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DESCRIPCION
Ingenieria microbiana para la preparacion de productos quimicos y farmacéuticos a partir de la via isoprenoide

Campo de la invencién

La invencion se refiere a la produccion de uno o mas terpenoides a través de la ingenieria microbiana.

Antecedentes de la Invencion

Taxol y sus analogos estructurales han sido reconomdos como los medicamentos mas potentes contra el cancer y
con eX|to comercial introducidos en la Ultima década. 'Taxol fue aislado por vez primera de la corteza del tejo del
Pacifico? y los métodos de produccién en fase inicial requerian sacrlflcar de dos a cuatro arboles completamente
crecidos para el suministro de una dosis suficiente para un paC|ente La complejidad estructural de Taxol necesitaba
una compleja via de sintesis quimica que requeria 35-51 etapas con un rendimiento mas alto de O, 4%*5®. Sin
embargo, se concibié una via semi-sintética por la que el compuesto |ntermed|o biosintético bacatina Il fue aislado a
partir de fuentes vegetales y fue convertido subsiguientemente en Taxol’. Si bien este enfoque y los subsiguientes
esfuerzos de produccion basados en cultivo de células vegetales han dlsman|do la necesidad de recolectar el tejo,
la produccién sigue dependiendo de procesos basados en plantas con las limitaciones acompafiantes de la
productividad y capacidad de ampliacion, y las IlmltaC|ones en el numero de derivados de Taxol que se pueden
sintetizar en busqueda de farmacos mas eficaces™’

Sumario de la Invencién

Desarrollos recientes en la ingenieria metabdlica y la biologia sintética ofrecen nuevas posibilidades para la
sobreproducuon de productos naturales complejos a través de huéspedes microbianos mas técnicamente
aseqmbles 112 Aunque se ha hecho un progreso emocionante en la elucidacién del mecanismo de biosintesis de
Taxol en Taxus 316, cepas productoras de Taxol comercialmente relevantes han eludido los |ntentos anteriores
destinados a la transferencia de esta compleja maquinaria biosintética en un huésped microbiano'” '8, Sin embargo,
al igual que con otros productos naturales, la produccion microbiana a través de cepas tratadas metabollcamente
ofrece una economia atractiva y un gran potenmalspara la sintesis de una diversa gama de nuevos compuestos con
actividad anti-cancer y otra actividad farmacéutica’

La via metabdlica para Taxol y sus analogos consiste en una via isoprenoide aguas arriba que es nativa de E. coli, y
una via terpenoide aguas abajo heterodloga (Fig. 6). Las vias acido mevaldnico (MVA) o fosfato de metileritritol (MEP)
aguas arriba pueden producir los dos bloques de construccion comunes, isopentenil plrofosfato (IPP) y dimetilalil
pirofosfato (DMAPP), a partir de los cuales se forman Taxol y otros compuestos isoprenoides “. 12 Estudios recientes
han puesto de manifiesto el disefio de las vias de aguas arriba anteriores para apoyar la biosintesis de isoprenoides
heterdlogos tales como licopeno y acido artemisinico” . La V|a taxadleno aguas abajo ha sido reconstruida en E.
coli pero, hasta la fecha, los titulos no han excedido de 1, 3 mg/L*

Los enfoques de ingenieria metabdlica racional anteriores se centraron en la via terpenoide aguas arriba (MVA o
MEP) o aguas abajo, asumiendo implicitamente que las modificaciones son aditivas, es decir, un comportamiento
lineal®®?”. Si bien este enfoque puede producir incrementos moderados en el flujo, ignora generalmente efectos no
espemﬂcos tales como la toxicidad de los metabolitos intermedios, efectos celulares de los vectores utilizados para
la expresion y las vias desconocidas ocultas que pueden competir con la via principal y desviar el flujo lejos de la
diana deseada. Enfoques combinatorios pueden evitar este tipo de problemas, ya que ofrecen la oportunldad de
muestrear adecuadamente el espacio de parametros y elucidar estas interacciones no lineales complejas 1,28,29.30
Sin embargo, reqmeren una pantalla de alto rendimiento, que a menudo no esta disponible para muchos productos
naturales deseable®'. Todavia otra clase de métodos de optimizacion de la via ha ex J)Iorado el espacio combinatorio
de diferentes fuentes de los genes heterélogos que comprenden la via de interés™. Dependientes todavia de un
ensayo de alto rendimiento, estos métodos generalmente ignoran la necesidad de determlnar un nivel optimo de
expresion para los genes de la via individual y, como tales, han demostrado ser menos eficaces en la estructuracion
de una via 6ptima.

En el presente trabajo, los autores del mismo se centran en el equilibrio 6ptimo entre via de formacion de IPP aguas
arriba con la via terpenoide aguas abajo de la sintesis de taxadieno. Esto se logra mediante la agrupacion de la via
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de nueve enzimas en dos modulos - un modulo de cuatro genes, aguas arriba, nativo (MEP) y una via de dos genes,
aguas abajo, heterdloga para taxadieno (Fig. 1). Utilizando esta configuracion basica, se evalian parametros tales
como el efecto del nimero de copias del plasmido en la fisiologia celular, el orden de genes y la fuerza del promotor
en una casete de expresion y la integracion cromosdmica con respecto a su efecto sobre la produccion de
taxadieno. Este enfoque combinatorio modular y multivariable permite a los autores de la invenciéon muestrear de
manera eficiente los principales parametros que influyen en el flujo de la via, sin necesidad de una pantalla de alto
rendimiento. La busqueda multivariada a través de multiples promotores y nimeros de copias para cada uno de los
modulos de la via revela un panorama de flujo de taxadieno altamente no lineal con un maximo global que muestra
un aumento de 15.000 veces en la produccion de taxadieno sobre el control, proporcionando una produccion de 300
mg/L de taxadieno en fermentaciones a pequefia escala. Ademas, los autores de la invencidon han disefiado la
quimica de oxidacién basada en P450 en la biosintesis de Taxol en E. coli, con cepas modificadas por ellos que
mejoran la produccion de taxadien-5a-ol 2400 veces sobre el estado de la técnica. Estas mejoras desbloquean el
potencial para la produccion a gran escala de miles de terpenoides valiosos por parte de sistemas microbianos bien
establecidos.

La invencion se refiere a un método para aumentar la produccién de terpenoides en una célula de E. coli que
produce uno o mas terpenoides, que comprende controlar la acumulacién de indol en la célula o en un cultivo de las
células a menos de 100 mg/L y sobre-expresar en la célula uno o mas componentes de la via no mevalonato (MEP),
aumentando con ello la produccién de terpenoides en la célula, en el que la etapa de controlar la acumulacion de
indol en la célula o en un cultivo de las células comprende (i) equilibrar una via MEP aguas arriba con una via de
sintesis de terpenoides aguas abajo y/o modificar o regular una via indol, o (ii) separar del cultivo celular el indol
acumulado a través de métodos quimicos.

Aspectos de la invencion se refieren a métodos que implican expresar de forma recombinante una enzima taxadieno
sintasa y una enzima geranilgeranil difosfato sintasa (GGPPS) en una célula de E. coli que sobre-expresa uno o mas
componentes de la via no mevalonato (MEP).

En algunas realizaciones, la enzima taxadieno sintasa es una enzima de Taxus tal como una enzima de Taxus
brevifolia. En algunas realizaciones, la enzima GGPPS es una enzima de Taxus tal como una enzima de Taxus
canadenis. En algunas realizaciones, el gen que codifica la enzima taxadieno sintasa y/o el gen que codifica la
enzima GGPPS y/o los genes que codifican uno o mas componentes de la via MEP se expresa a partir de uno o
mas plasmidos. En algunas realizaciones, el gen que codifica la enzima taxadieno sintasa y/o el gen que codifica la
enzima GGPPS y/o los genes que codifican el uno o mas componentes del MEP se incorpora en el genoma de la
célula.

En algunas realizaciones, uno o mas componentes de la via no mevalonato (MEP) se seleccionan del grupo que
consiste en dxs, ispC, ispD, ispE, ispF, ispG, ispH, idi, ispA e ispB. En determinadas realizaciones se sobre-
expresan dxs, idi, ispD e ispF. Por ejemplo, dxs, idi, ispD e ispF pueden ser sobre-expresados en el operon dxs-idi-
idpDF. En algunas realizaciones, el gen que codifica la enzima taxadieno sintasa y el gen que codifica la enzima
GGPPS se expresan juntos en un operon.

En algunas realizaciones, la célula expresa, ademas, una taxadieno 5a-hidroxilasa (T5aOH) o una parte
cataliticamente activa de la misma. En determinadas realizaciones, la enzima T5aOH o una parte cataliticamente
activa de la misma se fusiona a una enzima citocromo P450 reductasa o a una parte cataliticamente activa de la
misma. Por ejemplo, la enzima T5aOH puede ser At24T5a0H-tTCPR.

La expresion de la enzima taxadieno sintasa, la enzima GGPPS y el uno o mas componentes de la via MEP puede
ser equilibrada para maximizar la produccién del taxadieno. Métodos asociados con la invenciéon pueden abarcar,
ademas, cultlvar una célula para producir taxadieno o taxadieno-50-ol. En algunas reahzamones se producen al
menos 10 mg L" de taxadieno. En determinadas reahzacmnes se producen al menos 250 mg L" de taxadieno. En
algunas realizaciones se producen al menos 10 mg L" de taxadieno-5a-ol. En determinadas realizaciones se
producen al menos 50 mg L' de taxadieno-5a-ol. En algunas realizaciones, el porcentaje de conversion de
taxadieno en taxadieno-5a-ol y el subproducto 5(12)-Oxa-3(11)-ciclotaxano es al menos 50%, al menos 75% o al
menos 95%.

Métodos asociados con la invencion pueden comprender, ademas, recuperar el taxadieno o taxadieno-5a-ol a partir
del cultivo celular. En algunas realizaciones, el taxadieno o taxadieno-5a-ol se recupera de la fase de gas, mientras
que en otras realizaciones, se afiade una capa organica al cultivo celular, y el taxadieno o taxadieno-5a-ol se
recupera de la capa organica.
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Aspectos de la invencion se refieren a células de E. coli que sobre-expresan uno o mas componentes de la via no
mevalonato (MEP), y que expresan de manera recombinante una enzima sintasa taxadieno y una enzima
geranilgeranil difosfato sintasa (GGPPS).

En algunas realizaciones, la enzima taxadieno sintasa es una enzima de Taxus tal como una enzima de Taxus
brevifolia. En algunas realizaciones, la enzima GGPPS es una enzima de Taxus tal como una enzima de Taxus
canadenis. En algunas realizaciones, el gen que codifica la enzima taxadieno sintasa y/o el gen que codifica la
enzima GGPPS y/o los genes que codifican el uno o mas componentes de la via MEP se expresa a partir de uno o
mas plasmidos. En algunas realizaciones, el gen que codifica la enzima taxadieno sintasa y/o el gen que codifica la
enzima GGPPS y/o los genes que codifican el uno o mas componentes del MEP se incorpora en el genoma de la
célula.

En algunas realizaciones, el uno o mas componentes de la via no mevalonato (MEP) se selecciona del grupo que
consiste en dxs, ispC, ispD, ispE, ispF, ispG, ispH, idi, ispA e ispB. En determinadas realizaciones se sobre-
expresan dxs, idi, ispD e ispF. Por ejemplo, dxs, idi, ispD e ispF pueden ser sobre-expresados en el operéon dxs-idi-
idpDF. En algunas realizaciones, el gen que codifica la enzima taxadieno sintasa y el gen que codifica la enzima
GGPPS se expresan juntos en un operon. En algunas realizaciones, la expresion de la enzima taxadieno sintasa, la
enzima GGPPS y el uno o mas componentes de la via MEP estan equilibrados para maximizar la produccion del
taxadieno.

En algunas realizaciones, la célula expresa, ademas, una taxadieno 5a-hidroxilasa (T5aOH) o una parte
cataliticamente activa de la misma. En determinadas realizaciones, la enzima T5aOH o una parte cataliticamente
activa de la misma se fusiona a una enzima citocromo P450 reductasa o a una parte cataliticamente activa de la
misma. Por ejemplo, la enzima T5aOH puede ser At24T5a0H-tTCPR. En algunas realizaciones, la célula produce
taxadieno y/o taxadieno-5a-ol.

Se describen métodos para la seleccion de una célula que exhiben una produccién incrementada de un terpenoide,
incluyendo la crear u obtener una célula que sobre-expresa uno o mas componentes de la via no mevalonato (MEP),
producir terpenoide a partir de la célula, comparar la cantidad de terpenoide producido a partir de la célula con la
cantidad de terpenoide producido en una célula control y seleccionar una primera célula mejorada que produce una
mayor cantidad de terpenoide que una célula control, en los que una primera célula mejorada que produce una
mayor cantidad de terpenoide que la célula control es una célula que exhibe una produccion mejorada de
terpenoides.

La célula utilizada en estos métodos puede expresar de manera recombinante una enzima terpenoide sintasa y/o
una enzima geranilgeranil difosfato sintasa (GGPPS). Los métodos pueden comprender, ademas, alterar el nivel de
expresion de uno o mas de los componentes de la via no mevalonato (MEP), la enzima terpenoide sintasa y/o la
enzima geranilgeranil difosfato sintasa (GGPPS) en la primera célula mejorada para producir una segunda célula
mejorada y comparar la cantidad de terpenoide producido a partir de la segunda célula mejorada con la cantidad de
terpenoide producido en la primera célula mejorada, en los que una segunda célula mejorada que produce una
mayor cantidad de terpenoide que la primera célula mejorada es una célula que exhibe una producciéon mejorada de
terpenoide. La enzima terpenoide sintasa puede ser una enzima taxadieno sintasa. La célula puede expresar de
forma recombinante, ademas, cualquiera de los polipéptidos asociados con la invencion.

Se describen también polipéptidos aislados que comprenden una enzima taxadieno 5a-hidroxilasa (T5aOH) o una
parte cataliticamente activa de la misma, fusionados a una enzima citocromo P450 reductasa o una parte
cataliticamente activa de la misma. En algunas realizaciones, la enzima citocromo P450 reductasa es una citocromo
P450 reductasa de Taxus (TCPR). En determinadas realizaciones, la taxadieno 5a-hidroxilasa y TCPR estan unidas
por un enlazador tal como GSTGS (SEQ ID NO: 50). En algunas realizaciones, la taxadieno 5a-hidroxilasa y/o TCPR
estan truncadas para separar la totalidad o parte de la regién de transmembrana. En determinadas realizaciones,
estan truncados 8, 24 6 42 aminoacidos N-terminales de taxadieno 5a-hidroxilasa. En determinadas realizaciones,
estan truncados 74 aminoacidos de TCPR. En algunas realizaciones, un péptido adicional esta fusionado a
taxadieno 5a-hidroxilasa. En determinadas realizaciones, el péptido adicional es 17a hidroxilasa bovina. En
determinadas realizaciones, el péptido es MALLLAVF (SEQ ID NO: 51). En determinadas realizaciones, el
polipéptido aislado es At24T5a0OH-tTCPR. También se describen moléculas de acido nucleico que codifican
cualquiera de los polipéptidos asociados con la invencion y células que expresan de forma recombinante a
cualquiera de los polipéptidos asociados con la invencion.
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Aspectos de la invencion se refieren a métodos para aumentar la produccién de terpenoides en una célula de E. coli
que produce uno o mas terpenoides. Los métodos incluyen controlar la acumulacion de indol en la célula o en un
cultivo de las células, aumentando con ello la produccién de terpenoides en una célula.

En algunas realizaciones, la etapa de controlar la acumulacion de indol en la célula o en un cultivo de las células
incluye equilibrar la via isoprenoide no mevalonato aguas arriba con las vias de la sintesis de producto aguas abajo
y/o modificar o regular la via de indol. En otras realizaciones, la etapa de controlar la acumulacion de indol en la
célula o en un cultivo de las células incluye, o incluye ademas, separar el indol acumulado de la fermentaciéon a
través de métodos quimicos, tales como mediante el uso de absorbentes o agentes depuradores.

El uno o mas terpenoides producidos por la o las células o en el cultivo pueden ser un monoterpenoide, un
sesquiterpenoide, un diterpenoide, un triterpenoide o un tetraterpenoide. En determinadas realizaciones, los
terpenoides son taxadieno o cualquier precursor de taxol.

Aspectos de la invencion se refieren a métodos que incluyen medir la cantidad o concentracion de indol en una
célula que produce uno o mas terpenoides o en un cultivo de las células que producen uno o mas terpenoides. Los
métodos pueden incluir medir la cantidad o concentracion de indol dos o mas veces. En algunas realizaciones, la
cantidad o la concentracion medida de indol se utiliza para guiar un proceso de producciéon de uno o mas
terpenoides. En algunas realizaciones, la cantidad o concentracion medida de indol se utiliza para guiar la
construccién de la cepa.

Estos y otros aspectos de la invencion, asi como diversas formas de realizacién de la misma, resultaran mas
evidentes con referencia a los dibujos y la descripcion detallada de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos

Los dibujos adjuntos no estan destinados a ser dibujados a escala. En los dibujos, cada uno de los componentes
idénticos o casi idénticos que se ilustra en diversas figuras se representa mediante un ndmero similar. Por motivos
de claridad, no todos los componentes pueden ser marcados en cada uno de los dibujos. En los dibujos:

Figura 1. La ingenieria genética de la via isoprenoide multivariable modular revela respuesta no lineal fuerte
en la acumulacion de terpenos. Para aumentar el flujo a través de la via MEP aguas arriba, los autores de la
invencion fijaron como objetivo etapas enzimaticas de cuello de botella (dxs, idi, ispD e ispF) para la sobre-expresion
por parte de un operon (dxs-idi-ispDF)Za. Para canalizar el flujo de rebose de los precursores isoprenoides
universales, IPP y DMAPP, hacia la biosintesis de Taxol, se construyé un operén sintético de genes aguas abajo
GGPP sintasa (G) y taxadieno sintasa (T)'®. Las vias isoprenoide aguas arriba y taxadieno sintético aguas abajo se
colocaron bajo el control de promotores inducibles para controlar su expresion génica relativa. (a) Esquema de los
dos médulos, la via isoprenoide MEP aguas arriba nativa (izquierda) y via taxadieno sintético (derecha). En la red de
biosintesis de E. coli, la via de isoprenoide MEP se inicia mediante la condensacion de los precursores
gliceraldehidos-3 fosfato (G3P) y piruvato (PYR) de la glucdlisis. La bifurcacion de la via Taxol parte de los
precursores isoprenoides universales IPP y DMAPP para formar primero el precursor geranilgeranil difosfato "lineal",
y luego el taxadieno "ciclico", un compuesto intermedio comprometido y clave para Taxol. La olefina taxadieno
ciclica se somete a multiples rondas de oxidaciones, acilaciones y benzoilacién estereoespecificas con el conjunto
de la cadena lateral para formar, en ultima instancia, Taxol. (b) Esquema del enfoque de la ingenieria genética de la
via isoprenoide multivariante-modular para sondear la respuesta no lineal en la acumulacion de terpenoide de
células tratadas mediante ingenieria de la via de aguas arriba y aguas abajo. La expresion de las vias aguas arriba y
aguas abajo se modula variando la potencia del promotor (Trc, T5 y T7) o aumentando el nimero de copias
utilizando diferentes plasmidos. La variacion de la expresion de la via de aguas arriba y aguas abajo da diferentes
maximos en la acumulacién de taxadieno.

Figura 2. Optimizacion de la produccion de taxadieno mediante la regulacion de la expresion de las vias
modulares aguas arriba y aguas abajo. (a) Respuesta en la acumulacion de taxadieno al aumento de las
potencias de la via aguas arriba para valores constantes de la via aguas abajo. (b) La dependencia de la via aguas
abajo para aumentos constantes en la potencia de la via aguas arriba. Los maximos locales multiples observados en
respuesta a taxadieno dependen del aumento de la intensidad de expresion de la via aguas arriba o aguas abajo. (c)
La respuesta a taxadieno por parte de las cepas tratadas mediante ingenieria (17-24) con altas sobre-expresiones
de la via aguas arriba (20-100) con dos expresiones aguas abajo diferentes (~ 30 y ~ 60) para identificar la
respuesta a taxadieno con expresiones equilibradas. La expresion de la via aguas abajo a partir del plasmido con
bajo numero de copias (p5 y p10) bajo un fuerte operéon T7TG promotor se utiliza para modular estas expresiones.
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Obsérvese que tanto la via aguas arriba como la via aguas abajo expresadas a partir de diferentes plasmidos con
diferentes promotores pueden imponer una carga metabdlica portada por el plasmido. (d) La modulacion de la via
aguas arriba con el aumento de la fuerza del promotor del cromosoma con dos expresiones aguas abajo diferentes
~30 y ~60) para identificar el espacio de busqueda que falta con efectos toxicos reducidos (cepas 25-32). (e) Datos
genéticos de las cepas productoras de taxadieno. Los numeros correspondientes a diferentes cepas y su
correspondiente genotipo, E- K12mG1655 ArecAAendA de E. coli, EDE3- K12mG1655 ArecAAendA de E. coli con la
construccion DE3 de T7 ARN polimerasa en el cromosoma, MEP - operéon dxs-idi-ispDF, operén GT- GPPS-TS,
operén TG-TS-GPPS, Ch1 - 1 copia en el cromosoma, Trc - promotor Trc, T5 - promotor T5, T7 - promotor T7, p5,
p10, p20 — plasmido de ~ 5 (SC101), ~ 10 (p15) y ~ 20 (pBR322) copias.

Figura 3. El metabolito se correlaciona inversamente con la produccion de taxadieno. (a) Espectro de masas
de metabolito que se detectd para correlacionarse inversamente con la produccion de taxadieno en las
construcciones de cepa de la Fig. 2. Los picos caracteristicos observados del metabolito son 233, 207, 178, 117, 89
y 62. (b) La correlacion entre el subproducto de isoprenoides de la Fig. 3a y taxadieno. Las cepas 26-29 y 30-32,
todas con expresion via aguas arriba cromosomicamente integrada fueron elegidas para una comparacion
consistente. En las cepas 26-29 y 30-32, la expresidon aguas arriba aumenté cambiando los promotores de Trc a T5
y T7, respectivamente. Los dos conjuntos de cepas difieren sélo en la expresion de la via de aguas abajo con el
segundo conjunto (30-32) que tiene dos veces el nivel de expresion de la primera. Con el primer conjunto, el
equilibrio éptimo se logra con la cepa 26, que utiliza el promotor Trc para la expresion de la via de aguas arriba y
también muestra la acumulacion de metabolitos mas baja. Con las cepas 30-32, la cepa 31 muestra la acumulacion
de metabolito mas bajo y la mas alta produccion de taxadieno. Los datos demuestran la correlacion inversa
observada entre el metabolito desconocido y la produccion de taxadieno.

Figura 4. Niveles de expresion génica transcripcionales de la via de aguas arriba y aguas abajo y cambios en
la fisiologia celular de cepas tratadas mediante ingenieria. La expresion relativa de los primeros genes en el
operon de la via de aguas arriba (DXS) y de aguas abajo (TS) se cuantifica mediante gqPCR. Se observaron perfiles
de expresion similares con los genes aguas abajo de los operones. Los nimeros de cepa correspondientes se
muestran en el grafico. (a) Expresion génica DXS del nivel de transcrito relativa cuantificada a partir de diferentes
expresiones aguas arriba moduladas utilizando promotores y plasmidos bajo dos expresiones diferentes aguas
abajo. (b) Expresion génica TS del nivel de transcrito relativa cuantificada a partir de dos diferentes expresiones
aguas arriba moduladas utilizando plasmidos p5T7 y p10T7 bajo expresiones diferentes aguas arriba. El analisis de
expresion génica de los autores de la invencion soportaba directamente la hipétesis, con un aumento en el nimero
de copias del plasmido (5, 10 y 20) y la fuerza del promotor (Trc, T5 y T7), la expresion de las vias de aguas arriba y
aguas abajo puede ser modulada. (c) Crecimiento celular de las cepas 25-29 tratadas mediante ingenieria. El
fenotipo de crecimiento se vio afectado por la activacion del metabolismo de isoprenoides (cepa 26), la expresion de
proteina recombinante (cepa 25) y la carga metabodlica portada por el plasmido (cepas control frente a tratadas
mediante ingenieria) y (d) fenotipos de crecimiento de las cepas 17, 22, 25-32. Las lineas de color negro son las
cepas tratadas mediante ingenieria productoras de taxadieno y de las lineas de color gris son las cepas de control
sin expresion aguas abajo que portan un plasmido vacio con promotor y sitios de clonacion multiple. El crecimiento
fue correlacionado con la activacion del metabolismo de terpenoides, la carga metabdlica portada por el plasmido,
asi como la expresion de la proteina recombinante.

Figura 5. Ingenieria genética de la quimica de oxidacion de Taxol p450 en E. coli . (a) Esquema de la
conversion de taxadieno en taxadieno 5a-ol en Taxol. (b) La ingenieria genética y la construccion de la
transmembrana de la proteina quimera de un componente a partir de taxadieno 5a-ol hidroxilasa (T5aOH) y la
reductasa citocromo P450 de Taxus (TCPR). 1 y 2 representan las proteinas de longitud completa de T5a0H y
TCPR identificadas con regiones TM de 42 y 74 aminoacidos, respectivamente, 3 - enzimas quimera generadas a
partir de las tres diferentes construcciones de T5aOH manipuladas genéticamente con TM, (At8 T5aOH, At24T5a0H
y At42T5a0H construidas mediante la fusion de péptido sintético de 8 residuos (A) a T5aOH truncado con 8, 24 y 42
AA) a través de una fusion translacional con TCPR truncado (tTCPR) de 74 AA utilizando péptido enlazador GSTGS
de 5 residuos. (c) Actividad funcional de las construcciones At8T5aOH-tTCPR, At24T5a0H-tTCPR y At42T5a0H-
tTCPR transformadas en la cepa 18 productora de taxadieno. (d) Perfil del curso en el tiempo de acumulaciéon de
taxadien-5a-ol y perfil de crecimiento de la cepa 18-At24T5a0OH-tTCPR fermentada en un biorreactor de 1 L.

Figura 6. Esquema biosintético para la producciéon de taxol en E. coli . Esquemas de los dos modulos, via
isoprenoide nativa aguas arriba (izquierda) y via Taxol sintética (derecha). En la red de biosintesis de E. coli, la
divergencia de la via MEP isoprenoide se inicia a partir de los precursores de gliceraldehido-3 fosfato (G3P) y
Piruvato (PYR) de la glucdlisis (I-V). La bifurcacion de la via Taxol parte del precursor isoprenoide IPP y DMAPP de
E. coli a precursor Geranilgeranil difosfato (VIII) "lineal", taxadieno (I1X) "ciclico", taxadieno 5a-ol (X) "oxidado" a
multiples rondas de oxidaciones, acilaciones, benzoilaciones y epoxidacion estereoespecificas de precursor
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temprano Bacatina lll (XIl) y finalmente con el ensamblaje de la cadena lateral a Taxol (XIIl). DXP - 1-desoxi-D-
xilulosa-5-fosfato, MEP-2C-metil-D-eritritol-4-fosfato, CDP-ME - 4-difosfocitidil-2 C-metil-D-eritritol, CDP-MEP - 4-
difosfocitidil- 2C-metil-D-eritritol-2-fosfato, ME-cPP — 2C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato, IPP- isopentenil difosfato,
DMAPP - dimetilalil difosfato. Los genes implicaban vias biosintéticas de G3P y PYR a Taxol. DXS-1-desoxi-D-
xilulosa-5-fosfato sintasa, ispC-1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato reductoisomerasa, IspD-4-difosfocitidil-2C-metil-D-
eritritol sintasa, IspE-4-difosfocitidil 2-C-metil- D-eritritol quinasa, IspF-2C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato Sintasa,
IspG-1-hidroxi-2-metil-2-( E)-butenil-4-difosfato sintasa, IspH-4-hidroxi-3-metil-2-(E)-butenil-4-difosfato reductasa, IDI-
isopentenil-difosfato isomerasa, GGPPS-geranil geranildifosfato sintasa, Taxadieno sintasa, Taxoide 5a-hidroxilasa,
Taxoide-5a-O-acetiltransferasa, Taxoide 13a-hidroxilasa, Taxoide 10B-hidroxilasa, Taxoide 2a-hidroxilasa, Taxoide
2-0O-benzoiltransferasa, Taxoide 7(-hidroxilasa, Taxoide 10-O-acetiltransferasa, Taxoide 1B-hidroxilasa*, Taxoide
9a-hidroxilasa, Taxoide 9-ceto-oxidasa*, Taxoide C4,C20-B-epoxidasa*, Fenilalanina aminomutasa, la cadena lateral
CoA-ligasa*, Taxoide 13O-fenilpropanoiltransferasa, Taxoide 2'-hidroxilasa*, Taxoide 3'-N-benzoiltransferasa®'®2'%*,
Los genes marcados se han de identificar o caracterizar todavia.

Figura 7. Mejoras multiples en la produccion de taxadieno a partir de la busqueda de la expresion de la via
modaular. (a) Respuesta de taxadieno en multiples mejoras de todos los maximos observados de las Figuras 2a, b, y
¢ en comparacion con la cepa 1. Las diferencias de 2,5 veces entre los dos maximos mas altos (cepas 17 y 26) y de
23 veces (cepas 26 y 10) con el maximo mas bajo indica que la falta una respuesta 6ptima resulta en titulos
significativamente mas bajos.

Figura 8. Metabolito (a) Correlacion entre la acumulacion de taxadieno y metabolitos. La acumulacion de
metabolitos de la cepa manipulada genéticamente esta anti-proporcionalmente relacionada de una manera
exponencial con la produccién de taxadieno. Se determiné que el coeficiente de correlacion para esta relacion era
0,92. (b) Perfil GC representativo de las cepas 26-28 para demostrar el cambio en la acumulaciéon de taxadieno y
metabolito. Los ndmeros en el cromatograma 1 y 2 corresponden al pico de metabolito y de taxadieno,
respectivamente. (c) El perfil GC-MS de metabolito (1) y taxadieno (2), respectivamente. Los picos caracteristicos
observados del metabolito son 233, 207, 178, 117, 89 y 62. m/z de ion caracteristica de taxa-4(20),11,12-dieno 272
(P*), 257 (P*-CHB3) , 229 (P*-CsHy); 121, 122, 123 (racimo de fragmento del anillo C).%° El pico marcado con una
estrella es el cariofileno patron interno.

Figura 9. Perfiles GC-MS y produccion de taxadieno/taxadien-5a-ol a partir de la enzima quimera artificial
manipulada genéticamente en la cepa 26. (a) El perfil GC del extracto de hexano:éter (8:2) de tres construcciones
(A-At8T5a0H-tTCPR, t24T5a0H-tTCPR y At42T5a0H-tTCPR) transferidas a la cepa 26 y fermentadas durante 5
dias. Las marcas 1, 2 y 3 en los picos corresponden al taxadieno, taxadien-5a-ol y 5(12)-Oxa-3(11)-ciclotaxano
(OCT), respectivamente. (b) La produccién de taxa-4(20),11,12-dien-5a-ol y OCT cuantificada a partir de las tres
cepas. (c) y (d) El perfi GC-MS de taxa-4(20),11,12-dien-5a-ol y OCT y los picos correspondientes a la
fragmentacion se comparé con los patrones auténticos e informes previos“z’4 El analisis por GC-MS confirmé la
identidad del espectro de masas al taxa-4(20),11,12-dien-5a-ol auténtico con m/z de ion caracteristica 288(P"), 273
(P*H20), 255 (P"-H,0-CH3).

La Figura 10 presenta un esquema que representa la via biosintética terpenoide y productos naturales producidos
por esta via.

La Figura 11 presenta un esquema que representa la modulacién de la via aguas arriba para amplificar la
produccién de taxadieno.

La Figura 12 presenta un esquema que representa la modulacion de la via aguas abajo para amplificar la
produccién de taxadieno.

La Figura 13 presenta un esquema que indica que la desviacién de la via recientemente identificada no es la
caracteristica de via de sintesis aguas abajo.

Figura 14. La intensidad de la via se correlaciona con los niveles de expresion génica transcripcional. (c)
Expresion relativa de genes idi, ispD e ispF con el aumento de la intensidad de la via aguas arriba y la intensidad de
la via aguas abajo en 31 unidades arbitrarias, y (d) expresion relativa de los genes idi, ispD e ispF con el aumento de
la intensidad de la via aguas arriba y la intensidad de la via aguas abajo a 61 unidades arbitrarias. Como era de
esperar la expresion génica aumentado a medida que aumentaba la intensidad de la via aguas arriba. Los nimeros
de cepa correspondientes se indican en el grafico de barras. La expresion relativa se cuantifico utilizando la
expresion del gen de referencia RRSA. Los datos son la media +/- SD de cuatro repeticiones.
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Figura 15. Impacto de la acumulacion de metabolito subproducto indol en la produccién y el crecimiento de
taxadieno. (a) Correlacion inversa entre taxadieno e indol. Las cepas 26 a 28 y 30 a 32, todas con expresion
cromosomicamente integrada de la via de aguas arriba, fueron elegidas para la comparacion consistente. Los dos
conjuntos de cepas difieren solo en la expresion de la via de aguas abajo, teniendo el segundo conjunto (30 a 32)
dos veces el nivel de expresion del primero. En las cepas 26 a 28 y 30 a 32, la expresion aguas arriba aumentaba al
cambiar los promotores de Trc a TS5 y T7, respectivamente. Con el primer conjunto, el equilibrio 6ptimo se logra con
la cepa 26, que utiliza el promotor Trc para la expresion de la via de aguas arriba y también muestra la acumulacion
de indol mas baja. Con las cepas 30 a 32, la cepa 31 muestra la acumulacion de indol mas baja y la produccién de
taxadieno mas alta. Las mejoras multiples son en relacion con las cepas 25 y 29, respectivamente, para los dos
conjuntos. (b) Efecto de indol introducido externamente sobre la produccion de taxadieno para la cepa 26 de alta
produccion. Diferentes concentraciones de indol se introdujeron en cultivos de células cultivadas en medio minimo
con extracto de levadura al 0,5%. La produccion de taxadieno se redujo significativamente a medida que la
concentracion de indol aumentaba de 50 mg/L a 100 mg/L. (c) Efecto de indol introducido externamente sobre el
crecimiento celular para las cepas manipuladas genéticamente de E. coli. Los datos son la media +/- SD de tres
repeticiones. Se seleccionaron cepas carentes de la via de aguas abajo y con diferentes intensidades de la via de
aguas arriba (1, 2, 6, 21, 40 y 100). La cepa 26, el alto productor de taxadieno, exhibe la inhibicion mas fuerte.

Figura 16. Metabolito desconocido identificado como indol. (A) y (a) Cromatograma de gases y espectro de
masas del metabolito desconocido extraido utilizando hexano del cultivo celular. (B) y (b) corresponden al
cromatograma de gases y al espectro de masas de indol puro disuelto en hexano. Ademas de para confirmar la
identidad quimica, el metabolito se extrajo a partir del caldo de fermentacion utilizando la extraccion con hexano y se
purificé por cromatografia en columna de silice utilizando hexano:acetato de etilo (8:2) como eluyente. La pureza del
compuesto se confirmé por TLC y GC-MS. Los espectros 'H-RMN y 3C-RMN confirmaron la identidad quimica del
metabolito como indol. (c) El espectro de "H-RMN de indol extraido de cultivo celular (CDCI3, 400 MHz) &: 6,56 (d,
1H, Ar C-H), 7,16 (m, 3H, Ar C-H), 7,38 (d, 1H, Ar C-H), 7,66 (d, 1H, Ar C-H), 8,05 (b, 1H, indol NH). (d) '>*C-RMN &:
135,7,127,8, 124,2, 122, 120,7, 119,8, 111, 102,6. (e) es el espectro de "H-RMN de indol puro.

Figura 17. Cultivo alimentado discontinuo de cepas manipuladas genéticamente en biorreactor de 1L. Cursos
en el tiempo de la acumulacion de taxadieno (a), el crecimiento celular (b), la acumulacién de acido acético (c) y la
adicion total del sustrato (glicerol) (d) para las cepas 22, 17 y 26 durante 5 dias de cultivo alimentado discontinuo en
el biorreactor en recipientes del biorreactor de 1 L bajo condiciones controladas de pH y oxigeno con medios
minimos y extracto de levadura al 0,5%. Después de que el glicerol se agota a ~ 0,5 a 1 g/L en el fermentador, se
introdujeron en el biorreactor 3 g/L de glicerol durante la fermentacién. Los datos son la media de dos biorreactores
de réplica.

Descripcion Detallada de la Invencién

Taxol es un potente farmaco anti-cancerigeno aislado por primera vez como un producto natural del tejo del Pacifico
Taxus brevifolia. Sin embargo, la produccion fiable y rentable de Taxol o analogos de Taxol por rutas tradicionales
de produccion de extractos vegetales es limitada. En esta memoria, los autores de la invencién presentan un
enfoque multivariado-modular para la ingenieria genética de la via metabdlica para amplificar ~15000 veces la
produccion de Taxadieno en Escherichia coli manipulada genéticamente. Taxadieno, el primer compuesto intermedio
de Taxol comprometido, es el producto de biosintesis de la via no mevalonato en E. coli que comprende dos
modulos: la via de aguas arriba nativa formando Isopentenil Pirofosfato (IPP) y una via de formacion de terpenoide
de aguas abajo heterdloga. La busqueda sistematica multivariada identificd condiciones que equilibran de manera
optima los dos médulos de la via para minimizar la acumulacion de productos intermedios inhibitorios y el desvio del
flujo a productos secundarios. Los autores de la invencion también manipularon genéticamente la siguiente etapa,
después de taxadieno, en la biosintesis de Taxol, una etapa de oxidacion basada en P450, que proporcion6 > 98%
de conversiéon del sustrato y presentan el primer ejemplo de la produccion in vivo de cualesquiera productos
intermedios de Taxol funcionalizados en E. coli. El enfoque de la ingenieria genética de la via modular no solo pone
de manifiesto la complejidad de las vias multi-etapa, sino que también permitié la acumulacion de altos titulos de
taxadieno y taxadien-5a-ol (~300 mg/L y 60 mg/L, respectivamente) en fermentaciones a pequefia escala,
ejemplificando asi el potencial de la producciéon microbiana de Taxol y sus derivados.

Esta invencion no se limita en su aplicacion a los detalles de la construccion y la disposicion de componentes
recogidos en la siguiente descripcién o ilustrados en los dibujos. La invencion es capaz de otras realizaciones y de
ser puesta en practica o de ser llevada a cabo de diversas maneras. Ademas, la fraseologia y terminologia utilizada
en esta memoria es con el propdsito de descripcion y no deben considerarse como limitantes. El uso de "que
incluye", "que comprende" o "que tiene", "que contiene", "que implica", y variaciones de los mismos en esta
memoria, pretende abarcar los elementos listados en lo sucesivo, asi como elementos adicionales.
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La produccion microbiana de terpenoides tales como taxadieno se demuestra en esta memoria. Cuando se expresa
en niveles satisfactorios, las vias microbianas reducen drasticamente el costo de produccién de compuestos de este
tipo. Adicionalmente, se utilizan materias primas baratas, abundantes y renovables (tales como azlcares y otros
hidratos de carbono) y pueden ser la fuente para la sintesis de numerosos derivados que pueden exhibir
propiedades superiores a las del compuesto original. Un elemento clave en la produccion de costo competitivo de
compuestos de la via isoprenoide utilizando una via microbiana es la amplificacion de esta via con el fin de permitir
la sobreproduccion de estas moléculas. Se describen en esta memoria métodos que potencian o amplifican el flujo
hacia la produccion de terpenoides en Escherichia coli (E. coli). Especificamente, se proporcionan métodos para
amplificar el flujo metabdlico a la sintesis de pirofosfato de isopentenilo (IPP) (un compuesto intermedio clave para la
produccion de compuestos isoprenoides), dimetilalil pirofosfato (DMAPP), geranil difosfato (GPP), farnesil difosfato
(FPP), geranilgeranil difosfato (GGPP) y farnesil geranil difosfato (FGPP), paclitaxel (Taxol), ginkolidas, geraniol,
farnesol, geranilgeraniol, linalool, isopreno, monoterpenoides tales como mentol, carotenoides tales como licopeno,
poliisoprenoides tales como poliisopreno o caucho natural, diterpenoides tales como eleuterobina y
sesquiterpenoides tales como artemisinina.

Aspectos de la invencién se refieren a la produccién de terpenoides. Tal como se utiliza en esta memoria, un
terpenoide, al que también se alude como un isoprenoide, es un compuesto quimico organico derivado de una
unidad de isopreno de cinco carbonos. Varios ejemplos no limitativos de terpenoides, clasificados en base al nimero
de unidades de isopreno que contienen, incluyen: hemiterpenoides (1 unidad de isopreno), monoterpenoides (2
unidades de isopreno), sesquiterpenoides (3 unidades de isopreno), diterpenoides (4 unidades de isopreno),
sesterterpenoids (5 unidades de isopreno), triterpenoides (6 unidades de isopreno), tetraterpenoides (8 unidades de
isopreno) y politerpenoides con un mayor numero de unidades de isopreno. En algunas realizaciones, el terpenoide
que se produce es taxadieno. En algunas realizaciones, el terpenoide que se produce es Citronellol, Cubebol,
Nootkatona, Cineol, Limoneno, Eleuterobina, Sarcodictina, Pseudopterosinas, Ginkgolidas, Esteviosido,
Rebaudiodsido A, esclareol, labdenodiol, levopimaradieno, sandracopimaradieno o isopemaradieno.

Se describen en esta memoria métodos y composiciones para optimizar la produccién de terpenoides en las células
mediante el control de la expresién de genes o proteinas que participan en una via de aguas arriba y via de aguas
abajo. La via de aguas arriba implica la produccién de isopentil pirofosfato (IPP) y dimetilalil pirofosfato (DMAPP),
que se puede conseguir por dos vias metabodlicas diferentes: la via acido mevalénico (MVA) y la via MEP (2-C-metil-
D-eritritol 4-fosfato), también denominada la via MEP/DOXP (2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato/1-desoxi-D-xilulosa 5-
fosfato), la via no mevalonato o la via independiente del acido mevalonico.

La via de aguas abajo es una via sintética que conduce a la producciéon de un terpenoide e implica la expresion
recombinante de genes de una enzima terpenoide sintasa (también conocida como terpeno ciclasa) y una enzima
geranilgeranil difosfato sintasa (GGPPS). En algunas realizaciones, una enzima terpenoide sintasa es una enzima
diterpenoide sintasa. Varios ejemplos no limitativos de enzimas diterpenoide sintasa incluyen casbeno sintasa,
taxadieno sintasa, levopimaradieno sintasa, abietadieno sintasa, isopimaradieno sintasa, ent-copalil difosfato
sintasa, syn-stemar-13-eno sintasa, syn-stemod-13(17)-eno sintasa, syn-pimara-7,15-dieno sintasa, ent-
sandaracopimaradieno sintasa, ent-cassa-12,15-dieno sintasa, ent-pimara-8(14),15-dieno sintasa, ent-kaur-15-eno
sintasa, ent-kaur-16-eno sintasa, afidicolan-163-ol sintasa, fillocladan-16a-ol sintasa, fusicocca-2,10(14)-dieno
sintasa y terpentetrieno ciclasa.

Sorprendentemente, tal como se demuestra en la seccion de Ejemplos, la optimizacion de la sintesis de terpenoides
mediante la manipulacién de las vias de aguas arriba y aguas abajo que se describen en esta memoria, no era un
proceso lineal simple o aditivo. Mas bien, a través de andlisis combinatorio complejo, la optimizacién se logro
mediante el equilibrio de los componentes de las vias de aguas arriba y aguas abajo. Inesperadamente, tal como se
demuestra en las Figuras 1 y 2, la acumulacion de taxadieno exhibié una fuerte dependencia no lineal de las
intesidades relativas de las vias MEP aguas arriba y taxadieno aguas abajo sintéticas.

Aspectos de la invenciéon se refieren al control de la expresion de genes y proteinas en la via MEP para la
produccion optimizada de un terpenoide tal como taxadieno. La produccién optimizada de un terpenoide se refiere a
la producciéon de una mayor cantidad de un terpenoide después de la busqueda de una estrategia de optimizacion
que se lograria en ausencia de una estrategia de este tipo. Se debe apreciar que cualquier gen y/o proteina dentro
de la via MEP queda abarcado por los métodos y composiciones descritos en esta memoria. En algunas
realizaciones, un gen dentro de la via MEP es uno de los siguientes: dxs, ispC, ispD, ispE, ispF, ispG, ispH, idi, ispA
0 ispB. La expresion de uno o mas genes y/o proteinas dentro de la via MEP puede ser regulada al alza y/o regulada
a la baja. En determinadas realizaciones, la regulacion positiva de uno o mas genes y/o proteinas dentro de la via
MEP se puede combinar con la regulacion negativa de uno o mas genes y/o proteinas dentro de la via MEP.
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Se debe apreciar que los genes y/o proteinas se pueden regular por si solos o en combinacion. Por ejemplo, la
expresion de dxs se puede regular positivamente o regular negativamente por si sola o en combinacién con la
regulacion al alza o la regulacion a la baja de la expresion de uno o mas de ispC, ispD, ispE, ispF, ispG, ispH, idi,
ispA e ispB. La expresion de ispC se puede regular positivamente o regular negativamente por si sola o en
combinacioén con la regulacion al alza o regulacion a la baja de la expresion de uno o mas de dxs, ispD, ispE, ispF,
ispG, ispH, idi, ispA e ispB. La expresion de ispD se puede regular positivamente o regular negativamente por si sola
0 en combinacién con la regulacién al alza o regulacion a la baja de la expresion de uno o mas de dxs, ispC, ispE,
ispF, ispG, ispH, idi, ispA e ispB. La expresion de ispE se puede regular positivamente o regular negativamente por
si sola 0 en combinacion con la regulacion al alza o regulacién a la baja de la expresion de uno o mas de dxs, ispC,
ispD, ispF, ispG, ispH, idi, ispA e ispB. La expresion de ispF se puede regular positivamente o regular negativamente
por si sola o en combinacion con la regulacién al alza o regulacion a la baja de la expresion de uno o mas de dxs,
ispC, ispD, ispE, ispG, ispH, idi, ispA e ispB. La expresion de ispG se puede regular positivamente o regular
negativamente por si sola o en combinacion con la regulacion al alza o regulacion a la baja de la expresion de uno o
mas de dxs, ispC, ispD, ispE, ispF, ispH, idi, ispA e ispB. La expresion de ispH se puede regular positivamente o
regular negativamente por si sola o en combinacién con la regulacion al alza o regulacion a la baja de la expresion
de uno o mas de dxs, ispC, ispD, ispE, ispF, ispG, idi, ispA e ispB. La expresion de idi se puede regular
positivamente o regular negativamente por si sola o en combinacion con la regulacion al alza o regulacién a la baja
de la expresién de uno o mas de dxs, ispC, ispD, ispE, ispF, ispG, ispH, ispA e ispB. La expresion de ispA se puede
regular positivamente o regular negativamente por si sola o en combinacién con la regulacion al alza o regulacién a
la baja de la expresién de uno o mas de dxs, ispC, ispD, ispE, ispF, ispG, ispH, idi e ispB. La expresion de ispB se
puede regular positivamente o regular negativamente por si sola o en combinacion con la regulacién al alza o
regulacion a la baja de la expresion de uno o mas de dxs, ispC, ispD, ispE, ispF, ispG, ispH, idi e ispA. En algunas
realizaciones, la expresion del gen y/o la proteina de uno o mas de dxs, ispC, ispD, ispE, ispF, ispG, ispH e idi se
regula positivamente, mientras que la expresion del gen y/o la proteina de ispA y/o ISPB se regula negativamente.

La expresion de genes dentro de la via MEP se puede regular en un método modular. Tal como se utiliza en esta
memoria, la regulacion mediante un método modular se refiere a la regulacion de multiples genes juntos. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, multiples genes dentro de la via MEP se expresan de forma recombinante en una
region contigua de ADN, tal como un operon. Debe apreciarse que una célula que expresa un médulo de este tipo
también puede expresar uno o mas de otros genes dentro de la via MEP, ya sea de forma recombinante o
enddgena.

Un ejemplo no limitante de un médulo de genes dentro de la via MEP es un modulo que contiene los genes dxs, idi,
ispD e ispF, tal como se presenta en la seccion de Ejemplos, y se alude en esta memoria como dxs-idi-ispDF. Se
debe apreciar que los moédulos de genes dentro de la via MEP, consistente con aspectos de la invencion, pueden
contener cualquiera de los genes dentro de la via MEP, en cualquier orden.

La expresion de genes y proteinas dentro de la via de sintesis de terpenoide sintético aguas abajo también se puede
regular con el fin de optimizar la produccion de terpenoides. La via de sintesis aguas debajo de terpenoide sintético
implica la expresién recombinante de una enzima terpenoide sintasa y una enzima GGPPS. Cualquier enzima
terpenoide sintasa, tal como se comentd anteriormente, se puede expresar con GGPPS dependiendo del producto
aguas abajo a producir. Por ejemplo, taxadieno sintasa se utiliza para la producciéon de taxadieno. La expresion
recombinante de la enzima taxadieno sintasa y la enzima GGPPS se puede regular de forma independiente o en
conjunto. En algunas realizaciones, las dos enzimas se regulan juntas de una manera modular. Por ejemplo, las dos
enzimas se pueden expresar en un operon en cualquier orden (GGPPS-TS, al que se alude como "GT", o TS-
GGPPS, al que se alude como "TG").

La manipulacién de la expresion de genes y/o proteinas, incluyendo médulos tales como el operdn dxs-idi-ispDF y el
operon TS-GGPPS, se puede lograr a través de métodos conocidos por un experto ordinario en la técnica. Por
ejemplo, la expresion de los genes u operones se puede regular a través de la seleccion de promotores, tales como
promotores inducibles, con diferentes fuerzas. Varios ejemplos no limitantes de promotores incluyen Trc, T5 y T7.
Adicionalmente, la expresion de genes u operones se puede regular a través de la manipulacion del numero de
copias del gen u operon en la célula. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, una cepa que contiene una copia
adicional del operéon dxs-idi-ispDF en su cromosoma bajo el control del promotor Trc produce una cantidad
incrementada de taxadieno con relacidon a una que sobre-expresa solamente la via sintética aguas abajo. En algunas
realizaciones, la expresion de genes u operones se puede regular a través de la manipulaciéon del orden de los
genes dentro de un modulo. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, el cambio del orden de los genes en un
operon sintético aguas abajo de GT a TG resulta en un aumento de 2-3 veces en la produccion de taxadieno. En
algunas realizaciones, la expresion de genes u operones se regula a través de la integracién de uno o mas genes u
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operones en un cromosoma. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, la integracion del operén dxs-idi-ispDF
aguas arriba en el cromosoma de una célula resulta en una produccion incrementada de taxadieno.

Se debe apreciar que los genes asociados con la invencion se pueden obtener de una diversidad de fuentes. En
algunas realizaciones, los genes dentro de la via MEP son genes bacterianos tales como genes de Escherichia coli.
En algunas realizaciones, el gen que codifica GGPPS es un gen vegetal. Por ejemplo, el gen que codifica GGPPS
puede ser de una especie de Taxus tal como Taxus canadensis (T. canadensis). En algunas realizaciones, el gen
que codifica taxadieno sintasa es un gen vegetal. Por ejemplo, el gen que codifica taxadieno sintasa puede ser de
una especie de Taxus tal como Taxus brevifolia (T. brevifolia). Numeros de Acceso a GenBank representativos para
T. canadensis GGPPS y T. brevifolia taxadieno sintasa se proporcionan por AF081514 y U48796.

Como una persona de experiencia ordinaria en la técnica sera consciente, genes homadlogos para uso en métodos
asociados con la invencion se pueden obtener de otras especies, y pueden ser identificados mediante busquedas de
homologia, por ejemplo mediante una busqueda de proteinas BLAST, disponible en el sitio de Internet
(www.ncbi.nim.nih.gov) del Centro Nacional de Informacion sobre Biotecnologia (NCBI). Genes y/u operones
asociados con la invencion pueden ser clonados, por ejemplo, mediante amplificacién por PCR y/o digestion de
restriccion, a partir de ADN de cualquier fuente de ADN que contiene el gen dado. En algunas realizaciones, un gen
y/u operén asociado con la invencién es sintético. Cualquier medio de obtener un gen y/u operdén asociado con la
invencion es compatible con la presente invencion.

En algunas realizaciones, una optimizacién adicional de la produccion de terpenoides se consigue mediante la
modificacion de un gen antes de que sea expresado de forma recombinante en una célula. En algunas realizaciones,
la enzima GGPPS tiene una o mas de las siguientes mutaciones: A162V, G140C, L182M, F218Y, D160G, C184S,
K367R, A151T, M185I, D264Y, E368D, C184R, L331l, G262V, R365S, A114D, S239C, G295D, 1276V, K343N,
P183S, 1172T, D267G, 1149V, T234l, E153D y T259A. En algunas realizaciones, la enzima GGPPS tiene una
mutacion en el residuo S239 y/o residuo G295. En determinadas realizaciones, la enzima GGPPS tiene la mutacion
S239C y/o G295D.

En algunas realizaciones, la modificacion de un gen antes de que sea expresado de forma recombinante en una
célula implica la optimizacién de codones para la expresién en una célula bacteriana. A los usos de codones para
una diversidad de organismos se puede acceder en la Base de Datos de Uso de Codones
(www.kazusa.or.jp/codon/). La optimizacién de codones, incluyendo la identificacion de codones éptimos para una
diversidad de organismos, y métodos para alcanzar la optimizacion de los codones, es familiar para un experto
normal en la técnica, y se puede lograr utilizando métodos estandares.

En algunas realizaciones, la modificacion de un gen antes de que sea expresado de forma recombinante en una
célula implica la realizacién de una o mas mutaciones en el gen antes de que sea expresado de forma recombinante
en una célula. Por ejemplo, una mutacion puede implicar una sustitucion o delecion de un solo nucleétido o de varios
nucledtidos. En algunas realizaciones, una mutacion de uno o mas nucleétidos en un gen resultara en una mutacion
en la proteina producida a partir del gen, tal como una sustituciéon o delecion de uno o mas aminoacidos.

En algunas realizaciones, puede ser ventajoso utilizar una célula que haya sido optimizada para la produccién de un
terpenoide. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una célula que sobre-expresa uno o mas componentes de la via
no mevalonato (MEP) se utiliza, al menos en parte, para amplificar isopentil difosfato (IPP) y dimetilalil difosfato
(DMAPP), sustratos de GGPPS. En algunas realizaciones, la sobre-expresién de uno o mas componentes de la via
no mevalonato (MEP) se consigue aumentando el nimero de copias de uno o mas componentes de la via no
mevalonato (MEP). Por ejemplo, se puede amplificar los numeros de copias de componentes en etapas limitantes de
la velocidad en la via MEP tales como (dxs, ispD, ispF, idi) mediante expresion episomal adicional.

En algunas realizaciones, el "disefio racional" esta implicado en la construccion de mutaciones especificas en
proteinas tales como enzimas. Tal como se utiliza en esta memoria, "disefio racional" se refiere a la incorporacion de
los conocimientos de la enzima, o enzimas relacionadas, tales como su estructura tridimensional, su sitio o sitios
activos, su sustrato o sustratos y/o la interaccion entre la enzima y el sustrato, en el disefio de la mutacion
especifica. Sobre la base de un enfoque de disefio racional, se pueden crear mutaciones en una enzima que puede
entonces ser rastreada en cuanto a la produccion incrementada de un terpenoide con relacién a los niveles de
control. En algunas realizaciones, las mutaciones se pueden disefiar de forma racional en base al modelado de
homologia. Tal como se utiliza en esta memoria, "modelado de homologia" se refiere al proceso de construir un
modelo de resolucién atdomica de una proteina a partir de su secuencia de aminoacidos y una estructura
tridimensional de una proteina homologa relacionada.
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En algunas realizaciones, se pueden hacer mutaciones aleatorias en un gen, tal como un gen que codifica una
enzima, y estas mutaciones se pueden rastrear en cuanto a la produccién incrementada de un terpenoide con
relacion a los niveles de control. Por ejemplo, el rastreo de mutaciones en componentes de la via MEP, o
componentes de otras vias, que conducen a una produccion incrementada de un terpenoide puede llevarse a cabo a
través de un rastreo aleatorio de mutagénesis, o a través del rastreo de mutaciones conocidas. En algunas
realizaciones, la clonacién aleatoria de fragmentos gendmicos se podria utilizar para identificar regiones genémicas
que conducen a un incremento en la produccién de un terpenoide, a través del rastreo de células u organismos que
tienen estos fragmentos para una produccion incrementada de un terpenoide. En algunos casos una o mas
mutaciones se pueden combinar en la misma célula u organismo.

En algunas realizaciones, la produccion de un terpenoide en una célula se puede aumentar mediante la
manipulacion de enzimas que actdan en la misma via que las enzimas asociadas con la invencién. Por ejemplo, en
algunas realizaciones puede ser ventajoso aumentar la expresion de una enzima u otro factor que actua aguas
arriba de una enzima diana tal como una enzima asociada con la invencion. Esto podria lograrse sobre-expresando
el factor de aguas arriba utilizando cualquier método estandar.

La optimizacion de la expresion de proteinas también se puede lograr a través de la seleccion de promotores
apropiados y sitios de union al ribosoma. En algunas realizaciones, esto puede incluir la seleccién de plasmidos de
alto numero de copias, o plasmidos de bajo o medio nimero de copias. La etapa de terminacion de la transcripcion
también se puede fijar como objetivo para la regulacion de la expresion génica, a través de la introduccion o
eliminacion de estructuras tales como tallo-bucles.

Aspectos de la invencion se refieren a la expresion de genes recombinantes en células de E. coli. Se debe apreciar
que células de E. coli compatibles con la invencion pueden expresar una copia endégena de uno o mas de los genes
asociados con la invencién, asi como una copia recombinante. En algunas realizaciones, si una célula tiene una
copia endoégena de uno o mas de los genes asociados con la invencion, entonces los métodos no requieren
necesariamente la adicion de una copia recombinante del o de los genes que se expresan de forma enddgena. En
algunas realizaciones, la célula puede expresar de manera endégena una o mas enzimas de las vias descritas en
esta memoria y puede expresar de forma recombinante una o mas de otras enzimas de las vias descritas en esta
memoria para la produccion eficiente de un terpenoide.

Se describe el rastreo de células o cepas bacterianas que exhiben una produccién optimizada de terpenos. Tal como
se describio anteriormente, métodos asociados con la invencién implican la generacion de células que sobre-
expresan uno o mas genes en la via MEP. La produccion de terpenoide a partir del cultivo de este tipo de células
puede ser medida y comparada con una célula control, en donde una célula que exhibe una mayor cantidad de una
produccion de terpenoides en relacion con una célula control se selecciona como una primera célula mejorada. La
célula puede ser modificada, ademas, mediante la expresion recombinante de una enzima terpenoide sintasa y una
enzima GGPPS. El nivel de expresién de uno o mas de los componentes de la via no mevalonato (MEP), la enzima
terpenoide sintasa y/o la enzima GGPPS en la célula se puede manipular entonces y la produccion de terpenoides
se puede medir de nuevo, dando lugar a la seleccién de una segunda célula mejorada que produce mayores
cantidades de un terpenoide que la primera célula mejorada. En algunas realizaciones, la enzima terpenoide sintasa
es una enzima taxadieno sintasa.

Aspectos adicionales de la invencion se refieren a la identificacion y caracterizacion (a través de GC-MS) de un
metabolito desconocido previamente en células bacterianas de E. coli (Figuras 3 y 6). El nivel de acumulacion del
metabolito recientemente identificado, indol, se puede controlar mediante la ingenieria genética de la via microbiana
por la sobre-expresion, regulacion a la baja o mutacion de los genes de la via isoprenoide. El metabolito indol se
anti-correlaciona como una variable directa a la produccion de taxadieno en cepas manipuladas genéticamente
(Figuras 3, 6 y 15). Un control adicional de la acumulacién de indol para mejorar el flujo hacia la biosintesis de
terpenoides en sistemas bacterianos (especificamente en células, tales como células de E. coli) u otras células,
puede lograrse mediante el equilibrio de la via isoprenoide no mevalonato aguas arriba con las vias de sintesis de
productos aguas abajo o mediante modificaciones a o regulacion de la via indol. De este modo, la persona experta
puede reducir o controlar la acumulaciéon de indol y, con ello, puede reducir el efecto inhibidor de indol en la
produccion de taxadieno y otros terpenoides derivados de las vias descritas, tales como: monoterpenoides,
sesquiterpenoides (incluyendo amorfadieno), diterpenoides (incluyendo levopimaradieno), ftriterpenos vy
tetraterpenos. Otros métodos para reducir o controlar la acumulacién de indol incluyen separar el indol acumulado
de la fermentacion a través de métodos quimicos tales como mediante el uso de absorbentes, agentes depuradores,
etc.
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Se proporcionan métodos que incluyen medir la cantidad o concentracion de indol en una célula que produce uno o
mas terpenoides o en un cultivo de las células que producen una o mas terpenoides. La cantidad o concentracion de
indol se puede medir una vez, o dos o0 mas veces, segun sea adecuado, utilizando métodos conocidos en la técnica
y tal como se describen en esta memoria. Tales métodos se pueden utilizar para guiar los procesos de producir uno
0 mas terpenoides, p. €j., en la mejora de los procesos. Tales métodos se pueden utilizar para guiar la construccion
de la cepa, p. €j., para la mejora de cepas.

La identificacion de los medios para lograr este equilibrio proporciond una mejora de 15.000 veces en la
sobreproduccion de terpenoides tales como taxadieno, en comparacion con las células bacterianas de tipo salvaje,
expresada con una via de biosintesis de taxadieno heterélogo. La produccion se incrementé adicionalmente a través
de métodos de fermentacion modificados que proporcionaron concentraciones de aproximadamente 2 g/L, que son
1500 veces mayores en comparacion con cualquier produccion previa de taxadieno informada. Como se demuestra
en esta memoria, mediante la modificacion genética de la via isoprenoide no mevalonato en E. coli se puede
controlar ahora la acumulacién de este metabolito que regula el flujo hacia la biosintesis de isoprenoides en células
bacterianas de E.coli. También se demuestra en esta memoria la canalizacién adicional de la producciéon de
taxadieno en el siguiente precursor clave de Taxol, taxadien-5a-ol, logrado a través de la ingenieria de la quimica de
oxidacion para la biosintesis de Taxol. El Ejemplo 5 presenta la primera extension con éxito de la via sintética de
taxadieno a taxadien-5a-ol. De manera similar a la mayoria de otros terpenoides, la biosintesis de Taxol sigue la
forma unificada del proceso de biosintesis de "dos fases", (i) la "fase ciclasa" de acoplamiento lineal de los
precursores de prenil (IPP y DMAPP) a GGPP, seguida de la ciclacion molecular y el reordenamiento del precursor
comprometido taxadieno (Figura 6, VIII-IX)*"*®. Después el precursor comprometido, (i) la "fase de oxidacion", la
estructura del nucleo de taxadieno de la olefina ciclica es funcionalizada entonces por siete oxigenasas del
citocromo P450, junto con sus participantes redox, decorado con dos grupos acetato y un grupo benzoato mediante
acil y aroil transferasas dependientes de CoA, con un grupo ceto mediante ceto-oxidasa y con un grupo epdxido
mediante epoxidasa conduce al compuesto intermedio tardio baccatina lll, al que se une la cadena lateral C13 para
el Taxol ((Figura 6, X-XIII)15. Aunque se predice un orden secuencial aproximado de las reacciones en fase de
oxidaciéon temprana, el momento/orden preciso de algunas de las hidroxilaciones, acilaciones y reacciones de
benzoilacion es incierto. Sin embargo, es claro que la bifurcacion temprana comienza a partir de la hidroxilacion del
nucleo taxadieno mediada por el citocromo p450 en la posicion C5, seguida de las hidroxilaciones aguas abajo
utilizando una familia homologa de enzimas del citocromo p450 con alta similitud deducida entre si (> 70%), pero
con semejanza limitada ( <30%) con otros p450s de vegetales*"*®. Ademas, la diversidad estructural y funcional con
el posible analisis evolutivo implicita que el gen taxadieno-5a-ol puede ser la secuencia parental de la gue
evolucionaron los otros genes hidroxilasa en la via de biosintesis de Taxol, reflejando el orden de hidroxilaciones'°.

La expresion funcional del citocromo P450 de vegetales ha sido considerada dificil debido a las limitaciones
inherentes de las plataformas bacterianas tales como la ausencia de un mecanismo de transferencia de electrones,
reductasas del citocromo P450 y la incompatibilidad de traduccién de los médulos de sefiales de la membrana de
enzimas P450, debido a la falta de un reticulo endoplasmico.

En algunas realizaciones, la taxadieno-5a-hidroxilasa asociada con métodos de la invencion se optimiza a través de
manipulacion de la transmembrana N-terminal y/o la generacion de enzimas quiméricas mediante la fusion
traduccional con un participante redox CPR. En algunas realizaciones, el participante CPR redox es una citocromo
P450 reductasa de Taxus (TCPR; Figura 5b). En determinadas realizaciones, la citocromo P450 taxadieno-5a-
hidroxilasa (T5a0OH) se obtiene de Taxus cuspidate (Numero de Acceso a GenBank AY289209). En algunas
realizaciones, NADPH:citocromo P450 reductasa (TCPR) se obtiene de Taxus cuspidate (Numero de Acceso a
GenBank AY571340).

Taxadieno 5a-hidroxilasa y TCPR pueden estar unidos por un enlazador tal como GSTGS (SEQ ID NO: 50). En
algunas realizaciones, taxadieno 5a-hidroxilasa y/o TCPR estan truncados para separar todo o parte de la region de
transmembrana de una o ambas proteinas. Por ejemplo, taxadieno 5a-hidroxilasa en algunas realizaciones esta
truncada para separar 8, 24 6 42 aminoacidos N-terminales. En algunas realizaciones, los 74 aminoacidos N-
terminales de TCPR estan truncados. Un péptido adicional también se puede fusionar a taxadieno 5a-hidroxilasa.
Por ejemplo, uno o mas aminoacidos de 17a hidroxilasa bovina se pueden afiadir a taxadieno 5a-hidroxilasa. En
determinadas realizaciones, el péptido MALLLAVF (SEQ ID NO: 51) se afiade a taxadieno 5a-hidroxilasa. Un
ejemplo no limitante de polipéptido que comprende taxadieno 5a-hidroxilasa fusionado a TCPR es At24T5a0H-
tTCPR.

En algunas realizaciones, la enzima quimérica es capaz de llevar a cabo la primera etapa de oxidacién con una
conversion de mas de 10% de taxadieno en taxadieno-5a-ol y el subproducto 5(12)-Oxa-3(11)-ciclotaxano. Por
ejemplo, el porcentaje de conversion de taxadieno en taxadieno-5a-ol y el subproducto 5(12)-Oxa-3(11)-ciclotaxano
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puede ser al menos 20%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos
80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98%, aproximadamente 99% o aproximadamente 100%.

En determinadas realizaciones, la enzima quimérica es At245a0H-tTCPR, que se encontré que es capaz de llevar a
cabo la primera etapa de oxidacién con una conversion de mas del 98% de taxadieno en taxadieno-5a-ol y el
subproducto 5(12)-Oxa-3(11)-ciclotaxano (OCT; Figura 9a). La manipulacion de la etapa de producciéon de
taxadieno-50-ol es critica en la produccién de Taxol y se encontré que era limitante en los esfuerzos previos para la
construccion de esta via en levaduras. La construccién manipulada, desarrollada en esta memoria, demostré mas de
un 98% de conversion de taxadieno in vivo con una mejora de 2400 veces sobre la expresion heterdloga previa en
levaduras. Por lo tanto, ademas de sintetizar cantidades significativamente mayores de compuestos intermedios
clave de Taxol, este estudio también proporciona la base para la sintesis de metabolitos subsiguientes en la via
mediante una quimica similar de P450.

Tal como se utilizan en esta memoria, los términos "proteina" y "polipéptido" se utilizan indistintamente y, por lo
tanto, el término polipéptido se puede utilizar para referirse a un polipéptido de longitud completa y se puede utilizar
también para referirse a un fragmento de un polipéptido de longitud completa. Tal como se utiliza en esta memoria
con respecto a polipéptidos, proteinas o fragmentos de los mismos, "aislado" significa separado de su entorno nativo
y presente en cantidad suficiente para permitir su identificacion o uso. Aislado, cuando se hace referencia a una
proteina o polipéptido, significa, por ejemplo: (i) producido selectivamente mediante clonacion de expresion o (ii)
purificado tal como mediante cromatografia o electroforesis. Proteinas o polipéptidos aislados pueden ser, pero no
tienen por qué ser, sustancialmente puros. La expresion "sustancialmente puros" significa que las proteinas o los
polipéptidos estan esencialmente libres de otras sustancias con las que se pueden encontrar en la produccion, la
naturaleza, o sistemas in vivo en una medida practica y apropiada para el uso previsto. Polipéptidos sustancialmente
puros pueden obtenerse de forma natural o pueden producirse mediante los métodos descritos en esta memoria, y
se pueden purificar con técnicas bien conocidas en la técnica. Debido a que una proteina aislada se puede mezclar
con otros componentes en una preparacion, la proteina puede comprender sélo un pequefio porcentaje en peso de
la preparacion. No obstante, la proteina esta aislada, debido a que ha sido separada de las sustancias con las que
puede estar asociada en los sistemas vivos, es decir, aislada de otras proteinas.

En algunas realizaciones, uno o mas de los genes asociados con la invencion se expresa en un vector de expresion
recombinante. Tal como se utiliza en esta memoria, un "vector" puede ser cualquiera de un cierto numero de acidos
nucleicos en los que se pueden insertar una secuencia o secuencias deseadas mediante restriccion y ligamiento
para el transporte entre diferentes entornos genéticos o para la expresion en una célula huésped. Tipicamente, los
vectores estan compuestos de ADN, aunque también estan disponibles vectores de ARN. Los vectores incluyen,
pero no se limitan a: plasmidos, fésmidos, fagémidos, genomas de virus y cromosomas artificiales.

Un vector de clonacién es uno que es capaz de replicarse de forma auténoma o integrada en el genoma en una
célula huésped, y que se caracteriza, ademas, por uno o mas sitios de endonucleasas de restriccion en los que el
vector puede ser cortado de una manera determinable y en los que una secuencia de ADN deseada puede ser
ligada de tal manera que el nuevo vector recombinante mantiene su habilidad para replicarse en la célula huésped.
En el caso de plasmidos, la replicacion de la secuencia deseada puede ocurrir muchas veces, ya que el plasmido
aumenta en el nimero de copias dentro de la célula huésped tal como una bacteria huésped o simplemente una sola
vez por huésped antes de que se reproduzca por mitosis. En el caso de fagos, la replicacion puede ocurrir de forma
activa durante una fase litica o de forma pasiva durante una fase lisogénica.

Un vector de expresion es uno en el que una secuencia de ADN deseada puede insertarse mediante restriccion y
ligamiento de tal manera que esta unida operativamente a secuencias reguladoras y puede ser expresada como un
transcrito de ARN. Los vectores pueden contener, ademas, una o mas secuencias de marcador apropiadas para su
uso en la identificacion de células que han sido o que no han sido transformadas o transfectadas con el vector. Los
marcadores incluyen, por ejemplo, genes que codifican proteinas que aumentan o disminuyen la resistencia o
sensibilidad a antibiéticos u otros compuestos, genes que codifican enzimas, cuyas actividades son detectables
mediante ensayos estandares conocidos en la técnica (p. €j., B-galactosidasa, luciferasa o fosfatasa alcalina) y
genes que afectan visiblemente al fenotipo de células, huéspedes, colonias o placas transformados o transfectados
(p- €j., proteina fluorescente verde). Vectores preferidos son los que son capaces de replicacion auténoma y de
expresion de los productos génicos estructurales presentes en los segmentos de ADN a los que estan unidos
operativamente.

Tal como se utiliza en esta memoria, una secuencia codificante y secuencias reguladoras se dice que estan unidas
“operativamente” cuando estan unidas de forma covalente de una manera tal que colocan la expresion o
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transcripcion de la secuencia codificadora bajo la influencia o el control de las secuencias reguladoras. Si se desea
que las secuencias codificantes sean traducidas en una proteina funcional, se dice que dos secuencias de ADN
estan unidas operativamente si la induccion de un promotor en las secuencias reguladoras 5’ resulta en la
transcripcion de la secuencia codificante y si la naturaleza del enlace entre las dos secuencias de ADN (1) no resulta
en la introduccion de una mutacion de desplazamiento del marco, (2) interfiere con la capacidad de la region del
promotor para dirigir la transcripcion de las secuencias codificantes o (3) interfiere con la capacidad del transcrito de
ARN correspondiente a ser traducido en una proteina. Por lo tanto, una regién de promotor se uniria operativamente
a una secuencia codificante si la region de promotor fuera capaz de efectuar la transcripcion de esa secuencia de
ADN de manera que el transcrito resultante se pueda traducir en la proteina o el polipéptido deseado.

Se puede utilizar una diversidad de secuencias de control de la ftranscripcion (p. €j., secuencias de
promotor/potenciador) para dirigir la expresién de la molécula de acido nucleico que codifica cualquiera de las
enzimas asociadas con la invencién. El promotor puede ser un promotor nativo, es decir, el promotor del gen en su
contexto endégeno, que proporciona una regulacion normal de expresion del gen. En algunas realizaciones, el
promotor puede ser constitutivo, es decir, el promotor es no regulado, permitiendo una transcripcion continua de su
gen asociado. Se puede utilizar también una diversidad de promotores condicionales, tales como promotores
controlados por la presencia o ausencia de una molécula.

La naturaleza precisa de las secuencias reguladoras, necesarias para la expresidon génica, puede variar entre
especies o tipos de células, pero en general incluira, segun sea necesario, secuencias 5 no transcritas y 5' no
traducidas implicadas en el inicio de la transcripcion y la traduccién, respectivamente, tal como una caja TATA,
secuencia de casquete, secuencia CAAT, y similares. En particular, secuencias reguladoras 5 no transcritas de este
tipo incluiran una regién de promotor que incluye una secuencia de promotor para el control transcripcional del gen
operativamente unido. Las secuencias reguladoras también pueden incluir secuencias de potenciador o secuencias
de activador aguas arriba, segun se desee. Los vectores pueden incluir opcionalmente secuencias 5 conductora o
de sefal. La eleccion y el disefio de un vector apropiado esta dentro de la habilidad y criterio de un experto ordinario
en la técnica.

Estan disponibles comercialmente vectores de expresién que contienen todos los elementos necesarios para la
expresion y son conocidos para los expertos en la técnica. Véase, p. €j., Sambrook et al, Molecular Cloning:. A
Laboratory Manual, Segunda Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. Las células son manipuladas
genéticamente mediante la introduccion en las células de ADN heterdlogo (ARN). Ese ADN heterdlogo (ARN) es
colocado bajo el control operativo de elementos transcripcionales para permitir la expresion del ADN heterélogo en
la célula huésped.

Una molécula de acido nucleico que codifica una enzima asociada con la invencion se puede introducir en una célula
o células de E.coli utilizando métodos y técnicas que son estandares en la técnica. Por ejemplo, moléculas de acido
nucleico pueden ser introducidas mediante protocolos estandares tales como transformacioén, incluyendo la
transformacion quimica y la electroporacion, transducciéon, bombardeo de particulas, etc. La expresion de la
molécula de acido nucleico que codifica las enzimas asociadas con la invencion también puede lograrse mediante la
integracion de la molécula de acido nucleico en el genoma.

Células de E. coli de acuerdo con la invencion pueden cultivarse en medios de cualquier tipo (rico o minimo) y de
cualquier composicion. Como se entendera por un experto normal en la técnica, la optimizacién de rutina permitiria
el uso de una diversidad de tipos de medios. El medio seleccionado puede suplementarse con diversos
componentes adicionales. Algunos ejemplos no limitativos de componentes suplementarios incluyen glucosa,
antibioticos, IPTG para la induccién de genes, Suplemento de minerales traza ATCC, y glicolato. De manera similar,
otros aspectos del medio, y las condiciones de crecimiento de las células pueden ser optimizados mediante
experimentacion rutinaria. Por ejemplo, el pH y la temperatura son ejemplos no limitativos de factores que pueden
ser optimizados. En algunas realizaciones, factores tales como la eleccién de los medios, los suplementos de los
medios y la temperatura pueden influir en los niveles de produccidon de terpenoides, tales como taxadieno. En
algunas realizaciones, se pueden optimizar la concentracion y la cantidad de un componente suplementario. En
algunas realizaciones, se optimiza la frecuencia con la que los medios se suplementan con uno o mas componentes
suplementarios, y la cantidad de tiempo que los medios se cultivan antes de recoger un terpenoide, tal como
taxadieno.

De acuerdo con aspectos de la invencion, titulos elevados de un terpenoide tal como taxadieno se producen a través
de la expresion recombinante de genes asociados con la invencion, en una célula de E. coli. Tal como se utiliza en
esta memoria "titulo elevado” se refiere a un titulo a escala en miligramos por litro (mg L™). El titulo producido para
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un producto dado se vera influenciado por multiples factores, |ncIuyendo la eleccion de los medios. En algunas
realizaciones, el titulo total de taxadleno es de al menos 1 mg L. En algunas realizaciones, el titulo total de
taxadieno es de al menos 10 mg L. En algunas realizaciones, el titulo total de taxadieno es de al menos 250 mg L.
Por ejemplo, el titulo total de taxadieno puede ser al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,
50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 125, 150,
175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500, 525, 550, 575 , 600, 625, 650, 675, 700, 725,
750, 775, 800, 825, 850, 875, 900 o mas de 900 mg L'1, incluyendo todos los valores intermedios. En algunas
realizaciones, el titulo total de taxadieno puede ser al menos 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2,0, 2,1,
22,23,24,25,26, 27,28, 2.9, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 34, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9, 4,0,4,1,4,2, 43,44, 45, 4,6, 4,7,
4,84,9,50,o0masde5,0g L incluyendo cualesquiera valores intermedios.

En algunas realizaciones, el titulo total de taxadleno 5a-ol es al menos 1 mg L. En algunas realizaciones, el titulo
total de taxadleno 5a-ol es al menos 10 mg L". En algunas realizaciones, el titulo total de taxadieno 5a-ol es al
menos 50 mg L. Por ejemplo, el titulo total de taxadieno 5a-ol puede ser de al menos 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42,
43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 0 mas de
70 mg L7, incluyendo cualesquiera valores intermedios.

Los cultivos liquidos utilizados para cultivar las células de E. coli asociadas con la invencion pueden alojarse en
cualquiera de los recipientes de cultivo conocidos y utilizados en la técnica. En algunas realizaciones de produccion
a gran escala en un recipiente de reaccion ventilado tal como un reactor de tanque agitado puede utilizarse para
producir grandes cantidades de terpenoides tales como taxadieno, que se pueden recuperar del cultivo celular. En
algunas realizaciones, el terpenoide se recupera de la fase gaseosa del cultivo de células, por ejemplo mediante la
adicién de una capa organica, tal como dodecano, al cultivo celular y la recuperacion del terpenoide de la capa
organica.

Terpenoides tales como taxadieno, producidos a través de métodos descritos en esta memoria tienen amplias
aplicaciones, incluyendo productos farmacéuticos tales como paclitaxel (Taxol), artemisinina, ginkolidas,
eleuterobina y pseudopterosinas, y muchos otros compuestos farmacéuticos potenciales. Aplicaciones adicionales
incluyen compuestos utilizados en sabores y cosméticos tales como geraniol, farnesol, geranligeraniol, linalool,
limoneno, pineno, cineol e isopreno. Aplicaciones adicionales incluyen compuestos para uso como biocombustibles
tales como alcoholes de 5, 10 y 15 atomos de carbono de longitud. Se sefiala que los compuestos anteriores se
producen actualmente como extractos de diversas plantas. Métodos basados en extractos de plantas son tediosos,
proporcionan cantidades muy pequeiias y estan limitados en cuanto a las moléculas reales que se pueden obtener
de esta manera, a saber, no permiten la facil produccion de derivados que pueden poseer propiedades muy
superiores a las de los compuestos originales.

Ejemplos

METODOS

Cepas, plasmidos, oligonucleétidos y genes

La cepa K12 MG1655 de E. coli se utilizé como cepa huésped de toda la construcciéon de la cepa taxadieno. Las
cepas K12MG1655 A (recA, endA) de E coli y K12MG1655 A cepas (recA, endA) ED3 de E coli fueron
proporcionados por el laboratorio del Profesor Kristala Prather en el MIT (Cambridge, MA). Un detalle de todos los
plasmidos construidos para el estudio se muestra en la Tabla 2. Todos los oligonucleétidos utilizados en este estudio
estan contenidos en la Tabla 3.

Las secuencias de geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPPS)®, Taxadieno sintasa (TS) , Citocromo P450
Taxadieno 5a-hidroxilasa (T5a0H) y NADPH:citocromo P450 reductasa de Taxus (TCPR)* se obtuvieron deTaxus
canadensis, Taxus brevifolia, Taxus cuspidate (Cédigos de acceso a GenBank: AF081514, U48796, AY289209 y
AY571340) Los genes fueron sintetizados por encargo utilizando los plasmidos y protocolos resefiados por Kodumal
etal’® (Detalles complementarios, Apéndice 1) para incorporar el codén de traduccion de E. coli y separar sitios de
restriccion para fines de clonacion. Los nucleétidos que corresponden a los 98 y 60 aminoacidos N-terminales de
GGPPS y TS (péptido de transito de plastidio) se separaron y se insert6 la secuencia de inserciéon de la traduccion
Met."”
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Construccion de la via MEP (operon dxs-idi-idpDF).

El operdn dxs-idi-ispDF se construyd inicialmente clonando cada uno de los genes del genoma de E coli K12
MG1655 utilizando los dxs (s) cebadores, dxs(a), idi(s), idi(a), ispDF(s) e ispDFl(a) bajo pET21C + plasmido con el
promotor T7 (p20T7MEP)*°. Utilizando los cebadores dxsidiispDFNcol (s) y dxsidispDFKpnl (a), se sub-cloné el
operon dxs-idi-ispDF y el plasmido pTrcHis2B (Invitrogen), después de digerido con Ncol y Kpnl para el plasmido
pTrcMEP (p20TrcMEP). El plasmido p20TrcMEP digerido con Miul y Pmel y clonado en Mlul y el plasmido
pACYC184-melA(P2A) digerido con Pmel para construir el plasmido p10TrcMEP. El plasmido pTrcMEP digerido con
BstZ171 y Scal y clonado en el plasmido pCL1920 digerido con Pvull para construir el plasmido p5TrcMEP. Para la
construccion de plasmido p20T5MEP, inicialmente el operén dxs-idi-ispDF fue clonado en el plasmido pQE con el
promotor T5 (pQE-MEP) utilizando los cebadores dxsidiispDFNcol (s) y dxsidiispDFXhol (a). Una fraccion del ADN
del operon con el promotor T5 se amplificd utilizando los cebadores T5Agel(s) y T5Nhel(a) a partir del plasmido
pQEMEP. El fragmento de ADN fue digerido con Agel/Nhel y clonado en el plasmido p20T7MEP digerido con
enzimas SGrAl/Nhel.

Construccion de la via Taxadieno (operones GT y TG).

Las vias taxadieno aguas abajo (operén GT y TG) se construyeron mediante clonacion de fragmentos de PCR de
GGPS y TS en los sitios Nocl - EcoR| y EcoRl — Sall del plasmido pTrcHIS2B para crear p20TrcGT y p20TrcTG
utilizando los cebadores GGPPSNcol(s), GGPPSEcoRI(a), TSEcoRI(s), TSsall(a), TSNcol(s) TSEcoRI(a)
GGPPSECcoRI(s) y GGPPSSall (a). Para la construccion de p20T5GT, inicialmente el operon se amplificé con los
cebadores GGPPSNcol(s) y TSXhol(a) y se clond en un plasmido pQE bajo el promotor T5 digerido con Ncol/Xhol.
Ademas, la secuencia se digirid6 con Xbal y Xhol y se clon6 en la cadena principal del plasmido pTrc amplificado
utilizando los cebadores pTrcSal(s) y pTrcXba(a). p10T7TG se construyé mediante subclonacion del operén TG
digerido con Ncol/Sall de p20TrcTG en el plasmido pACYC-Duet1 digerido con Ncol/Sall. p5T7TG se construy6
clonando el fragmento digerido con BspEl/Xbal al ADN digerido con Xbal/BspEl amplificado a partir del plasmido
pCL1920 utilizando los cebadores pCLBspEI(s) y pCLXbal(a).

Construccion de plasmidos de la via MEP de integracion cromosémica

Para la construccion de los plasmidos con la casete FRP-Km-FRP para la amplificacion de la secuencia de
integracion, p20T7MEP y p20T5MEP fueron digeridos con Xhol/Scal. La casete FRP-Km-FRP se amplificé a partir
de la casete Km con la secuencia FRP del plasmido pkD13 utilizando los cebadores KmFRPXhol(s) y
KmFRPScal(a). El ADN amplificado fue digerido con Xhol/Scal y clonado en el plasmido p20T7MEP y p20T5MEP
digerido con Xhol/Scal (p20T7MEPKmFRP y p20TSMEPKmMFRP). De manera similar, el plasmido p20TrcMEP se
digiri6 con Sacl/Scal y el ADN amplificado utilizando los cebadores KmFRPSacl(s) y KmFRPScal(a) se digirid,
clonado en el plasmido p20TrcMEP (p20TrcMEPKm-FRP).

Integracion cromosoémica de la casete de la via de MEP (Laclg-MEP-FRP-Km-FRP)

Las vias MEP construidos bajo los promotores T7, T5 y Trc se localizaron en la regiéon del operén ara en el
cromosoma con el marcador Kan. Los fragmentos de PCR fueron amplificados a partir de p20T7MEPKmMFRP,
p20TSMEPKmMFRP y p20TrcMEPKm-FRP utilizando los cebadores IntT7T5(s), IntTrc(s) e Int(a) y luego se
electroporaron en células MG1655 recA-end- de E. coli y células MG1655 recA-end-EDE3 de E. coli para la
integracion cromosomica a través de la técnica de recombinacion A Red*. El sitio de localizacion especifica se
confirmo y el marcador Km se separé mediante la accién de la FLP recombinasa después de la integracion con éxito
de genes.

Construccion de la via Taxadieno 5a-ol

La region de transmembrana (TM) de la taxadieno 5a-ol hidroxilasa (T5aOH) y Citocromo P450 reductasa de Taxus
(TCPR) se identificd utilizando el software PredictProtein (www.predictprotein.org)®®. Para la manipulacion de la
transmembrana se realiz6 un truncamiento selectivo en 8, 24 y 42 residuos aminoacidos en la region de la
transmembrana N-terminal de taxadieno hidroxilasa 5a-ol (T5aOH) y la region de 74 aminoacidos en la TCPR. La
separacion de los 8, 24 y 42 residuos aminoacidos N-terminales de taxadieno hidroxilasa 5a-ol (T5aOH), la
incorporacion del péptido MALLLAVF (SEQ ID NO: 51) de 8 residuos N-terminales de 17a hidroxilasa bovina
sustituido con un aminoéacido a las secuencias de T5aOH ** N-terminal truncadas y el enlazador peptidico GSTGS
se llevd a cabo utilizando los cebadores CYP17At8AANdel(s), CYP17At24AANdel(s), CYP17At42AANdel(s) y
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CYPLinkBamHI(a). Utilizando estos cebadores se amplificé cada uno de los ADN modificados, se digirié6 Ndel/BamHI
y se clono en el plasmido pACYC DUET1 digerido con Ndel/BamHI para construir los plasmidos p10At8T5aOH,
p10At24T5a0H y p10At42T5a0H. La secuencia TCPR truncada (tTCPR) de 74 aminoacidos se amplifico utilizando
los cebadores CPRBamHI(s) y CPRSall(a). La secuencia tTCPR amplificada y los plasmidos p10At8T5a0H,
p10At24T5a00H y p10At42T500H, se digirieron con BamHI/Sall y se clonaron para construir los plasmidos
p10At8T5a0OH-tTCPR, p10At24T5a0OH-tTCPR y p10At42T500H-tTCPR.

Crecimiento del cultivo para el rastreo de taxadieno y analisis de taxadieno-5a-ol

Transformantes individuales de cepas de E. coli pre-manipuladas, que albergan el plasmido apropiado con la via
(MEP) aguas arriba, la via taxadieno aguas abajo y taxadieno 5a ol-se cultivaron durante 18 h a 30°C en medio de
Luria-Bertani (LB) (suplementado con antibidticos apropiados, 100 mg/mL de carbenecilinal, 34 mg/mL de
cloranfenicol, 25 mg/L de kanamicina o 50 mg/L de espectinomicina). Para los cultivos a pequefia escala para
rastrear las cepas manipuladas, éste pre-inoculo se utilizé para sembrar medios ricos de 2 mL recientes (5 g/L de
extracto de levaduras, 10 g/L de triptona, 15 g/L de glucosa, 10 g/L de NaCl, HEPS 100 mM, 3 mL/L de
Antiespumante B, pH 7,6, 100 ug/mL de carbenicilina y 34 ug/mL de cloranfenicol), a una Asg de partida de 0,1. El
cultivo se mantuvo con los antibiéticos apropiados e IPTG 100 mM para la induccién génica a 22°C durante 5 dias.

Experimentos de biorreactores para la cepa productora de taxadieno 5a-ol.

El biorreactor Bioflo de 3-L (New Brunswick) fue montado segun las instrucciones del fabricante. Un litro de medio
rico con glicerol al 1% (v/v) se inoculd con 50 mL de cultivo de 8 h (Asoo de ~2,2) de la cepa 26-At24T500H-tTCPR
cultivada en medio LB que contiene los antibidticos (100 mg/mL de carbenicilina, 34 mg/mL de cloranfenicol) a las
mismas concentraciones. Biorreactores de 1 L con fermentacion bifasica liquido-liquido utilizando dodecano al 20%
v/v. El oxigeno se suministré como aire filtrado a 0,5 v/v/m y la agitacién se ajustd para mantener los niveles de
oxigeno disuelto por encima del 50%. El pH del cultivo se controlé a 7,0 utilizando NaOH al 10%. La temperatura del
cultivo en el fermentador se controlé a 30°C hasta que las células fueron cultivadas en una densidad 6ptica de
aproximadamente 0,8, seguin se mide a una longitud de onda de 600 nm (OD600). La temperatura del fermentador
se redujo a 22°C y las células se indujeron con IPTG 0,1 mM. Dodecano se afadié en condiciones asépticas al 20%
(v/v) del volumen del medio. Durante el curso de la fermentacion se vigild la concentracion de glicerol y la
acumulacion de acetato a intervalos de tiempo constantes. Durante la fermentacién, a medida que la concentracién
de glicerol se agotaba por debajo de 0,5 g/L, se introdujo glicerol (3 g/L) en el biorreactor.

La fermentacidon se optimizd adicionalmente utilizando un cultivo alimentado discontinuo con un medio de
alimentacion definido que contiene extracto de levadura al 0,5% y dodecano al 20% (v/v) (13,3 g/L de KH2POg4, 4 g/L
de (NH4)2HPO4, 1,7 g/L de acido citrico, 0,0084 g/L de EDTA, 0,0025 g/L de CoCl;, 0,015 g/L de MnCl,, 0,0015 g/L
de CuCly, 0,003 g/L de H3BOs3, 0,0025 g/L de NasMoO., 0,008 g/L de Zn(CH3COO),, 0,06 g/L de citrato de Fe(lll),
0,0045 g/L de tiamina, 1,3 g/L de MgSQ4, 10 g/L de glicerol, 5 g/L de extracto de levadura, pH 7,0). La misma
composicion del medio se utilizé para la fermentacion de las cepas 17 y 26 con los antibiéticos apropiados (cepa 17:
100 pg/mL de carbenicilina y 50 ug/mL de espectinomicina; cepa 26: 50 yg/mL de espectinomicina).

Para la cepa productora de taxadien-5a-ol, un litro de medio complejo con glicerol al 1% (v/v) se inoculé con 50 mL
de un cultivo de 8 h (OD de ~ 2,2) de la cepa 26-At24T5a0OH-tTCPR cultivada en medio LB que contiene 50 ug/mL
de espectinomicina y 34 ug/mL de cloranfenicol). El oxigeno fue suministrado como aire filtrado a 0,5 (vwm) y la
agitacion se ajusto para mantener los niveles de oxigeno disuelto por encima del 30%. El pH del cultivo se control6 a
7,0 utilizando NaOH al 10%. La temperatura del cultivo en el fermentador se controlé a 30°C hasta que las células
fueron cultivadas en una densidad o6ptica de aproximadamente 0,8, segun se mide a una longitud de onda de 600
nm (OD600). La temperatura del fermentador se redujo a 22°C y la via se indujo con IPTG 0,1 mM. Se afiadio
dodecano en condiciones asépticas al 20% (v/v) del volumen del medio. Durante el curso de la fermentacion, la
concentracion de glicerol y la acumulaciéon de acetato se controlaron a intervalos de tiempo constantes. Durante la
fermentacion a medida que la concentracion de glicerol se agotaba por debajo de 0,5-1 g/L, se introdujeron 3 g/L de
glicerol en el biorreactor.

Analisis GC-MS de taxadieno y taxadieno-5a-ol

Para el analisis de la acumulacién de taxadieno de cultivo a pequefia escala, 1,5 mL del cultivo se sometieron a
vortice con 1 mL de hexano durante 30 min. La mezcla se centrifuga para separar la capa organica. Para el
biorreactor 1 uL de la capa de dodecano se diluyé a 200 uL utilizando hexano. 1 ul de la capa de hexano se analizdé
mediante GC-MS (Varian saturn 3800 GC unido a un Varian 2000 MS). La muestra se inyectdé en una columna
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HP5ms (30 m x 250 uM x 0,25 uM de espesor) (Agilent Technologies USA). Helio (ultra pureza) a un caudal de 1,0
mi/min se utiliz6 como gas portador. La temperatura de la estufa se mantuvo primero constante a 50°C durante 1
min, y luego se aumenté a 220°C en un incremento de 10°C/min, y finalmente se mantuvo a esta temperatura
durante 10 min. Las temperaturas del inyector y de la tuberia de transferencia se fijaron en 200°C y 250°C,
respectivamente.

No estaban comercialmente disponibles compuestos estandares de fuentes bioldgicas o sintéticas para taxadieno y
taxadieno 5a-ol. Por lo tanto, los autores de la invencién realizaron fermentaciones de E. coli productora de
taxadieno en un biorreactor de 2L para extraer material puro. Taxadieno se extrajo mediante extraccién con
disolvente utilizando hexano, seguido de multiples rondas de cromatografia en columna de silice para obtener el
material puro para construir una curva estandar para el analisis de GC-MS. Los autores de la invencién compararon
los perfiles GC y MS del taxadieno puro con la bibliografia resefiada para confirmar la autenticidad del compuesto
Con el fin de comprobar la pureza, realizaron 1H-RMN de taxadieno. Dado que la acumulacién de taxadieno-5a-ol
era de un nivel muy bajo, utilizaron axadieno como medida para cuantificar la produccion de esta molécula y las
caracteristicas de la fragmentacion del espectro de masas auténticas de los informes anteriores*

Mediciones por gPCR para el analisis transcripcional de cepas manipuladas

Los niveles de expresion génica transcripcional de cada uno de los genes se detectaron mediante qPCR en ARNm
aislado de las cepas apropiadas. Para evitar la degradacion, el ARN se estabilizd antes de la lisis celular utilizando
reactivo bacteriano RNAprotect (Qiagen). Subsiguientemente, el ARN total fue aislado utilizando el mini kit RNeasy
(Qiagen), combinado con la separacién de contaminantes de ADN gendmico basada en nucleasa. ADNc se
amplificd utilizando el kit de sintesis de ADNc iScript (Biorad). Se llevd a cabo una qPCR en un Bio-Rad iCycler
utilizando el iQ SYBR Green Supermix (Biorad). El nivel de expresion deI gen rrsA, que no esta sujeto a una
expresion variable, se utilizd para la normalizacion de los valores de qPCR La Tabla 3 tiene cebadores utilizados
para la gPCR. Para cada par de cebadores, se construyd una curva estandar con ARNm de E. coli como molde.

Ejemplo 1: La acumulacion de taxadieno exhibe una fuerte dependencia no lineal de las intensidades
relativas de las vias MEP aguas arriba y taxadieno sintéticas aguas abajo.

La Fig. 1b representa las diversas maneras en que se combinaron los promotores y los nimeros de copias de genes
para modular el flujo relativo (o la resistencia) a través de las vias de aguas arriba y aguas abajo de la sintesis de
taxadieno. Se construyd un total de 16 cepas con el fin de estrechar la via MEP, asi como equilibrar de manera
optima la via de taxadieno aguas abajo. Las Figs. 2a, b resumen los resultados de la acumulacién de taxadieno en
cada una de estas cepas, acentuando la Fig. 2a la dependencia de la acumulacion de taxadieno en la via de aguas
arriba para valores constantes de la via de aguas abajo, y la Fig. 2b la dependencia en la via de aguas abajo para
una inrtensidad constante de la via de aguas arriba (véase también la Tabla 1 para el calculo de la expresion de la
via de aguas arriba y de aguas abajo a partir de las fuerzas del promotor resefiado y de los niumeros de copias del
plasmldo 336 ). Claramente, se exhiben maximos con respecto tanto a la expresion de la via de aguas arriba y de
aguas abajo. Para la expresion de la via de aguas abajo constante (Fig. 2a), dado que la expresion de la via de
aguas arriba aumenta desde niveles muy bajos, la produccion de taxadieno aumenta inicialmente debido al
suministro incrementado de precursores a la via global. Sin embargo, después de un valor intermedio, incrementos
adicionales de la via de aguas arriba no pueden ser acomodados por la capacidad de la via de aguas abajo. Este
desequilibrio de las vias conduce a la acumulacién de un compuesto intermedio (véase mas adelante) que puede
ser o bien inhibitoria de las células o bien puede indicar simplemente la desviacion de flujo de una via competitiva,
resultando en ultima instancia en la reduccion de la acumulacion de taxadieno.

Para la expresion de la via aguas arriba constante (Fig. 2b), se observa de manera similar un maximo con respecto
al nivel de expresion de la via de aguas abajo. Esto se atribuye a una limitacion inicial de la produccion de taxadieno
por los bajos niveles de expresion de la via de aguas abajo que, por lo tanto, limita la velocidad con respecto a la
produccion de taxadieno. A niveles de expresion altos de la via de aguas abajo probablemente los autores de la
invencion estan viendo el efecto negativo de un alto nimero de copias en la fisiologia de la célula, por lo tanto, existe
un maximo con respecto a la expresion de la via de aguas abajo. Estos resultados demuestran que se pueden
obtener cambios drasticos en la acumulacion de taxadieno a partir de los cambios dentro de una estrecha ventana
de niveles de expresion de las vias de aguas arriba y de aguas abajo. Por ejemplo, una cepa que contiene una copia
adicional de la via de aguas arriba en su cromosoma bajo el control del promotor Trc (Cepa 8, Fig. 2a) producia
2000 veces mas taxadieno que una que sobre-expresa soélo la via de aguas abajo sintética (Cepa 1, Fig. 2a).
Ademas, cambiando el orden de los genes en el operén sintético aguas abajo de GT (GPPS-TS) a TG (TS-GPPS)
resultd en un aumento de 2-3 veces (cepas 1-4 en comparacion con 5, 8, 11 y 14). Los resultados observados
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demuestran que la clave para la sobreproduccion de taxadieno es una amplia capacidad de la via de aguas abajo y
el equilibrio cuidadoso entre la via del precursor de aguas arriba con la via de taxadieno sintético aguas abajo. En
conjunto, las cepas manipuladas establecieron que el flujo de la via MEP puede ser sustancial, si se rastrea
simultaneamente una amplia gama de niveles de expresion de la via de aguas arriba endégena y de aguas abajo
sintética.

Ejemplo 2: La integracion cromosomica y la sintonizacion de las vias de aguas arriba y de aguas abajo
potencia adicionalmente la produccién de taxadieno.

Para proporcionar una amplia intensidad de la via de aguas abajo al tiempo que se minimiza la carga metabdlica
portada por el plésmid037, se manipularon dos nuevos conjuntos de 4 cepas cada uno (cepas 25-28 y 29-32), en que
la via de aguas abajo se coloco bajo el control de un promotor fuerte (T7) mientras que se mantiene un ndmero
relativamente bajo de 5 y 10 copias, respectivamente. Se puede ver (Fig. 2c) que, mientras que el maximo de
taxadieno se mantiene a una alta intensidad de aguas abajo (cepas 21-24), se obtiene una respuesta monotonica en
la baja intensidad de la via de aguas abajo (cepas 17-20, Fig. 2c). Esta observacion condujo a la construccion de
dos conjuntos adicionales de 4 cepas cada uno, que mantenia el mismo nivel de intensidad de la via de aguas abajo
como antes, pero expresaban niveles muy bajos de la via de aguas arriba (cepas 25-28 y 29-32, Fig. 2d).
Adicionalmente, el operdn de la via de aguas arriba del ultimo conjunto de cepas fue integrado cromosémicamente.
Se puede observar que no sélo se recupera el maximo de taxadieno, aunque a niveles muy bajos de la via de aguas
arriba, sino que se alcanza un maximo de taxadieno mucho mayor (300 mg/L). Los autores de la invencién creen
que este aumento significativo se puede atribuir a una disminucién de la carga metabdlica de la célula. Esto se logré
1) eliminando la dependencia del plasmido a través de la integracion de la via en el cromosoma y 2) logrando un
buen equilibrio entre la expresién de la via de aguas arriba y de aguas abajo.

Las 32 construcciones recombinantes les permiti sondear adecuadamente el espacio de expresion de la via
modular y amplificar ~15000 veces la mejora en la produccion de taxadieno. Esto es, con mucho, la mas alta
produccion de terpenoides a partir de la via isoprenoide MEP de E. coli resefiada (Fig. 3a). Adicionalmente, las
mejoras multiples observadas en la produccion de terpenoides son significativamente mas altas que las de los
enfoques de manipulacion metabdlica combinatoria resefiada que buscé un extenso espacio genético que
comprende hasta un billén de variantes combinatorias de la via isoprenoidee'o. Esto sugiere que la optimizacion de la
via depende mucho mas del equilibrado preciso de la expresion de los médulos de la via que la optimizacion gen
combinatoria multi-fuente. Los maximos de multiples exhibidos en el panorama fenotipico de la Fig.1 subraya la
importancia de sondear el espacio de expresidon a una resolucion suficiente para identificar la region del
comportamiento 6ptimo global de la via. La Fig. 7 representa las mejoras multiples en la produccion de taxadieno a
partir de la busqueda de la expresion de la via modular.

Ejemplo 3: El metabolito se correlaciona inversamente con la produccion de taxadieno y la identificacion de
metabolitos.

El analisis metabolémico de las cepas manipuladas previas identific6 un subproducto metabolito, hasta ahora,
desconocido, que se correlacionaba fuertemente con los niveles de expresion de la via y la produccion de taxadieno
(Fig. 3 y Fig. 8). Aunque la identidad quimica del metabolito era desconocida, la hipotesis de los autores de la
invencion es que un producto secundario isoprenoide, que resulta de la desviacién de la via y ha sido anti-
correlacionado como una variable directa a la produccién de taxadieno (Fig. 3 y Fig. 8) a partir de las cepas
manipuladas. Un atributo critico de las cepas 6ptimas de los autores de la invencién es el reparto preciso que alivia
la acumulacion de este metabolito, resultando en una mayor produccién de taxadieno. Este equilibrio puede ser
modulado en diferentes niveles, a partir del cromosoma, o plasmidos de diferentes nimeros de copias, utilizando
diferentes promotores, con una acumulacion de taxadieno significativamente diferente.

Posteriormente, el pico correspondiente en el cromatograma de cromatografia de gases-espectrometria de masas
(GC-MS) fue identificado como indol por GC-MS, estudios de espectroscopia por resonancia magnética nuclear
(RMN) 'H'y *C (Fig. 16). Los autores de la invencién encontraron que la sintesis de taxadieno por la cepa 26 se ve
gravemente inhibida por indol exdgeno a niveles de indol superiores a ~100 mg/L (Fig. 15b). El aumento adicional de
la concentracion de indol también inhibia el crecimiento celular, siendo el nivel de inhibicion muy dependiente de la
cepa (Fig. 15c). Aunque actualmente no esta claro el mecanismo bioquimico de la interaccién de indol con la via
isoprenoide, los resultados en la Fig. 15 sugieren un posible efecto sinérgico entre los compuestos de indol y
terpenoides de la via isoprenoide en la inhibicién del crecimiento celular. Sin conocer el mecanismo especifico,
parece que la cepa 26 ha mitigado el efecto del indol, lo cual fue llevado adelante para un estudio adicional.
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Ejemplo 4: Cultivo de cepas manipuladas.

Con el fin de explorar el potencial de produccién de taxadieno bajo condiciones controladas para las cepas
manipuladas, se llevaron a cabo cultivos alimentados discontinuos de las tres cepas acumuladoras de taxadieno
mas altas (~ 60 mg/L de la cepa 22; ~125 mg/L de la cepa 17; ~ 300 mg/L de la cepa 26) en biorreactores de 1 L
(Fig. 17). Los estudios de alimentados discontinuos se llevaron a cabo como una fermentacion de dos fases liquido-
liquido utilizando una capa superior de dodecano al 20% (v/v). El disolvente organico se introdujo para evitar el
arrastre por el aire de taxadieno secretado del medio de fermentacion, tal como se indica por los hallazgos
preliminares. En medios definidos con alimentacion de glicerol controlada, la productividad de taxadieno aumento a
174 + 5 mg/L (SD), 210 + 7 mg/L (SD) y 1020 + 80 mg/L (SD), respectivamente para las cepas 22, 17 y 26 (Fig. 17a).
Adicionalmente, la produccién de taxadieno afectaba significativamente al fenotipo de crecimiento, la acumulacion
de acetato y el consumo de glicerol (Figs. 17b-17d).

La Fig. 17c muestra que el acetato se acumula inicialmente en todas las cepas, pero después de ~60 h el acetato
disminuye en las cepas 17 y 26, mientras que continda aumentando en la cepa 22. Este fendmeno pone de relieve
las diferencias en el metabolismo central de carbono entre las cepas de alto flujo MEP (26 y 17) y la cepa de bajo
flujo MEP (22). Adicionalmente, esta observacion es otra ilustracion de la buena fisiologia que caracteriza a una
cepa de funcionamiento bien equilibrado. El acido acético, como producto del metabolismo de sobreflujo, es
producido inicialmente por todas las cepas debido a las altas concentraciones de glicerol iniciales utilizados en estas
fermentaciones y el correspondiente alto flujo de la via de glicerol. Este flujo es suficiente para suministrar a la célula
también la via MEP, asi como las otras vias metabdlicas.

A las ~ 48 h, el glicerol inicial se agota, y el cultivo cambia a un modo alimentado discontinuo, durante el cual se
mantienen niveles bajos pero constantes de glicerol. Esto resulta en un bajo flujo global de glicerol, el cual, para las
cepas con alto flujo de MEP (cepas 26 y 17), se desvia en su mayoria a la via MEP al tiempo que minimiza el
metabolismo de sobreflujo. Como resultado, se reduce o incluso se elimina totalmente la produccion de acido
acético. En cuanto a la disminucién de la concentracion de acido acético, es posible que pueda haberse producido,
en cierta medida, la asimilacion de acido acético, aunque esto no se investigd ulteriormente desde un punto de vista
del analisis del flujo. Disminuye algo de la evaporacion y dilucion debido a que la alimentaciéon de glicerol esta
contribuyendo adicionalmente a la disminucién de la concentracion de acido acético observada. Por el contrario,
para las cepas con bajo flujo MEP (cepa 22), la desviacion de flujo a la via MEP no es muy significativo, de modo
que el flujo de glicerol todavia suministra todos los requisitos de carbono y energia necesarios. Continda
produciéndose un metabolismo de sobreflujo, lo cual conduce a la secrecion de acetato.

Es evidente que la alta productividad y el crecimiento mas robusto de la cepa 26 permitieron una acumulacion muy
alta de taxadieno. Deberian ser posibles mejoras adicionales a través de la optimizacion de las condiciones en el
biorreactor, el equilibrio de los nutrientes en el medio de crecimiento y la optimizacién del suministro de carbono.

Ejemplo 5: Los niveles de expresion de la via de aguas arriba y de aguas abajo y el crecimiento celular
revelan la complejidad subyacente.

Para una comprension mas detallada del equilibrio manipulado en la expresion de las vias, los autores de la
invencion cuantificaron los niveles de expresion génica de la transcripcion de dxs (via de aguas arriba) y TS (via de
aguas abajo) para las cepas mas altas productoras de taxadieno y cepas vecinas de las Figs. 2c y d (cepas 17,22y
25-32) (Fig. 4a, b). Como hipotetizaron, la expresion de la via de aguas arriba aumentaba monoténicamente con la
fuerza del promotor y el niumero de copias para el vector de MEP de: promotor nativo, Trc, T5, T7, y plasmidos de
10 copias y 20 copias, como se ve en la expresion de DXS (Fig. 4a). Asi, encontraron que el nivel de expresion de
dxs se correlaciona bien con la intensidad de la via aguas arriba. Encontraron correlaciones similares para los otros
genes de la via de aguas arriba, idi, ispD e ispF (Fig. 14a, b). En la expresion de genes aguas abajo, se cuantificd
una mejora de ~ 2 veces después de transferir la via del plasmido de 5 a 10 copias (serie 25-28 y serie 29-32) (Fig.
4b).

Mientras que los efectos del promotor y del nimero de copias influyeron en las expresiones de genes, también eran
destacados efectos secundarios sobre la expresion de la otra via. La Fig. 4a muestra que para las mismas casetes
de expresion de dxs, al aumentar el nimero de copias del plasmido TS de 5 a 10, aumenté la expresiéon de dxs.
Curiosamente, el plasmido TS de 5 copias (serie de cepas 25-28) contenia rendimientos de taxadieno
sustancialmente mas altos (Fig. 2d) y un menor crecimiento (Figs. 4c, d) que el plasmido TS de 10 copias.
Plasmidos de control que no contenian la via heteréloga de taxadieno crecieron densidades dos veces mas altas,
implicando que la inhibicidn del crecimiento en las cepas de la serie 25-28 esta directamente relacionada con la via
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metabdlica de taxadieno y la acumulacion de taxadieno y sus compuestos intermedios directos (Fig. 4c). Sin
embargo, la serie de cepas 29-32 so6lo mostré un modesto incremento en el rendimiento del crecimiento cuando se
comparan los plasmidos de control vacios con las cepas que expresan taxadieno (Fig. 4d). Esta interaccion entre el
crecimiento, la produccion de taxadieno y el nivel de expresién también se puede ver con los vectores de expresion
de aguas arriba basados en plasmidos (cepas 17 y 22). La inhibicion del crecimiento era mucho mayor en la cepa de
10 copias, de alta produccion de taxadieno (cepa 17) en comparacion con la cepa de 20 copias, de menor
produccion de taxadieno (cepa 22) (Fig. 4d). Por lo tanto la toxicidad del producto y la desviacion de carbono a la via
heterdloga es probable que impidan el crecimiento, en lugar del mantenimiento del plasmido.

También inesperado era el profundo efecto del vector de expresion aguas arriba sobre la expresion aguas abajo. La
Fig. 4b tendria dos lineas rectas, si no hubiera interferencias entre las vias. Sin embargo, se observan ~ 3 veces
cambios en la expresion de TS para los diferentes vectores de expresion MEP. Esto se debe, probablemente, a una
competencia significativa por los recursos (materias primas y energia) que se retiran del metabolismo del huesped
para la sobreexpresion tanto de los cuatro genes de aguas arriba como de los dos genes de aguas abajo En
comparacion con la cepa de control 25¢, se observé una inhibicién del crecimiento de 4 veces con la cepa 25,
indicando que la alta sobreexpresién de la via de taxadieno sintética inducia toxicidad, alterando el fenotipo de
crecimiento en comparacion con la sobre-expresion de la via nativo (Fig. 4c). Sin embargo, aumento la expresion
aguas arriba, se redujo la expresion aguas abajo, de manera inadvertida en el caso de los autores de la invencion, a
niveles deseables para equilibrar las vias de aguas arriba y aguas abajo, reduciendo al minimo la inhibicion del
crecimiento (cepa 26).

En el extremo de la sobre-expresion de proteinas, la via MEP impulsada por el promotor T7 resulté en una inhibicion
severa del crecimiento, debido a la sintesis de cuatro proteinas de alto nivel (cepas 28 y 32). La expresion de los
genes TS por parte de T7 no parece tener un efecto tan drastico por si mismo. Las altas tasas de sintesis de
proteinas a partir de la expresion inducida por T7 (Fig. 4ab) podria conducir a la regulacion a la baja de la
magquinaria de sintesis de proteinas, incluyendo los componentes de genes de referen0|a de la fase temprana de
crecimiento, perjudica el crecimiento celular y reduce el aumento de la biomasa®*“*’. Los autores de la invencion
hipotetizaron que los fenotipos de crecimiento complejos observados son efectos acumulatlvos de (1) toxicidad
inducida por la activacion del metabolismo de isoprenoide/taxadieno, y (2) los efectos de la alta expresion de
proteina recombinante. En conjunto el enfoque de manipulacion de la via multivariante-modular de los autores de la
invencion generd una diversidad inesperada en el metabolismo de terpenoide y su correlacion con la expresion de la
via y la fisiologia celular. Un disefio racional de microbios para la produccion de metabolitos secundarios requerira
una comprension de la expresion de la via que va mas alla de una comprension lineal/independiente de las fuerzas
del promotor y de los niumeros de copias. Sin embargo, enfoques multivariados simples, tal como se emplean aqui,
pueden introducir la diversidad necesaria tanto para (1) encontrar altos productores como para (2) proporcionar un
panorama para la investigacion sistematica de efectos de mayor orden que son dominantes, pero poco apreciados,
en la manipulacion de la via metabdlica.

Ejemplo 6: Ingenieria de la quimica de oxidacion basada en Taxol P450 en E. coli.

Una caracteristica central en la biosintesis de Taxol es la oxigenacion en multiples posiciones de la estructura del
nucleo de taxano reacciones que se consideran que son mediadas por monoomgenasas dependientes del
citocromo P450"’ . Después de completarse la etapa de ciclacion comprometida de la via, la olefina parental, taxa-4

5),11(12)-dieno, se hidroxila segmdamente en la posicion C5 por una enzima citocromo P450, Io que representa la
primera de las ocho etapas de oxigenacion (del nucleo de taxano) en la ruta a Taxol (Fig. 6) Por lo tanto, una
etapa clave hacia la manipulacién de microbios productores de Taxol es el desarrollo de la quimica de oxidaciéon
basada en P450 in vivo. La primera etapa de oxigenacion es catalizada por un citocromo P450, taxadieno 5a-
hidroxilasa, una monooxigenasa inusual que cataliza la reaccion de hidroxilacion junto con la migracién del doble
enlace en el taxadieno precursor de diterpeno (Fig. 5a). Los autores de la invencién informan sobre la primera
ampliacion con éxito de la via sintética de taxadieno a taxadien-5a-ol y presentan los primeros ejemplos de la
produccion in vivo de cualquier producto intermedio de Taxol funcionalizado en E. coli.

En general, la expresion funcional del citocromo P450 de vegetales es un reto43, debido a las limitaciones inherentes
de las plataformas bacterianas tales como la ausencia de la maquinaria de transferencia de electrones, reductasas
del citocromo P450 y la incompatibilidad de traduccion de los modulos de sefiales de la membrana de enzimas
P450, debido a la falta de un reticulo endoplasmico. Recientemente, a través de la manipulacién de transmembrana
(TM) y de la generacién de enzimas quimeras de P450 y reductasas de CPR, algunos P450s de vegetales han sido
expresados en E. coli para la biosintesis de moléculas funcionales®***. Sin embargo, cada citocromo p450 de
vegetales es Unico en su secuencia sefal de transmembrana y caracteristicas de transferencia de electrones de su
homadlogo reductasa®. Los estudios iniciales de los autores de la invencion se centraron en la optimizacion de la
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expresion de taxadieno 5a-hidroxilasa sintética optimizada en codones por manipulacion N-terminal de la
transmembrana y la generacion de enzimas quimeras a través de fusion traduccional con el participante CPR redox
de las especies de Taxus, citocromo P450 reductasa de Taxus (TCPR) (Fig. 5b)*#*“. Una de las enzimas quimeras
generadas, At24T5a0H-tTCPR, era altamente eficaz en llevar a cabo la primera etapa de oxidacién con mas de 98%
de conversion de taxadieno en taxadien-5a-ol y el subproducto 5(12)-Oxa-3(11)-ciclotaxano (OCT) (Fig. 9a).

Comparado con los otros P450s quiméricos, At24T5aOH-tTCPR proporcioné una producciéon dos veces mayor (21
mg/L) de taxadien-5a-ol. Asimismo, la actividad mas débil de At8T5aOH-tTCPR y At24T5aOH-tTCPR resulté en la
acumulacion de un subproducto recientemente caracterlzado una reorganizacion estructural compleja de taxadieno
en el éter ciclico 5(12)-Oxa-3(11)-ciclotaxano (OCT) (Fig. 9)*'. El subproducto se acumulaba aproximadamente en
cantidades iguales que el producto deseado taxadien-5a-ol. La formacion de OCT estaba mediada por una
secuencia de reacmon del citocromo P450 de Taxus sin precedentes que implicaba la oxidacion y ciclaciones
subS|gu|entes . Por lo tanto, parece probable que mediante manipulacion de proteinas de las taxadieno 5a-
hidroxilasas, la conclusion de la reaccién antes de la ciclacion evitara la acumulacién de tal subproducto indeseable
y se podria lograr canalizar el flujo de taxadien-5a-ol.

La productividad de la cepa 26-At24T5a0H-tTCPR se redujo significativamente con relacién a la de la produccion
taxadieno por parte de la cepa parental 26 (~ 300 mg/L) con un aumento concomitante en la acumulacion del
metabolito no caracterizado anteriormente descrito. No se observé acumulacion de taxadieno. Aparentemente, la
introduccion de un plasmido de copias medias adicional (10 copias, p10T7) que porta la construccion At24T5a0H-
tTCPR alter6 el equilibrio cuidadosamente manipulado en la via de aguas arriba y de aguas abajo de la cepa 26. Se
llevaron a cabo fermentaciones a pequefia escala en biorreactores para cuantificar la produccién de alcohol por
parte de la cepa 26-At24T5a0H-tTCPR. El perfil de evolucién en el tiempo de la acumulacion de taxadien-5a-ol (Fig.
5d) indica una produccion de alcohol de hasta 58 + 3 mg/L con una cantidad igual del subproducto OCT producido.
La produccion de alcohol observada era ~2400 veces mayor que la produccion previa en S. cerevisiae'’. Aumentos
adicionales de la produccion de taxadien-5a-ol son probablemente posibles a través de la optimizacién de la via y la
manipulacion de proteinas.

El enfoque multivariado-modular de la optimizacion de la via ha proporcionado muy altas cepas productoras de un
precursor de Taxol critico. Ademas de ello, las construcciones recombinantes han sido igualmente eficaces en la
reorientacion del flujo hacia la sintesis de otros compuestos farmacéuticos complejos tales como productos de
mono-, sesqui- y di-terpenos (geraniol, linalool, amorfadieno y levopimaradieno) manipulados a partir de la misma
via (resultados no publicados). Por lo tanto, la manipulacion de las vias realizada por los autores de la invencion
abre nuevas vias para bio-sintetizar productos naturales, especialmente en el contexto de terpenoides derivados
microbianamente, para su uso como productos quimicos y combustibles a partir de recursos renovables. Al
centrarse en los precursores terpenoides universales IPP y DMAPP, era posible, primero, definir los médulos de via
criticos y, a continuacion, modular la expresion tal como equilibrar de manera éptima los médulos de las vias para la
conversion de precursor sin fisuras y la acumulacién minima de compuestos intermedios. Este enfoque parece ser
mas eficaz que las busquedas combinatorias de grandes espacios genéticos y tampoco depende de un rastreo de
alto rendimiento.

La via MEP esta energéticamente equilibrada y, por lo tanto, en conjunto es mas eficiente en la conversion de
glucosa o glicerol en isoprenoides. Sin embargo, durante los ultimos 10 afios, muchos intentos de manipular la via
MEP en E.coli para aumentar el sumlnlstro de los precursores claves IPP y DMAPP para la sobreproduccién de
carotenoide®*’, sesqwterpenmde y dlterpen0|de se encontraron con un éxito limitado. Esta ineficiencia se
atribuy6 a efectos reguladores desconocidos asociados especificamente con la expresion de la via MEP en E. col.
Aqui, los autores de la invencién proporcionan evidencia de que tales limitaciones se correlacionan con la
acumulacion del metabolito indol, debido a la expresion no éptima de la via, que inhibe la actividad de la via
isoprenoide. La sobreproduccion de taxadieno (en condiciones de supresion de la formacion de indol), establece la
via MEP como una via muy eficiente para la biosintesis de productos farmacéuticos y quimicos de la familia de
isoprenoides. Simplemente se tienen que equilibrar cuidadosamente las vias modulares segun lo sugerido por el
enfoque de los autores de la invencion de manipulacion de la via multivariante-modular.

Para la produccién microbiana con éxito de Taxol, la demostramon de la decoracién quimica del nucleo de taxadieno
mediante la quimica de oxidaciéon basada en P450 es esencial®’ . Monooxigenasas del citocromo P450 constituyen
aproximadamente la mitad de las 19 etapas enzimaticas dlstlntas en la via biosintética de Taxol. De forma
caracteristica, estos genes muestran una |nusual alta similitud de la secuencia entre si (> 70%), pero una baja
similitud (<30%) con otros P450s de vegetales Debido a la similitud aparente entre monooxigenasas de Taxol, que
expresan la actividad adecuada para llevar a cabo la quimica de oxidacién especifica de P450 fue un desafio
particular. A través de la manipulacion TM y la construccion de una enzima quimera artificial con el participante
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redox (TCPR), el citocromo P450 de Taxol, taxadieno 5a-hidroxilasa, se expresaba funcionalmente en E. coli y
mostré convertir de manera eficiente taxadieno en el correspondiente producto alcohol in vivo. Estudios previos in
vitro han descrito el mecanismo de convertir taxadieno en taxadlen 5a-ol por parte de la enzima taxadieno 5a-
hidroxilasa nativa, pero no han discutido la misma conversion in vivo™. Esta reaccion de oxigenacion y transposicion
implica la abstraccion de hidrégeno de la posicion C20 del taxadleno para formar un intermedio radical alilico,
seguido de la insercion regio-y estéreo-especifica de oxigeno en la posicion C5 para proporcionar el derivado de
alcohol (Fig. 5a). La modesta abundancia observada de la enzima en células de Taxus y los bajos valores kcat
sugirieron que la etapa de 5a- h|dr0X|IaC|on de la biosintesis de Taxol es lenta con relacién a los oxigenaciones aguas
abajo y acilaciones en la via Taxol*". Por lo tanto, la manipulacién de esta etapa es clave para la sintesis de Taxol,
especialmente en el contexto de la manlpuIaC|on funcional de P450s de Taxol en un huésped procariota tal como E.
coli. Ademas, esta etapa era limitante en los esfuerzos previos de la construccion de la via en levaduras'’. La
construccion manipulada en este estudio demostré una conversion > 98% de taxadieno in vivo con la acumuIaC|c'>n
de producto a ~ 60 mg/L, una mejora de 2400 veces sobre la expresion previa heterologa en levaduras. Por lo tanto,
este estudio ha tenido éxito no solo en la sintesis de cantidades significativamente mayores de productos
intermedios de Taxol claves, sino que también proporciona la base para la sintesis de subsiguientes metabolitos en
la via mediante una quimica de P450 similar.

Estudios previos sobre la relacion estructura-actividad en Taxol han demostrado que las alteraciones hechas Por
eliminacion o adicion de algunos de sus grupos funcionales no cambiaron materialmente la actividad de Taxol
Estos estudios, sin embargo, fueron limitados debido a la capacidad limitada de introducir cambios mediante S|nteS|s
quimica. La disponibilidad de una ruta microbiana para la sintesis de Taxol ampliara drasticamente el espacio de
modificaciones quimicas que se pueden examinar, aumentando asi la probabilidad de identificar candidatos a
farmacos mas potentes. Esto ofrece nuevas oportunidades interesantes para el desarrollo de farmacos,
especialmente cuando se considera que este tipo de candidatos a farmacos también se asociara con una ruta de
produccion eficiente.

En las Ultimas décadas, el Taxol ha generado mas |nteres dentro de la comunidad cientifica y publica en general que
cualquier otro candidato farmaco de producto natural™®. Una de las principales crisis de suministro se predice a partir
del incremento proyectado del uso de Taxol o analogos de Taxol para la quimioterapia del cancer, lo que requiere
nuevas vias de produccion, tales como la manipulacién de la maquinaria biosintética de Taxol en microbios®. Aunque
se han aislado algunos hongos enddfitos de especies de Taxus capaces de producir Taxol de forma natural, estos
sistemas microbianos todavia tienen que demostrar una idoneidad para la produccion sostenible del farmaco®. Los
resultados resefiados aqui representan una etapa disruptiva hacia un Taxol derivado de microbios o un precursor de
Taxol, mediante la eliminacién de los cuellos de botella en la via precursor comprometido. Ademas de ello, el
ensamblaje de una via sintética ofrece nuevas posibilidades para adaptar analogos de Taxol por manipulacion
selectiva de la via, alterando de este modo la estructura de taxano. Estos desarrollos plantean optimismo para una
ruta microbiana para la produccién rentable de Taxol o precursores de Taxol adecuados.

Tabla 1. Clasificacion de la expresion de las vias de aguas arriba y aguas abajo en unidades arbitrarias (a.u.). Los
niveles de expresion de la via MEP y GGPP sintasa/taxadieno sintasa se estimaron utilizando los valores publicados
de las fuerzas del promotor y el niUmero de copias. Las fuerzas del promotor se calcularon como trc = 1, T5 = 1,96,
T7 = 4,97, basado en Brosius et. al. y Brunner et. al®***. El numero de copias de genes fue asignado por los
numeros de copias publlcados para orlgen de la repllcaC|on para los diferentes plasmidos utilizados, y se utilizé una
copia para integraciones 33 La expresion total se calculd como el producto de la fuerza del promotor y el nimero
de copias del gen. A la expresic')n nativa de la via MEP se la asigné arbitrariamente un valor de uno, y se asumié un
cambio en el orden del operon de GGPP sintasa y taxadieno que afecta a la expresion taxadieno sintasa en un
20%%. Estas estimaciones de los esfuerzos totales guiaron a la manipulacién de la expresion. E — E. coli
K12MG1655 con dos deleciones ArecAAendA; EDE3 - K12 MG1655 ArecAAendA con una T7 ARN polimerasa
(DE3) integrada; operon MEP - dxs-idi-ispDF; operén GT-GPPS-TS; operonTG - TS-GPPS; Ch1 - 1 copia en el
cromosoma; Trc - promotor trc; T5 - promotor T5; T7 - promotor T7; p5 - ~ 5 copias del plasmido (pSC101); p10 - ~
10 copias del plasmido (p15A); y p20 - ~ 20 copias del plasmido (pBR322).
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Plasmido
p20T7MEP
p20TrcMEP
p20T5MEP
p20T7MEPKmFRP
p20T5MEPKmFRP
p20TrcMEPKmM-FRP
p10TrcMEP
pS5TrcMEP
p20TrcGT
p20TrcTG
p20T5GT
p10T7TG
p5T7TG
p10At8T5a0H-tTCPR
p10At24T5a0H-tTCPR
p10At42T5a0H-tTCPR
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Origen de replicacion

pBR322 Amp
pBR322 Amp
pBR322 Amp
pBR322 Km
pBR322 Km
pBR322 Km
p15A Cm
SC101 Spect
pBR322 Amp
pBR322 Amp
pBR322 Amp
p15A Cm
SC101 Spect
p15A Cm
p15A Cm
p15A Cm

Tabla 2. Detalle de todos los plasmidos construidos para el estudio

SEQ ID NO [Nombre del Cebador

1 dxsNdel(s)

2 dxsNhel(a)

3 idiNhel (s)

4 idiEcoRI(a)
ispDFEcoRI(s)

6 ispDFXhol(a)

7 dxsidiispDFNcol(s)

8 dxsidiispDFKpnl(a)

9 dxsidiispDFXhol(a)

10 T5Agel(s)

11 T5Nhel(a)

52 GGPPSNCcol(s)

Secuencias
CGGCATATGAGTTTTGATATTGCCAAATACCCG
CGGCTAGCTTATGCCAGCCAGGCCTTGATTTTG

CGCGGCTAGCGAAGGAGATATACATATGCAAACGGAAC
ACGTCATTTTATTG

CGGAATTCGCTCACAACCCCGGCAAATGTCGG

GCGAATTCGAAGGAGATATACATATGGCAACCACTCATT
TGGATGTTTG

GCGCTCGAGTCATTTTGTTGCCTTAATGAGTAGCGCC
TAAACCATGGGTTTTGATATTGCCAAATACCCG
CGGGGTACCTCATTTTGTTGCCTTAATGAGTAGCGC
CGGCTCGAGTCATTTTGTTGCCTTAATGAGTAGCGC
CGTAACCGGTGCCTCTGCTAACCATGTTCATGCCTTC
CTCCTTCGCTAGCTTATGCCAGCC
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SEQ ID NO [Nombre del Cebador

12
13

14
15
16
17

18
19
20
21
22
23
24

25
26

27

28

29

30

GGPPSECcoRI(a)
TXSEcoRI(s)

TXSsall(a)
TXSNCcol(s)
TXSEcoRI(a)
GGPPSECOoRI(s)

GGPPSSall(a)
TSXhol(a)
pTrcSal(s)
pTrcXba(a)
pCLBspEI(s)
pCLXbal(a)

KmFRPXhol(s)

KmFRPScal(a)

KmFRPSacl(s)

IntT7T5(s)

IntTrc(s)

Int(a)

CYP17At8AANdel( s)

ES 2575790 T3

Secuencias

CGTACCATGGTTGATTTCAATGAATATATGAAAAGTAAG
GC

CGTAGAATTCACTCACAACTGACGAAACGCAATGTAATC

CGTAGAATTCAGAAGGAGATATACATATGGCTAGCTCTA
CGGGTACG

GATGGTCGACTTAGACCTGGATTGGATCGATGTAAAC
CGTACCATGGCTAGCTCTACGGGTACG
CGTAGAATTCTTAGACCTGGATTGGATCGATGTAAAC

CGTAGAATTCAGAAGGAGATATACATATGTTTGATTTCA
ATGAATATATGAAAAGTAAGGC

GATGGTCGACTCACAACTGACGAAACGCAATGTAATC
GATGCTCGAGTTAGACCTGGATTGGATCGATGTAAAC
GCCGTCGACCATCATCATCATCATC
GCAGTCTAGAGCCAGAACCGTTATGATGTCGGCGC
CGTGTCCGGAGCATCTAACGCTTGAGTTAAGCCGC
GCAGTCTAGAGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGC

GACGCTCGAGGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGC
CTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTTGTGTAGGCT
GGAGCTGCTTCG

GACGAGTACTGAACGTCGGAATTGATCCGTCGAC

GACGGAGCTCGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGC
CTCTAAACGGGTCTIGAGGGGTTTTITGCTTGTGTAGGCT
GGAGCTGCTTCG

ATGACGATTTTTGATAATTATGAAGTGTGGTTTGTCATTG

CATTAATTGCGTTGCGCTCACTG

ATGACGATTTTTGATAATTATGAAGTGTGGTTTGTCATTG
GCATCCGCTTACAGACAAGCTGTG

TTAGCGACGAAACCCGTAATACACTTCGTTCCAGCGCAG
CCGACGTCGGAATTGATCCGTCGAC
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SEQ ID NO [Nombre del Cebador Secuencias

CGTACATATGGCTCTGTTATTAGCAGTTTTTIGTGGCGAAA
TTTAACGAAGTAACCCAGC

31 CYP17At24AANdEel (s)
CGTACATATGGCTCTGTTATTAGCAGTTTTTTTTAGCATC
GCTTTGAGTGCAATTG

32 CYP17At42AANdEel (s)
CGTACATATGGCTCTGTTATTAGCAGTITTTTITCGCTCG
AAACGTCATAGTAGCCTG

33 CYPLinkBamHI(a)
CGCGGGATCCGOTGCTGCCCGGACGAGGGAACAGTTIGA
TIGAAAACCC

34 CPRBamHI(s) CGCGGGATCCCGCCGTGGTGGAAGTGATACACAG

35 CPRSall(a)
CGCGGTCGACTTACCAAATATCCCGTAAGTAGCGTCCAT
C

36 DXS gPCR (s) ATTCAAAAGCTTCCGGTCCT

37 DXS gPCR (a) ATCTGGCGACATTCGTTTTC

38 TS gPCR (s) GACGAACTGTCACCCGATTT

39 TS gPCR (a) GCTTCGCGGGTAGTAGACAG

40 rrsA gPCR (s) AGGCCTTCGGGTTGTAAAGT

41 rrsa qPCR (a) ATTCCGATTAACGCTTGCAC

Tabla 3. Detalles del cebador utilizado para la clonacion de plasmidos, suministro cromosémico de la via MEP y
mediciones qPCR.

Tabla 4. Secuencias de nucledtidos optimizadas en Proteinas y Codones
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Habiendo descrito, por lo tanto, varios aspectos de al menos una realizaciéon de esta invencién, se ha de apreciar
que diversas alteraciones, modificaciones y mejoras se les ocurriran facilmente a los expertos en la técnica. Por
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equivalentes a las realizaciones especificas de la invencion descritas en esta memoria. Tales equivalentes estan
destinados a quedar abarcados por las siguientes reivindicaciones.
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Asn

Arg

Ala

Asn

Ile

290

Gly

val

Leu

Met

Glu

370

Arg

Glu

Glu

Ile

Glu
450

Thr

Ala

Phe

Cys

Asn

275

Asp

Ile

Tyr

Val

His

355

Asn

Ser

Arg

Ala

Glu

435

Ala

Asp

Leu

Gln

val

260

Leu

Leu

Gly

Pro

340

Gly

Gly

val

Ala

Leu

420

Tyr

Arg

val

Glu

Ser

245

Leu

Leu

Leu

His
325

Asp

Tyr

val

Met

405

Ala

val

Ser

Ser

Gly

230

Lys

Met

Asp

Glu

His

310

Irp

Leu

Asn

Phe

Asn

390

Asp

Thr

val

Tyr

Ala

215

Leu

Asp

Asn

Lys

Arg

295

Phe

Ser

Asn

val

Phe

375

Leu

Asp

Lys

Glu

Ile
455

ES 2575790 T3

Ala

Glu

Gly

Thr

Phe

280

Leau

Lys

Glu

Thr

Ser

360

Ser

Phe

Ala

Ile

Tyr

440

Asp

Ala

Glu

Ser

Gly

265

Gly

Ser

Gln

Arg

Thr

345

Ser

Ser

Arg

Arg

Ser

425

Pro

Ser

Asp

val

Phe

250

Asp

Gly

Leu

Glu

Gly

330

Ala

Asp

Ala

Ala

Lys

410

Thr

Trp

Tyr

51

Asn

Ile

235

Leu

Glu

Cys

val

Ile

315

Ile

Leu

Val

Gly

Ser

395

Phe

Asn

His

Asp

Ile

220

Asp

Ser

Lys

val

Asp

300

Lys

Gly

Gly

Leu

Gln

380

Asp

Ala

Thr

Met

Asp
460

Pro

Trp

Ser

Cys

Pro

285

Asn

Gly

Trp

Leu

Asn

365

Thr

Leu

Glu

Lys

Ser

445

Asn

Ala

Asn

Pro

Phe

270

Cys

Ile

Ala

Gly

Arg

350

Asn

His

Ala

Pro

Leu

430

Ile

TYr

Asn

Lys

Ala

255

Thr

Met

Glu

Leu

Arg

335

Thr

Phe

val

Phe

Tyr

415

Phe

Pro

val

Met

Ile

240

Ser

Phe

Tyr

His

Asp

320

Asp

Leu

Lys

Glu

Pro

400

Leu

Lys

Arg

Trp



Gln
465

Leu

Glu

Ala

Ile

545

Thr

Thr

val

Gln

Phe

6§25

Pro

Gly

val

Glu
705

Arg

Glu

Glu

Ile

Thr

530

Gly

Leu

Ser

Trp

Gly

610

Asn

Thr

Pro

Asp

Ser

690

Lys

Asn

Lys

Leu

Leu

Asn

515

Phe

Cys

Asp

Leu

Phe

595

Arg

Cys

Phe

Cys

Val

675

Leu

Ala

Pro

Thr

Ala

Lys

500

Pha

Glu

Leu

Glu

Leu

580

Lys

Asp

Tyr

Glu

Thr

660

Val

Ser

Arg

Gly

Leu

Lys

485

Leu

Thr

Pro

Gln

Leu

565

His

Leu

Met

Val

Glu

645

Leu

Glu

Trp

Gly

Ala

Tyr

470

Leu

Leu

Rrg

Glu

Val

550

Lys

Glu

Met

Leu

Gln

630

Tyr

Gln

Lys

Arg

Gln

710

Thr

Arg

Asp

Thr

His

Tyr

535

Leu

Ser

Ile

Glu

Ala

615

Glu

Leu

Pro

vVal

Leu

£95

Gln

Glu

ES 2575790 T3

Met

Phe

Arg

Arg

520

Ser

Phe

Phe

Pro

Glu

600

His

Arg

Lys

Ile

His

680

Thr

Ala

Glu

Pro

Asn

Trp

505

val

Ala

Asp

Thr

Glu

585

Val

Ile

Glu

Thz

Leu

665

Tyr

Asn

Sar

Asp

Ser

Ile
490

Trp

Ala

Thr

Asp

Glu

570

Cys

Asn

Arg

Trp

Tyr

650

Leu

Pro

Asp

Gly

Ala

Leu

475

vVal

Lys

Glu

Arg

Met

555

Gly

Met

Asn

Lys

Leu

635

Ala

Mat

Ser

Thr

Ile

715

Ile

52

Sar

Gln

Glu

val

Ile

540

Ala

Vval

Gln

Asp

Pre

620

Glu

Ile

Gly

Asn

Lys

700

Ala

Lys

Asn

Ser

Ser

TYr

525

Ala

Asp

Lys

Thr

Val

605

Trp

Ala

Ser

Glu

Met

685

Thr

Cys

His

Sar

Gly

510

Phe

Phe

Ile

Arg

Cys

590

Val

Glu

Gly

val

Lau

670

Phe

Tyr

Tyr

Ile

Lys

His

495

Met

Ser

Thr

Phe

Trp

575

Phe

Lys

Leu

Tyr

Gly

655

val

Glu

Gln

Met

Cys

Cys

480

Gln

hla

Ser

Lys

Ala

560

Asp

Lys

Val

TYr

Ile

640

Leu

Lys

Leu

Ala

Lys

720

Arg



val

Ser

Leu

Asn
785

Gln

<210> 45
< 211> 2406
<212> ADN

Val
740

Asn Asp Ile
755

Cys
770

Glu Glu Ile

val

< 213> Secuencia Atrtificial

<220>

val Gln

725

Asp Arg Ala Leu Lys

Pro Met

Ile Phe

Gly

Tyr

ES 2575790 T3

730

Glu Ala
745

Cys
760

Lys

Lys Phe

775

Lys
790

< 223> Polinucleétido Sintético

<400> 45

atgtctagct
gatattccac
acattggaaa
gtgaaaatca
gatacggegt
ttccegcagg
gaatctcact
tcagtttgga
ctgecgectge
ttactccaga
tatctgtcta
ccagcgaaca
atgecgettee
ctgatgaata
gggyggttgtyg
aacattgaac

tatgtatacc

ctacgggtac
gcttgtegge
cccegttteg
aagatatgtt
gggtggcteg
cgctgaactg
ttagecectcetg
aaacgggcca
tgaacgagga
aagccaaagc
ctacccgecga
tgctgaacge
aaagcaagga
ccggagacga
ttccttgtat
acttaggtat

gtcattggag

gtctaaagtec
gaactatcat
cgaaagtagce
taatgcatta
gttggccacg
ggtgtttaat
tgaccggtta
tagccaggtt
ggacgaactg
cttaggecatc
agcccgtcecte
actggaaggg
cggtagette
aaagtgettt
gtattccatt
cggcecgecac

cgagcgtggt

Asp Tyr

Ile Arg

gtgagtgaaa
ggagatctgt
acctaccagyg
ggagatggag
attagctceg
aatcaattgce
ctcaacacga
caacagggcyg
tcaccegatt
aacctgccat
actgacgtct
ctggaagagy
ttaagcagce
acgtttctga
gatctgttgg
ttcaaacaag

attggttaggg

Ser Phe

Ser Phe

Lys

Glu

Ile

Ile Asp Gly

780

val
795

Tyr

cctecatcegac
ggcatcataa
aacgggcaga
acatctecgee
atggcagtga
aggatggcag
caaactccgt
cggaatttat
ttcagattat
atgatctgece
ctgcggeggce
ttatcgactg
cagcatctac
acaatctgct
aacgtctgte
aaatcaaggg

ggcgcgatag

53

735

Phe
750

Tyr Lys

Phe
765

Asn

Tyr Gly

Ile Asp

gatcgtggac
cgtcattcag
tgaattagtc
cagcgcecatat
aaagccgegt
ctggggecatt
aattgcgttg
cgctgaaaat
ttttecgget
gttcatcaag
ggacaatatt
gaataaaatc
tgcttgtgtt
ggacaaattt
gctggtcgat
ggcgttggat

cttggtacct

Leu

Ile

Pro

Pro

Arg

Ala

Ile
800

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

360

1020



10

gatctgaaca
tecgatgtcee
acgcatgttg
gacgagcgcg
gccaccaaaa
ccgtggcata
aattatgtgt
ctggagctgg
ttactgactc
gttgcagagg
gcatttacca
acacttgatg
catgaaatcc
gtgaacaacg
tgggaactct
cctaccttceg
ctgcagccta
tacccgtega
acgtaccagqg
gataatccgg
gctcttaaag
aagtcattca
tacggaatcg

caggtc

ccactgcttt
tcaataattt
aactgcggtc
ctatggacga
tttcaaccaa
tgtctattcce
ggcaacgcaa
cgaaactgga
gctggtggaa
tgtacttctc
agattggctg
agcttaaatc
ccgaatgtat
acgtcgtgaa
atttcaattg
aagagtactt
tcttgetgat
atatgtttga
cagaaaaggc
gcgctactga
aagcgtcatt
ttttcaatect

ccaacgaaga

<210> 46

< 211> 499

< 212> PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Polipéptido Sintético

<400> 46

ES 2575790 T3

gggactgcgce
caaggacgag
cgtagtcaat
tgcacggaag
caccaagcett
gcgcoctggaa
aacactgtac
tttcaacatt
ggaatccggce
ctcggegacce
ccttcaggtg
atttaccgaa
gcagacctgce
agttcagggt
ctatgtgcag
aaaaacctat
gggtgagctg
actggtaagt
acgtgggcaa
ggaagatgcc
cgaatatttt
tegectgtge

aatcaaagac

actcttegta
aacggeccgtt
ctctttegeg
tttgcecgage
ttcaaagaaa
gcccegetegt
cgtatgeccca
gtgcaatccc
atggcagaca
tttgagcegg
ctttttgacg
ggcgtgaage
ttcaaagttt
cgtgatatgt
gagcgtgaat
gccatttccg
gtaaaggatg
ctgagttggc
caggcaageg
attaagcata
aaacctagta
gtgcaaattt

tatattegta

54

tgcacggata
ttttcagctc
ctagtgatct
cgtatctceg
ttgagtatgt
atatcgattc
gcctgtcaaa
tgcaccaaga
tcaattttac
agtattecgge
atatggcgga
gttgggatac
ggttcaaact
tagcacacat
ggttagaage
tcggtttagg
atgtggtgga
gtctgacaaa
gtatcgcgtg
tctgcegtgt
atgatattce
tttacaaatt

aagtttacat

caacgttagt
ggccggtcag
ggccttceccce
cgaagccctg
agtagagtat
ttacgatgac
tagtaagtgt
agagctgaaa
gcgtcaccgt
cacacgtatt
tatttttgeg
ctctetgttyg
gatggaagaa
ccgcaagcecg
gggctacatt
cccgtgeoact
aaaagttcac
cgacaccaaa
ttatatgaag
tgtggatecge
gatgggttgt
tattgacggc

cgatccaatc

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2406
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Met Asp Ala Leu Tyr Lys Ser Thr Val Ala Lys Phe Asn Glu Val Thr
1 3 10 15

Gln Leu Asp Cys Ser Thr Glu Ser Phe Ser Ile Ala Leu Ser RARla Ile

20 25 30

Ala Gly Ile Leu Leu Leu Leu Leu Leu Phe Arg Ser Lys Arg His Ser
35 40 45

Ser Leu Lys Leu Pro Pro Gly Lys Leu Gly Ile Pro Phe Ile Gly Glu
50 55 60

Ser Phe Ile Phe Leu Arg Ala Leu Arg Ser Asn Ser Leu Glu Gln Phe
65 70 75 80

Phe Asp Glu Arg Val Lys Lys Phe Gly Leu Val Phe Lys Thr Ser Leu
a5 30 95

Ile Gly His Pro Thr Val Val Leu Cys Gly Pro Ala Gly Asn Arg Leu
100 105 110

Ile Leu Ser Asn Glu Glu Lys Ieu Val Gln Met Ser Trp Pro Ala Gln
115 120 125

Phe Met Lys Leu Met Gly Glu Asn Ser Val Ala Thr Arg Arg Gly Glu
130 135 140

Asp His Ile val Met Arg Ser Ala Leu Ala Gly Phe Phe Gly Pro Gly
145 150 155 160

Ala Leu Gln Ser Tyr Ile Gly Lys Met Asn Thr Glu Ile Gln Ser His
165 170 175

Ile Asn Glu Lys Trp lys Gly Lys Asp Glu Val Asn Val Leu Pro Leu
180 185 150

val Arg Glu Leu Val Phe Asn Ile Ser Ala Ile leu Phe Phe Asn Ile
195 200 205

Tyr ASp Lys Gln Glu Gln AsSp Arg Leu His Lys Leu Leu Glu Thr Ile
210 215 220

Leu Val Gly Ser Phe Ala Leu Pro Ile Asp Leu Pro Gly Phe Gly Phe
225 230 235 240

His Arg Ala Leu Gln Gly Arg Ala Lys Leu Asn Lys Ile Met Leu Ser
245 250 255

Leu Ile Lys Lya Arg Lys Glu Agp Leu Gln Ser Gly Ser Ala Thr Ala
260 265 270

Thr Gln Asp Leu Leu Ser Val Leu Leu Thr Phe Arg Asp Asp Lys Gly
275 280 285

55



Thr

His

305

Leu

Leu

Asp

Ile

385

Thr

Lys

Tyr

Glu

Thr

465

Asp

Pro

Pro

290

Ala

Leu

Glu

Leu

Met

370

Gln

Thr

Phe

Thr

Phe

450

Phe

Pro

Arg

<210> 47
<211> 1497
<212> ADN

< 213> Secuencia Atrtificial

<220>
< 223> Polinucleétido Sintético

<400> 47

Leu

Ser

Ser

Ile

Lys

355

Phe

Tyr

Tyr

Met

Phe

435

Ser

Ser

Leu

Pro

Thr

Tyr

Ser

Leu

340

Ala

Pro

Asp

Ser

Pro

420

Leu

Lys

Ser

Pro

Asn

Asp

Asn

325

Ser

Met

Pro

Gly

Thr

405

Ser

Pro

Met

Tyr

Fro
485

Asp

Thr

310

Pro

Asn

Lys

val

Tyr

390

His

Arg

Phe

Glu

Thr

470

Leu

Glu

295

Thr

Glu

Lys

Tyr

Phe

375

Thr

Pro

Phe

Gly

Ile

455

Pro

Pro

Ile

Thr

Cys

Glu

Thr

360

Gly

Ile

Lys

Asp

Gly

440

Leu

Val

Ser

ES 2575790 T3

Leu

Ser

Tyr

Glu

345

Trp

Thr

Pro

Asp

Gln

425

Gly

Leu

Asp

Lys

Asp

Pro

Gln

330

Gly

Gln

Phe

Lys

Leu

410

Glu

Gln

FPhe

Pro

Gly
490

Asn

Met

315

Lys

Glu

val

Arg

Gly

395

Tyr

Gly

Arg

val

Asp

475

Phe

Phe

300

Ala

val

Glu

Ala

Lys

380

Trp

Phe

Lys

Ser

His

460

Glu

Ser

56

Ser

Leu

val

Ile

Gln

365

Ala

Lys

Asn

His

Cys

445

His

Lys

Ile

Ser

Ile

Gln

Thr

350

Glu

Ile

Leu

Glu

val

430

Val

Phe

Ile

Lys

Leu

Phe

Glu
335

Trp

Thr

Thr

Leu

Pro

415

Ala

Gly

val

Ser

Leu
495

Leu

Lys

320

Gln

Lys

Leu

Asp

Trp

400

Glu

Pro

Trp

Lys

Gly

480

Phe



ES 2575790 T3

<210> 48
<211>717
5 < 212> PRT
< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Polipéptido Sintético

<400> 48

Met Gln Ala Asn Ser Asn Thr Val Glu Gly Ala Ser Gln Gly Lys Ser
10 1 5 10 15

57



Leu

Gly

Thr

Leu

65

Thr

Glu

Gly

Glu

Asp

145

Glu

Thr

Asn

val

225

Asp

val

Leu

Lys

Glu

val

Gln

Glu

Thr

Ala

130

Asn

Lys

Asp

Glu

Arg

210

Leu

Asp

Trp

Asp

Gly

35

Asan

Ala

Lys

Glu

Gln

115

Lys

Tyr

Lau

Asn

Pro

195

Gln

Ile

Asp

Pro

Ile

20

Gly

Ser

Cys

Pro

Glu

100

Thr

Ala

Ala

Ala

Ala

180

Trp

Tyr

Glu

Gln

Glu
260

Ser

Asp

Gln

val

Ala

85

Asp

Gly

Arg

Ala

Phea

165

Ala

Leu

Glu

Gln

Cys

245

Leu

Arg

leu

Asn

Phe

70

val

Asp

Thr

Tyr

Asp

150

Phe

Arg

Ser

His

Gly

230

Ile

Asp

Leu

Gly

Leu

Phe

Arg

Ser

Ala

Glu

135

Asp

Mat

Phe

Asp

Phe

215

Ala

Glu

Gln

Asp

Ala

40

Met

Phe

Pro

Ala

Glu

120

Lys

Glu

Lou

Tyr

Leu

200

Asn

Lys

Asp

Leu

ES 2575790 T3

His

25

Met

Ile

val

Thr

Lys

105

Gly

Ala

Gln

Ala

Lys

185

Thr

Lys

Arg

Asp

Leu
265

Ile

Thr

Leu

Trp

Pro

g0

Lys

Phe

val

Tyr

Thr
170

Trp

Tyr

vVal

Leu

Phe

250

Arg

Phe

Gly

Thr

Arg

75

Leu

Lys

Ala

Phe

Glu

155

Tyr

Phe

Gly

Ala

val

235

Thr

Asp

Ala

Ser

Thr

60

Arg

val

Val

Lys

Lys

140

Glu

Gly

Leu

val

Lys

220

Pro

Ala

Glu

58

Leu

Ala

45

Ala

Gly

Lys

Thr

Ala

125

val

Lys

Asp

Glu

Phe

205

Ala

val

Trp

Asp

Leu

30

Leu

Leu

Gly

=1lu

Ile

110

Leu

val

Leu

Gly

Gly

150

Gly

val

Gly

Asp
270

Leu

Ile

Ala

Ser

Glu

95

Phe

Ala

Asp

Lys

Glu

175

Lys

Leu

Asp

Leu

Glu

255

Glu

Asn

Leu

Val

Asp

80

Asp

Phe

Glu

Leu

Lys

160

Pro

Glu

Gly

Glu

Gly

240

Gln

Pro



Thr

Ile

Gln

305

Val

Ile

Gly

Glu

His

385

Pro

Ala

Ala

Ser

Arg

465

Leu

Tyr

Thr

Ser

Tyr

290

Asn

Ala

His

Asp

Ala

370

Gly

Pro

Asp

His

Pro

450

Ser

Gly

Ser

Cys

Ala

275

Asp

Gly

val

Leu

His

355

Ala

Asp

Phe

Leu

Ala

435

Ala

Leu

val

Ile

Ala
515

Thr

Ser

Gin

Arg

Glu

340

Val

lys

Lys

Pro

Leu

420

Ser

Gly

Phe

Ser
500

Leu

Pro

Val

Ala

Arg

325

Phe

Gly

Leu

Glu

Gly

405

Asn

Asp

Lys

Glu

Phe

485

Ser

val

Tyr

val

val

310

Glu

Asp

Val

Leu

Asp

390

Pro

Pro

Pro

Asp

Ile

470

Ala

Ser

Tyr

Thr

Ser

295

Tyr

Leu

Ile

His

Gly

375

Gly

Cys

Pro

Ala

Glu

455

Met

Ala

Pro

Gly

Ala

280

val

Asp

His

Ser

Thr

360

Tyr

Thr

Thr

Arg

Glu

440

Tyr

Ala

Ile

Arg

Pro
520

ES 2575790 T3

Ala

Tyr

Ile

Thr

Asp

345

Glu

Gln

Pro

Leu

Lys

425

Ala

Ser

Glu

Ala

Phe

505

Ser

Ile

Glu

His

Pro

330

Thr

Asn

Leu

Leu

Arg

410

Ala

Glu

Gln

Phe

Pro

490

Ala

Pro

Pro

Glu

His

315

Leu

Gly

Ser

Asp

Gly

355

Thr

Ala

Arg

Trp

Pro

475

Arg

Pro

Thr

Glu

Thr

300

Pro

Ser

Leu

Ile

Thr

380

Gly

Ala

Phe

Leu

val

460

Ser

Leu

Ser

Gly

59

Tyr

285

His

Cys

Asp

Ile

Glu

365

Ile

Ser

Leu

Leu

Lys

445

Thr

Ala

Gln

Arg

Arg
525

Arg

Ala

Arg

Tyr

350

Thr

Phe

Ser

Ala

Ala

430

Phe

Ala

Lys

Pro

Ile

510

Ile

val

Leu

Ser

Ser

335

Glu

Val

Ser

Leu

Arg

415

Leu

Leu

Ser

Pro

Arg

495

His

His

Glu

Lys

Asn

320

Cys

Thr

Glu

Val

Pro

400

Tyr

Ala

Ser

Gln

Pro

480

Tyr

val

Lys



Gly

His

545

Leu

Gly

Glu

Asn

Glu

625

Ala

Thr

Ala

Gln

Lys
705

val

530

Asp

Pro

Phe

Ala

Arg

610

Lys

Thr

Trp

Lys

Glu

690

Leu

<210> 49
<211> 2151
<212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Polinucleétido Sintético

<400> 49

Cys

Cys

Ala

Ala

Gly

595

Gln

Gly

Lys

Ser

Gly

675

Gln

Gln

Ser

Ser

Asp

Pro

580

Glu

Met

Ile

Glu

Leu

660

Met

Glu

Met

Asn

Trp

Ser

565

Phe

Lys

Asp

Leu-

Tyr

645

Ile

Ala

Ser

ASpP

Trp

Ala

550

Thr

Arg

Leu

Tyr

Thr

630

Val

Ala

Arg

val

Gly
710

Met

535

Pro

Thr

Gly

Gly

Ile

615

Asn

Gln

Gln

Asp

Asp

695

Arg

Lys

val

Pro

Phe

Pro

600

Tyr

Leu

His

Gly

Val

680

Ser

Tyr
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Asn

Phe

Ile

Leu

585

Ala

Glu

Ile

Lys

Gly

665

His

Ser

Leu

Ser

val

Val

570

Gln

Val

Asp

Val

Met

650

Tyr

Arg

Lys

Arg

Leu

Arg

555

Met

Glu

Leu

Glu

Ala

635

Leu

Leu

Thr

Ala

AsSp
715

Pro

540

Gln

val

Arg

Phe

Leu

620

Phe

Glu

Tyr

Leu

Glu

700

Ile

60

Ser

Ser

Gly

Ala

Phe

605

Lys

Ser

Lys

val

His

685

Phe

Trp

Glu

Asgn

Pro

Lys

590

Gly

Gly

Arg

Ala

Cys

670

Thr

Leu

Glu

Phe

Gly

573

Leu

Cys

Tyr

Glu

Ser

655

Gly

Ile

val

Thr

Lys

560

Thr

Gln

Arg

Val

Gly

640

Asp

Asp

Val

Lys
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atgcaggcga attctaatac ggttgaaggc gcocgagccaag
agtcgectcecg accatatett cgcectgetg ttgaacggga
atgaccgggt cggccttaat tctgacggaa aatagccaga

gegetggeeg ttectggtege ttgegttttt tttttegttt

gcaagtctct tctggacatt

aaggcggaga ccttggtgeg

acttgatgat tctgaccact

ggcgcegtgy tggaagtgat

61

60

120

180

240



acacagaagc
gatgatagcg
ggtttcgeaa
gtegtggatt
gaaaagctag
gctegetttt
acttatggeg
gceggtggacy
gatgatgatc
ctggatcagc
gctattccag
catgcgctga
gtggcagtac
ttcgatatta
gagaattcaa
atcttcagcg
ccgocgttte
aaccctcege
gctgaacgcc
actgegtcec
ctgggagtgt
tectcccoge
agccctacgg
tccgaagaaa
ctgcecgeeg
tttcgegget
geagtgctgt
aagggttacg
gccaccaaag
atcgcccagg
catcgcaccc
tttttagtca
<210> 50

<211>5
<212>PRT

ccgccgtacg
ccaagaaaaa
aggccttage
tggataacta
cgttcttcat
ataaatggtt
tgtttggectt
aagtgctcat
agtgcattga
tcttacgtga
aataccgggt
aacaaaatgg
gtcgtgaget
gtgatactgg
ttgaaaccgt
tgcatgggga
cggggoecctyg
gcaaagccgc
ttaaatttct
aacgcagcct
ttttecgeccege
gtttcgegec
ggcgtattca
cccacgattg
attcgacgac
tccttcagga
tttttgggtg
ttgaaaaagg
agtatgttca
gtggttatct
tgcatacaat

aaaagctgca

< 213> Secuencia Artificial

tccecacacct
ggtcacaata
tgaggaagca
tgcagecggat
gctegeccace
tctegagggt
aggtaaccgt
tgaacaaggc
ggacgacttc
tgaagatgac
ggaaatctac
acaagccgta
gcatacceccg
gttaatctat
ggaagaagca
caaggaagat
cacgctgegg
cttcctggeca
cagttctcca
cctcgagatt
aatagcgccg
gtctcgtatc
taaaggtgtg
cagctgggca
gccaategtg
acgcgcaaaa
ccgeaaccge
tattctgacg
gcacaagatg
gtatgtttge
cgttcaggaa

aatggatgga

ES 2575790 T3

cttgttaaag
ttttttggea
aaggcacgtt
gacgaacagt
tacggtgacg
aaagagcgeg
cagtatgaac
gccaaacgtc
actgcctgga
gagccgacgt
gactcagtag
tacgatatcec
ctgtcggatc
gagacgggcg
gctaaactgt
ggaacaccat
acggegetgyg
ctggccgcac
gccggaaaag
atggecgaat
cgcttgcaac
catgtaacgt
tgcagcaact
ccggtctttg
atggttggac
ctgcaggaag
cagatggatt
aatctgatcg
ttagagaaag
ggtgatgcga
caagaatccg

cgctacttac

aagaggacga
cccagacegyg
atgaaaaggc
acgaagagaa
gcgaaccgac
ageccatggtt
actttaacaa
tggtaccggt
gagaacaagt
ctgcgaccece
tgtecggtcta
accacccgtg
gtagttgtat
accacgttgg
taggttacca
tgggcgggag
cacgttacgc
acgcgtcaga
acgaatactc
tcecccagecge
ctaggtatta
gcgcgctggt
ggatgaagaa
tgcgccagtc
ctggaaccgg
cgggcgaaaa
acatctatga
ttgcattttc
cctccgacac
agggtatgge
tagactcgtce

gggatatttg

62

agaagaagasa
caccgocgaa
ggtatttaaa
gttgaaaaag
tgataatgcce
gtcagatctyg
ggtcgcgaaa
agggcttggt
gtggectgag
gtacacggcg
tgaggaaacc
tcgcagcaac
tcatctggaa
agttcatacc
actggataca
tagcctgecca
ggacctgctg
tccggcetgaa
acagtgggtc
gaaacegecg
tagcatgtcc
ctatggtcct
ttctttgeec
aaactttaaa
cttegeteca
attgggececg
agatgagctt
acgagaaggce
gtggtcttta
cagagacgta
aaaagcggag

g

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
20490
2100

2151



10

15

ES 2575790 T3

<220>
< 223> Polipéptido Sintético

<400> 50

Gly Ser Thr Gly Ser
1 5

<210> 51

<211>8

< 212> PRT

< 213> Secuencia Atrtificial

<220>
< 223> Polipéptido Sintético

Met Ala Leu Leu Leu Ala Val Phe
1 5

<210> 52

<211> 41

< 212> ADN

< 213> Secuencia Atrtificial

<220>
< 223> Oligonuleodtido Sintético
cgtaccatgg ttgatttcaa tgaatatatg aaaagtaagg c

63

Ly
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REIVINDICACIONES

1. Un método para aumentar la produccién de terpenoides en una célula de E. coli que produce uno o mas
terpenoides, que comprende controlar la acumulacién de indol en la célula o en un cultivo de las células a menos de
100 mg/L y sobre-expresar en la célula uno o mas componentes de la via no mevalonato (MEP), aumentando con
ello la produccién de terpenoides en la célula, en el que la etapa de controlar la acumulacién de indol en la célula o
en un cultivo de las células comprende (i) equilibrar una via MEP aguas arriba con una via de sintesis de
terpenoides aguas abajo y/o modificar o regular una via indol, o (ii) separar del cultivo celular el indol acumulado a
través de métodos quimicos.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que se sobre-expresan el uno o mas componentes de la via MEP para
amplificar la produccién de isopentenil difosfato (IPP) y dimetilalil difosfato (DMAPP).

3. El método de la reivindicacién 1 6 2, en el que la célula expresa de forma recombinante una enzima terpenoide
sintasa y una enzima geranilgeranil difosfato sintasa (GGPPS).

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el uno o mas componentes de la via MEP se
seleccionan de dxs, ispC, ispD, ispE, ispF, ispG, ispH, idi, ispA e ispB.

5. El método de la reivindicacion 4, en el que la célula comprende un operdn dxs-idi-ispDF heterdlogo.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la via MEP de aguas arriba esta equilibrada
con respecto a las vias de sintesis de terpenoides de aguas abajo en uno o mas de:

manipular el nimero de copias de genes u operones para una o mas enzimas de las vias de aguas arriba
y/o aguas abajo,

regular la expresion de genes u operones de la via de aguas arriba y/o aguas abajo utilizando promotores
con diferentes fuerzas.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el indol acumulado se separa del cultivo celular
utilizando absorbentes o agentes depuradores.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que la produccién se realiza en un recipiente de
reaccion ventilado, y en el que el método comprende recuperar el terpenoide del cultivo celular.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que el método comprende recuperar el terpenoide
de la fase gaseosa del cultivo celular.

10. El método de la reivindicacion 9, en el que el método comprende afadir al cultivo celular una capa organica tal
como dodecano y recuperar el terpenoide de la capa organica.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que el uno o mas terpenoides es un
monoterpenoide, un sesquiterpenoide, un diterpenoide, un triterpenoide o un tetraterpenoide.

12. El método de la reivindicacién 11, en el que el uno o mas terpenoides es un taxadieno o un precursor de taxol.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, que comprende, ademas, medir la cantidad o
concentracién de indol en la célula o en un cultivo de las células.

14. El método de la reivindicacién 13, en el que el método comprende medir dos o mas veces la cantidad o
concentracion de indol.

15. El método de la reivindicacion 13 o la reivindicacion 14, en el que la cantidad o concentracién medida de indol se
utiliza para guiar un procedimiento de producir uno o mas terpenoides y/o para guiar la construccion de la cepa.
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Ep20TrcGT
ECh1TrcMEPp20GT
Ep5TrcMEPP20TrcGT
Ep10TrcMEPPp20TrcGT
Ep20TrcTG

Ep20T5GT
Ep20T5GTTrcT
ECh1TrcMEPp20TrcTG
ECh1TrcMEPp20T5GT

. ECh1TrcMEPP20T5GT TrcT
. Ep5STrcMEPR20TrcTG

. Ep5TreMEPP20T5GT

. Ep5TrcMEPp20T5GT Trct
. Ep10TrcMEPP20TrcTG

. Ep10TrcMEPP20T5GT

. Ep10TrcMEPP20T5GT TrcT
. EDE3p10TrcMEPP5T7TG
. EDE3p20TrcMEPPST7TG
. EDE3p20T5MEPP5T7TG

. EDE3p20T7MEPP5T7TG

. EDE3p5TrcMEPp10T7TG
. EDE3p20TrcMEPP10T7TG
. EDE3p20T5MEPP10T7TG
. EDE3p20T7MEPP10T7TG
. EDE3p5T7TG

. EDE3Ch1TrcMEPP5ST7TG
. EDE3Ch1T5MEPR5ST7TG

. EDE3Ch1T7MEPP5T7TG

. EDE3p10T7TG

. EDE3Ch1TrcMEPP10T7TG
. EDE3Ch1T5MEPp10T7TG
. EDE3Ch1T7MEPp10T7TG

Fig. 2e
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