino 
un proceso químico de varias etapas. La metionina es el primer aminoácido limitante en ganado de aves 
alimentadas y, por ello, se ha aplicado principalmente como suplemento de alimentos. Se han publicado varios 
intentos en la técnica anterior de producir metionina, por ejemplo usando microorganismos tales como E. coli.35

Otros aminoácidos, tales como glutamato, lisina, treonina y treonina, se producen mediante, por ejemplo, 
procedimientos de fermentación. Para estos fines,  determinados microorganismos tales como C. glutamicum han 
mostrado que son particularmente adecuados. La producción de aminoácidos mediante fermentación tiene la ventaja 
concreta de que solo se producen L-aminoácidos y que se evitan las sustancias químicas problemáticas para el 
medio ambiente, tales como los disolventes tal como se usan normalmente en la síntesis química.40

Algunos de los intentos en la técnica anterior para producir sustancias químicas finas tales como aminoácidos, 
lípidos, vitaminas o hidratos de carbono en microorganismos tales como E. coli y C. glutamicum han intentado 
alcanzar este objetivo mediante, por ejemplo, incremento de la expresión de los genes implicados en las rutas de 
biosíntesis de las respectivas sustancias químicas finas. Si, por ejemplo, se sabe que una determinada etapa de la 
ruta biosintética de un aminoácido tal como metionina o lisina es limitante de la velocidad, la sobreexpresión de la 45
respectiva enzima puede permitir la obtención de un microorganismo que da más producto de la reacción catalizada 
y, por tanto, en última instancia conducirá a una producción aumentada del aminoácido respectivo. De un modo 
similar, si se sabe que una determinada etapa enzimática en la ruta biosintética de, por ejemplo, un aminoácido 
deseado no es deseable porque canaliza gran cantidad de energía metabólica a la formación de subproductos no 
deseados, se puede contemplar regular por disminución la expresión de la actividad enzimática respectiva con el fin 50
de favorecer únicamente las reacciones metabólicas que en última instancia conducen a la formación del 
aminoácido en cuestión.

Los intentos para aumentar la producción de, por ejemplo, metionina y lisina mediante regulación por aumento y/o 
disminución de la expresión de los genes implicados en la ruta biosintética de la producción de metionina o lisina se 
describen en, por ejemplo, los documentos WO 02/10209, WO 2006008097 o WO2005059093.55
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Normalmente, la sobreexpresión de un gen determinado en un microorganismo tal como E. coli o C. glutamicum u 
otras células huésped tal como P. pastoris, A. niger o incluso sistemas de cultivo celular de mamíferos se puede 
conseguir mediante transformación de la respectiva célula con un vector que comprende una secuencia de 
nucleótidos que codifica la proteína deseada y que además comprende elementos que permiten al vector dirigir la 
expresión de la secuencia de nucleótidos que codifica, por ejemplo, una enzima determinada. Usando este abordaje, 5
las proteínas extrañas, es decir proteínas que están codificadas por secuencias que no se encuentran de forma 
natural en la célula huésped que se usa para expresión, además de proteínas endógenas específicas de células 
huésped, se pueden sobreexpresar. Otros procedimientos típicos incluyen incrementar el número de copias de los 
respectivos genes en el cromosoma, insertando promotores fuertes para regular la transcripción de la copia en el 
cromosoma de los respectivos genes y potenciar el inicio de la traducción mediante optimización del sitio de unión al 10
ribosoma (RBS).

Kinnaird y Bums, 1991, Journal of Molecular Biology, 221(3), 733-736 divulgan un raro efecto de codón sobre la 
velocidad de traducción de un gen de Neurospora. El documento describe que, como resultado de dos mutaciones 
de desplazamiento de marco que se compensan mutuamente, se generaron tres codones sucesivos con la tercera
posición A en el gen de ( glutamato deshidrogenasa específica de NADP: CDH) de Neurospora crassa.15

Malumbres et al., 1993, Gene, 134, 15-24 divulga preferencias de codones en Corynebacteria. En particular, el 
documento describe el análisis del uso de codones (CU) de 34 genes de las especies íntimamente relacionadas 
Brevibacterium lactofermentum y Corynebacterium glutamicum (BLCG) y la comparación con los de 23 genes de 
otras especies de Brevibacterium y Corynebacterium. El contenido de G+C de los genes de BLCG se encontró que 
variaba de 50 a 62 %.20

Romero y Garcia, 1991, FEMS Microbiology Letters, 84, 325-330 divulga el inicio de la traducción en los codones 
AUC, AUA y AUU en Escherichia coli.

Charlet et al., 2005, Molecular Microbiology, 56(5), 1302-1313 divulga una reducción de la expresión de proteínas 
antigénicas MPB70 y MPB83 en cepas BCG de Mycobacterium bovis debido a una mutación en el codón de 
iniciación en sigK.25

Para la regulación por disminución de la expresión de determinados factores en, por ejemplo, microorganismos, se 
dispone de una multitud de tecnologías tales como abordajes de genes defectivos, tecnología antisentido, tecnología 
de ARNi etc. Algunas de las tecnologías para la regulación por disminución de genes conducen a una completa 
pérdida de la función para los respectivos factores debido a la ausencia de, por ejemplo, cualquier enzima 
producida. Esto puede suponer un problema cuando el objetivo global es únicamente un determinado grado de 30
reducción en la cantidad de la proteína. En estos casos, se puede eliminar la copia de tipo salvaje del respectivo gen 
y reemplazarlo con una versión mutante que muestre una menor actividad o que lo exprese a partir de un promotor 
débil. No obstante, dichos abordajes son bastante molestos y otros medios de reducción parcial de la expresión de, 
por ejemplo, una proteína sin cambar su secuencia de aminoácidos son altamente deseables, no solo para producir 
sustancias químicas finas en, por ejemplo, microorganismos, sino también para otros fines.35

En vista de esta situación, es un objeto de la presente invención proporcionar procedimientos and secuencias de 
nucleótidos que codifican polipéptidos que se pueden usar para reducir la expresión de polipéptidos en C. 
glutamicum. Es un objeto adicional proporcionar dichos procedimientos y secuencias para producir sustancias 
químicas finas.

Estos y otros objetivos como sean evidentes para la descripción de la invención siguiente se resuelven mediante la 40
presente invención como se describe en las reivindicaciones independientes. Las reivindicaciones dependientes se 
refieren a realizaciones preferidas.

Sumario de la invención

En una realización, la invención se refiere a un procedimiento de reducción de la cantidad de al menos un 
polipéptido en una célula de Corynebacterium glutamicum. Este procedimiento de reducir la cantidad de al menos un 45
polipéptido comprende la etapa de expresar en una célula de C. glutamicum una secuencia de nucleótidos 
modificada en lugar de una secuencia de nucleótidos no modificada que codifica dicho polipéptido que tiene la 
misma secuencia de aminoácidos y/o función, en la que dicha secuencia de nucleótidos deriva de la secuencia de 
nucleótidos no modificada de forma que al menos un codón de la secuencia de nucleótidos no modificada está 
sustituida por un codón de uso menos frecuente de acuerdo con el uso de codones de C. glutamicum, en el que 50
dicho al menos un codón es el codón de iniciación que está sustituido con un codón de iniciación que se usa con 
menos frecuencia en C. glutamicum, en el que dicho codón de iniciación usado con menor frecuencia es GTG o 
TTG. En una realización preferida, el uso de codones de referencia se determinará en base al grupo de proteínas 
abundantes de la célula de C. glutamicum. La secuencia de nucleótidos que se habrá optimizado de este modo para 
la expresión reducida de un polipéptido, también se puede designar como secuencia de nucleótidos modificada 55
mientras que la secuencia endógena se puede designar como de partida o no modificada.

En una realización preferida, los codones muy frecuentes o extremadamente frecuentes se intercambian por 
codones raros, preferentemente muy raros y, lo más preferentemente, extremadamente raros. El uso de codones de 
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referencia se basará en el uso de codones de C. glutamicum y, preferentemente, en el uso de codones de proteínas 
abundantes de C. glutamicum.

Este procedimiento de reducción de la cantidad de un polipéptido comprende, por tanto, la etapa de expresar en C. 
glutamicum una secuencia de nucleótidos modificada que codifica dicho polipéptido en lugar de la secuencia de 
nucleótidos endógena que codifica un polipéptido de sustancialmente la misma secuencia de aminoácidos y/o 5
función. La secuencia de nucleótidos modificada deriva de la secuencia de nucleótidos endógena (no modificada) de 
forma que los codones de la secuencia de nucleótidos no modificada se intercambia en la secuencia de nucleótidos
modificada con codones menos usados y, preferentemente, con los codones menos usados. El uso de codones de 
referencia se basará en el uso de codones de C. glutamicum y, preferentemente, en el uso de codones de proteínas 
abundantes de C. glutamicum. En una realización preferida, de este modo, los codones frecuentes, muy frecuentes 10
o extremadamente frecuentes se intercambian por codones raros, muy raros o extremadamente raros. En una 
realización particularmente preferida, uno, algunos o todos los codones se reemplazan por los codones menos 
usados.

En una realización al menos una, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al 
menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, preferentemente al menos 1 %, al menos 2 %, al 15
menos 4 %, al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, más preferentemente al menos 20 %, al menos 40 %, al 
menos 60 %, al menos 80 %, incluso más preferentemente al menos 90 % o al menos 95 % y lo más 
preferentemente todos los codones de las secuencias de nucleótidos no modificadas pueden sustituirse en la
secuencia de nucleótidos modificada por los codones menos usados para el respectivo aminoácido. En una 
realización incluso más preferida, el número mencionado anteriormente de codones a reemplazar se refiere a 20
codones frecuentes, muy frecuentes o extremadamente frecuentes. En una realización particularmente preferida, 
estos codones se reemplazan por codones raros, preferentemente muy raros y lo más preferentemente 
extremadamente raros. En otra realización particularmente preferida, el número codones anterior se reemplaza por 
los codones menos usados, respectivamente. En todos estos casos, el uso de codones de referencia se basa en el 
uso de codones del organismo huésped y, preferentemente en el uso de codones de proteínas abundantes de la 25
célula de C. glutamicum.

En una realización preferida, se usará una secuencia de nucleótidos modificada que solo usa codones raros, muy 
raros, extremadamente raros o, preferentemente, los codones menos usados para cada aminoácido reemplazado, 
como se ha determinado para el grupo de proteína abundantes de la célula de C. glutamicum.

Los polipéptidos que se van a expresar mediante este procedimiento de reducción de la cantidad de un polipéptido 30
en una célula de C. glutamicum cell son polipéptidos endógenos, con la condición de que la secuencia de 
nucleótidos modificada no debe ser idéntica a las secuencias de nucleótidos de partida de los respectivos
polipéptidos de la célula huésped.

Usando este procedimiento, la expresión del respectivo polipéptido se puede reducir en la célula huésped en al 
menos un 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 95 %. la extensión de la reducción de la 35
expresión se determina en comparación con el nivel de expresión del polipéptido endógeno que se expresa a partir 
de la secuencia de nucleótidos no modificada endógena en condiciones comparables.

Una realización preferida of este procedimiento de reducir la cantidad de un polipéptido en una célula huésped se 
refiere a procedimientos en los que la cantidad de un polipéptido que se está expresando en C. glutamicum se 
reduce.40

Este procedimiento de comprende la etapa de expresar en C. glutamicum una secuencia de nucleótidos modificada 
que codifica dicho polipéptido en lugar de la secuencia de nucleótidos endógena que codifica el respectivo 
polipéptido de sustancialmente la misma secuencia de aminoácidos y/o función. En una realización al menos una, al 
menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos 
nueve, al menos diez, preferentemente al menos 1 %, al menos 2 %, al menos 4 %, al menos 6 %, al menos 8 %, al 45
menos 10 %, más preferentemente al menos 20 %, al menos 40 %, al menos 60 %, al menos 80 %, incluso más 
preferentemente al menos 90 % o al menos 95 % y lo más preferentemente todos los codones de las secuencias de 
nucleótidos no modificadas pueden sustituirse en la secuencia de nucleótidos modificada por los codones menos 
usados para el respectivo aminoácido. En una realización incluso más preferida, el número mencionado 
anteriormente de codones a reemplazar se refiere a codones frecuentes, muy frecuentes o extremadamente 50
frecuentes. En una realización particularmente preferida, estos codones se reemplazan por codones raros, 
preferentemente muy raros y lo más preferentemente extremadamente raros. En otra realización particularmente 
preferida, el número codones anterior se reemplaza por los codones menos usados, respectivamente. En todos 
estos casos, el uso de codones de referencia se basará en el uso de codones de C. glutamicum. Preferentemente, el 
uso de codones de referencia se basará en el uso de codones de proteínas abundantes de C. glutamicum.55

Para reducir la expresión de polipéptidos del género de C. glutamicum basada en el uso de codones alterado, en 
otra realización la secuencia de nucleótidos no modificada que codifica el polipéptido puede estar modificada de 
modo que al menos una, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos 
siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, preferentemente al menos 1 %, al menos 2 %, al menos 4 %, 
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al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, más preferentemente al menos 20 %, al menos 40 %, al menos 60 %, 
al menos 80 %, incluso más preferentemente al menos 90 % o al menos 95 % y lo más preferentemente todos los 
codones de la secuencia de nucleótidos no modificada está reemplazada por codones de uso menos frecuente para 
el respectivo aminoácido de acuerdo con la Tabla 1 y, preferentemente, de acuerdo con la Tabla 2 . En una 
realización incluso más preferida, el número mencionado anteriormente de codones a reemplazar se refiere a 5
codones frecuentes, muy frecuentes y extremadamente frecuentes. En otra realización particularmente preferida, los 
números de codones anteriores se reemplazan por uno de los dos codones menos frecuentes que codifican el o los 
aminoácidos respectivos como se expone en la Tabla 1 y, preferentemente, en la Tabla 2. 

En otra realización de la invención que se refiere a un procedimiento de disminuir la cantidad del polipéptido en C. 
glutamicum, dicha secuencia de nucleótidos modificada usa los codones ACG para treonina, GAT para ácido 10
aspártico, GAA para ácido glutámico, AGA y AGG para arginina y/o TTG para el codón de iniciación que codifica 
metionina.

En otra realización más de la invención que se refiere a un procedimiento de disminuir la cantidad del polipéptido en 
C. glutamicum, se puede seleccionar al menos un codón de las secuencias de nucleótidos modificadas del uso de 
codones de la Tabla 3 y, preferentemente de la Tabla 4.15

Por lo tanto, otra forma de realización particularmente preferida de la invención se refiere a procedimientos de 
disminuir la cantidad de un polipéptido de en C. glutamicum en el que al menos uno, al menos dos, al menos tres, al 
menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, 
preferentemente al menos 1 %, al menos 2 %, al 4 % menos, al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, más 
preferentemente al menos 20 %, al menos 40 %, al menos 60 %, al menos 80 %, incluso más preferentemente al 20
menos 90 % o al menos 95 % y lo más preferentemente todos los codones de la secuencia de nucleótidos no 
modificada se sustituyen en la secuencia nucleótidos modificada resultante por los codones para el respectivo 
aminoácido de acuerdo con la tabla 3 y preferentemente según la tabla 4. en una realización incluso más preferida el 
número de codones mencionado anteriormente a reemplazar se refiere a codones frecuentes, muy frecuentes, 
extremadamente frecuentes o los más frecuentes.25

Otra forma de realización particularmente preferida de la invención se refiere a procedimientos de disminuir la 
cantidad de un polipéptido en C. glutamicum en la que todos los codones de la secuencia de nucleótidos no 
modificada se sustituyen en la secuencia de nucleótidos modificada resultante por los codones para el aminoácido 
respectivo de acuerdo con la tabla 3 y preferentemente de acuerdo con la tabla 4.

Las secuencias de nucleótidos modificadas, como pueden usarse en los procedimientos descritos anteriormente de 30
reducir la cantidad de un polipéptido en el organismo huésped C. glutamicum.

Dichas secuencias de nucleótidos modificadas derivan de las secuencias de nucleótidos endógenas que codifican 
un polipéptido de sustancialmente la misma secuencia de aminoácidos y/o función, ajustándose el uso de codones 
de la secuencia de nucleótidos modificada e tal manera que los codones de las secuencias no modificadas (de tipo 
salvaje) están reemplazadas por codones de uso menos frecuente. El uso de codones de referencia se basará en el 35
uso del codón del organismo huésped y Preferentemente en el uso de codones de proteínas abundantes del 
organismo huésped C. glutamicum.

La solicitud describe además secuencias de nucleótidos modificadas que se han derivado para un polipéptido 
específico mediante la sustitución de al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al 
menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos de diez, al menos del 1 %, al menos del 2 %, 40
al menos del 4 %, al menos 6 %, al menos del 8 %, al menos 10 %, al menos 20 %, al menos 40 %, al menos 60 %, 
al menos 80 %, al menos 90 % o al menos el 95 % o todos los codones de las secuencias de nucleótidos no 
modificadas están reemplazados en la secuencia de nucleótidos modificada por codones utilizados con menos 
frecuencia para el respectivo aminoácido. El número de codones anteriormente mencionados a reemplazar se 
refiere a codones frecuentes, muy frecuentes, extremadamente frecuentes o los más frecuentes. Los números de 45
codones anteriores pueden sustituirse por los codones de uso menos frecuente. En todos los casos, el uso de 
codones de referencia se basará en el uso del codón del organismo huésped C. glutamicum, y preferentemente en 
el uso de codones de proteínas abundantes del organismo huésped C. glutamicum.

Se describe además que las secuencias de nucleótidos modificadas usarán para cada aminoácido reemplazado el 
codón menos frecuentemente utilizado de acuerdo con el uso de codones de la célula huésped y de acuerdo con el 50
uso de codones de las proteínas abundantes de la célula huésped.

En el caso de secuencias de nucleótidos modificadas que se van a expresar en C. glutamicum para reducir la 
cantidad del respectivo polipéptido codificado, de al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al 
menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos de diez, preferentemente al 
menos el 1 %, al menos el 2 %, al menos el 4 %, al menos el 6 %, al menos el 8 %, al menos el 10 %, más 55
preferentemente al menos el 20 %, al menos el 40 %, al menos el 60 %, al menos el 80 %, incluso más 
preferentemente al menos el 90 % o al menos el 95 % y lo más preferentemente todos los codones de las 
secuencias de nucleótidos no modificadas pueden reemplazarse en la secuencia de nucleótidos modificada por 
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codones utilizados con menos frecuencia para el respectivo aminoácido. En una realización incluso más preferida, el 
número de codones anteriormente mencionados a reemplazar se refiere a codones frecuentes, muy frecuentes, 
extremadamente frecuentes o los más frecuentes. En otra realización particularmente preferida, el número codones 
anterior se reemplaza por los codones menos usados. En todos estos casos, el uso de codones de referencia se 
basará en el uso del codón de C. glutamicum, y preferentemente en el uso de codones de las proteínas abundantes 5
de C. glutamicum.

En el caso de las secuencias de nucleótidos modificadas que se van a expresar en C. glutamicum para reducir la 
cantidad del respectivo polipéptido modificado, al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al 
menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, preferentemente al 
menos 1 %, al menos 2 %, al 4 % menos, al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, más preferentemente al 10
menos 20 %, al menos 40 %, al menos 60 %, al menos 80 %, incluso más preferentemente al menos 90 % o al 
menos 95 % y lo más preferentemente todos los codones de la secuencia de nucleótidos no modificada se 
sustituyen en la secuencia nucleótidos modificada resultante por los codones para el respectivo aminoácido de 
acuerdo con la tabla 1 y preferentemente de acuerdo con la tabla 2. En una realización incluso más preferida el 
número de codones mencionado anteriormente a reemplazar se refiere a codones frecuentes, muy frecuentes, 15
extremadamente frecuentes o los más frecuentes. En otra realización particularmente preferida, los números de 
codones anteriores se reemplazan por uno de los dos codones menos frecuentes que codifican el o los aminoácidos 
respectivos como se expone en la Tabla 1 y, preferentemente, en la Tabla 2.

En otra realización, la secuencia de nucleótidos MODIFICADA que se utiliza para reducir la expresión de un 
polipéptido en C. glutamicum utiliza el codones ACG para treonina, GAT para ácido aspártico, GAA para ácido 20
glutámico, AGA y AGG para arginina y / o TTG para el codón de iniciación que codifica metionina.

En aún otra realización de la invención, la secuencia de nucleótidos modificada que se utiliza para reducir la 
expresión de un polipéptido en C. glutamicum puede comprender al menos un codón siendo seleccionado de la 
Tabla 3 y preferentemente de la Tabla 4.

La solicitud describe además secuencias de nucleótidos modificadas para reducir la expresión de un polipéptido en 25
Corynebacterium y particularmente preferido en C. glutamicum en el que al menos uno, al menos dos, al menos tres, 
al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete , al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, 
preferentemente al menos 1 %, al menos 2 %, al menos 4 %, al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, más 
preferentemente al menos 20 % , al menos 40 %, al menos 60 %, al menos 80 %, incluso más preferentemente al 
menos 90 % o menos 95 % y lo más preferentemente todos los codones de la secuencia de nucleótidos no 30
modificada se sustituyen en la secuencia de nucleótidos modificada resultante por los codones para el aminoácido 
respectivo de acuerdo con la Tabla 3 y, preferentemente, de acuerdo con la Tabla 4. El número de codones 
mencionado anteriormente a reemplazar se refiere a codones frecuentes, muy frecuentes, extremadamente 
frecuentes y los más frecuentes.

La solicitud describe además secuencias de nucleótidos modificadas para reducir la expresión de un polipéptido en 35
C. glutamicum en la que todos los codones de la secuencia de nucleótidos no modificada se sustituyen en la 
secuencia de nucleótidos modificada resultante por los codones para el aminoácido respectivo de acuerdo con la 
Tabla 3 y, preferentemente, de acuerdo con la Tabla 4

En la situación en la que se utilizan para reducir la expresión de polipéptidos en C. glutamicum estas secuencias de 
nucleótidos modificadas se seleccionan preferentemente del grupo que comprende secuencias de nucleótidos que 40
codifican genes de las rutas biosintéticas de sustancias químicas finas tales como aminoácidos, azúcares, hidratos 
de carbono, lípidos, aceites , vitaminas, cofactores, etc., si se sabe que regulación por disminución de dichos genes 
favorece la producción de sustancias químicas finas. Particularmente pueden seleccionarse del grupo que 
comprende las secuencias que codifican genes de las rutas biosintéticas que están implicadas en la síntesis de 
aminoácidos, tales como glicina, lisina, cisteína, triptófano o metionina.45

Una realización particularmente preferida de la invención se refiere a un procedimiento de disminución de la 
expresión de la isocitrato deshidrogenasa en un microorganismo adaptando el uso de codones como se describe en
el presente documento . El microorganismo puede ser C. glutamicum . Estos procedimientos se pueden usar para 
mejorar la síntesis de aminoácidos y, en particular, de metionina y/o lisina.

En el presente documento también se describe una célula huésped que comprende una secuencia de nucleótidos 50
modificada que conducirá a una expresión reducida de un polipéptido en la célula huésped como se ha descrito 
anteriormente. Dicha célula de C. glutamicum puede comprender una secuencia de nucleótidos modificada que 
conducirá a una menor expresión de isocitrato deshidrogenasa.

Además se describe en el presente documento el uso de las secuencias de nucleótidos modificadas mencionadas 
anteriormente y / o células huésped para la producción de sustancias químicas finas tales como aminoácidos, 55
azúcares, lípidos, aceites, vitaminas, cofactores, hidratos de carbono, etc. Se pueden utilizar en particular para la 
producción de aminoácidos tales como glicina, lisina, treonina, cisteína o metionina.

Figuras
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La Figura 1 muestra la secuencia de tipo salvaje de la isocitrato deshidrogenasa (SEC ID Nº 1)

La Figura 2 a) muestra la isocitrato deshidrogenasa (ICD) modificada por el uso de codones que lleva una mutación 
de ATG-GTG (SEC ID Nº 2). La mutación está sombreada en gris. La Figura 2 b) muestra el inserto de vector que se 
usó para reemplazar el gen endógeno (SEC ID Nº 3). La mutación está sombreada en gris. Los sitios de restricción 
están subrayados.5

La Figura 3 a) muestra la isocitrato deshidrogenasa (ICD) modificada por el uso de codones CA2 (SEC ID Nº 4). La 
mutación está sombreada en gris. La Figura 3 b) muestra el inserto de vector que se usó para reemplazar el gen 
endógeno (SEC ID Nº 5). La mutación está sombreada en gris. Los sitios de restricción están subrayados.

Descripción detallada de la invención

Como se ha expuesto en la parte introductoria, puede ser deseable en algunos casos sobreexpresar, por ejemplo, 10
genes extraños, en una determinada célula huésped, ya que este enfoque permite conferir características 
novedosas y únicas a una célula huésped, por ejemplo si un gen que codifica para una cierta actividad enzimática 
que se introduce de forma natural no se encuentra en la célula huésped.

Sin embargo, la sobreexpresión de genes extraños que no tienen equivalente en el huésped usando, por ejemplo, 
vectores de expresión tales como plásmidos se ha encontrado con problemas. Lo mismo se ha observado para la 15
sobreexpresión de genes que tienen un homólogo en el organismo huésped en cuanto a su función, pero que 
utilizan una secuencia de nucleótidos que normalmente no se encuentra dentro del organismo huésped. El fracaso 
de las células huésped tales como E. coli o C. glutamicum para expresar ciertos secuencias extrañas (heterólogas) 
puede deberse al uso de codones alterado (véase, por ejemplo WO 2004/042059).

El código genético es degenerado, lo que significa que un determinado aminoácido puede estar codificado por un 20
número de diferentes tripletes de bases. El uso de codones se refiere a la observación de que un determinado 
organismo típicamente no va a usar cada posible codón para un determinado aminoácido con la misma frecuencia. 
En su lugar, un organismo normalmente mostrará ciertas preferencias, es decir, un sesgo de codones específicos, lo 
que significa que estos codones se encuentran con mayor frecuencia en los genes transcritos de un organismo.

Sin embargo, la manipulación del uso de codones se ha utilizado en el pasado para aumentar la expresión de genes 25
extraños. Para reducir la expresión de los genes, más habitualmente una parte o la región de codificación completa 
se ha eliminado del genoma (el denominado enfoque "knock out"). Del mismo modo, los mutantes con actividad 
reducida o la modulación de la actividad transcripcional, por ejemplo, por promotores débiles se han aplicado en este 
contexto.

La presente Invención se basa en parte en el descubrimiento sorprendente de que, si se intercambian los codones 30
de una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido endógeno contra codones que se encuentran con 
menor frecuencia y se que utilizan en la célula huésped, se observará un nivel de expresión reducido de este 
polipéptido debido al uso del codón modificado.

El uso de codones que se utilizan con menos frecuencia en el organismo huésped para la reducción de la expresión 
de un polipéptido tiene numerosas ventajas. Dado que la secuencia de nucleótidos MODIFICADA puede integrarse 35
en el locus genómico nativo, la integridad genómica del organismo estará muy conservada. Por otra parte, 
dependiendo del número de codones que se intercambian y la frecuencia de los codones que se introducen puede 
ser posible ajustar con precisión la reducción del factor específico.

La presente invención se basa además en el sorprendente hallazgo de que la determinación del uso de codones de 
un organismo puede dar resultados diferentes dependiendo de si el uso de codones se determina para abundantes 40
proteínas de la célula huésped o para el organismo huésped como un todo.

Típicamente, las tablas de uso de codones en la técnica anterior para organismos tales como E. coli etc. se han 
basado en un análisis del genoma completo. Los inventores de la presente invención han encontrado para el caso 
de C. glutamicum que el análisis del uso de codones de proteínas abundantes dará resultados bastante diferentes 
en comparación con las frecuencias de uso de codones como se determina para el organismo completo de C. 45
glutamicum. Sin desear quedar ligad a teoría alguna, se supone que la frecuencia de uso de codones específicos de 
proteínas abundantes en un organismo, tal como C. glutamicum refleja ciertos requisitos en cuanto a la composición 
de codones de una secuencia de nucleótidos altamente expresada.

La distribución de uso de codones específicos de genes altamente expresados puede, por ejemplo, reflejar las 
preferencias de codones que son reconocidos por ARNt que también están frecuente t abundantemente disponibles 50
en las células de los organismos huésped. Del mismo modo estos codones pueden reflejar las estructuras de ARN 
de transcripción que por su disposición espacial se pueden traducir de manera más eficiente.

La identificación de frecuencias de uso de codones no sobre la base de todo el organismo, sino para las proteínas 
abundantes abre sólo así la intrigante posibilidad de definir los codones que probablemente tendrán una tendencia a 
dirigir una fuerte expresión de un polipéptido. Si se seleccionan específicamente dichos codones frecuentes y se 55
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reemplazan por un codón menos frecuentemente usado como se ha descrito anteriormente, esto, además, debería 
ayudar a reducir la expresión del polipéptido respectivo. Por otra parte, si un codón sólo se utiliza muy raramente en 
proteínas abundantes, esto puede indicar que dicho codón no se traduce eficazmente en el organismo huésped. 
Esta supuesta incapacidad puede usarse para una realización preferida adicional de la presente invención en la que 
los codones que sean elegidos deliberadamente para la secuencia de nucleótidos modificada que sólo rara vez se 5
utilizan en las proteínas abundantes de la célula huésped.

Parece razonable suponer que el hallazgo de que las proteínas de expresión alta en una célula huésped tienen un 
uso de codones diferente en comparación con la situación en la que se determina el uso de codones para todos los 
genes de un organismo no se limitará a C. glutamicum, sino que también se observa para otros organismos tales 
como E. coli, células de levadura, células vegetales, células de insecto o células de cultivo celular de mamífero.10

Por tanto, la invención se refiere a reducir la expresión de polipéptidos en una célula de C. glutamicum mediante el 
uso de secuencias de nucleótidos modificada en lugar de las secuencias endógenas en las que los codones de las 
secuencias endógenas se intercambian para los codones de uso menos frecuente del organismo huésped. Ese uso 
de codones de referencia se determinará preferentemente. En una realización preferida, los codones se 
intercambian por los codones menos usados del organismo huésped. En una realización preferida adicional, se 15
sustituirán particularmente los codones de las secuencias endógenas que usan codones que se sabe que se 
encuentran con mayor frecuencia en las proteínas abundantes del organismo huésped. 

La expresión "célula huésped" u "organismo" para los fines de la presente invención se refiere a C. glutamicum.

En realizaciones preferidas de la invención, las células huésped pueden seleccionarse del grupo que comprende 
Corynebacterium glutamicum ATCC13032, Corynebacterium glutamicum KFCC10065 y Corynebacterium 20
glutamicum ATCC21608, así como cepas que se derivan las mismas mediante, por ejemplo, mutagénesis y 
selección clásica o por mutagénesis dirigida.

Otras cepas particularmente preferidas de C. glutamicum se pueden seleccionar del grupo que comprende 
ATCC13058, ATCC13059, ATCC13060, ATCC21492, ATCC21513, ATCC21526, ATCC21543, ATCC13287, 
ATCC21851, ATCC21253, ATCC21514, ATCC21516, ATCC21299, ATCC21300, ATCC39684, ATCC21488, 25
ATCC21649, ATCC21650, ATCC19223, ATCC13869, ATCC21157, ATCC21158, ATCC21159, ATCC21355, 
ATCC31808, ATCC21674, ATCC21562, ATCC21563, ATCC21564, ATCC21565, ATCC21566, ATCC21567, 
ATCC21568, ATCC21569, ATCC21570, ATCC21571, ATCC21572, ATCC21573, ATCC21579, ATCC19049, 
ATCC19050, ATCC19051, ATCC19052, ATCC19053, ATCC19054, ATCC19055, ATCC19056, ATCC19057, 
ATCC19058, ATCC19059, ATCC19060, ATCC19185, ATCC 13286, ATCC21515, ATCC21527, ATCC21544, 30
ATCC21492, NRRL B8183, NRRL W8182, B12NRRLB12416, NRRLB12417, NRRLB12418 y NRRLB11476.

La abreviatura KFCC significa Federación Coreana de Colección de Cultivos, ATCC significa Colección Americana 
de Cultivos Tipo y la abreviatura DSM significa Deutsche Sammlung von Mikroorganismen. La abreviatura NRRL 
significa colección de cultivos ARS Northern Regional Research Laboratory, Peorea, IL, EE.UU.

Particularmente preferidos son los microorganismos de Corynebacterium glutamicum que ya son capaces de 35
producir sustancias químicas finas tales como L-lisina, L-metionina y / o L-treonina. Por lo tanto se prefieren 
particularmente la cepa Corynebacterium glutamicum ATCC13032 y derivados de esta cepa.

La expresión "reducción de la cantidad de al menos un polipéptido en una célula huésped" se refiere a la situación 
de que si uno reemplaza una secuencia de nucleótidos endógena que codifica un polipéptido con una secuencia de 
nucleótidos modificada de acuerdo con la invención que codifica un polipéptido de sustancialmente la misma 40
secuencia de aminoácidos y / o función, una cantidad reducida del polipéptido codificado se expresará dentro de las 
células huésped. Esto, por supuesto, supone que la comparación se hace para los tipos de células huésped 
comparables, situaciones basales genética comparables etc.

La expresión "secuencia de nucleótidos" para los fines de la presente invención se refiere a cualquier molécula de 
ácido nucleico que codifica los polipéptidos tales como péptidos, proteínas, etc. Estas moléculas de ácido nucleico 45
pueden estar hechas de ADN, ARN o análogos de los mismos. Sin embargo se prefieren las moléculas de ácido 
nucleico hechas de ADN.

Las expresiones "secuencia de nucleótidos no modificada" o "secuencia de nucleótidos de partida" para los fines de 
la presente invención típicamente se refieren a una secuencia de nucleótidos endógena que codifica un polipéptido 
cuya expresión se quiere reducir. Estas secuencias de nucleótidos no modificadas o de partida no se han modificado 50
con respecto a su uso de codones, es decir, ningún codón se ha reemplazado por codones de uso menos frecuente.

Las expresiones "secuencia de nucleótidos no modificada" y "secuencia de nucleótidos de partida" no 
necesariamente tienen que ser equivalentes a una secuencia de nucleótidos endógena. Se puede, por ejemplo 
prever la situación de que un gen endógeno que codifica el factor X se ha delecionado y reemplazado por una 
versión mutada del factor X portador de una mutación puntual que conduce a una reducción de la actividad de este 55
factor. Sin embargo, aparte de la mutación puntual, la secuencia de codificación del factor X puede no haberse 
modificado. A partir de una secuencia de nucleótidos, se puede reducir aún más la expresión del factor X mutado 
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mediante la sustitución de codones de la secuencia de codificación por codones de uso menos frecuente. Por lo 
tanto, la secuencia de nucleótidos de partida no será idéntica a una secuencia endógena. Sin embargo, la secuencia 
de nucleótidos de partida se caracteriza por que no se ha modificado en base a la información del uso de codones 
para dar lugar a una expresión reducida.

Por lo tanto, las expresiones "no modificada" o "secuencia de nucleótidos de partida" se refieren a una secuencia 5
nucleotídica que codifica una proteína endógena o versiones mutadas cuyo uso de codones no se ha modificado 
para reducir la expresión del polipéptido codificado mediante la sustitución de codones con menos frecuencia de uso 
según lo determinado por el respectivo organismo huésped y preferentemente para el grupo de proteínas 
abundantes de los mismos.

La expresión "secuencia de nucleótidos modificada" para los fines de la presente invención se refiere a una 10
secuencia que se ha modificado con la intención de reducir la expresión del polipéptido respectivo codificado en una 
célula huésped mediante el ajuste de la secuencia de la secuencia de nucleótidos no modificada/de partida 
originalmente diferente. Por lo tanto, los codones de la secuencia no modificada / de partida son reemplazados por 
codones de uso menos frecuente. El uso de codones de referencia se basa en el uso de codones del organismo 
huésped.15

La persona experta en la técnica es claramente consciente de que la modificación de la secuencia de nucleótidos de 
partida describe el proceso de optimización con respecto al uso de codones.

Si, por ejemplo, la secuencia de codificación de una enzima endógena se ajusta con el fin de reducir la expresión de 
este factor, los cambios introducidos se pueden identificar fácilmente mediante la comparación de la secuencia 
modificada y la secuencia de partida que en tal caso es la secuencia de tipo salvaje. Por otra parte, ambas 20
secuencias codificarán en este caso la misma secuencia de aminoácidos.

Si, sin embargo, la secuencia de codificación de, por ejemplo, una enzima de tipo salvaje endógena se ajusta como 
se ha descrito y si la secuencia resultante se modificado adicionalmente simultánea o posteriormente mediante, por 
ejemplo, deleción de aminoácidos, inserción de aminoácidos adicionales o introducción de mutaciones puntuales 
con el fin de transmitir por ejemplo, nuevas propiedades a la enzima (tales como inhibición por retroalimentación 25
reducida), la secuencia de nucleótidos modificada resultante y la secuencia de nucleótidos modificada puede no 
codificar secuencias de aminoácidos idénticas. En tal situación, no hay una secuencia de partida en el sentido de 
que la secuencia de partida y la secuencia modificada codifican la misma secuencia de aminoácidos simplemente 
porque la mutación que se ha introducido no se había descrito antes. Por otra parte, la función de la codificada 
puede o no puede verse afectada por las mutaciones introducidas. Si por ejemplo se inserta una mutación puntual 30
en una enzima regulada por retroalimentación, la enzima aún puede catalizar la reacción respectiva, pero puede ser 
resistente a la inhibición por retroalimentación. Si por ejemplo, se introducen aminoácidos en el extremo N- o C-
terminal, esto puede no tener ningún impacto sobre la función. Una persona experta se dará cuenta de que a pesar 
de las diferencias entre las secuencias de nucleótidos modificada y no modificada, el procedimiento de la invención 
se ha usado porque la secuencia de partida sin la mutación introducida será conocida en forma de secuencia de tipo 35
salvaje y las diferencias de las secuencias modificada y de partida para dichos codones que no codifican la mutación 
introducida indicarán claramente que la optimización de uso de codones como se ha descrito anteriormente se ha 
llevado a cabo. Por lo tanto, la optimización del uso de codones será clara a partir de una comparación de la 
secuencia de partida y modificada para los codones que codifican los aminoácidos en las mismas posiciones o 
equivalentes.40

Esto quiere decir, cuando se afirma en el contexto de la presente invención, que las secuencias de nucleótidos 
modificada y de partida codifican proteínas de secuencia de aminoácidos y/o función sustancialmente idéntica. La 
secuencia de nucleótidos modificada y de partida será típicamente al menos 60 %, 65 %, preferentemente al menos 
70 %, 75 %, 80 %, 85 % y más preferentemente al menos 90 %, 95 o al menos 98 % idéntica en cuanto a la 
secuencia de aminoácidos.45

Se ha indicado anteriormente que en una realización preferida, sólo se reemplazarán codones con codones de uso 
menos frecuente de acuerdo con el uso de codones del organismo huésped, pero también se seleccionarán los 
codones a reemplazar de acuerdo con determinados criterios. La sustitución de codones que se utiliza con 
frecuencia en el organismo huésped puede tener un efecto positivo adicional debido a que el aumento de la 
frecuencia de uso indica la selección de tales codones por un organismo si la expresión se desea aumentar. La 50
sustitución de estos codones frecuentes por los codones usados con menos frecuencia y preferentemente por los 
codones menos frecuentes para reducir la expresión, de este modo no sólo establece "frenos" en la secuencia, sino 
que también elimina los elementos que generalmente impulsan expresión. La sustitución de los codones que se 
utilizan con frecuencia en proteínas abundantes o ubicuas es particularmente preferida.

La expresión "proteínas abundantes" para los fines de la presente invención se refiere al grupo de proteínas 55
altamente expresadas dentro de una célula u organismo huésped.

La persona experta en la técnica está familiarizado con la identificación del grupo de proteínas abundantes en una 
célula u organismo huésped. Esto puede conseguirse, mediante, por ejemplo, electroforesis en gel 2D. En la 
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electroforesis en gel 2D, una mezcla de proteínas, tal como un extracto celular en bruto se separó en geles de 
proteínas por, por ejemplo, tamaño y punto isoeléctrico. Posteriormente estos geles se tiñen y la intensidad de las 
diversas manchas es una indicación de la cantidad total de proteína presente en la célula.

El uso de paquetes de software estándar se seleccionará un grupo de proteínas cuyas intensidades de señal están 
por encima de un cierto nivel de fondo umbral y definirá este grupo de proteínas como proteínas abundantes. Los 5
paquetes de software típicos usados para este propósito incluyen por ejemplo, Melanie3 (Geneva Bioinformatics 
SA).

La persona experta en la técnica es consciente de que diferentes células huésped tales como microorganismos, 
células vegetales, células de insectos, etc., varían con respecto al número y tipo de proteínas abundantes en una 
célula. Incluso dentro del mismo organismo, diferentes cepas pueden mostrar un perfil de expresión un tanto 10
heterogéneo a nivel de proteína. Por lo tanto, se analizarán típicamente diferentes cepas y se considerará que las 
proteínas que se encuentran en todas las cepas son abundantes.

Un buen parámetro de selección para la definición de un grupo de proteínas abundantes para los fines de la 
presente invención es considerar solo las 10 a 300 y preferentemente las10 a 30 proteínas más abundantes como 
se detecta en el procedimiento de electroforesis en gel 2D anteriormente descrito. Preferentemente solo se 15
considerarán las proteínas citosólicas para el grupo de proteínas abundantes, solamente. Por lo tanto, en una 
realización preferid, la expresión "proteínas abundantes" se refiere al grupo de las aproximadamente 13, 14 o 15 
proteínas abundantes en extractos citosólicos de células enteras de organismos huésped identificadas por 
electroforesis en gel de 2D.

Una vez que se han identificado las proteínas abundantes, se pueden utilizar herramientas de software, tales como 20
la función "Cusp" de la caja de herramientas de la versión 2.2.0 de EMBOSS que se puede descargar en 
HTTP://EMBOSS.sourceforge.net/download/. Otros paquetes de software que se pueden utilizar están disponibles 
en www.entelechon.com (por ejemplo, Leto IO).

Como se ha explicado anteriormente, el principio de la invención es reducir la cantidad de al menos un polipéptido 
en una célula de Corynebacterium glutamicum, que comprende la etapa de expresar en una célula de C. glutamicum25
una secuencia de nucleótidos modificada en lugar de una secuencia de nucleótidos no modificada que codifica dicho 
polipéptido que tiene la misma secuencia de aminoácidos y/o función, en la que dicha secuencia de nucleótidos 
deriva de la secuencia de nucleótidos no modificada de forma que al menos un codón de la secuencia de 
nucleótidos no modificada está sustituida por un codón de uso menos frecuente de acuerdo con el uso de codones 
de C. glutamicum, en el que dicho al menos un codón es el codón de iniciación que está sustituido con un codón de 30
iniciación que se usa con menos frecuencia en C. glutamicum, en el que dicho codón de iniciación usado con menor 
frecuencia es GTG o TTG.

A menos que se indique lo contrario, la expresión "codones frecuentes" se refiere a la frecuencia relativa por la cual 
un cierto codón de todos los codones posibles que codifican un aminoácido específico es utilizado por las proteínas 
de la célula huésped y, preferentemente, por las abundantes proteínas de la célula huésped.35

Un codón se considera que es "frecuente" si se utiliza a una frecuencia relativa de más de 40 %. Es "muy frecuente" 
si se utiliza con una frecuencia relativa de más de 60 % y una frecuencia relativa de más de 80 % es indicativa de un 
codón de "extremadamente frecuente". Una vez más las frecuencias relativas se basan en el uso de codones de las 
proteínas de la célula huésped a menos que se indique lo contrario.

A menos que se indique lo contrario, la expresión "codones frecuentes" se refiere a la frecuencia relativa por la cual 40
un cierto codón de todos los codones posibles que codifican un aminoácido específico es utilizado por las proteínas 
de la célula huésped.

Un codón se considera que es "raro" si se utiliza menos de 20 % para el aminoácido específico. Un codón "muy raro" 
se utilizará a una frecuencia de menos de 10 % y un codón "extremadamente raro" se utilizará a una frecuencia de 
menos de 5 %.45

.Como los aminoácidos metionina y triptófano están codificados por un codón solamente, la respectiva frecuencia de 
codones es siempre 100 %. Sin embargo, el aminoácido treonina está codificado por cuatro codones, a saber, ACU, 
ACC, ACA y ACG. Para todo el organismo de C. glutamicum, estos codones se utilizan a una frecuencia relativa de 
20,4 %, 52,9 %, 12,5 % y 14,3 % (véase la tabla 1, experimento 1). En vista de las explicaciones anteriores, el codón 
ACC es, por lo tanto, un codón frecuente y los codones ACA y ACG y son codones raros.50

El aminoácido alanina está codificada por cuatro codones, a saber, GCU, GCC, GCA, y GCG. Para todo el 
organismo de C. glutamicum, estos codones se utilizan a una frecuencia relativa de 23,7 %, 25,4 %, 29,3 % y 21,6 %
(véase la tabla 1, experimento 1). Sin embargo, en el grupo de las proteínas abundantes, estos codones se utilizan a 
las frecuencias relativas de 46,8 %, 9,9 %, 35,9 % y 7,4 % (véase la tabla 2, el experimento 1). Así, GCU para el 
grupo de proteínas abundantes resulta ser un codón frecuente. Por otro lado, GCG es particularmente evitado en las 55
proteínas abundantes (véase la tabla 2, experimento 1). Así, se puede considerar reemplazar específicamente el 
codón GCU en la secuencia de partida por GCG en la secuencia modificada si la reducción de la expresión en C. 
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glutamicum es el objetivo.

En algunas realizaciones, puede ser suficiente y preferido reemplazar codones con codones de uso menos 
frecuente. En una realización preferida, la secuencia de nucleótidos modificada puede utilizar para cada uno de los 
codones más frecuentes el codón menos frecuentemente utilizado.

Los términos "expresar", "que expresa", "expresado" y "expresión" se refieren a la expresión de un producto génico 5
(por ejemplo, una enzima biosintética de un gen de una ruta) en un organismo huésped. La expresión se puede 
hacer mediante alteración genética del microorganismo que se utiliza como un organismo de partida. En algunas 
realizaciones, un microorganismo puede estar alterado genéticamente (por ejemplo, ingeniería genética) para 
expresar un producto génico en un mayor nivel relativo al producido por el microorganismo de partida o en un 
microorganismo equiparable que no se ha alterado. La alteración genética incluye, entre otros, alterar o modificar 10
secuencias reguladoras o sitios asociados con la expresión de un gen particular (por ejemplo, mediante la adición de 
promotores fuertes, promotores inducibles o promotores múltiples o retirando las secuencias reguladoras de tal 
manera que la expresión sea constitutiva), modificando la localización cromosómica de un gen particular, alterando 
secuencias de ácido nucleico adyacentes a un gen particular tal como un sitio de unión al ribosoma o un terminador 
de la transcripción, incrementando el número de copias de un gen particular, modificando proteínas (por ejemplo, 15
proteínas reguladoras, supresores, potenciadores, activadores transcripcionales y similares) implicadas en la 
transcripción de un gen particular y / o traducción de un producto génico particular, o cualquier otro medio 
convencional de alterar la regulación de la expresión de un gen particular mediante la rutina en la técnica 
(incluyendo, entre otros, el uso de moléculas de ácido nucleico antisentido, por ejemplo, para bloquear la expresión 
de proteínas represoras).20

El procedimiento de reducir la cantidad de un polipéptido de acuerdo con la invención comprende la etapa de 
expresar una secuencia de nucleótidos modificada que codifica un polipéptido en Corynebacterium glutamicum en 
lugar de una secuencia de nucleótidos de partida que codifica para un polipéptido de sustancialmente la misma 
secuencia de aminoácidos y / o función. La secuencia de nucleótidos modificada deriva de la secuencia de 
nucleótidos de partida de tal manera que los codones de la secuencia de nucleótidos no modificada se intercambian 25
en la secuencia de nucleótidos modificada con codones usados con menos frecuencia y, preferentemente, los 
codones menos frecuentemente utilizados, como se ha definido anteriormente en el presente documento. En una 
realización preferida, los codones frecuentes y preferentemente muy o extremadamente frecuentes se intercambian 
de este modo por codones raros y, preferentemente, codones muy raros y extremadamente raros. En una 
realización preferida adicional, los codones más frecuentemente utilizados son reemplazados por los codones 30
menos utilizados. En todos estos casos, la referencia es el uso de codones basado en el uso de codones de 
Corynebacterium glutamicum y preferentemente en el uso de codones de proteínas abundantes de Corynebacterium 
glutamicum.

En una realización preferida se va a utilizar una secuencia de nucleótidos modificada que utiliza solamente codones 
raros y preferentemente muy raros y extremadamente raros para cada aminoácido sustituido según lo determinado 35
por las proteínas de la célula huésped. En una realización preferida adicional de este último aspecto de la invención, 
la secuencia de nucleótidos modificada utiliza para cada aminoácido el codón de uso menos frecuente.

En todos estos casos, el codón de iniciación puede ser un "punto caliente" preferido para la introducción de codones 
de uso menos frecuente, es decir, GTG en lugar de ATG y aún más preferentemente TTG.

Los polipéptidos que se van a expresar por este procedimiento de reducir la cantidad de un polipéptido en una célula 40
huésped pueden ser polipéptidos endógenos con la condición de que la secuencia de nucleótidos modificada no 
deba ser idéntica a las secuencias de nucleótidos de tipo salvaje no modificadas de los respectivos polipéptidos 
endógenos de Corynebacterium glutamicum.

El uso de estos procedimientos y los organismos antes mencionados, la expresión del respectivo polipéptido puede
reducirse en la célula huésped en al menos 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 95 %. La 45
extensión de la reducción de la expresión se determina en comparación con el nivel de expresión de la secuencia de 
nucleótidos de partida en condiciones comparables.

Se entiende que no es siempre deseable para reducir la expresión tanto como sea posible. En ciertos casos, por 
ejemplo, una represión de 25 % puede ser suficiente y deseable. La presente invención ofrece la posibilidad de 
ajustar la represión, por ejemplo, no sustituyendo todos los codones por los codones menos frecuente, pero por 50
ejemplo, introduciendo sólo dos o tres codones raros en posiciones seleccionadas.

Además se describen secuencias de nucleótidos modificadas que pueden utilizarse para reducir la expresión de un 
polipéptido en una célula huésped.

Tales secuencias de nucleótidos modificadas derivan de las secuencias de nucleótidos de partida que codifican un 
polipéptido de sustancialmente la misma secuencia y / o función con el uso de codones de la secuencia de 55
nucleótidos modificada de aminoácidos que se ajusta de tal manera que los codones de las secuencias no 
modificadas (de tipo salvaje) son reemplazados por codones de uso menos frecuente. El uso de codones de 
referencia se basa en el uso de codones del organismo huésped y preferentemente en el uso de codones de las 
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proteínas abundantes del organismo huésped.

Además se describen tales secuencias de nucleótidos modificadas que se han obtenido para un polipéptido 
específico mediante la sustitución de al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al 
menos seis, al menos siete, al menos ocho, en menos nueve, al menos diez, preferentemente al menos 1 %, al 
menos 2 %, al menos 4 %, al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, más preferentemente al menos 20 %, al 5
menos 40 %, al menos 60 %, al menos 80 %, incluso más preferentemente al menos 90 % o menos 95 % y más 
preferentemente todos los codones de las secuencias de nucleótidos no modificadas se sustituyen en la secuencia 
de nucleótidos modificada por codones utilizados con menos frecuencia para el respectivo aminoácido. El número de 
codones anteriormente mencionados a reemplazar se refiere a codones frecuentes, muy frecuentes, 
extremadamente frecuentes o los más frecuentes que están sustituidos por condiciones raras, muy raras o 10
extremadamente raras. Los números de codones anteriores pueden sustituirse por los codones de uso menos 
frecuente. En todos los casos, el uso de codones de referencia se basa en el uso de codones del organismo 
huésped y preferentemente en el uso de codones de las proteínas abundantes del organismo huésped.

Las secuencias de nucleótidos modificados pueden utilizar para cada aminoácido sustituido el codón menos 
frecuentemente usado como se determina para las proteínas de la célula huésped.15

Además se describen vectores que comprenden tales secuencias de nucleótidos modificadas. Estos vectores 
pueden utilizarse para expresar dichas secuencias si por ejemplo las secuencias endógenas se han eliminado a 
nivel cromosómico. Los vectores también pueden usarse para reemplazar las secuencias endógenas con las 
secuencias de nucleótidos modificadas.

También se describen células huésped que comprenden las secuencias de nucleótidos modificadas anteriormente 20
mencionadas y / o los vectores antes mencionados.

Un microorganismo particularmente preferido para llevar a cabo el procedimiento anterior de reducir la expresión es 
Corynebacterium glutamicum.

Se describe adicionalmente el uso de células huésped que se seleccionan a partir de bacterias corineiformes tales 
como bacterias del género Corynebacterium. Particularmente preferidas son las especies Corynebacterium 25
glutamicum, Corynebacterium acetoglutamicum, Corynebacterium acetoacidophilum, Corynebacterium 
thermoaminogenes, Corynebacterium callunae, Corynebacterium ammoniagenes, Corynebacterium melassecola y
Corynebacterium effiziens, Brevibacteria o las especies Brevibacterium flavum, Brevibacterium lactofermentum y
Brevibacterium divarecatum.

También se describen células huésped seleccionadas del grupo que comprende Corynebacterium glutamicum30
ATCC13032, C. acetoglutamicum ATCC15806, C. acetoacidophilum ATCC13870, Corynebacterium 
thermoaminogenes FERMBP-1539, Corynebacterium melassecola ATCC 17965, Corynebacterium effiziens DSM 
44547, Corynebacterium effiziens DSM 44549, Brevibacterium flavum ATCC14067, Brevibacterium lactoformentum
ATCC13869, Brevibacterium divarecatum ATCC 14020, Corynebacterium glutamicum KFCC10065 and 
Corynebacterium glutamicum ATCC21608 así como cepas que derivan de las mismas por ejemplo, mutagénesis y 35
selección clásica o por mutagénesis dirigida.

También se describe el uso de los procedimientos antes mencionados, secuencias de nucleótidos modificadas, 
vectores y / o células huésped para producir sustancias químicas finas. Se pueden utilizar secuencias de nucleótidos 
modificadas que se seleccionan del grupo que comprende secuencias de nucleótidos que codifican genes de las 
rutas de biosíntesis de las sustancias químicas finas para los que se sabe que la represión potencia la producción de 40
sustancias químicas finas.

La expresión "sustancia química fina" es bien conocida por el experto en la técnica y comprende compuestos que se 
pueden usar en diferentes partes de la industria farmacéutica, la industria agrícola, así como en la industria 
cosmética, alimentaria y de piensos. Las sustancias químicas finas pueden ser los productos finales o intermedios 
que se necesitan para otras etapas de síntesis. Las sustancias químicas finas también incluyen monómeros para la 45
síntesis de polímeros. 

Las sustancias químicas finas e definen como todas las moléculas que contienen al menos dos átomos de carbono 
y, además, al menos un heteroátomo que no es un átomo de carbono o hidrógeno. Preferentemente sustancias 
químicas finas se refieren a moléculas que comprenden al menos dos átomos de carbono y, además, al menos un 
grupo funcional, tal como hidroxi, amino, tiol, carbonilo, carboxi, metoxi, éter, éster-, amido, fosfoéster-, tioéter- o 50
tioéster-grupo

Sustancias químicas finas comprenden por lo tanto preferentemente ácidos orgánicos tales como ácido láctico, ácido 
succínico, ácido tartárico, ácido itacónico etc. Las sustancias químicas finas comprenden, además, aminoácidos, 
bases de púricas y pirimidínicas, nucleótidos, lípidos, ácidos grasos saturados e insaturados, tales como ácido 
araquidónico, alcoholes, por ejemplo, dioles tales como propanodiol y butanodiol, hidratos de carbono tales como 55
ácido hialurónico y trehalosa, compuestos aromáticos tales como vainillina, vitaminas y cofactores, etc.
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Un grupo particularmente preferido de sustancias químicas finas para los fines de la presente invención son 
productos biosintéticos seleccionados del grupo que comprende ácidos orgánicos, proteínas, aminoácidos, lípidos 
etc. Otras sustancias químicas finas particularmente preferidas se seleccionan del grupo de compuestos que 
contienen azufre tales como tionina, cisteína, homocisteína, cistationina, glutatión, biotina, tiamina y/o ácido lipoico.

El grupo de las sustancias químicas finas más preferido incluye aminoácidos entre los cuales se prefieren 5
particularmente glicina, lisina, metionina, cisteína y treonina.

Un procedimiento preferido de acuerdo con la presente invención se refiere a un procedimiento para reducir la 
cantidad de al menos un polipéptido en C. glutamicum en la que se utilizan los principios anteriores . Por lo tanto, se 
expresará una secuencia de nucleótidos modificada en lugar de la secuencia de nucleótidos de partida ambos de las 
cuales codifican sustancialmente la misma secuencia de aminoácidos y / o función en la que al menos un codón de 10
la secuencia de nucleótidos de partida se sustituye en la secuencia de nucleótidos modificada por un codón menos 
usado. La referencia uso de codones se determina para C. glutamicum. Preferentemente, el uso de codones de 
referencia se determina para las proteínas abundantes de C. glutamicum.

Por supuesto, las definiciones como se han proporcionado anteriormente para el significado de las expresiones 
"secuencias de nucleótidos modificadas", "secuencias de nucleótidos no modificadas", "codones raros", "codones 15
frecuentes" etc. se aplican igual para estas realizaciones preferidas de la invención.

Una realización particularmente preferida de la invención se refiere a un procedimiento de disminución de la 
expresión de la isocitrato deshidrogenasa en un microorganismo adaptando el uso de codones como se describe en
el presente documento . El microorganismo puede ser C. glutamicum . Estos procedimientos se pueden usar para 
mejorar la síntesis de aminoácidos y, en particular, de metionina y/o lisina.20

También se describe una célula huésped, que puede ser C. glutamicum, que comprende una secuencia de 
nucleótidos modificada que dará lugar a una expresión reducida de isocitrato deshidrogenasa

Como se ha mencionado anteriormente, puede ser preferible sustituir los codones que se encuentran con frecuencia 
en el grupo de proteínas abundantes. Los proteínas abundantes de, por ejemplo., C. glutamicum se pueden 
determinar como se ha descrito anteriormente por electroforesis en gel de proteína 2D. Para este propósito, las 25
cepas de C. glutamicum pueden cultivarse en condiciones estándar. Después, los extractos de células se pueden 
preparar usando los protocolos de lisis comunes. Después de la lisis, los extractos celulares se centrifugan y 
aproximadamente 25 a 50 mg se analizan mediante 2D-PAGE estándar. Un ejemplo del enfoque se puede encontrar 
a continuación en el ejemplo 1, así como en la parte materiales y Procedimientos de HansMeier et al. (Proteomics 
2006, 6, 233-250)30

Siguiendo este enfoque se pueden identificar las proteínas abundantes en C. glutamicum seleccionando las 10 a 
300 proteínas citosólicas más abundantes o identificando de 10 a 30 proteínas citosólicas que se observa que están 
presente en cantidades elevadas en diversas cepas. Estos resultados se supone que son también representativos
para el grupo de proteínas abundantes en otras especies de Corynebacterium.

Para los fines de la presente invención, la expresión "proteínas abundantes de C. glutamicum" puede hacer 35
referencia al grupo que comprende los siguientes factores proteicos (el número de acceso de la secuencia de 
nucléotidos se muestra entre paréntesis):

Factor de elongación Tu (nº de acceso en Genbank: X77034)

Glicerin-aldehído-3-fosfato-deshidrogenasa (nº de acceso en Genbank: BX927152, 6, nt. 289401-288397)

Fructosa bisfosfato aldolasa (nº de acceso en Genbank: BX927156, 6, nt. 134992-133958)40

Factor de elongación Ts (nº de acceso en Genbank: BX927154, 6, nt. 14902-14075)

proteína hipotética (nº de acceso en Genbank: BX927155, 6, nt. 213489-214325)

Enolasa (nº de acceso en Genbank: BX927150, nt. 338561-339838)

Peptidil-prolil-Cis-trans isomerasa (nº de acceso en Genbank: BX927148, nt. 34330-34902)

Superóxido dismutasa (nº de acceso en Genbank: AB055218)45

Fosfoglicerato deshidrogenasa (nº de acceso en Genbank: BX927151, nt. 306039-307631)

proteína SSU Rib S1P (nº de acceso en Genbank: BX927152, 6, nt. 26874-28334)

Triosa-fosfato-isomerasa (nº de acceso en Genbank: BX927155, 6, nt. 286884-286105)

Isopropilmalat-sintasa (nº de acceso en Genbank: X70959)
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Butano-2,3-dioldeshidrogenasa (nº de acceso en Genbank: BX927156, nt. 20798-21574)

Fumarato-hidratasa (nº de acceso en Genbank: BX927151, 6, nt. 18803-17394)

En base a estas catorce proteínas mencionadas anteriormente se puede crear una tabla de uso de codones usando 
la función "CUSP" de la herramienta EMBOSS mencionada anteriormente5

El grupo descrito anteriormente de catorce proteínas puede usarse particularmente para determinar o definir el grupo 
de proteínas abundantes en la cepa de C. glutamicum ATCC 13032 y/o los derivados (obtenidos mediante, por 
ejemplo, mutagénesis clásica y selección o ingeniería genética) se usan en el análisis de electroforesis en gel 2D.

Utilizando la función CUSP de la caja de herramientas EMBOSS, versión uno, se puede crear una tabla de uso de 
codones que refleje el uso de codones de las proteínas abundantes de Corynebacterium en general y de 10
preferentemente de C. glutamicum.

Sorprendentemente, el uso de codones de estas proteínas abundantes difiere significativamente del uso de codones 
tal como se determina para todo el genoma de C. glutamicum como queda claro a partir de una comparación de las 
tablas 1 y 2 (véase el Experimento 1 a continuación). El uso de codones de todo el genoma de C. glutamicum puede 
determinarse, por ejemplo, a partir de cepas que están completamente secuenciadas tal como la cepa ATCC13032 15
cepa y las Tablas de Uso de Codones uso puede por ejemplo, generarse mediante la función CUSP de la caja de 
herramientas EMBOSS antes mencionada o están disponibles en, por ejemplo, HTTP://www.kazusa.or.jp. Se 
obtienen resultados altamente comparables si uno utiliza las más abundantes proteínas citosólicas como se 
menciona en la Tabla 4 de HansMeier et al. (Véase anteriormente).

Una forma de realización preferida del aspecto de la invención que se refiere a procedimientos de reducir la cantidad 20
de polipéptidos en una célula huésped derivada de la especie Corynebacterium glutamicum comprende la etapa de 
expresar en C. glutamicum una secuencia de nucleótidos modificada que codifica al menos un polipéptido en lugar 
de una secuencia nucleotídica no modificada endógena que codifica un polipéptido de sustancialmente la misma 
secuencia y / o la función de aminoácidos, en el que dicha secuencia de nucleótidos modificada deriva de la 
secuencia de nucleótidos de partida de tal manera que uno, algunos o preferentemente todos los codones de las 25
secuencias de nucleótidos de partida están sustituidos en la secuencia de nucleótidos modificada por codones 
utilizados con menos frecuencia para el aminoácido respectivo. En una realización aún más preferida, los codones a 
reemplazar son codones frecuentes, muy frecuente o extremadamente frecuentes. En una realización 
particularmente preferida, estos codones se reemplazan por codones raros, muy raros o extremadamente raros. En 
otra realización particularmente preferida, los números anteriores de codones se sustituyen por los codones menos 30
frecuentemente utilizados, respectivamente. En todos estos casos. el uso de codones de referencia se basa en el 
uso de codones de C. glutamicum. Preferentemente, el uso de codones de referencia se determina para las 
proteínas abundantes de C. glutamicum.

Para reducir la expresión de polipéptidos del género de C. glutamicum basada en el uso de codones alterado, en 
otra realización la secuencia de nucleótidos no modificada que codifica el polipéptido puede estar modificada de 35
modo que al menos una, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos 
siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, preferentemente al menos 1 %, al menos 2 %, al menos 4 %, 
al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, más preferentemente al menos 20 %, al menos 40 %, al menos 60 %, 
al menos 80 %, incluso más preferentemente al menos 90 % o al menos 95 % y lo más preferentemente todos los 
codones de la secuencia de nucleótidos no modificada está reemplazada por codones de uso menos frecuente para 40
el respectivo aminoácido de acuerdo con la Tabla 1 y, preferentemente, de acuerdo con la Tabla 2 .

En otra realización más de la invención, en el que el procedimiento se usa para reducir la cantidad de polipéptidos 
en C. glutamicum, los codones de la secuencia de nucleótidos modificada se seleccionan de uno de los dos codones 
de uso menos frecuente que codifican el o los respectivos aminoácido(s) como se expone en la Tabla 1 y, 
preferentemente en la Tabla 2. 45

En otra realización más de la invención que se refiere a un procedimiento de disminuir la cantidad de polipéptidos en 
C. glutamicum, al menos uno, algunos o todos los codones de las secuencias de nucleótidos modificadas se pueden 
seleccionar del uso de codones de la Tabla 3.

En otra realización de la invención, el procedimiento puede depender de secuencias de nucleótidos modificadas que 
usan los codones ACG para treonina, GAT para ácido aspártico, GAA para ácido glutámico, AGA y AGG para 50
arginina y/o TTG para el codón de iniciación.

Otra realización particularmente preferida de la invención se refiere a procedimientos de disminuir la cantidad de un 
polipéptido en C. glutamicum, en el que al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos 
cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, preferentemente al menos 1 %, 
al menos 2 %, al menos 4 %, al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, más preferentemente al menos 20 %, al 55
menos 40 %, al menos 60 %, al menos 80 %, incluso más preferentemente al menos 90 % o al menos 95 % y lo más 
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preferentemente todos los codones de la secuencia de nucleótidos no modificada están reemplazados en la 
secuencia de nucleótidos modificada resultante por los codones para el respectivo aminoácido de acuerdo con la 
Tabla 3 y, preferentemente, de acuerdo con la Tabla 4 . En una realización incluso más preferida, el número 
mencionado anteriormente de codones a reemplazar se refiere a codones frecuentes, muy frecuentes, 
extremadamente frecuentes o los más frecuentes.5

Otra realización particularmente preferida de la invención se refiere a procedimientos de disminuir la cantidad de un 
polipéptido en C. glutamicum en el que todos los codones de la secuencia de nucleótidos no modificada están 
reemplazados en la secuencia de nucleótidos modificada resultante por los codones para el respectivo aminoácido 
de acuerdo con la Tabla 3 y, preferentemente, de acuerdo con la Tabla 4.

El codón de iniciación puede ser un "punto caliente" preferido para introducir los codones menos usados, es decir 10
GTG en lugar de ATG e incluso más preferentemente TTG.

El organismo huésped se puede seleccionar también de Corynebacterium glutamicum. También es preferida la cepa 
de C. glutamicum mencionada anteriormente y es particularmente preferida la cepa de Corynebacterium glutamicum
ATCC13032 y todas sus derivadas. Las cepas ATCC 13286, ATCC 13287, ATCC 21086, ATCC 21127, ATCC 
21128, ATCC 21129, ATCC 21253, ATCC 21299, ATCC 21300, ATCC 21474, ATCC 21475, ATCC 21488, ATCC 15
21492, ATCC 21513, ATCC 21514, ATCC 21515, ATCC 21516, ATCC 21517, ATCC 21518, ATCC 21528, ATCC 
21543, ATCC 21544, ATCC 21649, ATCC 21650, ATCC 21792, ATCC 21793, ATCC 21798, ATCC 21799, ATCC 
21800, ATCC 21801, ATCC 700239, ATCC 21529, ATCC 21527, ATCC 31269 y ATCC 21526, que se sabe que 
producen lisina, también se pueden usar preferentemente. Las otras cepas mencionadas anteriormente también se 
pueden usar.20

La extensión de la reducción de la expresión de proteínas puede ser la misma que se ha mencionado anteriormente.

También se describen secuencias de nucleótidos (modificadas) como se pueden usar en los procedimientos 
descritos anteriormente de reducción de la cantidad de un polipéptido en C. glutamicum.

En el caso de secuencias de nucleótidos modificadas que se van a expresar en C. glutamicum para reducir la 
cantidad del respectivo polipéptido codificado, al menos una, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al 25
menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, preferentemente al 
menos 1 %, al menos 2 %, al menos 4 %, al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, más preferentemente al 
menos 20 %, al menos 40 %, al menos 60 %, al menos 80 %, incluso más preferentemente al menos 90 % o al 
menos 95 % y lo más preferentemente todos los codones de las secuencias de nucleótidos no modificadas pueden 
sustituirse en la secuencia de nucleótidos modificada por los codones menos usados para el respectivo aminoácido. 30
El número de codones mencionado anteriormente que se va a reemplazar también puede hacer referencia a 
codones frecuentes, muy frecuentes, extremadamente frecuentes o los más frecuentes que se reemplazan por 
codones raros, muy raros o extremadamente raros. El número anterior de codones también se puede reemplazar por 
los codones menos usados. En todos estos casos, el uso de codones de referencia se basará en el uso de codones 
de C. glutamicum. Preferentemente, el uso de codones de referencia se basará en el uso de codones de proteínas 35
abundantes de C. glutamicum.

En el caso de secuencias de nucleótidos modificadas que se van a expresar en C. glutamicum para reducir la 
cantidad del respectivo polipéptido codificado, al menos una, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al 
menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, preferentemente al 
menos 1 %, al menos 2 %, al menos 4 %, al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, más preferentemente al 40
menos 20 %, al menos 40 %, al menos 60 %, al menos 80 %, incluso más preferentemente al menos 90 % o al 
menos 95 % y lo más preferentemente todos los codones de la secuencia de nucleótidos no modificada están 
reemplazados en la secuencia de nucleótidos modificada resultante por los codones menos usados para el 
respectivo aminoácido de acuerdo con la Tabla 1 y, preferentemente, de acuerdo con la Tabla 2. El número de 
codones mencionado anteriormente a reemplazar también se puede referir a codones frecuentes, muy frecuentes, 45
extremadamente frecuentes o los más frecuentes. El número de codones mencionado anteriormente también se 
puede reemplazar por los codones menos usados de la Tabla 1 y, preferentemente, de la Tabla 2.

En lo que se refiere a las secuencias de nucleótidos para reducir la expresión en C. glutamicum, al menos una, al 
menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos 
nueve, al menos diez, preferentemente al menos 1 %, al menos 2 %, al menos 4 %, al menos 6 %, al menos 8 %, al 50
menos 10 %, más preferentemente al menos 20 %, al menos 40 %, al menos 60 %, al menos 80 %, incluso más 
preferentemente al menos 90 % o al menos 95 % y lo más preferentemente todos los codones de la secuencia de 
nucleótidos no modificada están reemplazados en la secuencia de nucleótidos modificada resultante por uno de los 
dos codones menos usados para el respectivo aminoácido de acuerdo con la Tabla 1 y, preferentemente, de 
acuerdo con la Tabla 2. El número de codones mencionado anteriormente a reemplazar se puede referir a codones55
frecuentes, muy frecuentes, extremadamente frecuentes o los más frecuentes. La estimación de su un codón es 
frecuente, muy frecuente o extremadamente frecuente se basarán, p preferentemente, en el uso de codones de 
proteínas abundantes de C. glutamicum como se representa en la Tabla 2.
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También se describe que las secuencias de nucleótidos modificadas usan los codones ACG para treonina, GAT 
para ácido aspártico, GAA para ácido glutámico, AGA y AGG para arginina y/o TTG para el codón de iniciación.

La secuencia de nucleótidos modificada que se usa para reducir la expresión de un polipéptido en C. glutamicum
puede comprender al menos uno, algunos o todos seleccionados de la Tabla 3 y, preferentemente, de la Tabla 4.

También se describen secuencia de nucleótidos modificadas para reducir la expresión de un polipéptido en C. 5
glutamicum, en la que al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, 
al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, preferentemente al menos 1 %, al menos 2 %, al 
menos 4 %, al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, más preferentemente al menos 20 %, al menos 40 %, al 
menos 60 %, al menos 80 %, incluso más preferentemente al menos 90 % o al menos 95 % y lo más 
preferentemente todos los codones de la secuencia de nucleótidos no modificada están reemplazados en la 10
secuencia de nucleótidos modificada resultante por los codones para el respectivo aminoácido de acuerdo con la 
Tabla 3 y, preferentemente, de acuerdo con la Tabla 4 . El número de codones mencionado anteriormente a 
reemplazar se refiere a codones frecuentes, muy frecuentes, extremadamente frecuentes y los más frecuentes.

También se describen secuencias de nucleótidos modificadas para reducir la expresión de un polipéptido en C. 
glutamicum en el que todos los codones de la secuencia de nucleótidos no modificada están reemplazados en la 15
secuencia de nucleótidos modificada resultante por los codones para el respectivo aminoácido de acuerdo con la 
Tabla 3 y, preferentemente, de acuerdo con la Tabla 4.

En todos estos casos, el codón de iniciación puede ser un "punto caliente" preferido para reemplazar los codones 
menos usados, es decir GTG en lugar de ATG e incluso más preferentemente TTG. Este aspecto se refiere 
particularmente a disminuir la cantidad y/o la actividad de la isocitrato deshidrogenasa, por ejemplo, para mejorar la 20
síntesis de metionina.

También se describen vectores que comprenden las secuencias de nucleótidos modificadas mencionadas 
anteriormente que se pueden usar para disminuir la expresión de proteínas en Corynebacterium y, preferentemente, 
en C. glutamicum.

Un vector que comprende las secuencias de nucleótidos mencionadas anteriormente se usa para dirigir la expresión 25
de una secuencia de nucleótidos modificada in C. glutamicum para aumentar la cantidad de un polipéptido en estas 
células huésped. Dichos vectores pueden ser, por ejemplo, vectores plasmídicos que se replican de forma autónoma 
en bacterias corineiformes. Ejemplos son pZ1 (Menkel et al. (1989), Applied and Environmental Microbiology 64: 
549-554), pEKEx1 (Eikmanns et al.(1991), Gene 102: 93-98), pHS2-1 (Sonnen et al. (1991), Gene 107: 69-74) Estos 
vectores se basan en los plásmidos crípticos pHM1519, pBL1 oder pGA1. Otros vectores son pCLiK5MCS 30
(documento WO2005059093), o vectores basados en pCG4 (documento US-A 4,489,160) o pNG2 (Serwold- Davis 
et al. (1990), FEMS Microbiology Letters 66, 119-124) o pAG1 (documento US-A 5,158,891). Ejemplos de otros 
vectores adecuados se pueden encontrar en el Handbook of Corynebacterium (editado por Eggeling y Bott, ISBN 0-
8493-1821-1, 2005).

Al optimizar el uso de codones también se deben considerar otros factores de influencia, como la estructura del 35
ARNm resultante.

También se describen células huésped que comprenden los vectores mencionados anteriormente y las secuencias 
de nucleótidos modificadas que se pueden usar para disminuir la expresión de proteínas en C. glutamicum.

Un experto en la técnica está familiarizado con cómo reemplazar, por ejemplo, un gen o secuencia de nucleótidos 
endógena que codifican un polipéptido determinado con una secuencia de nucleótidos modificada. Esto se puede 40
conseguir mediante, por ejemplo, introducción de una construcción adecuada (plásmido sin origen de replicación, 
fragmento de ADN lineal sin origen de replicación), mediante electroporación, transformación química, conjugación u 
otros procedimientos de transformación adecuados. A esto le sigue, por ejemplo, recombinación homóloga usando 
marcadores seleccionables que garanticen que solo se identifican las células portadoras de la secuencia de 
nucleótidos modificada en lugar de la secuencia endógena de origen natural. Otros procedimientos incluyen 45
alteración génica del locus cromosómico endógeno y la expresión de las secuencias modificadas de, por ejemplo, 
plásmidos. Otros procedimientos más incluyen, por ejemplo, transposición. A continuación se proporcionará 
información adicional sobre los vectores y células huésped que se pueden usar.

Los procedimientos descritos anteriormente de reducción de la cantidad de un polipéptido en una célula huésped y, 
particularmente, para reducir la cantidad de un polipéptido en C. glutamicum puede realizarse con la secuencia de 50
nucleótidos modificada seleccionada del grupo que comprende secuencias de nucleótidos que codifican genes de 
las rutas biosintéticas de sustancias químicas finas si se sabe que la represión de la expresión de estos genes 
potencia la producción de las sustancias químicas finas. Esto es especialmente útil cuando el polipéptido es 
responsable de la síntesis de subproductos/productos secundarios indeseados. Reducir la cantidad de un 
polipéptido tal como de una enzima que forma parte de una ruta biosintética de las sustancias químicas finas 55
mencionadas anteriormente puede permitir el incremento de la síntesis de las sustancias químicas finas mediante, 
por ejemplo, apagado de la producción de subproductos y mediante canalización del flujo metabólico hacia una 
dirección preferida.
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De forma similar, las secuencias de nucleótidos modificadas, los vectores y las células huésped mencionadas 
anteriormente se pueden usar para producir sustancias químicas finas in C. glutamicum.

También se describe un vector que se puede usar para reemplazar una secuencia endógena por la secuencia 
modificada. Por supuesto, se puede también usar un vector que sea adecuado para la expresión de dichas 
secuencias de nucleótidos en la respectiva célula huésped. Esto puede realizarse, pr ejemplo, su la secuencia 5
modificada se expresa desde un vector y la secuencia endógena se ha silenciado antes mediante, por ejemplo, 
alteración génica.

En este contexto se prefieren las cepas de Corynebacterium glutamicum que ya son capaces de producir sustancias 
químicas finas tales como L-lisina, L-metionina y/o L-treonina. Dicha cepa es, por ejemplo, Corynebacterium 
glutamicum ATCC13032 y derivadas de la misma. Las cepas ATCC 13286, ATCC 13287, ATCC 21086, ATCC 10
21127, ATCC 21128, ATCC 21129, ATCC 21253, ATCC 21299, ATCC 21300, ATCC 21474, ATCC 21475, ATCC 
21488, ATCC 21492, ATCC 21513, ATCC 21514, ATCC 21515, ATCC 21516, ATCC 21517, ATCC 21518, ATCC 
21528, ATCC 21543, ATCC 21544, ATCC 21649, ATCC 21650, ATCC 21792, ATCC 21793, ATCC 21798, ATCC 
21799, ATCC 21800, ATCC 21801, ATCC 700239, ATCC 21529, ATCC 21527, ATCC 31269 y ATCC 21526, que se 
sabe que producen lisina, también se pueden usar preferentemente. Las otras cepas mencionadas anteriormente 15
también se pueden usar.

Estas secuencias de nucleótidos modificadas de nuevo pueden seleccionarse, preferentemente, del grupo que 
comprende secuencias de nucleótidos que codifican genes de las rutas biosintéticas de sustancias químicas finas. 
Las definiciones y preferencias en cuanto al significado y deseo de las sustancias químicas finas proporcionadas 
anteriormente se aplican igualmente. Por tanto, el grupo de los productos químicos finos más preferidos incluye 20
aminoácidos entre los cuales se prefieren particularmente glicina, lisina, metionina, cisteína y treonina.

En una realización preferida de los procedimientos of reducir la cantidad de un polipéptido en C. glutamicum, las 
secuencias de nucleótidos modificadas puede, por tanto, seleccionarse del grupo que comprende secuencias que 
codifican treonina-deshidratasa, homoserina-O-acetiltransferasa, O-acetilhomoserina-sulfhidrilasa, fosfoenolpiruvato-
carboxicinasa (pepCK), piruvato-oxidasa (poxB), homoserina-cinasa, homoserina-deshidrogenasa, exportador de 25
treonina, salida de treonina, asparaginasa, aspartato-descarboxilasa y treonina-sintasa, citrato sintasa, aconitasa, 
isocitrato-deshidrogenasa, alfa-cetoglutarato deshidrogenasa, succinil-CoA-sintasa, succinato-deshidrogenasa, 
fumarasa, malato-quinona oxidorreductasa, malato deshidrogenasa, piruvato cinasa, enzima málica, alr (alanina
racemasa), atr43 (ABC trans- porter), ccpA1 (proteína de control de catabolitos a), ccpA2 (proteína de control de 
catabolitos ), chrA (regulador de respuesta de dos componentes), chrS (histidina cinasa), citB (regulador de la 30
transcripción), citE (citrato liasa E), citE (citrato liasa E), clpC (proteasa), csp1, ctaF (4. subunidad de la citocromo 
aa3 oxidasa), dctA (proteína transportadora de C4-dicarboxilato), dctQ sodit (proteína transportadora de C4-
dicarboxilato), dead (ADN/ARN helicasa), def (péptido deformilasa), dep33 (proteína B de resistencia a múltiples 
fármacos), dep34 (proteína de eflujo), fda (fructosa bisfosfato idolasa), gorA (glutatión reductasa), gpi/pgi (glucosa-6-
P-isomerasa), hisC2 (his- tidinol fosfato aminotransferasa), hom (homoserín deshidrogenasa), lipA (lipoato sintasa), 35
lipB (lipoproteína-ligasa B), lrp (regulador de la respuesta de leucina), luxR (regulador de la transcripción), luxS 
(proteína cinasa de la transducción sensorial ), lysR1 (regulador de la transcripción), lysR2 (regulador de la 
transcripción, lysR3 (regulador de la transcripción), mdhA (malato deshidrogenasa), menE (ácido O-succinilbenzoico 
CoA ligasa), mikE17 (facto de transcripción), mqo (malato-quinon oxidorreductasa), mtrA mtrB (proteína sensora 
cpxA, componente regulador sensorial), nadA (quinolinato sintasa A), nadC (nicotinato nucleótido pirofosfatasa, otsA 40
(trehalosa-6-P-sintasa), otsB, treY, treZ (trehalosa fosfatasa, maltooligosil-trehalosa sintasa maltooligosil-trehalosa 
trehalohidrolasa), pepC (aminopeptidasa I), , pfKA pfkB (1 und 6-fosfofructoquinasa), poxB (piruvato oxidasa), pstC2 
(proteína transportadora de fosfato unida a la membrana), rplK (PS1-proteína), sucC sucD (succinil CoA sintetasa), 
sugA (proteína transportadora de azúcar), tmk (timidilato cinasa), zwa2, metK metZ, glyA 
(serínhidroximetiltransferasa), sdhC sdhA sdhB (succinato DH), smtB (regulador de la transcripción), cgl1 (regulador 45
de la transcripción), hspR (regulador de la transcripción), cgl2 (regulador de la transcripción), cebR (regulador de la 
transcripción), cgl3 (regulador de la transcripción), gatR (regulador de la transcripción), glcR (regulador de la 
transcripción), tcmR (regulador de la transcripción), smtB2 (regulador de la transcripción), dtxR (regulador de la 
transcripción), degA (regulador de la transcripción), galR (regulador de la transcripción), tipA2 (regulador de la 
transcripción), malI (regulador de la transcripción), cgl4 (regulador de la transcripción), arsR (regulador de la 50
transcripción), merR (regulador de la transcripción), hrcA (regulador de la transcripción), glpR2 (regulador de la 
transcripción), lexA (regulador de la transcripción), ccpA3 (regulador de la transcripción), degA2 (regulador de la 
transcripción) en el caso de lisina. En una realización preferida adicional de los procedimientos de reducción de la 
cantidad de un polipéptido en C. glutamicum, las secuencias de nucleótidos modificadas Pueden seleccionarse de 
este modo del grupo que comprende secuencias que codifican homoserina-cinasa, treonina-deshidratasa, treonina-55
sintasa, meso-diaminopimelat D-deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato-carboxicinasa, piruvato-oxidasa, 
dihidrodipicolinato-sintasa, dihidrodipicolinato-reductasa y diaminopicolinato- descarboxilasa en el caso de 
metionina. La isocitrato deshidrogenasa puede preferirse particularmente cuando se hace referencia a la producción 
de metionina.

En una realización preferida of the procedimientos of reducir la cantidad de un polipéptido en C. glutamicum, las 60
secuencias de nucleótidos modificadas pueden seleccionarse de este modo del grupo que comprende secuencias 
que codifican treonina-deshidratasa, homoserina O-acetiltransferasa, serina-hidroximetiltransferasa, O-
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acetilhomoserina-sulfidrilasa, meso- diaminopimelato D-deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato-carboxicinasa, piruvato-
oxidasa, dihidrodipicolinato-sintetasa, dihidrodipicolinato-reductasa, asparaginasa, aspartato-descarboxilasa, 
exportador de lisina, acetolactato-sintasa, cetol-aid-reductoisomerasa, aminotransferasa de cadena ramificada, 
metionina sintasa dependiente de coenzima B12, metionina sintasa independiente de coenzima B12, dihidroxi ácido 
deshidratasa y diaminopicolinato-descarboxilasa en el caso de treonina.5

En general, el experto en la técnica está familiarizado con el diseño de construcciones tales como vectores para 
dirigir la expresión de un polipéptido en microorganismos tales como E. coli y C. glutamicum. El experto en la técnica 
también conoce bien las condiciones de cultivo de microorganismos tales como C. glutamicum y E. coli así como 
procedimientos para recoger y purificar sustancias químicas finas tales como aminoácidos y, particularmente, lisina, 
metionina y trenonina, a partir de los microorganismos mencionados anteriormente. Algunos de estos aspectos se 10
expondrán con detalle más adelante.

El experto en la técnica también está familiarizado con técnicas que permiten modificar la secuencia de nucleótidos 
no modificada original en una secuencia de nucleótidos modificada que codifica los polinucleótidos de aminoácidos 
idénticos pero con diferente uso de codones. Esto se puede conseguir mediante, por ejemplo, mutagénesis basada 
en la reacción en cadena de la polimerasa, mediante procedimientos de clonación conocidas habitualmente, 15
mediante síntesis química etc. Algunos de estos procedimientos se exponen en los ejemplos. A continuación se 
describirá y expondrá con detalle cómo se pueden realizar manipulaciones genéticas en microorganismos tales 
como E. coli y particularmente Corynebacterium glutamicum.

Vectores y células huésped

En el presente documento se describen vectores, preferentemente vectores de expresión, que contienen una 20
secuencia de nucleótidos modificada como se ha mencionado anteriormente Como se usa en el presente 
documento, el término “vector” se refiere a una molécula de ácido nucleico capaz de transportar otro ácido nucleico 
al que se ha unido.

Un tipo de vector es un “plásmido”, que se refiere a un bucle de ADN circular bicatenario en el que se pueden ligar 
segmentos adicionales de ADN. Otro tipo de vector es un vector viral, En el que se pueden ligar en el genoma viral 25
segmentos adicionales de ADN.

Ciertos vectores son capaces de una replicación autónoma en una célula huésped en la que se introducen (p. ej., 
vectores bacterianos que tienen un origen de replicación bacteriano y vectores episomales de mamífero). Otros 
vectores (por ejemplo, vectores no episomales de mamífero) se integran en el genoma de una célula huésped tras la 
introducción en la célula huésped y, de este modo, se replican junto con el genoma del huésped. Además, ciertos 30
vectores son capaces de dirigir la expresión de los genes a los que están unidos operativamente.

Dichos vectores se denominan en el presente documento “vectores de expresión”.

Eh general, los vectores de expresión de utilidad en técnicas de ADN recombinante suelen estar en forma de 
plásmidos. En la presente especificación, “plásmido” y “vector” se pueden usar de forma intercambiable, ya que el 
plásmido es la forma de vector usada con más frecuencia. También se incluyen otras formas de vectores de 35
expresión, tales como vectores virales (por ejemplo, retrovirus defectuosos en la replicación, adenovirus y virus 
adenoasociados), que sirven funciones equivalentes.

Los vectores de expresión recombinantes descritos en el presente documento pueden comprender un ácido nucleico 
modificado como se ha mencionado anteriormente en una forma adecuada para la expresión del ácido nucleico 
respectivo en una células huésped, que significa que los vectores de expresión incluyen una o más secuencias 40
reguladoras seleccionadas en base a las células huésped que se van a usar para la expresión, que está 
operativamente unida a la secuencia de ácido nucleico que se va a expresar.

Dentro de un vector de expresión recombinante, con “operablemente unido”, se quiere decir que la secuencia de 
nucleótidos de interés está relacionada con la(s) secuencia(s) reguladora(s) de un modo que permita la expresión de 
la secuencia de nucleótidos (p. ej., en un sistema de transcripción/traducción in vitro o en una célula huésped 45
cuando el vector se introduce en la célula huésped). Con la expresión "secuencia reguladora" se pretende incluir 
promotores, sitios de unión al represor, sitios de unión al activador, potenciadores y otros elementos de control de la 
expresión (por ejemplo, terminadores, señales de poliadenilación u otros elementos de estructura secundaria del 
ARNm). Dichas secuencias reguladoras se describen en, por ejemplo, Goeddel; Gene Expression Technology: 
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Las secuencias reguladoras incluyen aquellas 50
que dirigen la expresión constitutiva de una secuencia de nucleótidos en muchos tipos de células huésped y 
aquellas que dirigen la expresión directa de la secuencia de nucleótidos solo en determinadas células huésped. 
Secuencias reguladoras preferidas son, por ejemplo, promotores tales como cos-, tac-, trp-, tet-, trp-, tet-, lpp-, lac-, 
lpp-lac-, lacIq-, T7-, T5-, T3-, gal-, trc-, ara-, SP6-, amy, SP02, e-Pp- ore PL, SOD, EFTu, EFT, GroEL, MetZ (últimos 
5 de C. glutamicum), que se usan preferentemente en bacterias. Secuencias reguladoras adicionales son, por 55
ejemplo, promotores de levaduras y hongos, tales como ADC 1, MFa, AC, P-60, CYC1, GAPDH, TEF, rp28, ADH, 
promotores de plantas tales como CaMV/35S, SSU, OCS, lib4, usp, STLS1, B33, promotores nos o ubiquitina o 
faseolina. También es posible usar promotores artificiales. Un experto en la técnica apreciará que el diseño del 
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vector de expresión puede depender de factores tales como la elección de la células huésped que se va a 
transformar, el nivel de expresión de proteínas deseado etc. Los vectores de expresión descritos en el presente 
documento pueden introducirse en las células huésped para producir de este modo proteínas o péptidos, incluyendo 
proteínas de fusión o péptidos, codificados por las secuencias de nucleótidos modificadas mencionadas 
anteriormente.5

Los vectores de expresión recombinantes descritos en el presente documento se pueden diseñar para la expresión 
de las secuencias de nucleótidos modificadas como se ha mencionado anteriormente en células procariotas o 
eucariotas. Por ejemplo, las secuencias de nucleótidos modificadas como se ha mencionado anteriormente se 
pueden expresar en células bacterianas tales como C. glutamicum y E. coli, células de insecto (usando vectores de 
expresión de baculovirus), levaduras y otras células fúngicas (véase Romanos, M. A. et al. (1992), Yeast 8: 423-488; 10
van den Hondel, C. A. M.J. J. et al.(1991) en: More Gene Manipulations in Fungi,J. W.Bennet & L. L. Lasure, eds.,p. 
396-428: Academic Press: San Diego; y van den Hondel, C. A. M. J. J. & Punt, P. J.(1991) en: Applied Molecular 
Genetics of Fungi, Peberdy, J. F. et al., eds., p. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge), algas y células 
vegetales multicelulares (véase Schmidt, R. y Willmitzer, L. (1988) Plant Cell Rep.: 583-586). Las células huésped 
adecuadas se tratan adicionalmente en Goeddel, Gene Expression Technology : Methods in Enzymology 185, 15
Academic Press, San Diego, CA (1990). Alternativamente, el vector de expresión recombinante puede también 
transcribirse y traducirse in vitro, por ejemplo usando las secuencias reguladoras del promotor de T7 y la polimerasa 
de T7.

La expresión de proteínas en procariotas se lleva a cabo con mayor frecuencia con vectores que contienen 
promotores constitutivos o inducibles que dirigen la expresión de proteínas de fusión o que no son de fusión.20

Los vectores de fusión añaden una serie de aminoácidos a una proteína codificada en ellos, normalmente al extremo 
amino de la proteína recombinante, pero también en el extremo C o fusionados dentro de regiones adecuadas en las 
proteínas. Dichos vectores de fusión normalmente sirven para cuatro fines: 1) aumentar la expresión de proteína
recombinante; 2) aumentar la solubilidad de la proteína recombinante y 3) ayudar en la purificación de la proteína 
recombinante actuando como ligando en la purificación de afinidad 4) para proporcionar una "marca" para la 25
detección posterior de la proteína. A menudo, en los vectores de expresión de fusión se introduce un sitio de 
escisión proteolítica en la unión del resto de fusión y la proteína recombinante para permitir la separación de la 
proteína recombinante del resto de fusión después de la purificación de la proteína de fusión. Dichas enzimas, y sus 
secuencias de reconocimiento afines, incluyen el Factor Xa, la trombina y la enteroquinasa.

Los vectores de expresión de fusión incluyen pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith, D. B. y Johnson, K. S. (1988) 30
Gene 67: 31-40], pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) y pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ) que contienen 
glutatión S-transferasa (GST), proteína de unión a maltosa E o proteína A, respectivamente.

Ejemplos de vectores de expresión de no fusión de E. coli incluyen pTrc (Amann et al., (1988) Gene 69: 301-315), 
pLG338, pACYC184, pBR322,pUC18, pUC19, pKC30, pRep4,pHSl, pHS2, pPLc236, pMBL24, pLG200, 
pUR290,pIN-III113-Bl, egtll, pBdCl, y pET lld (Studier etal., Gene Expression Technology : Methods in Enzymology 35
185, Academic Press, San Diego, California (1990) 60-89; and Pouwels et al., eds. (1985) Cloning Vectors. Elsevier: 
New York IBSN 0 444 904018). La expresión del gen diana desde el vector pTrc depende de la transcripción con la 
ARN polimerasa del huésped desde un promotor de fusión híbrido trp-lac. La expresión del gen diana del vector pET 
lld depende de la transcripción a partir de un promotor de fusión gnlO-lac de T7 mediada por una ARN polimerasa 
viral coexpresada (T7gnl). Esta polimerasa viral la suministra las cepas huésped BL21 (DE3) o HMS174 (DE3) a 40
partir de un profago X residente que aloja un gen de T7gnl bajo el control transcripcional del promotor de lacUV 5. 
Para la transformación de otras variedades de bacterias se pueden seleccionar vectores adecuados. Por ejemplo, se 
sabe que los plásmidos pIJ101, pIJ364, pIJ702 y pIJ361 son útiles en la transformación de Streptomyces, mientras 
que los plásmidos pUB110, pC194 o pBD214 son adecuados para la transformación de especies de Bacillus. Varios 
plásmidos de uso en la transferencia de información genética en Corynebacterium incluyen pHM1519, pBL1, pSA77 45
o pAJ667 (Pouwels et al., eds. (1985) Cloning Vectors. Elsevier: New York IBSN 0 444 904018).

Ejemplos de vectores lanzadera adecuados de C. glutamicum y E coli son, por ejemplo, pClik5aMCS (documento 
WO2005059093) o se pueden encontrar en Eikmanns et al (Gene. (1991) 102, 93-8).

Ejemplos de vectores adecuados para manipular corinebacterias se pueden encontrar en el Handbook of 
Corynebacterium (editado por Eggeling y Bott, ISBN 0-8493-1821-1, 2005). Se puede encontrar una lista de vectores 50
lanzadera de E. coli - C. glutamicum (tabla 23.1), una lista de vectores de expresión lanzadera de E. coli - C. 
glutamicum (tabla 23.2), una lista de vectores que se pueden usar para la integración de ADN en el cromosoma de 
C. glutamicum (tabla 23.3), una lista de vectores de expresión para la integración en el cromosoma de C. glutamicum
(tabla 23.4.) así como una lista de vectores para la integración específica de sitio en el cromosoma de C. glutamicum
(tabla 23.6).55

El vector de expresión de proteínas descrito en el presente documento puede ser un vector de expresión en 
levaduras. Ejemplos de vectores para la expresión en la levadura S. cerevisiae incluyen pYepSecl (Baldari, et al., 
(1987) Embo J. 6: 229-234)" 2i, pAG-1, Yep6, Yep13, pEMBLYe23, pMFa (Kurjan y Herskowitz, (1982) Cell 30: 933-
943), pJRY88 (Schultz et al., (1987) Gene 54: 113-123), y pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA). Vectores 
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y procedimientos para la construcción de vectores adecuados para usar en otros hongos, tales como hongos 
filamentoso, incluyen los detallados en : van den Hondel, C. A. M. J. J. & Punt. P. J. (1991) en: Applied Molecular 
Genetics of Fungi, J. F. Peberdy, et al., eds., p. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge, y Pouwels et al., eds. 
(1985) Cloning Vectors. Elsevier: New York (IBSN 0 444 904018).

Para los fines de la presente invención, se entiende que un vínculo operativo es la disposición secuencial del 5
promotor, la secuencia de codificación, el terminador y, opcionalmente, otros elementos reguladores de un modo tal 
que cada uno de los elementos reguladores puede cumplir su función, de acuerdo con su determinación, cuando 
expresan la secuencia de codificación. 

Las secuencias de nucleótidos modificadas como se ha mencionado anteriormente se pueden expresar en células 
vegetales unicelulares (tal como algas) o en células vegetales de plantas superiores (por ejemplo, los 10
espermatofitos, tales como plantas de cosecha). Ejemplos de vectores de expresión en plantas incluyen los 
detallados en: Becker, D., Kemper, E., Schell, J. y Masterson, R. (1992) Plant Mol. Biol. 20: 1195-1197; y Bevan, M. 
W. (1984) Nucl. Acid. Res. 12: 8711-8721, e incluyen pLGV23, pGHlac+, pBIN19, pAK2004, y pDH51 (Pouwels et 
al., eds. (1985) Cloning Vectors. Elsevier: New York IBSN 0 444 904018).

Para otros sistemas de expresión para células procariotas y eucariotas véanse los capítulos 16 y 17 de Sambrook, J. 15
et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 3ª, ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2003.

El vector de expresión recombinante en mamíferos puede ser capaz de dirigir la expresión del ácido nucleico, 
preferentemente en un tipo de célula concreto, por ejemplo en células vegetales (por ejemplo, los elementos 
reguladores específicos de tejido se usan para expresar el ácido nucleico). En la técnica se conocen elementos 20
reguladores específicos de tejido.

También se describen organismos o células huésped en las que se ha introducido un vector de expresión 
recombinante como se ha mencionado en el presente documento. Las expresiones "célula huésped" y "célula 
huésped recombinante" se usan de forma intercambiable en el presente documento. Debe entenderse que dichos 
términos no sólo se refieren a la célula sujeto concreta, sino también a la progenie, o potencial progenie, de dicha 25
célula. Dado que se pueden producir ciertas modificaciones en las generaciones posteriores debido a mutaciones o 
influencias ambientales, dicha progenie puede, de hecho, no ser idéntica a la célula parental, pero todavía está 
incluida en el alcance del término tal como se usa en la presente memoria descriptiva.

El ADN del vector se puede introducir en células procariotas y eucariotas a través de técnicas convencionales de 
transformación o transfección. Como se usa en el presente documento, con los términos "transformación" y 30
"transfección", "conjugación" y "transducción" se pretende hacer referencia a diversas técnicas reconocidas en la 
materia para introducir ácido nucleico extraño (por ejemplo, ADN o ARN lineal (por ejemplo, un vector lienalizado o 
una construcción génica sola sin un vector) o ácido nucleico en forma de un vector (por ejemplo, un plásmido, un 
fago, fagemido, transposón u otro ADN) en una célula huésped, incluyendo coprecipitación en fosfato cálcico o 
cloruro de calcio, transfección mediada por DEAE-dextrano, lipofección, competencia natural, transferencia mediada 35
por conjugación química o electroporación. Procedimientos adecuados para transformar o transfectar células 
huésped se pueden encontrar en Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 3ª, ed., Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2003) y otros manuales de 
laboratorio.

Para identificar y seleccionar estos integrantes, un gen que codifica un marcador seleccionable (por ejemplo, 40
resistencia a antibióticos) se introduce generalmente en las células huésped junto con el gen de interés. Marcadores 
seleccionables preferidos incluyen los que confieren resistencia a fármacos, tales como G418, higromicina , 
kanamicina, tetraciclina, ampicilina y metotrexato. El ácido nucleico que codifica un marcador seleccionable se 
puede introducir en una célula huésped en el mismo vector que el que codifica las secuencias de nucleótidos 
modificadas mencionadas anteriormente o se puede introducir en un vector distinto. Las células que se han 45
transfectado establemente con el ácido nucleico introducido pueden identificarse mediante selección farmacológica 
(por ejemplo, las células que han incorporado el gen del marcador seleccionable sobrevivirán mientras que las otras 
células mueren).

Cuando se usan plásmidos sin un origen de replicación y dos genes marcadores diferentes (por ejemplo, pClik int 
sacB), también es posible generar cepas sin marcadores que tienen parte del inserto insertado en el genoma. Esto 50
se consigue mediante dos acontecimientos consecutivos de recombinación homóloga (véase también Becker et al., 
APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, 71 (12), p. 8587-8596). La secuencia del plásmido pClik int 
sacB se puede encontrar en el documento WO2005059093; SEC ID Nº 24; el plásmido se denomina pCIS en este 
documento).

Se pueden producir microorganismos recombinantes que contienen sistemas seleccionados que permitan la 55
expresión regulada del gen introducido. Por ejemplo, la inclusión de una de las secuencias de nucleótidos 
optimizadas mencionadas anteriormente en un vector colocándolas bajo el control del operón lac permite la 
expresión del gen únicamente en presencia de IPTG. Dichos sistemas reguladores son bien conocidos en la técnica.
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En una realización, el procedimiento comprende cultivar los organismos como se describe en el presente documento 
(en los que un vector de expresión recombinante o en cuyo genoma se ha introducido un gen que comprende las
secuencias de nucleótidos modificadas como se ha mencionado anteriormente) en un medio adecuado para la 
producción de sustancias químicas fina. En otra realización, el procedimiento comprende además aislar la sustancia 
química fina del medio o de la célula huésped.5

Crecimiento de Escherichia coli y Corynebacterium glutamicum- Medios y condiciones de cultivo

El experto en la técnica está familiarizado con el cultivo de microorganismos comunes tales como C. glutamicum y 
E.coli. Por tanto, una enseñanza general se proporcionará más adelante en cuanto al cultivo de C. glutamicum. Se 
puede recuperar información correspondiente de libres de texto convencionales para el cultivo de E.coli.

Las cepas de E. coli crecen de forma rutinaria en caldo MB y LB , respectivamente (Follettie et al. (1993) J. Bacteriol. 10
175, 4096-4103). El medio mínimo para E. coli es M9 y MCGC modificado (Yoshihama et al. (1985) J. Bacteriol. 162, 
591-507), respectivamente. Se puede añadir glucosa a una concentración final del 1 %. Se pueden añadir 
antibióticos en las cantidades siguientes (microgramos por mililitro): ampicilina, 50; kanamicina, 25; ácido nalidíxico, 
25. Se pueden añadir aminoácidos, vitaminas, y otros suplementos en las cantidades siguientes: metionina, 9,3 mM; 
arginina, 9,3 mM; histidina, 9,3 mM; tiamina, 0,05 mM. Las células de E. coli se cultivan de forma rutinaria a 37 ºC, 15
respectivamente.

Las Corinebacterias modificadas genéticamente normalmente se cultivan en medios de crecimiento sintéticos o 
naturales. Una serie de medios de crecimiento diferentes para Corynebacteria se conocen bien y están disponibles 
fácilmente (Lieb et al. (1989) Appl.Microbiol. Biotechnol., 32: 205-210; von der Osten et al. (1998) Biotechnology 
Letters, 11: 11-16; Patente DE 4,120,867; Liebl(1992) "The Genus Corynebacterium, in: The Procaryotes, Volume II, 20
Balows, A. et al., eds. Springer-Verlag). También se pueden encontrar instrucciones en el Handbook of 
Corynebacterium (editado por Eggeling y Bott, ISBN 0-8493-1821-1, 2005).

Estos medios consisten en una o más fuentes de carbono, fuentes de nitrógeno, sales inorgánicas, vitaminas y 
oligoelementos. Las fuentes de carbono preferidas son azúcares, tales como mono, di o polisacáridos. Por ejemplo, 
glucosa, fructosa, manosa, galactosa, ribosa, sorbosa, ribosa, lactosa, maltosa, sacarosa, glicerol, rafinosa, almidón 25
o celulosa sirven como fuentes de carbono muy buenas.

También es posible suministrar azúcar a los medios a través de compuestos complejos tales omo melazas u otros 
subproductos del refinado del azúcar. También puede ser ventajoso suministrar mezclas de diferentes fuentes de 
carbono. Otras posibles fuentes de carbono son alcoholes y ácidos orgánicos, tales como metanol, etanol, ácido 
acético o ácido láctico. Las fuentes de nitrógeno normalmente son compuestos de nitrógeno orgánicos o inorgánicos 30
o materiales que contienen estos compuestos. Fuentes de nitrógeno de ejemplo incluyen gas amonio o sales de 
amonio, tales como NH4Cl o (NH4)2S04, NH40H, nitratos, urea, aminoácidos o fuentes de nitrógeno complejas como 
licor de maceración del maíz, harina de soja, proteína de soja, extracto de levaduras, extracto de carne y otras.

La sobreproducción de metionina es posible usando diferentes fuentes de azufre. Se pueden usar sulfatos, 
tiosulfatos, sulfitos y también fuentes de azufre reducido como H2S y sulfuros y derivados. Asimismo se pueden usar 35
fuentes de azufre orgánico como metilo, mercaptano, tioglicolatos, tiocianatos y tiourea, aminoácidos que contienen 
azufre como cisteína y otros compuestos que contienen azufre, para conseguir una producción eficiente de 
metionina. También puede ser posible el formiato como suplemento, como también otras fuentes de C1 tales como 
metanol o formaldehído.

Compuestos de sales inorgánicas que se pueden incluir en los medios incluyen las sales cloruro, fósforo o sulfato de 40
calcio, magnesio, sodio, cobalto, molibdeno, potasio, manganeso, cinc, cobre y hierro. Se pueden añadir 
compuestos quelantes al medio para mantener los iones metálicos en solución. Compuestos quelantes 
particularmente útiles incluyen dihidroxifenoles, como catecol or protocatechuato, o ácidos orgánicos, tales como 
ácido cítrico. Es típico que los medios contengan también otros factores de crecimiento, tales como vitaminas o 
promotores del crecimiento, ejemplos de los cuales incluyen biotina, riboflavina, tiamina, ácido fólico, ácido 45
nicotínico, pantotenato y piridoxina. Los factores de crecimiento y las sales con frecuencia proceden de 
componentes de medios complejos, tales como extracto de levadura, melazas, licor de maceración del maíz y otros. 
La composición exacta de los compuestos de los medios depende fuertemente del experimento inmediato y se 
decide de forma individual para cada caso específico. La información sobre la optimización de medios está 
disponible en el libro de texto "Applied Microbiol. Physiology, A Practical Approach (Eds. P. M. Rhodes, P.F. 50
Stanbury, IRL Press (1997) pp. 53-73, ISBN 0 19 963577 3). También es posible seleccionar medios de crecimiento 
de proveedores comerciales, como estándar 1 (Merck) o BHI (infusión de cerebro-corazón, DIFCO) u otros.

Todos los componentes del medio se deben esterilizar con calor (20 minutos a 1,5 bares y 121 ºC) o mediante 
filtración en esterilidad. Los componentes se pueden esterilizar juntos o, en caso necesario, por separado.

Todos los componentes de los medios pueden estar presentes al comienzo del crecimiento u, opcionalmente, se 55
pueden añadir de forma continua o discontinua. Las condiciones de cultivo se definen por separado para cada 
experimento.
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La temperatura debería estar en un intervalo entre 15 °C y 45 °C. La temperatura se puede mantener constante y se 
puede alterar durante el experimento. El pH del medio puede estar en el intervalo de 5 a 8,5, preferentemente 
aproximadamente 7,0, y puede mantenerse mediante la adición de tampones al medio. Un tampón de ejemplo para 
este fin es un tampón de fosfato potásico. Los tampones sintéticos tales como MOPS, HEPES, ACES y otros se 
pueden usar de forma alternativa o simultáneamente. También es posible mantener un pH del cultivo constante a 5
través de la adición de NaOH o NH4OH durante el crecimiento. Si se usan componentes del medio complejo, tal 
como extracto de levadura, la necesidad de tampones adicionales se puede reducir debido al hecho de que muchos 
compuestos complejos tienen altas capacidades tampón. Si se usa un fermentador para cultivar los 
microorganismos, el pH también se puede controlar usando amoníaco gaseoso.

El tiempo de incubación normalmente está en el intervalo de horas a varios días. Este tiempo se selecciona con el 10
fin de permitir que se acumule la cantidad máxima de producto en el caldo. Los experimentos de crecimiento 
divulgados se pueden llevar a cabo en diversos recipientes, tales como placas de microtitulación, tubos de vidrio, 
matraces de vidrio o fermentadores de vidrio o metal de diferentes tamaños. Para seleccionar un gran número de 
clones, los microorganismos se deben cultivar en placas de microtitulación, tubos de vidrio o matraces de agitación, 
con o sin deflectores. Preferentemente se usan matraces de agitación de 100 ml, cargados con 10 % (en volumen) 15
del medio de crecimiento requerido. Los matraces deberán agitarse en un agitador rotatorio (amplitud de 25 mm) 
usando un intervalo de velocidad de 100-300’ rpm. Las pérdidas por evaporación se pueden disminuir mediante el 
mantenimiento de una atmósfera húmeda; como alternativa, deberá realizarse una corrección matemática para las 
pérdidas por evaporación.

Si se analizan clones modificados genéricamente, también se deberán analizar un clon control no modificado o un 20
clon control que contiene el plásmido básico sin ningún inserto. El medio se inocula a una DO600 de 0,5-1,5 usando 
células cultivadas en placas de agar, tales como placas de CM (10 g/l de glucosa, 2,5g/l de NaCl, 2g/l de urea, 10g/l 
de polipeptona, 5 g/l de extracto de levadura, 5g/l de extracto de carne, 22 g/l de NaCl, 2 g/l de urea, 10 g/l de 
polipeptona, 5 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de extracto de carne, 22 g/l de agar, pH 6,8 con NaOH 2M) que se 
había incubado a 30 ºC.25

La inoculación del medio se consigue mediante introducción de una suspensión salina de células de C. glutamicum
de placas CM o adición de un líquido de precultivo de esta bacteria.

Cuantificación de aminoácidos e intermedios de metionina

El análisis se realiza mediante HPLC (Agilent 1100, Agilent, Waldbronn, Alemania) con un cartucho de guarda y una 
columna Synergi de 4 mm (MAX-RP 80 Å, 150 * 4,6 mm) (Phenomenex, Aschaffenburg, Alemania). Antes de la 30
inyección, los analitos se obtienen usando o-ftaldialdehído (OPA) y mercaptoetanol como agente reductor (2-MCE). 
Adicionalmente, los grupos sulfhidrilo se bloquean con ácido yodoacético. La separación se lleva a cabo a un caudal 
de 1 ml/min usando NaH2PO4 40 mM (eluyente A, pH=7.8, ajustado con NaOH) como fase polar y una mezcla de 
agua y metanol (100 / 1) como fase no polar (eluyente B). Se aplica el gradiente siguiente: Inicio 0 % de B; 39 min 39 
% de B; 70 min 64 % de B; 100 % de B durante 3,5 min; 2 min 0 % de B para el equilibrado. La derivación a 35
temperatura ambiente se es automática como se describe a continuación. Inicialmente se mezclan 0,5 µl de 0,5 % 
de 2- MCE en bicina (0,5M, pH 8,5) con 0,5 µl de extracto celular. Después se añaden 1,5 µl de 50 mg/ml de ácido 
yodoacético en bicina (0,5M, pH 8,5), seguido de la adición de 2,5 µl de tampón de bicina (0,5M, pH 8,5). La 
derivatización se realiza añadiendo 0,5 µl de 10 mg/ml de reactivo OPA disuelto en 1/45/54 v/v/v de 2-
MCE/MeOH/bicina (0,5M, pH 8,5). Por último, la mezcla se diluye con 32 µl de H2O. Entre cada una de las etapas de 40
pipeteado anteriores existe un tiempo de espera de 1 minuto. Después, se inyecta un volumen total de 37,5 µl en la 
columna. Obsérvese que los resultados analíticos se pueden mejorar significativamente, su la aguja 
automuestreadora se limpia periódicamente durante (por ejemplo en el tiempo de espera) y después de la 
preparación de la muestra. La detección se realiza con un detector de fluorescencia (340 nm de excitación, emisión 
a 450 nm, Agilent, Waldbronn, Alemania). Para la cuantificación se usa ácido α-amino butírico (ABA) como patrón 45
interno.

Definición del protocolo recombinante

A continuación se describirá cómo se puede construir una cepa de C. glutamicum con una eficiencia mayor de 
producción de metionina implementando los hallazgos de las predicciones anteriores. Antes de describir la 
construcción de la cepa se proporciona una definición de un acontecimiento/protocolo de recombinación que se 50
usará en lo siguiente.

"Campbell in" como se usa en el presente documento, hace referencia a una células huésped original en la que una 
molécula completa de ADN bicatenario circular (por ejemplo, un plásmico basado en pCLIK int sacB) se ha integrado 
en un cromosoma mediante un único acontecimiento de recombinación homóloga (un acontecimiento de 
cruzamiento) y que tiene como resultado una inserción eficaz de una versión linealizada de dicha molécula de ADN 55
circular en una primera secuencia de ADN del cromosoma que es homóloga de una primera secuencia de ADN de 
dicha molécula de ADN circular. "Campbelizado in" hace referencia a la secuencia de ADN linealizada que se ha 
integrado en el cromosoma de un transformante "Campbell in". Un "Campbell in" contiene una duplicación de la 
primera secuencia de ADN homóloga, cada copia de la cual incluye y rodea una copia del punto de cruzamiento de 
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recombinación homóloga. El nombre procede del Profesor Alan Campbell, quien propuso por primera vez este tipo
de recombinación.

"Campbell out" como se usa en el presente documento, hace referencia a una célula descendiente de un 
transformante "Campbell in" en la que se ha producido un segundo acontecimiento de recombinación homóloga 
(salida) entre una segunda secuencia de ADN contenida en el ADN insertado linealizado del ADN "Campbelizado in" 5
y una segunda secuencia de ADN de origen cromosómico, que es homóloga de la segunda secuencia de ADN de 
dicho inserto linealizado, de modo que el segundo acontecimiento de recombinación en la deleción (descarga) de 
una porción de la secuencia de ADN integrada pero, cabe destacar, que también tiene como resultado una porción 
(esta puede ser tan pequeña como una sola base) del ADN Campbelizado in que queda en el cromosoma, deforma 
que en comparación con la célula huésped original, la célula "Campbell out" contiene uno o más cambios 10
intencionados en el cromosoma (por ejemplo, una sustitución de una sola base, sustituciones de varias bases, 
inserción de un gen o secuencia de ADN heteróloga, inserción de una copia adicional o copias de un gen homólogo 
o un gen homólogo modificado, o inserción de una secuencia de ADN que comprende más de uno de estos 
ejemplos mencionados anteriormente indicados en lo que antecede).

Una célula o cepa "Campbell out" normalmente se obtiene, pero no necesariamente, mediante contraselección en 15
una porción (la porción que se desea descargar) de la secuencia de ADN "Campbelizado in", por ejemplo el gen 
sacB de Bacillus subtilis, que es letal cuando se expresa en una célula que se cultiva en presencia de 
aproximadamente 5 % a 10 % de sacarosa. Con o sin contraselección se puede obtener o identificar una célula 
"Campbell out" mediante detección selectiva de la célula deseada usando cualquier fenotipo detectable, tal como, 
entre otros, la morfología de las colonias, el color de las colonias, la presencia o ausencia de resistencia a 20
antibióticos de una secuencia de ADN dada mediante reacción en cadena de la polimerasa, presencia o ausencia de 
auxotrofia, hibridación de ácido nucleico de las colonias, detección selectiva de anticuerpos etc. Las expresiones 
"Campbell in" y "Campbell out" también se pueden usar como verbos en varios tiempos para hacer referencia al
procedimiento o proceso descrito anteriormente.

Se entiende que los acontecimientos de recombinación homóloga que conduce a un "Campbell in" o "Campbell out" 25
se pueden producir en una serie de bases de ADN dentro de la secuencia de ADN homólogo y dado que las 
secuencias homólogas serán idénticas entre sí para al menos parte de este intervalo, normalmente no es posible 
especificar exactamente cuando se ha producido el acontecimiento de cruzamiento. En otras palabras, no es posible 
especifica con precisión qué secuencia procedía originalmente del ADN insertado y cuál era originalmente del ADN 
cromosómico. Además, la primera secuencia de ADN homóloga y la segunda secuencia de ADN homóloga 30
normalmente están separadas por una región de no homología parcial y es esta región de no homología que 
permanece depositada en un cromosoma de la célula "Campbell out" cell.

A efectos prácticos, en C. glutamicum, la primera y la secuencia de ADN homóloga típicas tienen al menos una 
longitud de aproximadamente 200 pares de bases, y pueden ser de hasta miles de pares de bases de longitud, 
aunque el procedimiento se puede hacer funcionar con secuencias más cortas o más largas. Por ejemplo, una 35
longitud para la primera y la segunda secuencias homólogas puede variar desde aproximadamente 500 a 2.000 
bases, y la obtención de un "Campbell out" a partir de un "Campbell in" se facilita disponiendo la primera y la 
segunda secuencias homólogas para que tengan aproximadamente la misma longitud, preferentemente con una 
diferencia de menos de 200 pares de bases y, lo más preferentemente, teniendo la más corta de las dos al menos 
un 70 % de la longitud de la más larga en pares de bases. El "procedimiento de Campbell in y -Out " se describe en 40
el documento WO2007012078

A continuación se ilustrará la invención mediante varios ejemplos.

Ejemplos

A continuación se mostrará cómo se identificó el uso de codones de proteínas abundantes en C. glutamicum. 
Adicionalmente se presentan ejemplos que muestran que el uso de secuencias de nucleótidos modificadas que se 45
han optimizado con respecto al uso de codones de proteínas abundantes o al organismo de C. glutamicum se 
pueden usar para aumentar o reducir la cantidad de una proteína en C. glutamicum. Esto se muestra para genes 
extraños así como para genes endógenos.

1. Identificación de proteínas abundantes en C. glutamicum

Se prepararon extractos celulares a partir de la cepa de C. glutamicum ATCC 13032 y de algunos derivados. Para 50
este fin, 250 mg de cultivo celular en condiciones estándar se sedimentaron y suspendieron en 750 µl de tampón de 
lisis (TRIS 20 mM, EDTA 5 mM, pH 7,5) que contiene una mezcla del inhibidor de proteasa (Complete, Roche). Las 
células se rompieron a 4 °C en un molino mezclador (Retsch, MM 2000) usando esferas de vidrio de 0,25 - 0,5 mm. 
Los restos celulares se eliminaron mediante centrifugación a 22.000 rpm durante 1 hora a 4 °C. Las concentraciones 
proteicas se determinaron mediante el procedimiento de Popov (Popov et a. (1975) Acta. Biol. Med. Germ, 34, 1441-55
1446). Los extractos celulares se usaron inmediatamente o se congelaron en alícuotas a -80 °C.

Para electroforesis en gel de poliacrilamida 2D de las proteínas, 30 mg del extracto proteico bruto se resuspendieron 
en 450 µl de tampón de rehidratación (urea 8M, tiourea 2M, 1 % de CHAPS, DTT 20 mM, 1 % de Amfolinas 3,5 - 10) 
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y unos pocos granos de azul de bromofenol. Para enfocado isoeléctrico se usaron tiras de 24 cm de IPG precoladas 
con un gradiente de pH lineal de 4,5 a 5,5 en una unidad de enfocado isoeléctrico Multiphor II (Amersham 
Biosciences). Las proteínas se centraron usando un programa de gradiente de hasta 3500 V resultante en 65.000 Vh 
en total. Los geles de IPG enfocados se equilibraron durante 15 minutos en un tampón que contenía Tris-HCl 1,5 M 
(pH 8,8), urea 6M, 30 % (vol/vol) de glicerol, 2 % (p/vol) de dodecilsulfato sódico y1 % (p/vol) de DTT. Para la 5
segunda etapa de equilibrado, el DDT se reemplazó con 5 % (p/vol) de yodoacetamida, y se añadieron unos pocos 
granos de azul de bromofenol. La segunda dimensión se pasó en geles de dodecilsulfato sódico -12,5 % de 
poliacrilamida en un aparato de Ettan Dalt (Amersham Biosciences) según las recomendaciones del fabricante y 
después los geles se tiñeron con plata (Blum et al. (1987), Electrophoresis, 8, 93-99) en una tinción automática 
doméstica.10

Las manchas de las proteínas se escindieron de los geles preparativos teñidos con azul de Coomassie (300 mg de 
carga de proteína total cada uno) y se digirieron con tripsina modificada (Roche, Mannheim) como describen 
Hermann et al. (Electrophoresis (2001), 22, 1712-1723). Las identificaciones con espectrometría de masas se 
realizaron en una LCQ advantage (Thermo Electron) tras la separación en nano- HPLC de los péptidos (LC 
Packings, columna RP18, longitud de 15 cm, i.d. 75 µm), usando el software MASCOT (David et al. (1999) 15
Electrophoresis, 20,3551-3567).

En base a los resultados de la electroforesis en gel 2D se identificaron 14 proteínas como abundantes en C. 
glutamicum, ya que estas proteínas se pudieron observar en cantidades elevadas en todos los geles. Estas 
proteínas son: Factor de elongación Tu (nº de acceso en Genbank: X77034), glicerina-aldehído-3-fosfato-
deshidrogenasa (nº de acceso en Genbank: BX927152, 6, nt. 289401-288397), fructosa bisfosfato aldolasa (nº de 20
acceso en Genbank: BX927156, 6, nt. 134992-133958), Factor de elongación Ts (nº de acceso en Genbank: 
BX927154, 6, nt. 14902-14075), proteína hipotética (nº de acceso en Genbank: BX927155, 6, nt. 213489-214325), 
enolasa (nº de acceso en Genbank: BX927150, nt. 338561-339838) peptidil-prolil cis-trans isomerasa (nº de acceso 
en Genbank: BX927148, nt. 34330-34902), superóxido dismutasa (nº de acceso en Genbank: AB055218) fosfo-
glicerato deshidrogenasa (nº de acceso en Genbank: BX927151, nt. 306039-307631) proteína SSU Rib S1P(nº de 25
acceso en Genbank: BX927152, 6, nt. 26874-28334) triosefosdato- isomerasa (nº de acceso en Genbank: 
BX927152, 6, nt. 286884-286105) isopropil malato sintasa (nº de acceso en Genbank: X70959) butan-2,3-
dioldeshidrogenasa (nº de acceso en Genbank: BX927156, nt. 20798-21574) y fumarato hidratasa (nº de acceso en 
Genbank: BX927151, 6, nt. 18803-17394).

Las secuencia de codificación de estos genes se introdujeron en la función "Cusp" de la caja de herramientas 30
EMBOSS usando parámetros estándar en un abordaje independiente de la secuencia genómica de la cepa completa 
de C. glutamicum ATCC 13032 para generar una tabla de uso de codones para el organismo como un todo.

Las frecuencias de uso de los codones determinadas para las 14 proteínas abundantes mencionadas anteriormente 
se usaron para calcular las frecuencias de uso de los codones para las proteínas abundantes en C. glutamicum. Las 
frecuencias relativas de codones del uso de los codones de las proteínas abundantes en C. glutamicum se 35
encuentran en la tabla 2, mientras que las frecuencias de uso relativo de los codones del organismo como un todo 
se encuentran en la tabla 1.

Tabla 1 - Frecuencias relativas de uso de codones de Corynebacterium glutamicum ATCC 13032.

UUU 37,1 UCU 17,3 UAU 33,8 UGU 36,5

UUC 62,9 UCC 33,6 UAC 66,2 UGC 63,5

UUA 5,3 UCA 13,0 UAA 53,1 UGA 16,7

UUG 20,3 UCG 11,9 UAG 30,2 UGG 100

CUU 17,2 CCU 23,3 CAU 32,1 CGU 24,5

CUC 22,5 CCC 20,2 CAC 67,9 CGC 44,7

CUA 6,1 CCA 34,9 CAA 38,5 CGA 11,8

CUG 28,6 CCG 21,6 CAG 61,5 CGG 8,8

AUU 37,7 ACU 20,4 AAU 33,4 AGU 7,8
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AUC 59,2 ACC 52,9 AAC 66,4 AGC 16,4

AUA 3,1 ACA 12,5 AAA 39,9 AGA 4,1

AUG 100 ACG 14,2 AAG 60,1 AGG 6,1

GUU 26,0 GCU 23,7 GAU 55,6 GGU 30,3

GUC 27,7 GCC 25,4 GAC 44,4 GGC 42,4

GUA 10,1 GCA 29,3 GAA 56,3 GGA 18,9

GUG 36,2 GCG 21,6 GAG 43,7 GGG 8,4

ATG* 72,5

GTG* 20,5

TTG* 7,0

*Indica los codones de iniciación; las frecuencias relativas se expresan en porcentaje,

Tabla 2 - Frecuencias relativas de uso de codones de 14 proteínas abundantes en Corynebacterium 
glutamicum ATCC 13032.

UUU 10,6 UCU 20,2 UAU 3,6 UGU 25,0

UUC 89,4 UCC 65,4 UAC 96,4 UGC 75,0

UUA 0,8 UCA 3,3 UAA 92,9 UGA 0,0

UUG 7,5 UCG 2,2 UAG 7,1 UGG 100

CUU 20,8 CCU 37,6 CAU 5,8 UCU 39,6

CUC 25,4 ACC 4,4 GAC 94,2 UGC 57,6

CUA 2,6 CCA 51,4 CAA 7,7 CGA 2,2

CUG 42,9 CCG 6,6 CAG 92,3 CGG 0,6

AUU 17,1 ACU 18,9 AAU 9,7 AGU 0,8

AUC 82,6 ACC 78,9 AAC 90,3 AGC 8,1

AUA 0,3 ACA 1,4 AAA 7,1 AGA 0,0

AUG 100 ACG 0,8 AAG 92,9 AGG 0,0

GUU 47,9 GCU 46,8 GAU 34,9 GGU 32,3

GUC 34,0 GCC 9,9 GAC 65,1 GGC 59,0

GUA 6,5 GCA 35,9 GAA 32,5 GGC 8,2
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ATG* 78,6

GTG* 21,4

TTG* 0,0

*Indica los codones de iniciación; las frecuencias relativas se expresan en porcentaje

A continuación se usó la Tabla 1 para determinar los codones que son menos frecuentes para cada aminoácido en 
C. glutamicum. Esta información se muestra en la tabla 3, dada a continuación.

Tabla 3 - Los codones menos usados en Corynebacterium glutamicum ATCC 13032.5

UUU F

AGU S

UAU Y

UGU C

UGA Terminación

AUG M

UGG W

UUA L

CCC P

CAU H

AGA R

CAA Q

AUA I

ACA T

AAU N

TTG (si es codón de iniciación) M

AAA K

GUA V

GCG A

GAC D

GGG G

GAG E

A continuación se usó la Tabla 2 para determinar los codones que son menos frecuentes para cada aminoácido en 
las proteínas abundantes de C. glutamicum. Esta información se muestra en la tabla 4, dada a continuación.

10
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Tabla 4 - Los codones menos usados en las proteínas abundantes de Corynebacterium glutamicum ATCC
13032.

UUU F

AGU S

UAU Y

UGU C

UGA Terminación

AUG M

UGG W

UUA L

CCC P

CAU H

AGA, AGG R

CAA Q

AUA I

ACG T

AAU N

TTG (si es codón de iniciación) M

AAA K

GUA V

GCG A

GAU D

GGG G

GAA E

La Tabla 5 muestra las frecuencias de los codones que no se calculan en base a los codones que codifican un 5
aminoácido específico sino en base a todos los codones para todos los aminoácidos. Los valores entre paréntesis 
indican el número absoluto del respectivo codón. Las frecuencias relativas de la tabla 1 se calcularon en base a 
estos números absolutos. Los valores hacen referencia al genoma de C. glutamicum.

Tabla 5 - Uso de codones de Corynebacterium glutamicum ATCC 13032,

UUU 13,4( 25821) UCU 11,0( 21227) UAU 7,5( 14384) UGU 2,4( 4605)

UUC 22,8( 43837) UCC 21,4( 41118) UAC 14,7( 28214) UGC 4,2( 8015)

UUA 5,1( 9795) UCA 8,3( 15898) UAA 1,7( 3272) UGA 0,5( 1032)

UUG 19,6( 37762) UCG 7,6( 14639) UAG 1,0( 1859) UGG 14,1( 27072)

CUU 16,7( 32074) CCU 11,3( 21668) CAU 6,8( 12991) CGU 13,7( 26310)

CUC 21,8( 41988) CCC 9,7( 18716) CAC 14,3( 27445) CGC 24,9( 47939)

CUA 5,9( 11320) CCA 16,9( 32429) CAA 13,0( 24975) CGA 6,6( 12698)
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CUG 27,7( 53261) CCG 10,4( 20070) CAG 20,7( 39864) CGG 4,9( 9466)

AUU 21,7( 41804) ACU 12,6( 24184) AAU 10,9( 21056) AGU 4,9( 9515)

ABC 34,1( 65557) ACC 32,5( 62592) AAC 21,8( 42037) AGC 10,4( 20019)

AUA 1,8( 3483) ACA 7,7( 14747) AAA 13,9( 26703) AGA 2,3( 4445)

AUG 22,1( 42484) ACG 8,8( 16879) AAG 20,9( 40213) AGG 3,3( 6398)

GUU 20,8( 40069) GCU 25,4( 48864) GAU 33,0( 63429) GGU 24,3( 46678)

GUC 22,2( 42696) GCC 27,2( 52264) GAC 26,4( 50716) GGC 34,0( 65427)

GUA 8,1( 15628) GCA 31,3( 60329) GAA 35,7( 68737) GGA 15,2( 29219)

GUG 28,9( 55708) GCG 23,2( 44613) GAG 27,7( 53381) GGG 6,7( 12923)

Las frecuencias se indican a continuación de los codones en/1000.

La Tabla 6 muestra las frecuencias de los codones que no se calcularon en base a los codones que codifican un 
aminoácido específico sino en base a todos los codones para todos los aminoácidos. Los valores entre paréntesis 
indican el número absoluto de valores en referencia al grupo de proteínas abundantes en C. glutamicum.

5

Tabla 6 - Uso de codones de 14 proteínas abundantes en Corynebacterium glutamicum ATCC 
13032,

UUU 3,6( 18) UCU 10,9( 55) UAU 0,8( 4) UAU 1,2( 6)

UUC 30,0( 152) UCC 35,2( 178) UAC 21,1( 107) UGC 3,6( 18)

UUA 0,6 ( 3) UCA 1,8( 9) UAA 2,6( 13) UGA 0,0( 0)

UUG 5,7( 29) UCG 1,2( 6) UAG 0,2( 1) UGG 8,3( 42)

CUU 16,0( 81) CCU 13,4( 68) CAU 1,2( 6) CGU 17,4( 88)

CUC 19,6( 99) CCC 1,6( 8) CAC 19,4( 98) CGC 25,3( 128)

CUA 2,0( 10) CCA 18,4( 93) CAA 2,6( 13) CGA 1,0( 5)

CUG 33,0( 167) CCG 2,4( 12) CAG 30,6( 155) CGG 0,2( 1)

AUU 9,9( 50) ACU 10,5( 53) AAU 4,0( 20) AGU 0,4( 2)

ABC 47,8( 242) ACC 43,7( 221) AAC 36,8( 186) AGC 4,3( 22)

AUA 0,2( 1) ACA 0,8( 4) AAA 3,6 ( 18) AGA 0,0( 0)

AUG 17,2( 87) ACG 0,4( 2) AAG 46,4( 235) AGG 0,0( 0)

GUU 43,5( 220) GCU 54,9( 278) GAU 21,9( 111) GGU 28,1( 142)

GUC 30,8( 156) GCC 11,7( 59) GAC 40,9( 207) GGC 51,2( 259)

GUA 5,9( 30) GCA 42,1( 213) GAA 27,9( 141) GGA 7,1( 36)
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GUG 10,5( 53) GCG 8,7( 44) GAG 57,9( 293) GGG 0,4( 2)

Las frecuencias se indican a continuación de los codones en /1000.

Sorprendentemente, hay muchas diferencias significativas en el uso de codones entre las tablas generadas usando 
todas las proteínas (genoma completo, tabla 1) en comparación con la situación en la que solo se consideran los 
genes abundantes especificados anteriormente (tabla 2). En la tabla 7 siguiente se muestran algunos de los 
ejemplos.5

Tabla 7 - Frecuencia relativa de codones usados

Aminoácido Codón Genoma entero Proteínas
abundantes

q caa 38,5 % 7,7

q cag 61,5 % 91,3 %

y tac 66,0 % 96,4 %

y tac 33,8 % 3,6

3. Reducción de la expresión de una proteína endógena

Anteriormente en el presente documento se ha indicado que la modificación del uso de codones se puede usar para 
disminuir la expresión de proteínas. Esto se ilustrará a continuación para las proteínas isocitrato deshidrogenasa 10
(icd) y diaminopimelato sintasa (dapA).

3.1 Reducción de la expresión de isocitrato deshidrogenasa (icd)

Clonación

Para reducir la actividad de la isocitrato deshidrogenasa (código de acceso en Genbank X71489), se realizaron dos 
cambios diferentes en el uso de codones. En todos los casos, los codones de la secuencia de codificación se 15
cambiaron sin modificar la secuencia de aminoácidos de la proteína codificada. Las manipulaciones se realizaron 
todas en la única copia del cromosoma del gen icd de Corynebacterium glutamicum. La posterior medición de la 
actividad de la ICD permite directamente una lectura del efecto, ya que se puede asumir que refleja que el nivel de 
expresión proporcionado por la propia enzima no se ha modificado. Las modificaciones se muestran en la tabla 8.

20

Tabla 8 - Resumen de los intercambios de codones en ICD

Nombre Descripción posiciones de 
aminoácidos 
afectados

1. ICD ATG → GTG Cambio del codón de iniciación de ATG a GTG 1 (Met)

2 ICD CA2 Cambio de del codón de glicina y de isoleucina de GGC ATT

a GGG ATA

32 (Gly), 33 (Ile)

La secuencia de ICD ATG-GTG se representa en la figura 2 a). La secuencia de ICD CA se representa en la figura 3 
a). Para introducir estas mutaciones en la copia del cromosoma de la región de codificación de icd se construyeron 2 
plásmidos diferentes que permiten la manipulación sin marcadores con 2 acontecimientos de recombinación 
homóloga consecutivos .25

Con este fin, las secuencias de ICD ATG-GTG y de ICD CA2 se clonaron en el vector pClik int sacB (Becker et al 
(2005), Applied and Environmental Microbiology, 71 (12), p.8587-8596) siendo un plásmido que contiene los 
elementos siguientes

 gen de resistencia a kanamicina
 gen de SacB, que se puede usar como marcador de selección positiva, ya que las células portadoras de este 30
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gen no pueden crecer en medio que contiene sacarosa.
 origen de replicación para E. coli
 sitio de clonación múltiple (MCS)

Este plásmido permite la integración de secuencias en el locus genómico de C. glutamicum.

Construcción de los plásmidos5

Todos los insertos se amplificaron mediante PCR usando ADN genómico de ATCC 13032 como molde. La 
modificación de la región de codificación se consiguió mediante PCR de fusión usando los oligonucleótidos 
siguientes: La tabla muestra los cebadores usados, así como el ADN molde

Tabla 9 - Resumen de los cebadores para la clonación de las construcciones de idh

PCR A PCR B PCR fusión

ICD ATG → GTG Old 441

Old 444

ADN genom. de ATCC 13032

Old 443

Old 442

ADN genom. de ATCC 13032

Old 441

Old 442

PCR A+B

Cebador 1

Cebador 2

Molde

ICD CA2 Old 441

Old 448

ADN genom. de ATCC 13032

Old 447

Old 442

ADN genom. de ATCC 13032

Old 441

Old 442

PCR A+B

Cebador 1

Cebador 2

Molde

Old 441 GAGTACCTCGAGCGAAGACCTCGCAGATTCCG (SEC ID Nº 6)

Old 442 CATGAGACGCGTGGAATCTGCAGACCACTCGC (SEC ID Nº 7)

Old 443 GAGACTCGTGGCTAAGATCATCTG (SEC ID Nº 8)

Old 444 CAGATGATCTTAGCCACGAGTCTC (SEC ID Nº 9)

Old 447 CTACCGCGGGGATAGAGG (SEC ID Nº 10)10

En todos los casos, el producto de la PCR de fusión se purificó, se digirió con XhoI y MluI, se purificó de nuevo y se 
ligó en pClik int sacB que se había linealizado con las mismas enzimas de restricción. Mediante secuenciación se 
confirmó la integridad de la construcción.

La secuencia de codificación de la secuencia optimizada ICD ATG → GTG se muestra en la Figura 2 (SEC ID Nº 2). 
La secuencia de codificación de la secuencia optimizadas ICAD CA2 se muestra en la Figura 3 (SEC ID Nº 4).15

Construcción de las cepas con los niveles de expresión de ICD modificados

A continuación, los plásmidos se usaron para reemplazar la región de codificación nativa de estos genes por 
regiones de codificación con el uso de codificación modificado. La cepa usada fue ATCC 13032 lysC fbr.

Son necesarios dos acontecimientos de recombinación consecutivos uno en cada región, aguas arriba y aguas 
abajo, respectivamente, para cambiar la secuencia de codificación completa. El procedimiento de reemplazar los 20
genes endógenos por los genes optimizados se describe, en principio, en la publicación de Becker et al. (véase en lo 
que antecede). Las etapas más importantes son:

- Introducción de los plásmidos en la cepa mediante electroporación. La etapa se describe en, por ejemplo, el 
documento DE 10046870.

- La selección de clones que han integrado con éxito el plásmido tras un primer acontecimiento de recombinación 25
homóloga en el genoma. Esta selección se consigue mediante el cultivo en placas de agar con kanamicina. 
Además de la etapa de selección, el éxito de la recombinación se puede comprobar mediante PCR de las 
colonias.

- Los cebadores usados para confirmar la presencia del plásmido en el genoma fueron: BK1776 
(AACGGCAGGTATATGTGATG) (SEC ID Nº 12) y OLD 450 (CGAGTAGGTCGCGAGCAG) (SEC ID Nº 13). Los 30
clones positivos dan una banda de aproximadamente 600 pb)

- Incubando un clon positivo en un medio sin kanamicina se permite un segundo acontecimiento de recombinación

- Los clones en los que la estructura del vector se ha eliminado con éxito mediante un segundo acontecimiento de 
recombinación se identifican mediante crecimiento en medio que contiene sacarosa. Solo sobrevivirán los clones 
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que hayan perdido la estructura del vector que comprende el gen SacB.

- Después, los clones en los que dos acontecimientos de recombinación han conducido a un reemplazo con éxito 
de la región de codificación de idh nativa se identificaron mediante secuenciación de un producto de PCR que 
abarca la región relevante. El producto de PCR se generó usando ADN genómico de clones individuales como 
molde y los cebadores OLD 441 y OLD 442. El producto de la PCR se purificó y secuenció con Old 471 5
(GAATCCAACCCACGTTCAGGC) (SEC ID Nº 14)

Se pueden usar diferentes cepas de C. glutamicum para reemplazar la copia endógena de ICD. No obstante, se 
prefiere usar una cepa de producción de lisina de C. glutamicum tal como, por ejemplo, ATCC 13032 lysCfbr u otros 
derivados de ATCC13032 o ATCC 13286

ATCC13032 lysCfbr se puede producir a partir de ATCC13032. Con el fin de generar una cepa productora de lisina 10
se realizó un intercambio alélico del gen salvaje de lysC en C. glutamicum ATCC13032. Con este fin se introdujo un 
intercambio e nucleótidos en el gen de lys C de forma que la proteína resultante porta una isoleucina en la posición 
311 en lugar de treonina. La construcción detallada de esta cepa se describe en la solicitud de patente 
WO2005059093. El nº de acceso del gen lysC es P26512.

Para analizar el efecto del uso de codones modificado IDH ATG-GTG y IDH CA2, las cepas optimizadas se 15
comparan con la productividad de lisina de la cepa parental.

Determinación de la actividad de ICD

En uno de dos clones de cada cepa mutantes se analizó la actividad de ICD. Las células se cultivaron en cultivo 
líquido durante la noche a 30 ºC, se recogieron en fase de crecimiento exponencial mediante centrifugación. Las 
células se lavaron dos veces con Tris 50 mM, pH 7,0. 200 mg de células se resuspendieron en 800 µl de tampón de 20
lisis (Tris-HCl 50 mM, pH 7,0, MgCl2 10 mM, DTT 1 mM, 10 % de glicerol) y se rompieron mediante batido con 
esferas (Ribolyser, 2x 30s, intensidad 6). Los restos celulares se sedimentaron mediante centrifugación (centrífuga 
de mesa, 30 min, 13 K). El sobrenadante resultante es un extracto de proteínas solubles que se usó como el 
siguiente ensayo enzimático.

La actividad de ICD se monitorizó mediante el incremento de la absorción a 340 nm debido a la reducción de NADP 25
en un volumen total de of 1 ml en las siguientes condiciones:

Trietanolamina-cloruro 30 mM, pH 7,4, NADP 0,4 mM , DL-Isocitrato 8 mM, MnSO4 2 mM, lisado celular 
correspondiente a 0,1-0,2 mg de proteínas

Las actividades de ICD se calcularon usando el coeficiente de extinción molar de 6,22/mM*cm para NADPH.

Resultados30

Las actividades de ICD medidas fueron como sigue:

Tabla 10- Actividad de ICD

Cepa Clon

Actividad específica del 
extracto celular 
U*µmol/ml*min*mg de 
proteína

ATCC lysC fbr 0,29

ATCC lysC fbr 0,26

ICD ATG → GTG 0,04

ICD CA2 1 0,10

ICD CA2 2 0,10

Efecto sobre la productividad de lisina

Para analizar el efecto de la expresión modificada de ICD sobre la productividad de lisina, las cepas optimizadas se 35
comparan con la productividad de lisina de las cepas parentales.

Con este fin, las cepas se cultivaron en placas CM (10 % de sacarosa, 10 g/l de glucosa, 2,5 g/l de NaCl, 2 g/l de 
urea, 10 g/l de Bacto Peptona, 10 g/l de extracto de levadura, 22 g/l de agar) durante 2 días a 30 °C. Después, se 
rasparon las células de las placas y se resuspendieron en solución salina. Para el cultivo principal se incubaron 10 
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ml del medio 1 y 0,5 g de CaCo3 en autoclave en un matraz Erlenmeyer de 100 ml junto con la suspensión celular 
hasta una DO 600 de 1,5. Después, las células se cultivaron durante 72 horas en un agitador del tipo Infors AJ118 
(Infors, Bottmingen, Suiza) a 220 rpm. El medio 1 tenía la misma concentración como se ha mencionado en el 
experimento 3.3:

Después, se determinó la concentración de lisina que se segrega al medio. Esto se realizó usando HPLC en un 5
sistema Agilent 1100 Series LC HPLC. Una precolumna de derivación con orto-ftalaldehído permitió cuantificar el 
aminoácido formado. La separación de la mezcla de aminoácido se puede realizar en una columna Hypersil AA-
(Agilent).

Los valores de concentración de lisina determinados mostrados son los datos promedio de 2 cultivos 
independientes. Las desviaciones del promedio siempre fueron inferiores al 4 %10

Tabla 11-Productividad de lisina

Cepa Clon
Cantidad relativa de lisina 
[%]

DO relativa [%]

ATCC lysC fbr 100,00 100,00 %

ATCC lysC fbr 99,81 101,22 %

ICD ATG → GTG 102,34 92,77

ICD CA2 1 101,44 99,80

ICD CA2 2 104,85 96,23

Se puede ver fácilmente que las cepas con un actividad ICD menor tienen productividades mayores de lisina. Como 
toda la fuente de carbono se ha usado tras 72 horas, se puede ver directamente que el rendimiento de carbono 
(cantidad de producto formado por azúcar consumida) es mayor en estas cepas.15

La cantidad de otros aminoácidos en el medio después de otro cultivo también se analizó . Es interesante le hecho 
de que la cantidad de glicina también se ve influida por la expresión de ICD.

En la tabla se muestra la cantidad de glicina obtenida tras 48 horas de cultivo. Cada clon se cultivó en tres matraces 
independientes.

20

Tabla 12-Productividad de glicina

Glicina [µmol/l

Medio 5,72

ATCC lysC fbr

78,56

81,33

79,40

ATCC lysC fbr

86,29

78,51

81,35

ICD ATG → GTG

110,44

108,51

117,36

ICD CA2 1

103,29

104,56

96,26
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ICD CA2 2

98,83

98,72

99,39

Se puede ver que las cepas con una actividad de ICD menor acumulan cantidades mayores de glicina.

En un experimento adicional, la isocitrato deshidrogenasa portadora de la mutación ATG-GTG mencionada 
anteriormente en el codón de iniciación se clonó en pClik como se ha descrito anteriormente, lo que conduce a pClik 
int sacB ICD (ATG-GTG) (SEC ID Nº 15). Después, la cepa M2620 se construyó mediante campbelización in y 5
campbelización out del plásmido pClik int sacB ICDH (ATG-GTG) (SEC ID Nº 15) en el genoma de la cepa OM469. 
La cepa OM469 se ha descrito en el documento WO2007012078.

La cepa se cultivó como se describe en el documento WO2007020295. Tras 48 horas de incubación a 30°C, las 
muestras se analizaron para determinar el consumo de azúcar. Se descubrió que las cepas habían usado todo el 
azúcar añadido, lo que significa que todas las cepas habían usado la misma cantidad de fuente de carbono. La 10
metionina sintetizada se determinó mediante HPLC como se ha descrito anteriormente y en el documento 
WO2007020295.

Tabla 13-Producción de metionina

Cepa Metionina (mM)

OM 469 10,2

M2620 23,7

A partir de los datos de la tabla 13 se puede ver que la cepa M2620 con un codón de iniciación alterado del gen de 15
ICDH y, por tanto, una actividad ICDH alterada, tiene una productividad de metionina más alta. Como toda la fuente 
de carbono se ha usado tras 48 horas, se puede ver directamente que el rendimiento de carbono (cantidad de 
producto formado por azúcar consumida) para la metionina producida es mayor en esta cepa.

3.2. Reducción de la expresión de proteínas de dapA en C. glutamicum

A continuación se describe cómo disminuir la cantidad de dapA adaptando el uso de codones como se ha 20
mencionado antes.

La enzima dihidropicolinato sintasa (dapA) es importante para la biosíntesis de lisina. La secuencia salvaje de dapA 
de C. glutamicum se proporciona como la SEC ID Nº 16. El uso de codones de la secuencia de codificación de dapA 
se determinó usando la función Cusp del paquete de software EMBOSS .

Después, las bases correspondientes a las posiciones 12 (T a G), 27 (C a A), 30 (A a G), 45 (C a G) y 54 (A a G) se 25
alteraron usando procedimientos establecidos de mutagénesis (Quikchange kit, Stratagene La Jolla USA), lo que 
tiene como resultado codones alterados que seguían codificando los mismos aminoácidos (SEC ID Nº 17).

La secuencia del gen mutado se clonó en un vector para integración cromosómica como se ha mencionado en el 
documento WO2007020295.

En resumen, la cepa M2059 se construyó mediante campbelización in y out del plásmido pK19 PSOD ask (SEC ID 30
Nº 18) en la cepa OM99 para sobreexpresar el gen de la aspartoquinasa. La cepa M2121 se construyó mediante 
campbelización in y out del plásmido pCLIK Int Psod Glucosa-6-PDH (SEC ID Nº 19) en la cepa M2059 para 
sobreexpresar el gen de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (gen zwf). La cepa M2199 se construyó mediante 
campbelización in y out del plásmido pK19 sacB Glu-6-P-DH (SEC ID Nº 20) reemplazo en la cepa M2121 para 
expresar el gen mutante de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (gen zwf). La cepa M2271 se construyó mediante 35
campbelización in y out del plásmido pK19 sacB Glu-6-P-DH (SEC ID Nº 21) en la cepa M2199 para expresar un gen 
pycA mutado. La cepa M2376 se construyó mediante campbelización in y out del plásmido ppCLIK int sacB, codón 
dapA bajo (SEC ID Nº 22) en la cepa M2271 para expresar un gen dapA mutado.

La cepa resultante se denominó M2376 y se cultivó como se describe en 2007020295. Los aminoácidos se 
determinaron tras 48 horas de incubación y se describen como la concentración en mM (véase la tabla 14).40
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Tabla 14 - Producción de lisina y homoserina 

Cepa homoserina (mM)

M2271 78

M2376 (= M2271 + dapA mutada) 103

Se encontró que las cepas que expresan el gen dapA mutado mostraron un incremento de la acumulación de 
homoserina en comparación con la cepa isogénica que muestra que la actividad de dapA disminuía en la versión sin 
mutar de dapA

LISTADO DE SECUENCIAS5

<110> BASF AG

<120>Procedimiento de reducción de la expresión génica mediante el uso de codones modificado

<130> B 8441 / DB

<150> EP 06122882.1

<151> 2006-10-2410

<160> 22

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1

<211> 2217

<212> ADN15

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 1
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<210> 2

<211> 2217

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> isocitrato deshidrogenasa, Corynebacterium glutamicum, mutación ATG-GTG en el primer codón

<400> 2

10
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<210> 35

<211> 1002

<212> ADN

<213> Artificial

<220>10

<223> Vectorinsert con isocitrato deshidrogenasa, Corynebacterium glutamicum, mutación ATG-GTG 

<400> 3
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<210> 4

<211> 22175

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> isocitrato deshidrogenasa, Corynebacterium glutamicum, mutación GGC ATT--->GGG ATA en las posiciones 10
32 y 33

<400> 4
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<210> 5

<211> 10025

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Vectorinsert con isocitrato deshidrogenasa, Corynebacterium glutamicum, mutación GGC ATT--->GGG ATA 10
en las posiciones 32 y 33

<400> 5

E07821516
11-06-2015ES 2 539 280 T3

 



41

<210> 6

<211> 32

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleótido; Cebador old 441

10

<400> 6

gagtacctcg agcgaagacc tcgcagattc cg 32

<210> 7

<211> 3215

45 <212> ADN

<213> Artificial

<220>

E07821516
11-06-2015ES 2 539 280 T3

 



42

<223> Oligonucleótido; Cebador old 442

50

<400> 7

catgagacgc gtggaatctg cagaccactc gc 32

5

<210> 8

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

10

<220>

<223> Oligonucleótido; Cebador old 443

<400> 8

gagactcgtg gctaagatca tctg 2415

<210> 9

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial20

<220>

<223> Oligonucleótido; Cebador old 444

<400> 925

cagatgatct tagccacgag tctc 24

<210> 10

<211> 18

<212> ADN30

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucleótido; Cebador old 447

35

<400> 10

ctaccgcggg gatagagg 18
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<210> 11

<211> 18

<212> ADN

<213> Artificial5

<220>

<223> oligonucleótido; Cebador old 448

<400> 1110

cctctatccc cgcggtag 18

<210> 12

<211> 20

<212> ADN15

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucleótido; cebador BK1776

20

<400> 12

aacggcaggt atatgtgatg 20

<210> 13

<211> 1825

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleótido; Cebador old 45030

<400> 13

cgagtaggtc gcgagcag 18

35

<210> 14

<211> 21
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleótido; Cebador old 4715

<400> 14

gaatccaacc cacgttcagg c 21

<210> 1510

<211> 5293

<212> ADN

<213> Artificial

<220>15

<223> plásmido pClik int sacB ICDH (ATG-GTG)

<400> 15

20
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<210> 16

<211> 906

<212> ADN5

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 16
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<210> 17

<211> 9065

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> dapA optimizado de Corynebacterium glutamicum10

<400> 17
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<210> 18

<211> 84385

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> plásmido pK19 PSOD ask10

<400> 18

15
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<210> 19

<211> 5685

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> plásmido pCLIK Int Psod Glucosa-6-PDH

10

<400> 19
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<210> 20

<211> 7632

<212> ADN

<213> Artificial

5

<220>

<223> plásmido pK19 sacB Glu-6-P-DH

<400> 20

10
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<210> 21

<210> 21 

<211> 7438

<212> ADN5
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<213> Artificial

<220>

<223> plásmido pK19 PGro PycA

5

<400> 21
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<210> 22

<211> 4980

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> plásmido pCLIK int sacB dapA codón bajo

10

<400> 22
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de rdeducción de la cantidad de al menos un polipéptido en una célula de Corynebacterium 
glutamicum, que comprende la etapa de expresar en una célula de C. glutamicum una secuencia de nucleótidos 
modificada en lugar de una secuencia de nucleótidos no modificada que codifica dicho polipéptido que tiene la 
misma secuencia de aminoácidos y/o función, en el que dicha secuencia de nucleótidos deriva de la secuencia de 5
nucleótidos no modificada, de forma que al menos un codón de la secuencia de nucleótidos no modificada esté
sustituido por un codón de uso menos frecuente de acuerdo con el uso de codones de C. glutamicum, en el que 
dicho al menos un codón es el codón de iniciación que está sustituido con un codón de iniciación que se usa con 
menos frecuencia en C. glutamicum, en el que dicho codón de iniciación usado con menor frecuencia es GTG o 
TTG.10

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la secuencia de nucleótidos modificada deriva de la 
secuencia de nucleótidos no modificada, de forma que al menos un codón adicional de la secuencia de nucleótidos 
no modificada esté reemplazado en la secuencia de nucleótidos modificada por un codón menos usado de acuerdo 
con el uso de codones de proteínas abundantes de C. glutamicum.15

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en el que al menos un codón de la secuencia de 
nucleótidos no modificada está reemplazado en la secuencia de nucleótidos modificada por uno de los dos codones 
menos usados como se expone en la tabla 1.

20
4. Procedimiento e acuerdo con la reivindicación 3, en el que todos los codones de dicha secuencia de nucleótidos 
modificada para cada aminoácido son seleccionados del uso de codones de la tabla 3.

5. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en el que al menos un codón de la secuencia de 
nucleótidos no modificada está reemplazado en la secuencia de nucleótidos modificada por uno de los dos codones 25
menos usados como se expone en la tabla 2.

6. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 5, en el que dicha secuencia de nucleótidos modificada usa los 
codones ACG para treonina; o GAT para ácido aspártico; o GAA para ácido glutámico; o AGA y AGG para arginina 
y/o TTG para el codón de iniciación.30

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 5 o 6, en el que todos los codones de dicha secuencia de 
nucleótidos modificada para cada aminoácido son seleccionados del uso de codones de la tabla 4.

8. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que se usa la cepa ATCC 35
13032 de C. glutamicum o derivados de la misma.

9. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el procedimiento es usado para 
disminuir la expresión de dicho polipéptido en la célula de C. glutamicum cell en al menos 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 
%, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 95 %, determinándose la extensión de la reducción de la expresión en 40
comparación con el nivel de expresión del polipéptido que se expresa a partir de la secuencia de nucleótidos no 
modificada en condiciones comparables.
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Figura 1

Secuencia génica de tipo salvaje de la isocitrato deshidrogenasa (SEC ID Nº1):
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Figura 2

a) Secuencia de la isocitrato deshidrogenasa ATG-GTG (SEC ID Nº 2):

b) Secuencia del inserto usado para pCiik int sac ICD ATG_GTG (SEC ID Nº 3):  
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Figura 3

a) Secuencia de la isocitrato deshidrogenasa CA2 (SEC ID Nº 4):

b) Secuencia del inserto usado para pCiik int sac ICD CA2 ATG_GTG (SEC ID Nº 5):  
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