ES 2583179 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacién: 2 583 179
Gint. cl.;

C12N 15/52 (2006.01)

C12P 7/18 (2006.01)
C12N 1/00 (2006.01)
@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  06.08.2008 E 08782639 (2)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 04.05.2016  EP 2185708

Titulo: Métodos y organismos para la produccién de 1,4-butanodiol acoplada al crecimiento

Prioridad: @ Titular/es:

10.08.2007 US 891602 GENOMATICA, INC. (100.0%)
4757 Nexus Center Drive

Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la San Diego, CA 92121, US
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

19.09.2016 BURGARD, ANTHONY, P;
VAN DIEN, STEPHEN, J.y
BURK, MARK, J.

Agente/Representante:
FUSTER OLAGUIBEL, Gustavo Nicolas

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

ES 2583179 T3
DESCRIPCION

Métodos y organismos para la produccion de 1,4-butanodiol acoplada al crecimiento
Antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere generalmente al disefio informatico (in silico) de organismos, y mas especificamente
a organismos que tienen capacidad de biosintetizar el 1,4-butanodiol, como se define en las reivindicaciones.

1,4-Butanodiol (BDO) es un dialcohol de cuatro atomos de carbono que actualmente se fabrica exclusivamente a
través de varias rutas petroquimicas. El BDO forma parte de una familia de disolventes e intermedios poliméricos de
gran volumen que incluye gamma-butirolactona (GBL), tetrahidrofurano (THF), pirrolidona, N-metilpirrolidona (NMP),
y N-vinil-pirrolidona. La oportunidad global de mercado para esta familia excede los 4.000 millones de $.

Se producen globalmente al afio aproximadamente 2.500 millones de libras de BDO con un crecimiento anual del 4-
5% con un precio reciente de venta que varia de 1,00 a 1,20 $/Ib. La demanda de BDO se debe en gran parte a su
uso como compuesto intermedio de las resinas plasticas de tereftalato de polibutileno (PBT), poliuretanos
termoplasticos y éteres de copoliéster. BDO sirve también como precursor principal de THF, que se emplea como
compuesto intermedio para los copolimeros de poli(tetrametilenglicol) PTMEG necesarios para la produccion de
lycra y spandex. Se producen globalmente aproximadamente 700 millones de Ib de THF por afio con una tasa anual
de crecimiento de aproximadamente el 6%. Un porcentaje significativo del crecimiento (>30%) de BDO y THF se
produce en Asia (China e India). GBL es actualmente un producto de un volumen mas pequefio (400 millones de
Ib/afio) que tiene numerosas aplicaciones como disolvente, como un aditivo para tintas, pinturas, y colorantes, asi
como el precursor primario de derivados de pirrolidona tales como NMP.

Los procesos convencionales para la sintesis de BDO usan materias primas petroquimicas como sus materiales de
partida. Por ejemplo, se hace reaccionar acetileno con 2 moléculas de formaldehido en la reaccidon de sintesis de
Reppe (Kroschwitz y Grant, Encyclopedia of Chem. Tech., John Wiley and Sons, Inc., Nueva York (1999)), seguido
por hidrogenacion catalitica para formar 1,4-butanodiol. Se ha estimado que el 90% del acetileno producido en los
Estados Unidos se consume en la produccién de butanodiol. Como alternativa, se puede formar por esterificacion e
hidrogenacion catalitica de anhidrido maleico, que se deriva de butano. Posteriormente, el butanodiol se puede
transformar adicionalmente; por ejemplo, mediante oxidacién de la y-butirolactona, que se puede convertir
adicionalmente en pirrolidona y N-metil-pirrolidona, o hidrogenolisis del tetrahidrofurano (figura 1). Estos compuestos
tienen usos variados como compuestos intermedios, disolventes, y aditivos poliméricos, y tienen un mercado
combinado de casi 2000 millones de Ib/afio.

Las soluciones convencionales basadas en materias primas de hidrocarburos utilizan metano para producir
formaldehido. Por tanto, un gran porcentaje de la produccion comercial de BDO se basa en metano como material
de partida. La producciéon de acetileno se basa también en materiales de partida basados en petroleo (véase la
figura 1). Por tanto, los costes de produccion de BDO fluctdan con el precio del petréleo y el gas natural.

Es deseable desarrollar un método para la producciéon de estos productos quimicos por medios alternativos que
sustituyan no solo materias primas basadas en petrdleo por renovables, y usen también menos energia y procesos
de menor coste de inmovilizado. El Departamento de energia de Estados Unidos ha propuesto los 1,4-diacidos, y
particularmente el acido succinico, como compuestos intermedios clave producidos biolégicamente para la

fabricacion de la familia de productos del butanodiol (DOE Report, “Top Value-Added Chemicals from Biomass’,
2004). Sin embargo, el acido succinico es muy costoso de aislar y purificar y requiere elevadas temperaturas y
presiones para la reduccion catalitica a butanodiol.

El documento JP 62285779 se refiere a la producciéon de 1,4-butanodiol inoculando una cepa bacteriana que
pertenece al género Bacillus [cepa C-105 (FERM P-8788] y es capaz de producir 1,4-butanodiol en un medio que
contiene sacaridos y cultivar la cepa.

Por tanto, existe una necesidad de medios alternativos para producir eficazmente cantidades comerciales de 1,4-
butanodiol y sus precursores quimicos. La presente invencion satisface esta necesidad y proporciona también
ventajas relacionadas.

Sumario de la invenciéon

La invencién proporciona un microorganismo que no se produce naturalmente que comprende un conjunto de
modificaciones metabdlicas que comprenden

la perturbacion de los genes adhE, IdhA, pflAB y mdh,

en el que el microorganismo comprende ademas una ruta biosintética de 1,4-butanodiol (BDO) que comprende al
menos un acido nucleico exdgeno que codifica la 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa, semialdehido succinico
deshidrogenasa independiente de CoA, succinil-CoA sintetasa, semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente
de CoA, 4-hidroxibutirato:CoA transferasa, glutamato:semialdehido succinico transaminasa glutamato
descarboxilasa, aldehido deshidrogenasa independiente de CoA, aldehido deshidrogenasa dependiente de CoA o
alcohol deshidrogenasa, en el que el acido nucleico exdgeno se expresa en cantidad suficiente para producir 1,4-
butanodiol (BDO).
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La invencion se refiere adicionalmente a un método de producir 1,4-butanodiol, que comprende:

(a) cultivar un microorganismo que no se produce naturalmente de la invencion, en fase de crecimiento
exponencial, en una cantidad suficiente de nutrientes y medios; y
(b) aislar el 1,4-butanodiol producido a partir de dicho microorganismo que no se produce naturalmente.

Se definen aspectos adicionales de la invencién en las reivindicaciones.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama esquematico que muestra un punto de entrada del acido 4-hidroxibutanoico (4-HB) en la
linea de producto de la familia de productos quimicos del 1,4-butanodiol (BDO), y la comparacion con las rutas de
sintesis quimica de las materias primas petroquimicas. Las flechas negras solidas muestran las rutas de sintesis
quimica; las flechas azules punteadas muestran una ruta biosintética de 4-HB y las posteriores etapas de conversion
de la familia de productos quimicos de BDO.

La Figura 2 es un diagrama esquematico que muestra las rutas bioquimicas de produccion de 4-hidroxibutirato (4-
HB) y y-butirolactona (GBL). Los enzimas que catalizan las reacciones biosintéticas de 4-HB son: (1) semialdehido
succinico deshidrogenasa independiente de CoA; (2) succinil-CoA sintetasa; (3) semialdehido succinico
deshidrogenasa dependiente de CoA; (4) glutamato: semialdehido succinico transaminasa; (5) glutamato
decarboxilasa; (6) 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa. La conversion (7) corresponde a una reaccion no enzimatica
espontanea, que convierte 4-HB en GBL.

La Figura 3 es un diagrama esquematico que muestra la sintesis quimica de 1,4-butanodiol (BDO) y los productos
posteriores y-butirolactona (GBL), tetrahidrofurano (THF) y algunas pirrolidonas.

La Figura 4 es un diagrama de flujo de proceso esquematico de los bioprocesos de produccién de y-butirolactona. El
panel (a) ilustra la fermentacién con alimentacion discontinua con separacion discontinua y el panel (b) ilustra la
fermentacion con alimentacion discontinua con separacién continua.

La Figura 5 muestra la envolvente de produccion tedrica de una cepa disefiada mediante OptKnock comparada con
una cepa tipica de produccion no acoplada al crecimiento. Sefialar que las trayectorias evolutivas potenciales de la
cepa OptKnock son fundamentalmente diferentes en que conduce a un fenotipo de alta produccion.

La Figura 6 muestra las rutas bioquimicas que conducen hasta el 1,4-butanodiol. 1) semialdehido succinico
deshidrogenasa independiente de CoA; 2) succinil-CoA sintetasa; 3) semialdehido succinico deshidrogenasa
dependiente de CoA; 4) glutamato: semialdehido succinico transaminasa; 5) glutamato decarboxilasa; 6) 4-
hidroxibutanoato deshidrogenasa; 7) 4-hidroxibutirii CoA:acetil-CoA transferasa; 8) aldehido deshidrogenasa; 9)
alcohol deshidrogenasa.

La Figura 7 muestra los limites de solucion de la tasa de crecimiento anaerobio frente al rendimiento de BDO para
una cepa de E. coli que tiene las rutas de produccion de BDO mostradas y las desactivaciones génicas previstas por
OptKnock en la Figura 5 suponiendo a) la irreversibilidad de la PEP carboxiquinasa y b) la reversibilidad de la PEP
carboxiquinasa. Se supuso una tasa de captacion de glucosa basa de 20 mmol/gDW/h junto con un requerimiento
de mantenimiento de ATP no asociado al crecimiento de 7,6 mmol/gDW/h.

La Figura 8 muestra una representacion grafica del metabolismo central de E. coli.

La Figura 9 muestra los limites de solucion de la tasa de crecimiento anaerobio frente al rendimiento de BDO para
una cepa de E. coli que tiene las rutas de produccion de BDO mostradas y las desactivaciones génicas previstas por
OptKnock en la Figura 5 suponiendo la reversibilidad de la PEP carboxiquinasa. Se supuso una tasa de captacion de
glucosa basa de 20 mmol/gDW/h junto con un requerimiento de mantenimiento de ATP no asociado al crecimiento
de 7,6 mmol/gDW/h.

Descripcion detallada de la invencién

Se divulga el disefio y la produccion de células y organismos que tienen capacidades de produccion biosintéticas
para el acido 4-hidroxibutanoico (4-HB), y-butirolactona y 1,4-butanodiol. En un aspecto, la descripcion utiliza
modelos estequiométricos in silico del metabolismo de Escherichia coli que identifican disefios metabdlicos para la
produccion biosintética de acido 4-hidroxibutanoico (4-HB) y 1,4-butanodiol (BDO). Los resultados descritos en el
presente documento indican que se pueden disefiar y conseguir mediante ingenieria genética recombinante rutas
metabodlicas para conseguir la biosintesis de 4-HB y de los productos posteriores tales como 1,4-butanodiol en
Escherichia coli y otras células u organismos. La produccion biosintética de 4-HB, por ejemplo, para los disefios in
silico se puede confirmar mediante la construccion de cepas que tienen el genotipo metabolico disefiado. Estas
células u organismos disefiados metabdlicamente mediante ingenieria genética se pueden someter a evolucion
adaptativa para aumentar adicionalmente la biosintesis de 4-HB, incluyendo en condiciones que se aproximan al
crecimiento maximo tedrico.

Se divulgan ademas estrategias de disefio mediante ingenieria metabdlica para obtener rendimientos elevados de
1,4-butanodiol (BDO) en Escherichia coli (véanse los Ejemplos V-VII). Como se divulga en el presente documento,
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se empled un modelo estequiométrico a escala genémica del metabolismo de E. coli utilizando la infraestructura
informatica de optimizacion de dos niveles OptKnock para identificar estrategias informaticas con muiltiples
inactivaciones génicas. Las deleciones se introducen de tal manera que se reduce la redundancia en la red con el
efecto en ultima instancia de acoplar el crecimiento a la produccion de BDO en la red. Las caracteristicas de
produccion de BDO acopladas al crecimiento de las cepas disefiadas las convierten en genéticamente estables y
adecuadas para bioprocesos continuos. Se identificaron estrategias de disefio de cepas suponiendo la adiciéon de
capacidades de reaccidon no naturales en E. coli que conducen a una ruta metabdlica desde el succinato
semialdehido a BDO. De los cientos de estrategias identificadas por OptKnock, surgié un disefio que satisface
multiples criterios. Este disefio, que utiliza la eliminacion de adhE, IdhA, mdh, aspA, y pflAB, 1) conduce a un
elevado rendimiento de BDO previsto a crecimiento maximo, 2) requirié un niumero de desactivaciones razonable, 3)
no tuvo un efecto perjudicial sobre el rendimiento teérico maximo de BDO, 4) consiguié un acoplamiento fuerte entre
la produccion de BDO y el crecimiento celular, y 5) era sdélido con respecto a la supuesta irreversibilidad o
reversibilidad de la PEP carboxiquinasa. Se divulgan también en el presente documento métodos para el ensayo
experimental de disefios de cepas y su evolucion hacia el crecimiento maximo tedrico.

En determinados aspectos, las caracteristicas de la biosintesis de 4-HB de las cepas disefiadas las convierten en
genéticamente estables y adecuadas para bioprocesos continuos. Se identificaron estrategias de disefio de cepas
independientes con la incorporacion de capacidades de reaccion no naturales o heterélogas diferente en E. coli que
conducen a rutas metabolicas productoras de 4-HB y 1,4-butanodiol derivados de la semialdehido succinico
deshidrogenasa independiente de CoA, succinil-CoA sintetasa y semialdehido succinico deshidrogenasa
dependiente de CoA, o glutamato:semialdehido succinico transaminasa. Se identificaron disefios metabdlicos in
silico que dieron como resultado la biosintesis de 4-HB en especies de E. coli y levadura procedentes de cada una
de estas rutas metabdlicas. El compuesto intermedio de 1,4-butanodiol, y-butirolactona, se puede generar en cultivo
mediante ciclaciéon espontanea en condiciones de pH<7,5, particularmente en condiciones acidas, tales como por
debajo de pH 5,5, por ejemplo, pH<7, pH<6,5, pH<6, y particularmente a pH<5,5 o inferior.

Las cepas identificadas mediante el componente de calculo de la plataforma pueden llevarse a la produccion real
genomanipulando cualquiera de las alteraciones metabdlicas previstas que conducen a la produccion biosintética de
4-HB, 1,4-butanodiol u otros compuestos intermedios y/o productos posteriores. En otro aspecto mas, las cepas que
presentan produccion biosintética de estos compuestos pueden someterse adicionalmente a evolucién adaptativa
para aumentar ademas la biosintesis del producto. Los niveles de rendimiento de la biosintesis del producto después
de la evolucién adaptativa también se pueden predecir mediante el componente de calculo del sistema.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término "que no se produce naturalmente”, cuando
se usa en referencia a un organismo microbiano o microorganismo de la invencion signifique que el organismo
microbiano tiene al menos una alteracion genética que no se encuentra normalmente en una cepa que se produce
naturalmente de las especies citadas, incluyendo las cepas silvestres de las especies citadas. Las alteraciones
genéticas incluyen, por ejemplo, modificaciones que introducen acidos nucleicos expresables que codifican
polipéptidos metabdlicos, otras adiciones de acidos nucleicos, deleciones de &acidos nucleicos y/u ofras
perturbaciones funcionales del material genético microbiano. Dicha modificacion incluye, por ejemplo, regiones
codificantes y fragmentos funcionales de las mismas, de polipéptidos heterélogos, homdélogos o heterdlogos y
homologos de las especies citadas. Las modificaciones adicionales incluyen, por ejemplo, regiones reguladoras no
codificantes en las que las modificaciones alteran la expresion de un gen u operdn. Los polipéptidos metabolicos
ilustrativos incluyen enzimas comprendidas en la ruta biosintética de 4-HB y enzimas comprendidas en la ruta
biosintética de la familia de compuestos de BDO.

Una modificacion metabdlica se refiere a una reaccién bioquimica que esta alterada a partir de su estado que se
produce naturalmente. Por tanto, los microorganismos que no se producen naturalmente tienen modificaciones
genéticas en acidos nucleicos que codifican polipéptidos metabdlicos o, fragmentos funcionales de los mismos. Se
describen modificaciones metabdlicas ilustrativas adicionalmente a continuacién para E. coli y organismos
microbianos de levaduras.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término "aislado", cuando se usa en referencia a un
organismo microbiano, signifique un organismo que esta sustancialmente exento de al menos un componente que
posee el organismo microbiano natural citado. El término incluye un organismo microbiano al que se eliminan alguno
o todos los componentes que se encuentran en su entorno natural. El término incluye también un organismo
microbiano al que se eliminan alguno o todos los componentes que el organismo microbiano tiene en entornos que
no se producen naturalmente. Por tanto, un organismo microbiano aislado esta parcial o completamente separado
de otras sustancias que se encuentran en la naturaleza o a medida que crece, se almacena o subsiste en entornos
que no se producen naturalmente. Los ejemplos especificos de organismos microbianos aislados incluyen microbios
parcialmente puros, microbios sustancialmente puros y microbios cultivados en un medio que no se produce
naturalmente.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que los términos "microbiano”, "organismo microbiano" o
"microorganismo" signifiquen cualquier organismo que exista como una célula microscopica que esté incluido en los
dominios de archaea, bacteria o eukarya. Por tanto, se pretende que el término abarque células u organismos
procariotas o eucariotas que tengan un tamafio microscopico e incluye bacterias, archaeas y eubacterias de todas
las especies, asi como microorganismos eucariotas tales como levaduras y hongos. El término incluye también
cultivos celulares de cualquier especie que se pueda cultivar para la produccién de un producto bioquimico.
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Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término "acido 4-hidroxibutanoico” signifique un
derivado 4-hidroxi de acido butirico que tiene la formula quimica C4HgO3 y una masa molecular de 104,11 g/mol
(126,09 g/mol para su sal de sodio). EI compuesto quimico acido 4-hidroxibutanoico se conoce también en la técnica
como 4-HB, 4-hidroxibutirato, acido gamma-hidroxibutirico o GHB. Se pretende que el término tal como se usa en el
presente documento incluya cualquiera de las diversas formas salinas de los compuestos e incluye, por ejemplo, 4-
hidroxibutanoato y 4-hidroxibutirato. Los ejemplos especificos de formas salinas de 4-HB incluyen sodio 4-HB y
potasio 4-HB. Por tanto, los términos acido 4-hidroxibutanoico, 4-HB, 4-hidroxibutirato, 4-hidroxibutanoato, acido
gamma-hidroxibutirico y GBH asi como otros nombres reconocidos en la técnica se usan como sinénimos en el
presente documento.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término "monomérico” cuando se usa en referencia a
4-HB signifique 4-HB en forma no polimérica o sin derivatizar. Los ejemplos especificos de 4-HB polimérico incluyen
acido poli-4-hidroxibutanoico y los copolimeros de, por ejemplo, 4-HB y 3-HB. Un ejemplo especifico de una forma
derivatizada de 4-HB es 4-HB-CoA. Se conocen también en la materia otras formas de 4-HB poliméricas y otras
formas derivatizadas de 4-HB.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término “y-butirolactona” signifique una lactona que
tiene la formula quimica C4HsO2 y una masa molecular de 86,089 g/mol. El compuesto quimico y-butirolactona se
conoce también en la técnica como GBL, butirolactona, 1,4-lactona, 4-butirolactona, acido 4-hidroxibutirico lactona, y
acido gamma-hidroxibutirico lactona. Se pretende que el término, tal como se usa en el presente documento, incluya
cualquiera de las diversas formas salinas de los compuestos.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término "1-4 butanodiol" signifique un derivado de
alcohol del alcano butano, que transporta dos grupos hidroxilo que tienen la formula quimica C4H10O2 y una masa
molecular de 90,12 g/mol. El compuesto quimico 1,4 butanodiol se conoce también en la técnica como BDO y es un
compuesto intermedio o precursor quimico de una familia de compuestos denominada en el presente documento
como familia BDO de compuestos, algunos de los cuales se ilustran en la figura 1.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término "tetrahidrofurano” signifique un compuesto
organico heterociclico que corresponde al analogo completamente hidrogenado del compuesto aromatico furano que
tiene la formula quimica C4HsO y una masa molecular de 72,11 g/mol. El compuesto quimico tetrahidrofurano se
conoce también en la técnica como THF, tetrahidrofurano, 1,4-epoxibutano, o6xido de butileno, 6xido de
ciclotetrametileno, oxaciclopentano, 6xido de dietileno, oxolano, furanidina, hidrofurano, tetraéxido de metileno. Se
pretende que el término, tal como se usa en el presente documento, incluya cualquiera de las diversas formas
salinas de los compuestos.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término "CoA" o "coenzima A" signifique un cofactor
organico o grupo prostético (parte no proteica de un enzima) cuya presencia se requiere para la actividad de muchas
enzimas (la apoenzima) para formar un sistema enzimatico activo. La coenzima A funciona en determinadas
enzimas condensadoras, actia en la transferencia del acetilo u otros grupos acilo y en la sintesis y oxidacion de
acidos grasos, la oxidacion del piruvato y en otras acetilaciones.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término "sustancialmente anaerobio”, cuando se usa
en referencia a un cultivo o condicion de crecimiento, signifique que la cantidad de oxigeno es menos de
aproximadamente 10% de saturacién para el oxigeno disuelto en un medio liquido. Se pretende también que el
término incluya camaras precintadas de medio liquido o sélido mantenidas con una atmoésfera de menos de
aproximadamente un 1% de oxigeno.

Los organismos microbianos no naturales de la invencion pueden contener alteraciones genéticas estables, que se
refieren a microorganismos que se pueden cultivar durante mas de cinco generaciones sin perder la alteracion. En
general, las alteraciones genéticas estables incluyen modificaciones que persisten mas de 10 generaciones, las
modificaciones particularmente estables persistiran mas de aproximadamente 25 generaciones, y mas
especialmente, las modificaciones genéticas estables seran superiores a 50 generaciones, incluyendo de forma
indefinida.

Los expertos en la materia entenderan que las alteraciones genéticas, incluyendo las modificaciones metabdlicas
ilustradas en el presente documento, se describen con referencia a genes de E. coli y levadura y sus
correspondientes reacciones metabdlicas. Sin embargo, dada la secuenciacion completa del genoma de una amplia
variedad de organismos y el alto nivel de capacidad en el campo de la gendmica, los expertos en la materia seran
facilmente capaces de aplicar las ensefianzas y las directrices proporcionadas en el presente documento
esencialmente a todos los diferentes organismos. Por ejemplo, las alteraciones metabdlicas de E. coli ilustradas en
el presente documento pueden aplicarse facilmente a otras especies incorporando los mismos acidos nucleicos
codificantes o sus analogos de especies diferentes de las especies citadas. Dichas alteraciones genéticas incluyen,
por ejemplo, alteraciones genéticas de especies homodlogas, por lo general, y en particular, ortdlogas,
desplazamientos de genes paralogos o no ortélogos.

Un ortélogo es un gen o genes que estan relacionados por una descendencia vertical y son responsables de
funciones sustancialmente iguales o idénticas en diferentes organismos. Por ejemplo, la epdxido hidrolasa de ratén y
la epdxido hidrolasa de ser humano se pueden considerar ortélogos para la funcién bioldgica de hidrélisis de los
epoxidos. Los genes estan relacionados por una descendencia vertical cuando, por ejemplo, comparten una similitud
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de secuencias en cantidad suficiente para indicar que son homologos, o estan relacionados evolutivamente a partir
de un ancestro comun. Los genes se pueden considerar también ortdlogos si comparten la estructura tridimensional
pero no necesariamente la similitud de la secuencia, de una cantidad suficiente para indicar que han evolucionado a
partir de un ancestro comun en la medida en la que la similitud de la secuencia primaria no sea identificable. Los
genes que son ortologos pueden codificar proteinas con una similitud de secuencias de aproximadamente 25% a
100% de identidad en la secuencia de aminoacidos. Puede considerarse que los genes que codifican proteinas que
comparten una similitud de aminoacidos menor del 25% proceden de descendencia vertical si su estructura
tridimensional muestra también similitudes. Los miembros de la familia de enzimas de las serina proteasas,
incluyendo el activador del plasminégeno tisular y la elastasa, se consideran procedentes de una descendencia
vertical a partir de un ancestro comun.

Los ortologos incluyen genes o sus productos génicos codificados que mediante, por ejemplo, evolucion, han
divergido en estructura o actividad global. Por ejemplo, donde una especie codifica un producto génico que presenta
dos funciones y donde dichas funciones se han separado en distintos genes en una segunda especie, los tres genes
y sus correspondientes productos se considera ortélogos. Para la produccion acoplada al crecimiento de un producto
bioquimico, los expertos en la materia entenderan que el gen ortélogo que hospeda la actividad metabdlica que se
va a perturbar es el que se va a seleccionar para la construccion del microorganismo no natural. Un ejemplo de
ortélogos que presentan actividades separables es cuando distintas actividades se han separado en distintos
productos génicos entre dos 0 mas especies 0 en una unica especie. Un ejemplo especifico es la separacion de la
proteolisis de la elastasa y la proteolisis del plasminégeno, dos tipos de actividad serina proteasa, en moléculas
distintas como activador del plasminégeno y la elastasa. Un segundo ejemplo es la separacion de la actividad de la
5'-3' exonucleasa de micoplasma y la actividad de la ADN polimerasa Ill. La ADN polimerasa de la primera especie
se puede considerar un ortdlogo para cualquiera o ambas exonucleasa o polimerasa de la segunda especie y
viceversa.

Por el contrario, los paralogos son homologos relacionados por, por ejemplo, duplicacion seguida de divergencia
evolutiva y que tienen funciones similares o comunes, pero no funciones idénticas. Los paralogos pueden originarse
o derivarse de, por ejemplo, la misma especie o de una especie diferente. Por ejemplo, la epdxido hidrolasa
microsomial (epdxido hidrolasa 1) y la epdxido hidrolasa soluble (epdxido hidrolasa Il) se pueden considerar
paralogos por que representan dos enzimas distintas, que han evolucionado simultdneamente a partir de un
ancestro comun, que catalizan diferentes reacciones y que tiene funciones distintas en la misma especie. Los
paralogos son proteinas de la misma especie con una similitud de secuencias significativa entre si sugiriendo que
son homodlogas, o relacionadas a través de evolucion simultanea a partir de un ancestro comun. Los grupos de
familias de proteinas paralogas incluyen los homologos de HipA, genes de la luciferasa, peptidasas, y otros.

El desplazamiento de un gen no ortélogo es un gen no ortélogo de una especie que se puede sustituir por una
funcién génica de una especie diferente a la que se hace referencia. La sustitucion incluye, por ejemplo, ser capaz
de llevar a cabo sustancialmente la misma funcién o una funcién similar en la especie de origen en comparaciéon con
la funcién a la que se hace referencia en la especie diferente. Aunque generalmente, el desplazamiento de un gen
no ortélogo se podra identificar como estructuralmente relacionado con un gen conocido que codifica la funcién a la
que se hace referencia, los genes menos estructuralmente relacionados, pero funcionalmente similares, y sus
correspondientes productos gendémicos estaran comprendidos, sin embargo, en el significado del término tal como
se usa en el presente documento. La similitud funcional requiere, por ejemplo, al menos algo de similitud estructural
en el sitio activo o la region de union de un gen no ortélogo en comparacién con un gen que codifica la funciéon que
se desea sustituir. Por tanto, un gen no ortélogo incluye, por ejemplo, un paralogo o un gen no relacionado.

Por tanto, en la identificacion y construccion del organismo microbiano no natural de la invencion, los expertos en la
materia entenderan que, aplicando las ensefanzas y directrices proporcionadas en el presente documento para una
especie concreta, la identificacion de las modificaciones metabdlicas puede incluir la identificacion y la inclusion o la
inactivacion de ortélogos. En la medida en la que los desplazamientos de los genes paralogos y/o no ortélogos estan
presentes en el microorganismo citado que codifica un enzima que cataliza una reaccidon metabdlica similar o
sustancialmente similar, los expertos en la materia también pueden utilizar estos genes relacionados evolutivamente.

Los desplazamientos de los genes ortélogos, paralogos y no ortélogos pueden determinarse mediante métodos bien
conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo, el examen de las secuencias de acidos nucleicos o
aminoacidos de dos polipéptidos revelara la identidad y las similitudes de secuencia entre las secuencias
comparadas. Basandose en dichas similitudes, un experto en la materia puede determinar si la similitud es
suficientemente alta para indicar que las proteinas estan relacionadas evolutivamente a partir de un ancestro comun.
Algoritmos bien conocidos por expertos en la materia, tales como Align, BLAST, Clustal W y otros comparan y
determinan la similitud o identidad de la secuencia en bruto, y determinan también la presencia o significancia de
huecos en la secuencia a los que se puede asignar a un peso o puntuacion. Dichos algoritmos también son bien
conocidos en la técnica y son analogamente aplicables para determinar la similitud o identidad de la secuencia de
nucledtidos. Los parametros de similitud suficiente para determinar el parentesco se calculan besandose en métodos
bien conocidos para calcular la similitud estadistica, o la posibilidad de encontrar una correspondencia similar en un
péptido aleatorio, y la significancia de la correspondencia determinada. Una comparacion informatica de dos o mas
secuencias puede, si se desea, optimizarse también visualmente por los expertos en la materia. Puede esperarse
que los productos o proteinas génicas relacionadas tengan una similitud elevada, por ejemplo, 25% a 100% de
identidad de secuencias. Las proteinas que no estan relacionadas pueden tener una identidad que es esencialmente
la misma que la que se esperaria que se produjera por azar, si se escaneara una base de datos de suficiente
tamano (aproximadamente 5%). Las secuencias entre 5% y 24% pueden representar o no suficiente homologia para
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concluir que las secuencias comparadas estan relacionadas. El analisis estadistico adicional para determinar la
significancia de dichas correspondencias dado el tamafio del conjunto de datos se puede llevar a cabo para
determinar la relevancia de estas secuencias.

Los parametros ilustrativos para determinar el parentesco de dos o mas secuencias usando el algoritmo BLAST, por
ejemplo, pueden ser como se muestra a continuaciéon. En resumen, se pueden llevar a cabo las alineaciones de la
secuencia de aminoacidos utilizando BLASTP versién 2.0.8 (5 de enero de 1999) y los siguientes parametros:
Matriz: 0: BLOSUMG62; apertura de hueco: 11; extensién de hueco: 1; x_desechar: 50; esperado: 10,0; tamafio de
palabra: 3; filtro: on. Se pueden llevar a cabo alineaciones de acidos nucleicos utilizando BLASTN version 2.0.6 (16
de septiembre de 1998) y los siguientes parametros: Correspondencia: 1; correspondencia incorrecta: -2; apertura
de hueco: 5; extension de hueco: 2; x_desechar: 50; esperado: 10,0; tamarfio de palabra: 11; filtro: off Los expertos
en la materia sabran qué modificaciones se pueden hacer a los anteriores parametros para aumentar o disminuir el
rigor de la comparacion, por ejemplo, y determinar el parentesco de dos 0 mas secuencias.

La descripcion proporciona un biocatalizador microbiano que no se produce naturalmente que incluye un organismo
microbiano que tiene una ruta biosintética del acido 4-hidroxibutanoico (4-HB) que incluye al menos un &acido
nucleico exodgeno que codifica la 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa, semialdehido succinico deshidrogenasa
independiente de CoA, succinil-CoA sintetasa, semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA,
glutamato: semialdehido succinico transaminasa o glutamato decarboxilasa, en el que el acido nucleico exégeno se
expresa en cantidades suficientes para producir acido 4-hidroxibutanoico monomérico (4-HB). La succinil-CoA
sintetasa se denomina también succinil-CoA sintasa o succinil CoA ligasa.

Los biocatalizadores microbianos que no se producen naturalmente de la divulgacion incluyen organismos
microbianos que emplean combinaciones de reacciones metabdlicas para producir biosintéticamente los
compuestos descritos. Los compuestos ilustrativos producidos por los microorganismos no naturales incluyen, por
ejemplo, acido 4-hidroxibutanoico, 1,4-butanodiol y y-butirolactona. En la figura 1 se ilustran las relaciones de estos
compuestos ilustrativos con respecto a la sintesis quimica o biosintesis.

En un aspecto, se disefia mediante ingenieria genética un organismo microbiano no natural para producir 4-HB. Este
compuesto es un punto de entrada util en la familia de compuestos de 1,4-butanodiol. Las reacciones bioquimicas
para la formacion de 4-HB a partir de succinato, a partir de succinato a través de succinil-CoA o a partir de a-
cetoglutarato se muestran en la figura 2.

La invencioén se describe en el presente documento con referencia general a la reaccion metabdlica, el reactivo o el
producto de los mismos, o con referencia especifica a uno o mas acidos nucleicos o genes que codifican un enzima
asociada con, o que cataliza, la reaccidon metabdlica, el reactivo o el producto al que se hace referencia. Salvo que
se indique de forma expresa lo contrario en el presente documento, los expertos en la materia entenderan que la
referencia a una reaccion constituye también la referencia a los reactivos y productos de la reaccién. De manera
similar, salvo que se indique de forma expresa lo contrario en el presente documento, la referencia a un reactivo o
producto hace referencia también a la reaccion y que la referencia a cualquiera de esta reaccién metabdlica
constituye también una referencia al gen o genes que codifican los enzimas que catalizan la reaccion, el reactivo o el
producto al que se hace referencia. Del mismo modo, dados los campos bien conocidos de la bioquimica,
enzimologia y gendémica metabdlicas, la referencia hecha en el presente documento a un gen o un acido nucleico
codificante constituye también una referencia a la correspondiente enzima codificada y a la reaccion que cataliza, asi
como a los reactivos y productos de la reaccion.

La produccion de 4-HB por medios biosintéticos utilizando los organismos microbianos de la divulgacion es
especialmente util debido ya que da como resultado 4-HB monomérico. Los organismos microbianos no naturales de
la divulgacion y su biosintesis de compuestos de la familia de 4-HB y BDO es también especialmente util ya que el
producto 4-HB (1) se secreta; (2) esta desprovisto de cualesquiera derivatizaciones tales como Coenzima A; (3)
evita los cambios termodinamicos durante la biosintesis, y (4) permite la conversion quimica espontanea de 4-HB a
y-butirolactona (GBL) en un medio con pH acido. Esta caracteristica se ilustra posteriormente como etapa 7 en la
figura 2 y es también especialmente util para una sintesis o biosintesis quimica eficaz de compuestos de la familia
BDO tales como 1,4-butanodiol y/o tetrahidrofurano (THF), por ejemplo.

Los organismos microbianos carecen generalmente de la capacidad de sintetizar 4-HB vy, por tanto, cualquiera de los
compuestos que se muestran en la figura 1 son conocidos por estar comprendidos en la familia de compuestos del
1,4-butanodiol o conocidos por los expertos en la materia por estar comprendidos en la familia de compuestos del
1,4-butanodiol. Ademas, los organismos que tienen todas las capacidades enzimaticas metabolicas necesarias no
son conocidos por producir 4-HB a partir de los enzimas descritos y las rutas bioquimicas ilustradas en el presente
documento. Mas bien, con la posible excepcidon de unos pocos microorganismos anaerobios descritos
adicionalmente a continuacion, los microorganismos que tienen la capacidad enzimatica utilizan 4-HB como sustrato
para producir, por ejemplo, succinato. Por el contrario, los organismos microbianos no naturales divulgados generan
4-HB como producto. Tal como se ha descrito anteriormente, la biosintesis de 4-HB en su forma monomeérica no es
solo particularmente Util en la sintesis de la familia de compuestos de BDO, también permite la biosintesis adicional
de compuestos de la familia de BDO y evita en conjunto los procedimientos de sintesis quimica.

Los organismos microbianos no naturales que pueden producir 4-HB monomérico se producen asegurando que un
organismo hospedador microbiano incluye capacidades funcionales para la sintesis bioquimica completa de al
menos una ruta biosintética de 4-HB de la divulgacion. Asegurar al menos que una ruta biosintética de 4-HB
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obligatoria confiere capacidad de biosintesis de 4-HB sobre el organismo microbiano hospedador.

Se ilustran en el presente documento tres requisitos de las rutas biosintéticas de 4-HB que se muestran a fines
ilustrativos en la figura 2. Un requisito de la ruta biosintética de 4-HB incluye la biosintesis de 4-HB a partir de
succinato. Los enzimas que participan en esta ruta de 4-HB incluyen la semialdehido succinico deshidrogenasa
independiente de CoA y la 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa. Otro requisito de la ruta biosintética de 4-HB incluye
la biosintesis del succinato a través de la succinil-CoA. Los enzimas que participan en esta ruta de 4-HB incluyen la
succinil-CoA sintetasa, la semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA y la 4-hidroxibutanoato
deshidrogenasa. Un tercer requisito de la ruta biosintética de 4-HB incluye la biosintesis de 4-HB a partir de a-
cetoglutarato. Los enzimas que participan en esta ruta biosintética de 4-HB incluyen glutamato:semialdehido
succinico transaminasa, glutamato decarboxilasa y 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa. Cada una de estas rutas
biosintéticas de 4-HB, sus sustratos, reactivos y productos se describen ademas adicionalmente en los Ejemplos.

Los organismos microbianos no naturales divulgados se pueden producir introduciendo acidos nucleicos
expresables que codifican una o mas de los enzimas que participan en una o mas rutas biosintéticas de 4-HB.
Dependiendo del organismo microbiano hospedador seleccionado para la biosintesis, se pueden expresar los acidos
nucleicos para alguna o todas las rutas biosintéticas de 4-HB concretas. Por ejemplo, si un hospedador seleccionado
es deficiente en ambas enzimas de la ruta del succinato a 4-HB (la ruta del succinato), y esta ruta se selecciona para
la biosintesis de 4-HB, entonces se introducen acidos nucleicos expresables de la semialdehido succinico
deshidrogenasa independiente de CoA vy la 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa en el hospedador para la posterior
expresion exégena. Como alternativa, si el hospedador seleccionado es deficiente en 4-hidroxibutanoato
deshidrogenasa, entonces se necesita un acido nucleico codificante de esta enzima para conseguir la biosintesis de
4-HB.

De manera analoga, cuando se selecciona la biosintesis de 4-HB para producirse a través de la ruta del succinato a
succinil-CoA (la ruta de la succinil-CoA), los acidos nucleicos que codifican las deficiencias del hospedador respecto
a los enzimas succinil CoA sintetasa, semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA y/o 4-
hidroxibutanoato deshidrogenasa deben expresarse exdgenamente en el hospedador receptor. La seleccion de la
biosintesis de 4-HB a través de la ruta del a-cetoglutarato al semialdehido succinico (la ruta del a-cetoglutarato)
utilizara la expresidon exdgena para cubrir las deficiencias del hospedador respecto a una o mas de los enzimas
glutamato: semialdehido succinico transaminasa, glutamato decarboxilasa y/o 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa.

Dependiendo de los constituyentes de la ruta biosintética de 4-HB de un organismo microbiano hospedador
seleccionado divulgado, los biocatalizadores de 4-HB microbianos no naturales incluiran al menos un acido nucleico
que codifica una ruta de 4-HB expresada exdégenamente y hasta los acidos nucleicos que codifican las seis rutas de
4-HB. Por ejemplo, se puede establecer la biosintesis de 4-HB a partir de las tres rutas en un hospedador deficiente
en 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa mediante la expresion exdgena de un acido nucleico que codifica una 4-
hidroxibutanoato deshidrogenasa. Por el contrario, se puede establecer la biosintesis de 4-HB a partir de las tres
rutas en un hospedador deficiente en las seis enzimas mediante la expresion exdgena de las seis semialdehido
succinico deshidrogenasas independientes de CoA, succinil-CoA sintetasa, semialdehido succinico deshidrogenasa
dependiente de CoA, glutamato: semialdehido succinico transaminasa, glutamato decarboxilasa y 4-
hidroxibutanoato deshidrogenasa.

Con las ensefianzas y directrices que se proporcionan en el presente documento, los expertos en la materia
entenderan que el nimero de acidos nucleicos codificantes que se introducen en una forma expresable seran
equivalentes a las deficiencias de la ruta de 4-HB del organismo microbiano hospedador seleccionado. Por tanto, un
organismo microbiano no natural de la divulgacion puede tener uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis acidos nucleicos
codificantes que codifican las anteriores enzimas que constituyen las rutas biosintéticas de 4-HB. En algunos
aspectos, los organismos microbianos no naturales pueden incluir también otras modificaciones genéticas que
facilitan u optimizan la biosintesis de 4-HB o que transmiten otras funciones utiles para el organismo microbiano
hospedador. Una de dichas funcionalidades adicionales puede incluir, por ejemplo, el aumento de la sintesis de uno
o mas de los precursores de la ruta de 4-HB tal como succinato, succinil-CoA y/o a-cetoglutarato.

En algunos aspectos, un organismo microbiano no natural de la divulgacién se genera a partir de un hospedador que
contiene la capacidad enzimatica de sintetizar 4-HB. En este aspecto especifico puede ser util aumentar la sintesis o
la acumulacion de un producto de la ruta de 4-HB hasta, por ejemplo, impulsar las reacciones de la ruta de 4-HB
hacia la produccion de 4-HB. La sintesis aumentada o acumulacion se puede llevar a cabo mediante, por ejemplo, la
sobreexpresion de acidos nucleicos que codifican una o mas de los enzimas de la ruta de 4-HB anteriormente
descrita. Se puede producir la sobreexpresion del enzima o enzimas de la ruta de 4-HB, por ejemplo, mediante la
expresion exogena del gen o genes enddgenos, o mediante la expresion exdgena del gen o genes heterélogos. Por
tanto, los organismos que se producen naturalmente pueden generarse facilmente para convertirse en organismos
microbianos no naturales productores de 4-HB de la invencién mediante la sobreexpresion de uno, dos, tres, cuatro,
cinco o los seis acidos nucleicos que codifican los enzimas de la ruta biosintética de 4-HB. Ademas, se puede
generar un organismo no natural mediante mutagénesis de un gen endégeno que da como resultado un aumento en
la actividad de un enzima en la ruta biosintética de 4-HB.

En aspectos especialmente Utiles, se emplea la expresion exdgena. La expresion exégena confiere la capacidad de
personalizar la expresion y/ los elementos reguladores del hospedador y la aplicacion para conseguir un nivel de
expresion deseado que controla el usuario. Sin embargo, se puede utilizar también la expresion enddgena en otros
aspectos tales como mediante la eliminacion de un efector regulador negativo o la induccion del promotor del gen
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cuando se une a un promotor inducible u otro elemento regulador. Por tanto, un gen endégeno que tiene un
promotor inducible que se produce naturalmente puede regularse por exceso proporcionado el agente inductor
adecuado, o la region reguladora de un gen enddégeno se puede genomanipular para incorporar un elemento
regulador inducible, permitiendo por tanto la regulacion de la expresion aumentada de un gen endégeno en el tiempo
deseado. De manera similar, se puede incluir un promotor inducible como un elemento regulador de un gen exégeno
introducido en un organismo microbiano no natural (véase el Ejemplo II).

Se pretende que "exdgeno”, tal como se usa en el presente documento, signifique que la molécula a la que se hace
referencia o la actividad a la que se hace referencia se introduce en el organismo microbiano hospedador. Por tanto,
el término tal como se usa en referencia a la expresién de un acido nucleico codificante se refiere a la introduccién
del acido nucleico codificante en una forma expresable en el organismo microbiano. Cuando se usa en referencia a
una actividad biosintética, el término se refiere a una actividad que se introduce en el organismo hospedador de
referencia. La fuente puede ser, por ejemplo, acidos nucleicos homdlogos o heterdlogos codificantes que expresan
la actividad a la que se hace referencia tras su introduccion en el organismo microbiano hospedador. Por tanto, el
término "endogeno” se refiere a una molécula o actividad a la que se hace referencia que esta presente en el
hospedador. De manera similar, el término, cuando se usa en referencia a la expresiéon de un acido nucleico
codificante, se refiere a la expresion de un acido nucleico codificante contenido en el organismo microbiano El
término "heterdlogo” se refiere a una molécula o actividad derivada de una fuente diferente de la de la especie a la
que se hace referencia mientras que "homologo" se refiere a una molécula o actividad derivada del organismo
microbiano hospedador. De acuerdo con ello, la expresion exdgena de un acido nucleico codificante de la invencion
puede utilizar un acido nucleico homdlogo o heterélogo codificante.

Las fuentes de acidos nucleicos codificantes de un enzima de la ruta de 4-HB pueden incluir, por ejemplo, cualquier
especie donde el producto génico codificado es capaz de catalizar la reaccion a la que se hace referencia. Dichas
especies incluyen organismos procariotas y eucariotas que incluyen, aunque no de forma limitativa, bacterias,
incluyendo archaeas y eubacterias, y eucariotas, incluyendo levaduras, plantas, insectos, animales, y mamiferos,
incluyendo seres humanos. Por ejemplo, los organismos microbianos que tienen produccion biosintética de 4-HB se
ilustran en el presente documento con referencia a E. coli y levaduras hospedadoras. Sin embargo, con la secuencia
gendmica completa disponible ahora para mas de 550 especies (con mas de la mitad de estas disponibles en bases
de datos publicas tales como la NCBI), que incluyen 395 genomas de microorganismos y una variedad de genomas
de levaduras, hongos, plantas, y mamiferos, la identificacion de los genes que codifican la actividad biosintética de
4-HB necesaria para uno o mas genes en especies relacionadas o distantes, incluyendo por ejemplo,
desplazamientos de genes homodlogos, ortdlogos, paralogos y no ortélogos de genes conocidos, y el intercambio de
alteraciones genéticas entre organismos es rutinario y bien conocido en la técnica. De acuerdo con ello, las
alteraciones metabdlicas que permiten la biosintesis de 4-HB y otros compuestos descritos en el presente
documento con referencia a un organismo concreto tal como E. coli o levadura pueden aplicarse facilmente a otros
microorganismos, incluyendo organismos procariotas y eucariotas analogos. Con las ensefianzas y directrices que
se proporcionan en el presente documento, los expertos en la materia sabran que una alteraciéon metabdlica
ilustrada en un organismo se puede aplicar igualmente a otros organismos.

En algunos casos, tales como cuando existe una ruta biosintética de 4-HB alternativa en una especie no
relacionada, se puede conferir la biosintesis de 4-HB a la especie hospedadora mediante, por ejemplo, la expresion
exogena de un paralogo o paralogos de la especie no relacionada que cataliza una reaccién metabdlica similar pero
no idéntica para sustituir a la reaccién a la que se hace referencia. Como existen determinadas diferencias entre
redes metabdlicas entre diferentes organismos, los expertos en la materia entenderan que puede diferir la utilizacion
de genes reales entre diferentes organismos. Sin embargo, con las ensefianzas y directrices que se proporcionan en
el presente documento, los expertos en la materia entenderan también que las ensefianzas y métodos descritos se
pueden aplicar a todos los organismos microbianos que utilizan alteraciones metabdlicas analogas a las ilustradas
en el presente documento para construir un organismo microbiano en una especie de interés que sintetizara el 4-HB
monomerico.

Se pueden seleccionar organismos microbianos hospedadores a partir de, y los organismos microbianos no
naturales generarse en, por ejemplo, bacterias, levaduras, hongos o cualquiera de una variedad de diferentes
microorganismos aplicable a los procesos de fermentacion. Las bacterias ilustrativas incluyen especies
seleccionadas entre E. coli, Klebsiella oxytoca, Anaerobiospirillum succiniciproducens, Actinobacillus succinogenes,
Mannheimia succiniciproducens, Rhizobium etli, Bacillus subtilis, Corynebacterium glutamicum, Gluconobacter
oxydans, Zymomonas mobilis, Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum, Streptomyces coelicolor, Clostridium
acetobutylicum, Pseudomonas fluorescens, y Pseudomonas putida. Las levaduras u hongos ilustrativos incluyen
especies seleccionadas entre Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces lactis,
Kluyveromyces marxianus, Aspergillus terreus, Aspergillus niger y Pichia pastoris.

Se pueden llevar a cabo métodos para construir y ensayar los niveles de expresion de un hospedador productor de
4-HB que no se produce naturalmente, por ejemplo, por métodos recombinantes y de deteccién bien conocidos en la
materia. Se pueden encontrar descritos dichos métodos en, por ejemplo, Sambrook y col., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Tercera Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York (2001); Ausubel et al., Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Baltimore, Md. (1999). 4-HB y GBL se pueden separar
mediante, por ejemplo, HPLC usando una columna Spherisorb 5 ODS 1 y una fase movil de tampon fosfato 10 mM
al 70% (pH=7) y metanol al 30%, y detectarse con un detector UV a 215 nm (Hennessy et al. J. Forensic Sci.
46(6):1-9 (2004)). BDO se detecta mediante cromatografia gaseosa o mediante HPLC y un detector de indice de
refraccion utilizando una columna Aminex HPX-87H y una fase movil de acido sulfurico 0,5 mM (Gonzalez-Pajuelo et
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al., Met. Eng. 7:329-336 (2005)).

Los organismos microbianos no naturales divulgados se construyen utilizando métodos bien conocidos en la técnica
como se ilustra anteriormente para expresar de forma exdgena al menos un acido nucleico que codifica un enzima
de una ruta de 4-HB en cantidades suficientes para producir 4-HB monomérico. Los niveles ilustrativos de expresion
de enzimas 4-HB en cada ruta se describen adicionalmente a continuacion en los Ejemplos. Siguiendo las
ensefianzas y directrices proporcionadas en el presente documento, los organismos microbianos no naturales
divulgados pueden conseguir la biosintesis del 4-HB monomérico dando como resultado concentraciones
intracelulares entre aproximadamente 0,1-25 mM o mas. En general, la concentracion intracelular de 4-HB
monomeérico esta entre aproximadamente 3-20 mM, particularmente entre aproximadamente 5-15 mM y mas
particularmente entre aproximadamente 8-12 mM, incluyendo aproximadamente 10 mM o mas. Las concentraciones
intracelulares entre y por encima de cada uno de estos intervalos ilustrativos puede conseguirse también a partir de
los organismos microbianos que no se producen naturalmente de la divulgacion.

Como se describe adicionalmente a continuacién, una condicion de crecimiento ilustrativa para conseguir la
biosintesis de 4-HB incluye condiciones de cultivo o fermentacion anaerobias. En determinados aspectos, los
organismos microbianos que no se producen naturalmente divulgados se pueden mantener, cultivar o fermentar en
condiciones de cultivo anaerobias o sustancialmente anaerobias. En resumen, las condiciones anaerobias se
refieren a un entorno desprovisto de oxigeno. Las condiciones sustancialmente anaerobias incluyen, por ejemplo, un
cultivo, una fermentacion discontinua o continua de tal manera que la concentracion de oxigeno disuelto en el medio
permanezca entre 0 y 10% de saturacién. Las condiciones sustancialmente anaerobias incluyen también células en
crecimiento o en reposo en un medio liquido o en agar sélido en el interior de una camara precintada mantenida con
una atmésfera de menos de un 1% de oxigeno. El porcentaje de oxigeno puede mantenerse mediante, por ejemplo,
burbujeo en el cultivo una mezcla de No/CO- u otro gas o gases no de oxigeno adecuados.

La descripcion divulga también un biocatalizador microbiano que no se produce naturalmente que incluye un
organismo microbiano que tiene rutas biosintética del acido 4-hidroxibutanoico (4-HB) y 1,4-butanodiol (BDO) que
incluye al menos un acido nucleico exdégeno que codifica la 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa, semialdehido
succinico deshidrogenasa independiente de CoA, succinil-CoA sintetasa, semialdehido succinico deshidrogenasa
dependiente de CoA, 4-hidroxibutirato:CoA transferasa, glutamato: semialdehido succinico transaminasa, glutamato
descarboxilasa, aldehido deshidrogenasa independiente de CoA, aldehido deshidrogenasa dependiente de CoA o
alcohol deshidrogenasa, en el que el acido nucleico exdgeno se expresa en cantidad suficiente para producir 1,4-
butanodiol (BDO).

Se pueden generar también organismos microbianos que no se produce naturalmente que biosintetizan BDO.
Siguiendo las ensefianzas y directrices proporcionadas anteriormente para la construccion de organismos
microbianos que sintetizan 4-HB, se pueden incorporar rutas de BDO adicionales en los organismos microbianos
productores de 4-HB para generar organismos que sintetizan también BDO y otros compuestos de la familia BDO.
En la figura 3 se ilustra la sintesis quimica de BDO y sus productos posteriores. Los organismos microbianos no
naturales de la invencién capaces de la biosintesis de BDO evitan esta sintesis quimica utilizando 4-HB como punto
de entrada como se ilustra en la figura 2. Como se describe adicionalmente a continuacién, se pueden usar
productores de 4-HB para convertir quimicamente 4-HB en GBL y a continuacion, en BDO o THF, por ejemplo.
Como alternativa, se pueden modificar adicionalmente los productores de 4-HB para incluir capacidades
biosintéticas para la conversion de 4-HB y/o GBL en BDO.

Las rutas de BDO adicionales a introducir en productores de 4-HB incluyen, por ejemplo, la expresion exégena en un
fondo de hospedador deficiente o la sobreexpresion de una aldehido deshidrogenasa independiente de CoA,
aldehido deshidrogenasa dependiente de CoA o alcohol deshidrogenasa. En ausencia de la acil-CoA sintetasa
enddégena capaz de modificar 4-HB, los organismos microbianos productores de BDO que no se producen
naturalmente pueden incluir ademas una acil-CoA sintetasa exdgena selectiva para 4-HB. En la Tabla 1 a
continuacion se relacionan alcohol y aldehido deshidrogenasas ilustrativos que se pueden usar para estas
conversiones in vivo de 4-HB a BDO.

Tabla 1. Alcohol y aldehido deshidrogenasas para la conversion de 4-HB en BDO.

ALCOHOL DESHIDROGENASAS

ec: 1.1.1.1 alcohol deshidrogenasa

ec:1.1.1.2 alcohol deshidrogenasa (NADP+)
ec:1.1.1.4 (R,R)-butanodiol deshidrogenasa
ec:1.1.1.5 acetoina deshidrogenasa
ec:1.1.1.6 glicerol deshidrogenasa

ec: 1.1.1.7 propanodiol-fosfato deshidrogenasa
ec:1.1.1.8 glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (NAD+)
ec: 1.1.1.11 D-arabinitol 4-deshidrogenasa

ec: 1.1.1.12 L-arabinitol 4-deshidrogenasa

ec: 1.1.1.13 L-arabinitol 2-deshidrogenasa

ec: 1.1.1.14 L-iditol 2-deshidrogenasa

ec: 1.1.1.15 D-iditol 2-deshidrogenasa

ec: 1.1.1.16 galactitol 2-deshidrogenasa

ec: 1.1.1.17 manitol-1-fosfato 5-deshidrogenasa
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inositol 2-deshidrogenasa

aldehido reductasa

histidinol deshidrogenasa

glioxilato reductasa

L-lactato deshidrogenasa

D-lactato deshidrogenasa

glicerato deshidrogenasa

3-hidroxibutirato deshidrogenasa
3-hidroxibutirato deshidrogenasa
3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa
acetoacetil-CoA reductasa

malato deshidrogenasa

malato deshidrogenasa (oxaloacetato-descarboxilante)
malato deshidrogenasa (descarboxilante)
malato deshidrogenasa (oxaloacetato-descarboxilante) (NADP+)
isocitrato deshidrogenasa (NAD+)
isocitrato deshidrogenasa (NADP+)
alil-alcohol deshidrogenasa

lactaldehido reductasa (NADPH)

ribitol 2-deshidrogenasa
3-hidroxipropionato deshidrogenasa
2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa
4-hidroxibutirato deshidrogenasa
omega-hidroxidecanoato deshidrogenasa
manitol 2-deshidrogenasa

alcohol deshidrogenasa [NAD(P)+]
glicerol deshidrogenasa (NADP+)

octanol deshidrogenasa
(R)-aminopropanol deshidrogenasa
(S,S)-butanodiol deshidrogenasa
lactaldehido reductasa

metilglioxal reductasa (dependiente de NADH)
glioxilato reductasa (NADP+)

isopropanol deshidrogenasa (NADP+)
hidroxipiruvato reductasa

malato deshidrogenasa (NADP+)
D-malato deshidrogenasa (descarboxilante)
dimetilmalato deshidrogenasa
3-isopropilmalato deshidrogenasa
cetol-acido reductoisomerasa
homoisocitrato deshidrogenasa
hidroximetilglutaril-CoA reductasa
aril-alcohol deshidrogenasa

aril-alcohol deshidrogenasa (NADP+)
oxaloglicolato reductasa (descarboxilante)
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa [NAD(P)+]
fosfoglicerato deshidrogenasa
3-hidroxibencil-alcohol deshidrogenasa
acilglicerona-fosfato reductasa

L-treonina 3-deshidrogenasa

4-oxoprolina reductasa

retinol deshidrogenasa

indololactato deshidrogenasa

indanol deshidrogenasa

L-xilosa 1-deshidrogenasa

L-treonato 3-deshidrogenasa
ribitol-5-fosfato 2-deshidrogenasa

manitol 2-deshidrogenasa (NADP+)
sorbitol-6-fosfato 2- deshidrogenasa
D-pinitol deshidrogenasa

secuoyitol deshidrogenasa

perilil-alcohol deshidrogenasa

glicerol 2-deshidrogenasa (NADP+)
3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa
ciclopentanol deshidrogenasa
hexadecanol deshidrogenasa
2-alquin-1-ol deshidrogenasa
hidroxiciclohexanocarboxilato deshidrogenasa
hidroximalonato deshidrogenasa
ciclohexano-1,2-diol deshidrogenasa
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glicerol-3-fosfato-1-deshidrogenasa (NADP+)
3-hidroxi-2-metilbutiril-CoA deshidrogenasa
L-glicol deshidrogenasa

indol-3-acetaldehido reductasa (NADH)
indol-3-acetaldehido reductasa (NADPH)
alcohol deshidrogenasa de cadena larga
coniferil-alcohol deshidrogenasa
cinnamil-alcohol deshidrogenasa

(+)-borneol deshidrogenasa

1,3-propanodiol deshidrogenasa

(—)-mentol deshidrogenasa

(+)-neomentol deshidrogenasa

farnesol deshidrogenasa
bencil-2-metil-hidroxibutirato deshidrogenasa
(R)-4-hidroxifenillactato deshidrogenasa
isopiperitenol deshidrogenasa
4-hidroxiciclohexanocarboxilato deshidrogenasa
dietil 2-metil-3-oxosuccinato reductasa
hidroxifenilpiruvato reductasa

metanol deshidrogenasa

ciclohexanol deshidrogenasa

D-arabinitol 2-deshidrogenasa

galactitol 1-fosfato 5- deshidrogenasa

manitol deshidrogenasa

fluoren-9-ol deshidrogenasa

4- (hidroximetil)bencenosulfonato deshidrogenasa
6-hidroxihexanoato deshidrogenasa
3-hidroxipimeloil-CoA deshidrogenasa
glicerol-1-fosfato deshidrogenasa [NAD(P)+]
3-metilbutanal reductasa

metilglioxal reductasa (dependiente de NADPH)
isocitrato-homoisocitrato deshidrogenasa
D-arabinitol deshidrogenasa (NADP+) butanol deshidrogenasa

formiato deshidrogenasa

aldehido deshidrogenasa (NAD+)

aldehido deshidrogenasa (NADP+)

aldehido deshidrogenasa [NAD(P)+]

benzaldehido deshidrogenasa (NADP+)
betaina-aldehido deshidrogenasa
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (NADP+)
acetaldehido deshidrogenasa (acetilante)
semialdehido de aspartato deshidrogenasa
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (fosforilante)
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (NADP+) (fosforilante)
semialdehido de malonato deshidrogenasa
semialdehido de succinato deshidrogenasa [NAD(P)+]
glioxilato deshidrogenasa (acilante)

semialdehido de malonato-deshidrogenasa (acetilante)
aminobutiraldehido deshidrogenasa

semialdehido de glutarato-deshidrogenasa
glicolaldehido deshidrogenasa

lactaldehido deshidrogenasa

2-oxoaldehido deshidrogenasa (NAD+)

semialdehido de succinato-deshidrogenasa
2-oxoisovalerato deshidrogenasa (acilante)
2,5-dioxovalerato deshidrogenasa

semialdehido de metilmalonato deshidrogenasa (acilante)
benzaldehido deshidrogenasa (NAD+)

aril-aldehido deshidrogenasa

aril-aldehido deshidrogenasa (NADP+)

semialdehido de L-aminoadipato deshidrogenasa
semialdehido de aminomuconato deshidrogenasa
retinal deshidrogenasa

fenilacetaldehido deshidrogenasa
glutamato-5-semialdehido deshidrogenasa
hexadecanal deshidrogenasa (acilante)

formiato deshidrogenasa (NADP+)
4-carboxi-2-hidroximuconato-6- semialdehido deshidrogenasa
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ec: 1.2.1.46 formaldehido deshidrogenasa

ec: 1.2.1.47 4-trimetilamoniobutiraldehido deshidrogenasa

ec: 1.2.1.48 aldehido deshidrogenasa de cadena larga

ec: 1.2.1.49 2-oxoaldehido deshidrogenasa (NADP+)

ec: 1.2.1.51 piruvato deshidrogenasa (NADP+)

ec: 1.2.1.52 oxoglutarato deshidrogenasa (NADP+)

ec: 1.2.1.53 4-hidroxifenilacetaldehido deshidrogenasa

ec: 1.2.1.57 butanal deshidrogenasa

ec: 1.2.1.58 fenilglioxilato deshidrogenasa (acilante)

ec: 1.2.1.59 gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (NAD(P)+) (fosforilante)
ec: 1.2.1.62 4-formilbencenosulfonato deshidrogenasa

ec: 1.2.1.63 6-oxohexanoato deshidrogenasa

ec: 1.2.1.64 4-hidroxibenzaldehido deshidrogenasa

ec: 1.2.1.65 salicilaldehido deshidrogenasa

ec: 1.2.1.66 formaldehido deshidrogenasa dependiente de micotiol
ec: 1.2.1.67 vanillin deshidrogenasa

ec: 1.2.1.68 coniferil-aldehido deshidrogenasa

ec: 1.2.1.69 fluoroacetaldehido deshidrogenasa

ec: 1.2.1.71 semialdehido de succinilglutamato deshidrogenasa

Por tanto, ademas de cualquiera de las diversas modificaciones ilustradas previamente para establecer la biosintesis
de 4-HB en un hospedador seleccionado, los organismos microbianos productores de BDO pueden incluir cualquiera
de las combinaciones y permutaciones anteriores de las modificaciones metabdlicas de la ruta de 4-HB asi como
cualquier combinacion de expresion para la aldehido deshidrogenasa independiente de CoA, la aldehido
deshidrogenasa dependiente de CoA o una alcohol deshidrogenasa para generar rutas biosintéticas para BDO. Por
tanto, los productores de BDO divulgados pueden tener la expresion exdgena de, por ejemplo, uno, dos, tres, cuatro,
cinco, seis, siete, ocho, nueve o las 10 enzimas de cualquiera de las seis rutas de 4-HB y/o cualquiera de los
enzimas de las 4 rutas de BDO.

El disefio y la construccion de los organismos microbianos genéticamente modificados se lleva a cabo usando
métodos bien conocidos en la técnica para conseguir suficientes cantidades de expresion para producir BDO. En
particular, los organismos bacterianos no naturales de la invencion pueden conseguir la biosintesis de BDO dando
como resultado concentraciones intracelulares entre aproximadamente 0,1-25 mM o mas. En general, la
concentracion intracelular de BDO esta entre aproximadamente 3-20 mM, particularmente entre aproximadamente 5-
15 mM y mas particularmente entre aproximadamente 8-12 mM, incluyendo aproximadamente 10 mM o mas. Las
concentraciones intracelulares entre y por encima de cada uno de estos intervalos ilustrativos pueden conseguirse
también a partir de los organismos microbianos no naturales de la invencion. Como con los productores de 4-HB, los
productores de BDO también se pueden mantener, cultivar o fermentar en condiciones anaerobias.

Se describe ademas un método para la produccion de 4-HB. El método incluye cultivar un organismo microbiano que
no se produce naturalmente que tiene una ruta biosintética del acido 4-hidroxibutanoico (4-HB) que comprende al
menos un acido nucleico exdgeno que codifica la 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa, semialdehido succinico
deshidrogenasa independiente de CoA, succinil-CoA sintetasa, semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente
de CoA, glutamato: semialdehido succinico transaminasa o glutamato decarboxilasa en condiciones sustancialmente
anaerobias durante un periodo de tiempo suficiente para producir acido 4-hidroxibutanoico monomérico (4-HB). El
método puede incluir adicionalmente la conversion quimica de 4-HB a GBL y de BDO o THF, por ejemplo.

Se entiende que, en los métodos descritos en el presente documento, cualquiera del uno o mas acidos nucleicos
exogenos se puede combinar en un organismo microbiano no naturales divulgado siempre que se produzca el
producto deseado, por ejemplo, 4-HB, BDO, THF o GBL. Por ejemplo, un organismo microbiano no natural que tiene
una ruta biosintética de 4-HB puede comprender al menos dos acidos nucleicos exdgenos que codifican los enzimas
deseadas, de tal manera que la combinacion de 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa y la semialdehido succinico
deshidrogenasa independiente de CoA; 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa y la semialdehido succinico
deshidrogenasa dependiente de CoA; la semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA y la succinil-
CoA sintetasa; succinil-CoA sintetasa y glutamato decarboxilasa, y similares. Por tanto, se entiende que cualquier
combinacién de dos o mas enzimas de una ruta biosintética puede estar incluida en un organismo microbiano no
natural de la divulgacion. De manera similar, se entiende que cualquier combinacién de tres o mas enzimas de una
ruta biosintética puede estar incluida en un organismo microbiano no natural divulgados, por ejemplo, 4-
hidroxibutanoato deshidrogenasa, semialdehido succinico deshidrogenasa independiente de CoA y succinil-CoA
sintetasa; 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa, semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA y
glutamato: semialdehido succinico transaminasa, y asi sucesivamente, segun se desee, siempre que la combinacion
de enzimas de la ruta biosintética deseada dé como resultado la produccién del correspondiente producto deseado.

Cualquiera de los organismos microbianos que no se producen naturalmente descritos anteriormente puede
cultivarse para producir los productos biosintéticos descritos. Por ejemplo, los productores de 4-HB pueden
cultivarse para la producciéon biosintética de 4-HB. El 4-HB puede estar aislado o tratarse como se describe a
continuacion para generar GBL, THF y/o BDO. De manera similar, los productores de BDO pueden cultivarse para la
produccién biosintética de BDO. EI BDO se puede aislar o someterse a tratamientos adicionales para la sintesis
quimica de la familia de compuestos de BDO tales como los compuestos posteriores ilustrados en la figura 3.

En algunos aspectos, las condiciones de cultivo incluyen crecimiento anaerobio o sustancialmente anaerobio o
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condiciones de mantenimiento. Se han descrito las condiciones anaerobias ilustrativas anteriormente y son bien
conocidas en la técnica. Se describen a continuacion en los Ejemplos las condiciones anaerobias ilustrativas para
los procesos de fermentacion. Puede emplearse cualquiera de estas condiciones con los organismos que no se
producen naturalmente, asi como otras condiciones anaerobias bien conocidas en la técnica. En dichas condiciones
anaerobias, los productores de 4-HB y BDO pueden sintetizar 4-HB y BDO monomeérico, respectivamente, a
concentraciones intracelulares de 5-10 mM o mas, asi como las otras concentraciones ilustradas anteriormente.

Pueden generarse también numerosos compuestos posteriores para organismos bacterianos no naturales
productores de 4-HB y BDO de la divulgacion Con respecto a los organismos microbianos productores de 4-HB
divulgados, 4-HB y GBL monoméricos se encuentran en equilibrio en el medio de cultivo. La conversion de 4-HB a
GBL puede llevarse a cabo eficazmente, por ejemplo, cultivando los organismos microbianos en medio a pH acido. A
pH menor o igual a 7,5, en particular a o por debajo de pH 5,5, 4-HB se convierte espontaneamente en GBL, como
se ilustra en la figura 1.
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El GBL resultante se puede separar de 4-HB y otros componentes del cultivo usando una variedad de métodos bien
conocidos en la técnica. Dichos métodos de separacion incluyen, por ejemplo, los procedimientos de extraccion
ilustrados en los Ejemplos, asi como los métodos que incluyen la extraccion liquido-liquido continua, pervaporacion,
filtracion con membrana, separacién con membrana, ésmosis inversa, electrodialisis, destilacién, cristalizacion,
centrifugacion, filtracion extractiva, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de exclusién por tamario,
cromatografia de adsorcion, y ultrafiltracion. Todos los métodos anteriores son bien conocidos en la materia. El GBL
separado se puede purificar mediante, por ejemplo, destilacion.

Otro compuesto posterior que se puede producir a partir de organismos microbianos no naturales productores de 4-
HB de la divulgacion incluye, por ejemplo, BDO. Este compuesto se puede sintetizar mediante, por ejemplo,
hidrogenacion quimica de GBL. Las reacciones de hidrogenacién quimica son bien conocidas en la técnica. Un
procedimiento ilustrativo incluye la reduccion quimica de 4-HB y/o GBL o una mezcla de estos dos componentes que
se derivan del cultivo usando un catalizador de hidrogenacion heterogéneo u homogéneo junto con hidrégeno, o un
agente reductor de tipo hidruro usado estequiométrica o cataliticamente, para producir 1,4-butanodiol.

Son igualmente aplicables otros procedimientos bien conocidos en la técnica para la anterior reacciéon quimica e
incluye, por ejemplo, el documento WO N° 82/03854 (Bradley, et al.), que describe la hidrogenolisis de la gamma-
butirolactona en fase vapor sobre catalizador de éxido de cobre y 6xido de cinc. La patente britanica n°® 1.230.276,
que describe la hidrogenacion de la gamma-butirolactona usando un catalizador de éxido de cobre-6xido de cromo.
La hidrogenacion se lleva a cabo en fase liquida. Se ilustran también reacciones discontinuas que tienen presiones
totales de reactor elevadas. Las presiones parciales de reactivos y productos en los reactores estan también por
encima de los respectivos puntos de rocio. La patente britanica n°® 1.314.126, que describe la hidrogenacion de la
gamma-butirolactona en fase liquida sobre un catalizador de 6xido de niquel-cobalto-torio. Se ilustran reacciones
discontinuas teniendo presiones totales elevadas y presiones parciales de componentes también por encima de los
respectivos puntos de rocio de los componentes. La patente britanica n° 1.344.557, que describe la hidrogenacion
de la gamma-butirolactona en fase liquida sobre un catalizador de éxido de cobre-6xido de cromo. Una fase vapor o
una fase mixta que contiene vapor se indica como adecuada en algunos casos. Se ilustra un reactor tubular de flujo
continuo utilizando presiones totales del reactor elevadas. La patente britanica n° 1.512.751, que describe la
hidrogenacion de la gamma-butirolactona a 1,4-butanodiol en fase liquida sobre un catalizador de 6xido de cobre-
oxido de cromo. Se ilustran reacciones discontinuas que tienen presiones totales de reactor elevadas y, cuando sea
determinable, las presiones parciales de reactivos y productos estaran también por encima de los respectivos puntos
de rocio. La patente de Estados Unidos n°® 4.301.077, que describe la hidrogenacién a 1,4-butanodiol de la gamma-
butirolactona sobre un catalizador de Ru--NI--Co--Zn. La reaccion se puede llevar a cabo en fase liquida o fase
gaseosa o en una fase liquido-gas mixta. Se ilustran reacciones en fase liquida de flujo continuo a presiones totales
del reactor elevadas y productividades de reactor relativamente bajas. La patente de Estados Unidos n° 4.048.196,
que describe la produccion de 1,4-butanodiol mediante la hidrogenacion en fase liquida de gamma-butirolactona
sobre un catalizador de 6xido de cobre-6xido de cinc. Se ilustra ademas un reactor tubular de flujo continuo que
funciona a presiones totales de reactor elevadas y a presiones parciales de reactivos y productos elevadas. Y la
patente de Estados Unidos n° 4.652.685, que describe la hidrogenacion de lactonas a glicoles.

Un compuesto posterior adicional que se puede producir a partir de organismos microbianos no naturales
productores de 4-HB de la divulgacion incluye, por ejemplo, THF. Este compuesto se puede sintetizar mediante, por
ejemplo, hidrogenacion quimica de GBL. Un procedimiento ilustrativo bien conocido en la técnica aplicable para la
conversion de GBL a THF incluye, por ejemplo, la reduccion quimica de 4-HB y/o GBL o una mezcla de estos dos
componentes que se derivan del cultivo usando un catalizador de hidrogenacion heterogéneo u homogéneo junto
con hidrégeno, o un agente reductor de tipo hidruro usado estequiométrica o cataliticamente, para producir
tetrahidrofurano. Son igualmente aplicables otros procedimientos bien conocidos en la técnica para la anterior
reaccion quimica e incluyen, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n°® 6.686.310, que describe una ruta sol-gel
de area superficial elevada preparada para catalizadores de hidrogenacion. Se describen también procesos para la
reduccion de gamma butirolactona a tetrahidrofurano y 1,4-butanodiol.

Las condiciones de cultivo pueden incluir, por ejemplo, procedimientos de cultivo liquido, asi como fermentacion y
otros procedimientos de cultivo a gran escala. Como se describe adicionalmente a continuacion en los Ejemplos, se
pueden obtener rendimientos particularmente utiles de los productos biosintéticos de la divulgacion en condiciones
de cultivo anaerobias o sustancialmente anaerobias.

Se proporciona ademas un método de fabricacion de 4-HB. El método incluye fermentar un organismo microbiano
que no se produce naturalmente que tiene una ruta biosintética del acido 4-hidroxibutanoico (4-HB) que comprende
al menos un acido nucleico exdgeno que codifica la 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa, semialdehido succinico
deshidrogenasa independiente de CoA, succinil-CoA sintetasa, semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente
de CoA, glutamato: semialdehido succinico transaminasa o glutamato decarboxilasa en condiciones sustancialmente
anaerobias durante un periodo de tiempo suficiente para producir acido 4-hidroxibutanoico monomérico (4-HB),
comprendiendo el proceso una fermentacion de alimentacion discontinua y una separacion discontinua;
fermentacion de alimentacion discontinua y separacion continua, o fermentacion continua y separacion continua.
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El cultivo y las hidrogenaciones quimicas descritas anteriormente se pueden escalar hasta y crecer de forma
continua para fabricar 4-HB, GBL, BDO y/o THF. Los procedimientos de crecimiento ilustrativos incluyen, por
ejemplo, fermentacién de alimentacion discontinua y separacion discontinua; fermentacion de alimentacion
discontinua y separacién continua, o fermentacion continua y separacion continua. Todos estos procesos son bien
conocidos en la técnica. Emplear los productores de 4-HB permite la biosintesis simultanea de 4-HB y la conversion
quimica en GBL, BDO y/o THF empleando los anteriores procedimientos de hidrogenacién simultaneos con métodos
de cultivos continuos tales como fermentacion. Son también conocidos en la técnica otros procedimientos de
hidrogenacion y se pueden aplicar igualmente a los métodos divulgados.

Los procedimientos de fermentacion son particularmente Utiles para la produccién biosintética de cantidades
comerciales de 4-HB y/o BDO. En general, y como con procedimientos de cultivo no continuos, la produccion
continua y/o casi continua de 4-HB o BDO incluira cultivar un organismo productor de 4-HB o BDO no natural de la
divulgacion en nutrientes y medio suficientes para sostener y/o sostener casi el crecimiento en fase exponencial. El
cultivo continuo en dichas condiciones puede incluir, por ejemplo, 1 dia, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 dias o mas. Ademas, el
cultivo continuo puede incluir 1 semana, 2, 3, 4 o0 5 o mas semanas y hasta varios meses. Como alternativa, los
organismos descritos en el presente documento pueden cultivarse durante horas, si resulta adecuado para una
aplicaciéon concreta. Debe entenderse que las condiciones de cultivo continuas y/o casi continuas pueden incluir
también todos los intervalos de tiempo entre estos periodos ilustrativos.

Son bien conocidos en la técnica los procedimientos de fermentacién. En resumen, la fermentacion para la
produccion biosintética de 4-HB, BDO u otros productos derivados de 4-HB de la divulgacion se puede utilizar en,
por ejemplo, fermentacién de alimentacion discontinua y separacion discontinua; fermentacion de alimentacion
discontinua y separacion continua, o fermentacién continua y separacion continua. Los ejemplos de procedimientos
de fermentacion discontinua y continua bien conocidos en la técnica se ilustran adicionalmente a continuacién en los
Ejemplos.

Ademas, con respecto a los procedimientos de fermentacion anteriores utilizando los productores de 4-HB o BDO de
la divulgacion para la produccion continua de cantidades sustanciales de 4-HB y BDO monoméricos,
respectivamente, los productores de 4-HB también pueden, por ejemplo, someterse simultaneamente a
procedimientos de sintesis quimica como se ha descrito anteriormente para la conversiéon quimica del 4-HB
monomeérico en, por ejemplo, GBL, BDO y/o THF. Los productores de BDO pueden, de manera similar, por ejemplo,
someterse simultdneamente a procedimientos de sintesis quimica como se ha descrito anteriormente para la
conversion quimica de BDO en, por ejemplo, THF, GBL, pirrolidonas y/u otros compuestos de la familia BDO.
Ademas, los productos de los productores de 4-HB y BDO pueden separarse del cultivo de fermentacion y
someterse secuencialmente a conversion quimica, como se divulga en el presente documento.

En resumen, se puede llevar a cabo la hidrogenacion de GBL en el caldo de fermentacién como se describe en Frost
et al., Biotechnology Progress 18: 201-211 (2002). Otro procedimiento para la hidrogenacion durante la fermentacion
incluye, por ejemplo, los métodos descritos en, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 5.478.952. Este
método se ilustra ademas en los ejemplos siguientes.

Por tanto, la descripcion divulga adicionalmente un método de fabricacion de y-butirolactona (GBL), tetrahidrofurano
(THF) o 1,4-butanodiol (BDO). El método incluye fermentar un organismo microbiano que no se produce
naturalmente que tiene las rutas biosintéticas del acido 4-hidroxibutanoico (4-HB) y 1,4-butanodiol (BDO), las rutas
comprenden al menos un acido nucleico exégeno que codifica la 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa, semialdehido
succinico deshidrogenasa independiente de CoA, succinil-CoA sintetasa, semialdehido succinico deshidrogenasa
dependiente de CoA, 4-hidroxibutirato:CoA transferasa, glutamato: semialdehido succinico transaminasa, glutamato
descarboxilasa, 1,4-butanodiol semialdehido deshidrogenasa independiente de CoA, 1,4-butanodiol semialdehido
deshidrogenasa dependiente de CoA, 1,4-butanodiol alcohol deshidrogenasa, tanto dependiente de CoA como
independiente de CoA, en condiciones sustancialmente anaerobias durante un periodo de tiempo suficiente para
producir 1,4-butanodiol (BDO), GBL o THF, comprendiendo la fermentacion una fermentacion de alimentacion
discontinua y separacion discontinua; fermentacion de alimentacion discontinua y separacion continua, o
fermentacioén continua y separacion continua.

Ademas de la biosintesis de 4-HB, BDO y otros productos de la divulgacion como se ha descrito en el presente
documento, se pueden utilizar también los organismos microbianos no naturales y los métodos de la invencion en
diversas combinaciones entre si y con otros organismos microbianos y métodos bien conocidos en la técnica para
conseguir la biosintesis del producto mediante otras rutas. Por ejemplo, una alternativa para producir BDO diferente
que usan los productores de 4-HB y las etapas quimicas o diferentes que usan los productores de BDO es
directamente mediante la adicion de otro organismo microbiano capaz de convertir 4-HB o un producto de 4-HB
ilustrado en el presente documento en BDO.

Uno de dichos procedimientos incluye, por ejemplo, la fermentacion de un organismo microbiano productor de 4-HB
de la divulgacién para producir 4-HB, como se describe anteriormente y a continuacion. A continuacion, se puede
usar el 4-HB como un sustrato para un segundo organismo microbiano que convierte 4-HB en, por ejemplo, BDO,
GBL y/o THF. El 4-HB se puede afiadir directamente a otro cultivo del segundo organismo, o el cultivo original de los
productores de 4-HB se puede agotar de estos organismos microbianos por, por ejemplo, separacion celular, y
después, la adiciéon posterior del segundo organismo del caldo de fermentacion se puede utilizar para producir €l
producto final sin etapas de purificacion intermedias. Un segundo organismo ilustrativo que tiene la capacidad de
utilizar bioquimicamente 4-HB como sustrato para la conversién de BDO, por ejemplo, es Clostridium acetobutylicum
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(véase, por ejemplo, Jewell et al., Current Microbiology, 13:215-19 (1986)).

En otros aspectos, los organismos microbianos no naturales y los métodos de la divulgacion se pueden ensamblar
en una amplia variedad de subrutas para conseguir la biosintesis de, por ejemplo, 4-HB y/o BDO como se ha
descrito. En estos aspectos, se pueden segregar rutas biosintéticas para un producto deseado de la invencion en
diferentes organismos microbianos y los diferentes organismos microbianos se pueden cultivar simultaneamente
para producir el producto final. En dicho esquema biosintético, el producto de un organismo microbiano es el
sustrato de un segundo organismo microbiano hasta que se sintetiza el producto final. Por ejemplo, se puede llevar a
cabo la biosintesis de BDO como se ha descrito anteriormente para construir un organismo microbiano que contiene
las rutas biosintéticas para la conversion de un sustrato tal como succinato endégeno mediante 4-HB en el producto
final BDO. Como alternativa, también puede producirse BDO biosintéticamente a partir de organismos microbianos
mediante cultivo simultaneo o fermentacion simultanea usando dos organismos en el mismo recipiente. Siendo un
primer organismo microbiano un productor de 4-HB con genes para producir 4-HB a partir de acido succinico, y
siendo un segundo organismo microbiano un productor de BDO con genes para convertir 4-HB en BDO.

Con las ensefianzas y directrices que se proporcionan en el presente documento, los expertos en la materia
entenderan que existe una amplia variedad de combinaciones y permutaciones de organismos microbianos que no
se producen naturalmente y los métodos descritos junto con los otros organismos microbianos, con el cultivo
simultaneo de otros organismos microbianos que no se producen naturalmente que tienen subrutas y con
combinaciones de otros procedimientos quimicos y/o bioquimicos bien conocidos en la técnica para producir
productos de 4-HB, BDO, GBL y THF de la divulgacion.

Un método informatico para identificar y disefar alteraciones metabdlicas que favorecen la biosintesis de un
producto es la infraestructura informatica OptKnock, Burgard et al., Biotechnol Bioeng, 84: 647-57 (2003). OptKnock
es un programa de modelacion y simulacion metabolica que sugiere estrategias de delecién de genes que dan como
resultado microorganismos genéticamente estables que producen un exceso del producto diana. Especificamente, la
infraestructura examina la totalidad de la red metabdlica y/o bioquimica de un microorganismo con el fin de sugerir
manipulaciones genéticas que fuercen la bioquimica deseada a ser un subproducto obligatorio del crecimiento
celular. Al acoplar la produccion bioquimica con el crecimiento de la célula a través de deleciones génicas u otras
perturbaciones de los genes funcionales estratégicamente situadas, las presiones de seleccion sobre el crecimiento
impuestas por las cepas disefiadas por ingenieria genética después de largos periodos de tiempo en un biorreactor
conducen a mejoras en el rendimiento como resultado de la produccién bioquimica acoplada al crecimiento
obligatoria. Finalmente, cuando se realizan las deleciones génicas, existe una posibilidad poco importante de que las
cepas disefias reviertan a su estado original porque los genes seleccionados por OptKnock se eliminan
completamente del genoma. Por tanto, esta metodologia informatica se puede utilizar bien para identificar rutas
alternativas que conducen a la biosintesis de 4-HB y/o BDO o bien utilizarse en relacién con organismos
microbianos no naturales para optimizacién adicional de la biosintesis de 4-HB y/o BDO.

En resumen, OptKnock es un término que se utiliza en el presente documento para referirse a un método y sistema
informatico para modelar el metabolismo celular. El programa OptKnock se refiere a una infraestructura de modelos
y métodos que incorporan restricciones concretas a los modelos de analisis del balance de flujo (FBA). Estas
restricciones incluyen, por ejemplo, informacion cinética cualitativa, informacion cualitativa reguladora, y/o datos
experimentales de micromatrices de ADN. OptKnock también calcula soluciones a diversos problemas metabdlicos
mediante, por ejemplo, estrechar los limites de flujo derivados de los modelos de balance de flujo y, posteriormente,
sondear los limites de rendimiento de las redes metabdlicas en la presencia de adiciones o deleciones de genes. La
infraestructura informatica OptKnock permite la construcciéon de formulaciones modelo que permiten una consulta
efectiva de los limites de rendimiento de las redes metabdlicas, y proporciona métodos para resolver los problemas
de programacion lineal entera mixta. Los métodos de modelacién y simulacion metabdlica citados en el presente
documento como OptKnock se describen en, por ejemplo, la solicitud de patente estadounidense con nimero de
serie 10/043.440, presentada el 10 de enero de 2002, y en la patente internacional n® PCT/US02/00660, presentada
el 10 de enero de 2002.

Otro método informatico para identificar y disefiar alteraciones metabdlicas que favorecen la produccioén biosintética
de un producto es un sistema de modelacion y simulaciéon metabdlica denominado SimPheny®. Este sistema y
método informatico se describe en, por ejemplo, la solicitud de patente estadounidense con numero de serie
10/173.547, presentada el 14 de junio de 2002, y en la solicitud de patente internacional n°® PCT/US03/18838,
presentada el 13 de junio de 2003.

SimPheny es un sistema informatico que se puede utilizar para producir un modelo de red in silico y para simular el
flujo de masa, energia o carga a través de las reacciones quimicas de un sistema biolégico para definir un espacio
de soluciones que contiene todas y cada una de las posibles funcionalidades de las reacciones quimicas del
sistema, determinando de esta forma una gama de actividades permitidas por el sistema bioldgico. Este enfoque se
denomina como modelacién basada en restricciones, porque el espacio de soluciones esta definido por restricciones
tales como la estequiometria conocida de las reacciones incluidas, asi como por la termodinamica de las reacciones
y las restricciones de capacidad asociadas con los flujos maximos a través de las reacciones. El espacio definido por
estas restricciones se puede interrogar para determinar las capacidades fenotipica y conductual del sistema
biolégico o de sus componentes bioquimicos. Los métodos de analisis tales como el analisis convexo, la
programacion lineal y el calculo de rutas extremas descritos, por ejemplo, en Schilling et al., J. Theor. Biol. 203:229-
248 (2000); Schilling et al., Biotech. Bioeng. 71:286-306 (2000) y Schilling et al., Biotech. Prog. 15:288-295 (1999),
se pueden utilizar para determinar dichas capacidades fenotipicas. Como se describe en los siguientes Ejemplos,
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esta metodologia de calculo se utilizé para identificar y analizar las rutas biosintéticas de 4-HB, tanto posibles como
optimas, en organismos microbianos no productores de 4-HB.

Tal como se ha descrito anteriormente, un método basado en restricciones utilizado en los programas informaticos
aplicables es el andlisis del balance de flujo. En analisis del balance de flujo se basa en equilibrar los flujos en
estado estacionario, y se puede implementar como se describe en, por ejemplo, Varma y Palsson, Biotech. Bioeng.
12:994-998 (1994). El enfoque del balance de flujo se ha aplicado a redes de reacciones para simular o predecir
propiedades sistémicas de, por ejemplo, el metabolismo de los adipocitos tal y como se describe en Fell y Small, J.
Biochem. 138:781-786 (1986), secrecion de acetato desde E. coli en condiciones de maximizacion de ATP como se
describe en Majewski y Domach, Biotech. Bioeng. 35:732-738 (1990) o la secrecion de etanol por levaduras como se
describe en Vanrolleghem et al., Biotech. Prog. 12:434-448 (1996). Ademas, este enfoque se puede utilizar para
predecir o simular el crecimiento de E. coli en una variedad de fuentes de carbono Unico, asi como el metabolismo
de H. influenzae como se describe en Edwards y Palsson, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:5528-5533 (2000), Edwards
y Palsson, J. Biol. Chem. 274:17410-17416 (1999) y Edwards et al., Nature Biotech. 19:125-130 (2001).

Una vez que se ha definido el espacio de soluciones, se puede analizar para determinar posibles soluciones en
diferentes condiciones. Este enfoque informatico es coherente con la realidad bioldgica porque los sistemas
biolégicos son flexibles y pueden alcanzar el mismo resultado de muchas formas diferentes. Los sistemas bioldgicos
estan disefiados mediante mecanismos evolutivos que han sido restringidos por restricciones fundamentales que
deben afrontar todos los sistemas vivos. Por tanto, la estrategia de modelado basado en restricciones abarca estas
realidades generales. Ademas, la capacidad de imponer continuamente restricciones adicionales sobre un modelo
de red mediante el endurecimiento de las restricciones da como resultado una reduccién en el tamafio del espacio
de soluciones, mejorando de esta forma la precision, por lo que se puede predecir el comportamiento fisioldgico o el
fenotipo.

Con las ensefianzas y directrices que se proporcionan en el presente documento, un experto en la técnica podra
aplicar diferentes infraestructuras informaticas para la modelacion y simulaciéon metabdlica para disefiar e
implementar la biosintesis de 4-HB, BDO, GBL, THF y otros compuestos de la familia BDO en organismos
hospedadores microbianos diferentes a E. coli y levadura. Dichos métodos de modelacion y simulacion metabdlica
incluyen, por ejemplo, los sistemas informaticos anteriormente ilustrados como SimPheny® y OptKnock. Para
ilustracion, algunos métodos se han descrito en el presente documento con referencia a la infraestructura informatica
OptKnock para modelacién y simulacion. Los expertos en la materia sabran cémo aplicar la identificacion, disefio e
implementacion de las alteraciones metabdlicas usando OptKnock a cualquiera otra de estas infraestructuras
informaticas de modelacion y simulacién y métodos bien conocidos en la técnica.

La capacidad de una célula u organismo para producir un producto bioquimico de forma biosintética se puede
ilustrar en el contexto de los limites de produccién bioquimica de una red metabdlica tipica calculada usando un
modelo in silico. Estos limites se obtienen fijando la tasa o tasas de recaptacion del sustrato o sustratos limitantes a
sus valores experimentalmente determinados, y calculando las tasas maximas y minimas de produccién bioquimica
para cada nivel de crecimiento que se puede alcanzar. La produccion de un producto bioguimico deseado
generalmente esta en competencia directa con la formacién de recursos intracelulares. En estas circunstancias, una
velocidad de produccion bioquimica mejorada necesariamente dara como resultado tasas de crecimiento inferiores a
las maximas. Las desactivaciones sugeridas mediante los programas de modelacion y simulacion metabdlica tales
como OptKnock estan disefiadas para restringir los limites de la solucién permitidos, forzando un cambio en el
comportamiento metabdlico de la cepa natural. Aunque los limites reales de solucidon para una cepa dada se
ampliaran o se restringiran a medida que la tasa o tasas de recaptacion de sustrato aumenten o disminuyan, cada
punto experimental estara dentro de los limites de la solucion calculada. Las representaciones graficas, tales como
las que permiten predicciones exactas de lo cerca que estan las cepas disefiadas de sus limites de comportamiento
también indican todo lo que se puede mejorar.

La infraestructura matematica OptKnock se ilustra en el presente documento para detectar deleciones de genes que
llevan a la biosintesis de productos y, particularmente, a la biosintesis de productos acoplada con el crecimiento. El
procedimiento construye un modelo metabdlico basado en restricciones que estrecha la gama de posibles fenotipos
que puede mostrar un sistema celular mediante la imposicidon sucesiva de restricciones fisicoquimicas de control,
Price et al., Nat. Rev. Microbiol., 2: 886-97 (2004). Tal como se ha descrito anteriormente, los modelos y
simulaciones basados en restricciones son bien conocidos en la técnica y por lo general implican la optimizacion de
una diana celular especifica, sometida a la estequiometria de la red, para sugerir una distribucion de flujo probable.

En resumen, la maximizacién de un objetivo celular cuantificado como flujo de reaccion agregado para una red
metabodlica estacionaria que comprende un conjunto N={1, . . . , N} de metabolitos y un conjunto M={1, . . ., M} de
reacciones metabolicas se expresa matematicamente de la siguiente forma:

maximizar Vobjetivo celular
sometido a M .
. vieN
Sv. =0,
joj
j=1

Vsustrato = Vsustrato_captacion MMOI/gDW-h .
Vie {sustrato(s) limitante(s)}

18



10

15

20

25

30

ES 2583179 T3

Vatp 2 Vatp_principal mmOl/gDW h

vi20 .
: Vie {reaccioén irrev.}

donde S; es el coeficiente estequiométrico del metabolito i en la reaccion j, v; es el flujo de la reaccion j,
Vsustrato_captacion representa la tasa o tasas de recaptacion tedricas o medidas del sustrato o sustratos limitantes, y
Vatp_principal €S €l ATP de mantenimiento necesario no asociado al crecimiento. El vector v incluye tanto los flujos
internos como los externos. En este estudio, se considera frecuentemente que el objetivo celular es la obtencion de
precursores biosintéticos en las proporciones necesarias para la formacién de biomasa, Neidhardt, F. C. et al.,,
Escherichia coli and Salmonella: Cellular and Molecular Biology, 22 ed. 1996, Washington, D.C.: ASM Press. 2 v. (xx,
2822, Ixxvi). Los flujos por lo general se indican por 1 gDW-h (gramo de peso seco multiplicado por hora) de tal
manera que la formacion de la biomasa se expresa como g de biomasa producida/gDW-h o 1/h.

El modelado de las deleciones génicas, y dicha eliminacion de reacciones, utiliza en primer lugar la incorporacion de
variables binarias a la estructura tedrica basada en restricciones, Burgard et al., Biotechnol. Bioeng., 74: 364-375
(2001), Burgard et al., Biotechnol. Prog., 17: 791-797 (2001). Estas variables binarias

fl, si el flujo de reaccion V; esta activo
y. =

VjeM

J 10, si el flujo de reaccion v; no esta activo

suponen un valor de 1 si la reaccion j esta activa y un valor de 0O si esta inactiva. La siguiente restriccion,

garantiza que el flujo de la reaccion, vj, se ajusta a cero solamente si la variable y; es igual a cero. Como alternativa,
cuando y; es igual a uno, v; puede tomar cualquier valor entre un limite inferior v/"™" y un limite superior v/"**. En el
presente documento, vi"" y v"* se identifican minimizando y maximizando, respectivamente, cada flujo de reaccion
sometido a las restricciones de la red anteriormente descritas, Mahadevan et al., Metab. Eng., 5: 264-76 (2003).

Las desactivaciones de genes/reacciones optimas se identifican resolviendo un problema de optimizacién de dos
niveles que selecciona el conjunto de reacciones activas (y;=1) de tal forma que una solucién de crecimiento 6ptimo
de la red resultante produce un exceso del producto quimico de interés. Desde el punto de vista matematico, este
problema de optimizacion de dos niveles se expresa en forma del siguiente problema de optimizacion entero mixto
de dos niveles:
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Maximizar 4 Vquimica (OptKnock) )
Vi
sometido a maximizar Vbiomasa
Vi
M
sometido a = .
ZSI';'V; =0, YVieN
=1
Vsustrato = .
Vsustrato_captacién v 1€ {sustrato((s))}
limitante(s
\ Vath Vatp_principal )
diana
VBiomasa = Vbiomasa
N T T 7
vil ey Sy ST ey v jeM
dYd-y)=K

jeM forwand
yie {01}, v jeM

donde vquimico €S la produccion del producto diana deseado, por ejemplo, succinato u otro producto bioquimico, y K
es el numero de desactivaciones permisibles. Destacar que poner el valor de K en cero devuelve la solucién de
biomasa maxima de la red completa, mientras que poner el valor de K en uno identifica la Unica desactivacion de
gen/reaccion (y; =0) de tal forma que la red resultante implica la maxima sobreproduccién dado su maximo
rendimiento de biomasa. La restriccion final garantiza que la red resultante cumple un minimo rendimiento de
biomasa. Burgard et al., Biotechnol. Bioeng., 84: 647-57 (2003), proporcionan una descripcion mas detallada de la
formulacién del modelo y del procedimiento de resolucion. Los problemas que contienen cientos de variables
binarias se pueden resolver en unos pocos minutos o en varias horas usando CPLEX 8.0, GAMS: The Solver
Manuals. 2003: GAMS Development Corporation, que se puede acceder a través de GAMS, Brooke et al., GAMS
Development Corporation (1998), un entorno de modelado, en una estacion de trabajo IBM RS6000-270. La
infraestructura OptKnock ya ha sido capaz de identificar estrategias de delecion de genes prometedoras para la
produccion bioquimica en exceso, Burgard et al., Biotechnol. Bioeng., 84: 647-57 (2003), Pharkya et al., Biotechnol.
Bioeng., 84: 887-899 (2003), y establece un marco sistematico que abarca de forma natural futuras mejoras en
marcos de modelizacion metabdlica y reguladora.

Cualquier solucion del problema OptKnock de dos niveles anteriormente descrito proporcionara un conjunto de
reacciones metabdlicas a perturbar. La eliminacion de cada reaccion dentro del conjunto o la modificacion
metabdlica puede dar como resultado 4-HB o BDO como producto obligado durante la fase de crecimiento del
organismo. Como las reacciones son conocidas, una solucién del problema OptKnock de dos niveles también
proporcionara el gen o genes asociados que codifican una o mas enzimas que catalizan cada reaccion dentro del
conjunto de reacciones. La identificacion de un conjunto de reacciones y sus correspondientes genes que codifican
los enzimas que participan en cada reaccion es generalmente un proceso automatizado, que se realiza mediante la
correlacion de las reacciones con una base de datos de reacciones que incluye relaciones entre enzimas y genes
codificantes.

Una vez identificado, el conjunto de reacciones a perturbar para obtener la produccion de 4-HB o BDO se
implementa en la célula u organismo diana mediante la perturbacion funcional de al menos un gen que codifica cada
reaccion metabdlica dentro del conjunto. Un medio especialmente util para conseguir la perturbacion funcional del
conjunto de reaccion es mediante la delecion de cada gen de codificacion. Sin embargo, en algunos casos, puede
ser beneficioso perturbar la reaccion mediante otras anomalias genéticas entre las que se incluyen, por ejemplo,
mutacioén, delecion de regiones reguladoras tales como promotores o sitios de unién a cis de los factores
reguladores, o mediante truncamiento de la secuencia de codificacion en cualquiera de numerosas ubicaciones.
Estas ultimas anomalias, que dan como resultado la delecion completa del conjunto génico pueden ser utiles, por
ejemplo, cuando se desea una evaluacion rapida del acoplamiento del succinato o cuando es menos probable que
ocurra la reversion génica.

Para identificar soluciones productivas adicionales para el problema OptKnock de dos niveles anteriormente descrito
que proporcione conjuntos adicionales de reacciones a perturbar o modificaciones metabdlicas que puedan dar
como resultado una biosintesis, incluyendo la biosintesis de 4-HB u otro producto bioquimico acoplada al
crecimiento, se puede implementar otro método de optimizaciéon, denominado de cortes enteros. Este método
progresa resolviendo el problema OptKnock anteriormente ilustrado de forma iterativa con la incorporacion de una
restriccion adicional que se denomina corte entero en cada iteracion. La restriccion de corte entero evita eficazmente
que el procedimiento de resolucion seleccione exactamente el mismo conjunto de reacciones identificado en
cualquier iteracion anterior que obligatoriamente acopla la biosintesis del producto con el crecimiento. Por ejemplo,
si una modificacion metabdlica acoplada con el crecimiento anteriormente identificada especifica que las reacciones
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1, 2, y 3 se deber perturbar, entonces, la siguiente restriccion impide las mismas reacciones se consideren

simultdneamente en posteriores soluciones: y1+y2+ys = 1. El método de corte entero es bien conocido en la técnica
y se puede encontrar descrito en, por ejemplo, la referencia, Burgard et al., Biotechnol. Prog., 17: 791-797 (2001).
Analogamente a todos los métodos descritos en el presente documento con referencia a su uso combinado con la
infraestructura informatica OptKnock para modelizacion y simulacion metabodlica, el método de corte entero para
reducir la redundancia en el analisis informatico iterativo también se puede aplicar a otras infraestructuras
informaticas bien conocidas en la materia incluyendo, por ejemplo, SimPheny®.

Las restricciones del tipo anterior impiden la identificacién de conjuntos de reaccién mas grandes que incluyen
conjuntos ya identificados. Por ejemplo, el uso del método de optimizacién de corte entero anterior en una iteracion
posterior impediria la identificacién de un cuadruple conjunto de reacciones que especifique que las reacciones 1, 2,
y 3 se deben perturbar, ya que estas reacciones se han identificado con anterioridad. Para garantizar la
identificacion de todos los posibles conjuntos de reacciones que conducen a la produccion biosintética de un
producto, se puede utilizar una modificacién del método de corte entero.

En resumen, el procedimiento de corte entero modificado comienza con la iteracién 'cero' que calcula la produccion
maxima del producto bioquimico deseado para el crecimiento éptimo con una red natural. Este calculo corresponde
a una solucion OptKnock con K igual a 0.

A continuacién, se consideran desactivaciones simples y se introducen dos conjuntos de parametros, objstorejwr €
ystoreierj, para guardar la funcion objetivo (vquimico) € informacion se activacion-desactivacion de la reaccion (y;),
respectivamente, en cada iteracion, iter. A continuacion, las siguientes restricciones se afiaden sucesivamente a la
formulacion OptKnock en cada iteracion.

Vquimico = ey =07 4

En la ecuacion anterior, € y M son nimeros pequefos y grandes, respectivamente. En general, € se puede ajustar a
aproximadamente 0,01 y M se puede ajustar a aproximadamente 1000. Sin embargo, también se pueden utilizar
numeros mas grandes y/o mas pequefios que los citados. M garantiza que la restriccion solamente puede ser
vinculante para estrategias de desactivacion anteriormente identificadas, mientras que € garantiza que la adicion de
desactivaciones a una estrategia previamente identificada debe llevar a un aumento de al menos € en la produccion
bioquimica durante el crecimiento optimo. Esta estrategia pasa a deleciones dobles cuando una estrategia de
delecion unica no consigue mejorar la cepa natural. Después se consideran las deleciones triples cuando ninguna
estrategia de delecion doble mejora la cepa natural, y asi sucesivamente. El resultado final es una lista ordenada,
representada por la produccién bioquimica deseada en el crecimiento 6ptimo, de diferentes estrategias de delecion
que se diferencian entre si como minimo en una inactivacién. Este procedimiento de optimizacién, asi como la
identificacion de una amplia variedad de conjuntos de reacciones que, cuando se perturban, conducen a la
biosintesis, incluyendo la produccién acoplada con el crecimiento, de un producto bioquimico. Con las ensefianzas y
directrices que se proporcionan en el presente documento, los expertos en la materia entenderan que los métodos y
disefios de la ingenieria metabdlica ilustrada en el presente documento se pueden aplicar analogamente para
identificar nuevas rutas biosintéticas y/o al acoplamiento obligatorio entre el crecimiento de la célula o el
microorganismo Yy cualquier producto bioquimico.

Los métodos anteriormente ilustrados e ilustrados adicionalmente en los Ejemplos siguientes permiten la
construccion de las células y organismos que producen de forma biosintética, incluyendo el acoplamiento obligado
entre la produccién de un producto bioquimico deseado y el crecimiento de la célula u organismo disefiados para
contener las alteraciones genéticas deseadas. En este sentido, se han identificado alteraciones genéticas que dan
como resultado la biosintesis de 4-HB y 1,4-butanodiol. Las cepas de microorganismos construidas con las
alteraciones metabdlicas identificadas producen niveles elevados de 4-HB o BDO en comparaciéon con los
microorganismos sin modificar. Estas cepas se pueden utilizar provechosamente para la produccion comercial de 4-
HB, BDO, THF y GBL, por ejemplo, en un proceso de fermentacion continuo sin estar sometidas a presiones de
seleccion negativa.

Por tanto, los métodos informaticos descritos en el presente documento permiten la identificacién e implementacion
de modificaciones metabdlicas que se identifican mediante un método in silico seleccionado para OptKnock o
SimPheny. El conjunto de modificaciones metabdlicas puede incluir, por ejemplo, la adiciéon de una o mas rutas
enzimaticas biosintéticas y/o la perturbacion funcional de una o mas reacciones metabdlicas entre las que se
incluyen, por ejemplo, la perturbacion por delecién del gen.
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La aplicacion del método OptKnock para identificar rutas adecuadas para la produccion del 1,4-butanodiol (BDO)
acoplada al crecimiento se describe en los Ejemplos V-VII. Tal como se ha descrito anteriormente, la metodologia
OptKnock se desarrollé sobre la base de que las redes microbianas mutantes pueden evolucionar hacia sus
fenotipos de crecimiento maximo previstos por el modelo cuando se someten a periodos prolongados se seleccion
por crecimiento. En otras palabras, la estrategia aprovecha la capacidad del organismo para autooptimizarse bajo
presion selectiva. La infraestructura OptKnock permite la enumeracién exhaustiva de combinaciones de deleciones
de genes que fuerzan un acoplamiento entre la produccién bioquimica y el crecimiento de la célula en funcion de la
estequiometria de la red. La identificacion de desactivaciones de genes/reacciones optimas requiere la resolucién de
un problema de optimizacién de dos niveles que selecciona el conjunto de reacciones activas de tal forma que una
solucién de crecimiento optimo de la red resultante produce un exceso del producto bioquimico de interés (Burgard
et al. Biotechnol. Bioeng. 84:647-657 (2003)).

La produccién bioguimica acoplada con el crecimiento se puede visualizar en el contexto de los limites de
produccién bioquimica de una red metabdlica tipica. Estos limites se obtienen a partir de un modelo in silico fijando
la tasa o tasas de recaptacion del sustrato o sustratos limitantes a sus valores experimentalmente determinados, y
calculando las tasas maximas y minimas de produccién bioquimica para cada nivel de crecimiento que se puede
alcanzar. La produccion implica basicamente todo lo que es posible abarcando todos los fenotipos bioldgicos
potenciales disponibles para una cepa dada. Aunque se producen excepciones, tipicamente, la produccién de un
producto bioquimico deseado esta en competencia directa con la formacion de recursos intracelulares (véase la
figura 5, region gris). Asi, un rendimiento bioquimico mejorado necesariamente dara como resultado un crecimiento
inferior al maximo. Adicionalmente, la aplicacion de presiones de seleccién por crecimiento puede impulsar el
rendimiento de producciéon no acoplada al crecimiento de una cepa hacia un genotipo de baja produccion (punto A,
figura 5), independientemente de su punto de partida inicial. La desactivacion sugerida por OptKnock esta disefiada
para restringir el limite admisible de la solucion, forzando un cambio en el comportamiento metabdlico como se
representa en la figura 5 (region cian). La estrategia de la ingenieria de evolucion se puede aplicar para impulsar el
rendimiento de una cepa disefiada mediante OptKnock hacia el limite situado mas a la derecha. Esto dara como
resultado una cepa de produccién elevada que deberia ser intrinsecamente estable para presiones de seleccion por
crecimiento adicionales (punto B, figura 5).

Se us6 un modelo estequiométrico in silico del metabolismo de E. coli para identificar los genes esenciales de las
rutas metabdlicas, como se ha ilustrado y descrito anteriormente en, por ejemplo, las publicaciones de patente de
Estados Unidos US 2002/0012939, US 2003/0224363, US 2004/0029149, US 2004/0072723, US 2003/0059792, US
2002/0168654 y US 2004/0009466, y en la patente de Estados Unidos. n® 7.127.379. Como se divulga en el
presente documento, la infraestructura matematica OptKnock se aplicé para detectar deleciones de genes que
conducian a una produccion de BDO acoplada al crecimiento (véanse los Ejemplos V-VII). Se determinaron

inicialmente estrategias mediante un modelo reducido de la red metabdlica de E. coli. Este modelo “pequeﬁo”
incluye las funcionalidades metabdlicas clave de la red, eliminando de esta forma la redundancia asociada con las
redes metabodlicas a escala gendmica. Se prestd atencion a garantizar que el modelo no se habia reducido hasta el
punto de no incluir rutas potencialmente activas que tenian dianas viables. En su conjunto, el modelo reducido
contenia 262 reacciones y su implementacion redujo el tiempo de CPU de OptKnock CPU en aproximadamente diez
veces en comparacion con la aplicacion de OptKnock al modelo a escala genémica de E. coli (Reed et al., Genome
Biol. 4:R54 (2003)).

Ademas, la solucion del problema OptKnock de dos niveles proporciona solamente un conjunto de deleciones. Para
enumerar todas las soluciones significativas, es decir, todos los conjuntos de desactivaciones que conducen a una
formacion de la produccion acoplada al crecimiento, se puede implementar una técnica de optimizaciéon denominada
de cortes enteros. Esto conlleva resolver el problema OptKnock de forma iterativa con la incorporaciéon de una
restriccion adicional que se denomina corte entero en cada iteracion, tal como se ha descrito anteriormente.

Para las rutas bioquimicas que conducen al 1,4-butanodiol, se espera que la conversion de glucosa en BDO en E.
coli derive de un total de tres etapas de reduccion intracelular a partir del semialdehido succinico (véase la figura 6).
E. coli produce de forma natural el semialdehido succinico mediante el ciclo intermedio TCA, alfa-cetoglutarato,
mediante la accién de dos enzimas, la glutamato:semialdehido succinico transaminasa y glutamato descarboxilasa.
Una ruta alternativa, utilizada por el anaerobio estricto Clostridium kluyveri para degradar el succinato, activa el
succinato a succinil-CoA, y posteriormente convierte el succinil-CoA en semialdehido succinico usando una
semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA (Sohling y Gottschalk, Eur. J. Biochem. 212:121-127
(1993)). La conversion de succinato semialdehido en BDO requiere en primer lugar la actividad de la 4-
hidroxibutanoato (4-HB) deshidrogenasa, un enzima no natural para E. coli o levaduras, pero que se encuentra en
diversas bacterias tales como C. kluyveri y Ralstonia eutropha (Lutke-Eversloh y Steinbuchel, FEMS Microbiol. Lett.
181:63-71 (1999); Sohling y Gottschalk, J. Bacteriol. 178:871-880 (1996); Valentin et al., Eur. J. Biochem. 227:43-60
(1995); Wolff y Kenealy, Protein Expr. Purif. 6:206-212 (1995)). El precedente de la conversion de 4-HB en BDO se
ha demostrado en el anaerobio estricto, Clostridium acetobutylicum, que cuando se alimenté con 4-HB, demostro
producir cuantitativamente BDO (Jewell et al., Current Microbiology 13:215-219 (1986)). Las biotransformaciones
necesarias de 4-HB a BDO se suponen similares a las de la conversion de acido butirico en butanol habitual de las
especies de Clostridia, que transcurre mediante un derivado de CoA (Girbal et al., FEMS Microbiology Reviews
17:287-297 (1995)).

Ademas, se describe un microorganismo no natural que comprende una o mas perturbaciones génicas, las una o
mas perturbaciones génicas se producen en genes que codifican un enzima obligatorio para acoplar la produccion
de 1,4-butanodiol al crecimiento del microorganismo cuando la perturbacién del gen reduce la actividad de un
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enzima, en donde la una o mas perturbaciones génicas transmiten una produccion estable acoplada al crecimiento
de 1,4-butanodiol en el microorganismo no natural. La una o mas perturbaciones génicas pueden ser, por ejemplo,
las descritas en la Tabla 6 o 7. La una o mas perturbaciones génicas pueden comprender perturbaciones que
comprenden una delecion del uno o mas genes, tales como los genes divulgados en la Tabla 6 6 7.

Como se divulga en el presente documento, el microorganismo no natural puede ser una bacteria, levadura u hongo.
Por ejemplo, el microorganismo no natural puede ser una bacteria tal como Escherichia coli, Klebsiella oxytoca,
Anaerobiospirillum succiniciproducens, Actinobacillus succinogenes, Mannheimia succiniciproducens, Rhizobium etli,
Bacillus subtilis, Corynebacterium glutamicum, Gluconobacter oxydans, Zymomonas mobilis, Lactococcus lactis,
Lactobacillus plantarum, Streptomyces coelicolor, Clostridium acetobutylicum, Pseudomonas fluorescens, vy
Pseudomonas putida. El microorganismo no natural también puede ser una levadura tal como Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Aspergillus terreus,
Aspergillus niger, y Pichia pastoris.

Un microorganismo no natural de la divulgacién puede comprender un conjunto de modificaciones metabdlicas que
acoplan obligatoriamente la produccién de 1,4-butanodiol al crecimiento del microorganismo, comprendiendo el
conjunto de modificaciones metabdlicas la perturbaciéon de uno o mas genes seleccionados entre el conjunto de
genes que comprenden adhE, IdhA, pflAB; adhE, IdhA, pflAB, mdh; adhE, IdhA, pflAB, mdh, mqgo; adhE, IdhA, pflAB,
mdh, aspA; adhE, mdh, IdhA, pflAB, sfcA; adhE, mdh, IdhA, pflAB, maeB; adhE, mdh, IdhA, pflAB, sfcA, maeB;
adhE, IdhA, pflAB, mdh, pntAB; adhE, IdhA, pflAB, mdh, gdhA; adhE, IdhA, pflAB, mdh, pykA, pykF, dhakKLM, deoC,
edd, yiaE, ycdW; y adhE, IdhA, pflAB, mdh, pykA, pykF, dhaKLM, deoC, edd, yiaE, ycdW, prpC, gsk, o un ortélogo
del mismo, en el que el microorganismo muestra una produccion de 1,4-butanodiol acoplada al crecimiento estable.

En un aspecto, se divulga un microorganismo no natural que comprende un conjunto de modificaciones metabdlicas
obligadas para acoplar la produccion de 1,4-butanodiol al crecimiento del microorganismo, comprendiendo el
conjunto de modificaciones metabdlicas la perturbacién de uno o mas genes, o un ortélogo del mismo, en el que el
conjunto de modificaciones metabdlicas comprende la perturbacién de adhE y IdhA, en el que el microorganismo
muestra una produccion de 1,4-butanodiol acoplada al crecimiento estable. En un aspecto adicional, el conjunto de
modificaciones metabdlicas puede comprender ademas la perturbacion de mdh. En otro aspecto, el conjunto de
modificaciones metabdlicas puede comprender ademas la perturbacion de uno o mas genes seleccionados entre el
conjunto de genes que comprenden mqo, aspA, sfcA, maeB, pntAB, y gdhA y puede incluir, por ejemplo, la
perturbacion de sfcA y maeB. En otro aspecto mas, el conjunto de modificaciones metabdlicas puede comprender
ademas la perturbaciéon de uno o mas genes seleccionados entre el conjunto de genes que comprenden pykA, pykF,
dhaKLM, deoC, edd, yiaE, ycdW, prpC, y gsk, incluyendo la perturbacién de todos los pykA, pykF, dhakKLM, deoC,
edd, yiaE y ycdW, y puede comprender ademas la perturbacion de prpC y gsk. Cualquiera de los conjuntos de
modificaciones metabdlicas anteriormente descritas puede comprender ademas la perturbacién de pflAB. En un
aspecto particular, el conjunto de modificaciones metabdlicas comprende la perturbacion de uno o mas genes
seleccionados entre el conjunto de genes que comprenden adhE, IdhA, pflAB, mdh, y aspA, incluyendo hasta la
totalidad de los genes adhE, IdhA, pflAB, mdh, y aspA.

Un microorganismo no natural descrito puede comprender ademas una ruta biosintética 1,4-butanodiol (BDO) que
comprende al menos un acido nucleico exdégeno que codifica la 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa, semialdehido
succinico deshidrogenasa independiente de CoA, succinil-CoA sintetasa, semialdehido succinico deshidrogenasa
dependiente de CoA, 4-hidroxibutirato:CoA transferasa, glutamato: semialdehido succinico transaminasa, glutamato
descarboxilasa, aldehido deshidrogenasa independiente de CoA, aldehido deshidrogenasa dependiente de CoA o
alcohol deshidrogenasa, en el que el acido nucleico exdgeno se expresa en cantidad suficiente para producir 1,4-
butanodiol (BDO), como se divulga en el presente documento.

Se proporciona adicionalmente un método para producir un microorganismo no natural que tiene una produccion de
1,4-butanodiol acoplada al crecimiento estable identificando in silico un conjunto de modificaciones metabdlicas que
requieren la produccién de 1,4-butanodiol durante el crecimiento exponencial bajo un conjunto definido de
condiciones, y modificar genéticamente un microorganismo para que contenga el conjunto de modificaciones
metabdlicas que requieren la produccion de 1,4-butanodiol. Dichos métodos pueden incluir adicionalmente la adicién
de genes exodgenos que expresan las actividades enzimaticas deseadas en un microorganismo. Dicho conjunto de
modificaciones metabdlicas se puede identificar por un método in silico seleccionado entre OptKnock o SimPheny
(véase anteriormente y los Ejemplos V-VII).

La divulgacién describe adicionalmente un microorganismo producido con los métodos divulgados en el presente
documento. Adicionalmente, se divulga un método para producir 1,4-butanodiol acoplado al crecimiento de un
microorganismo. El método puede incluir las etapas de cultivar en la fase de crecimiento exponencial, en cantidad
suficiente de nutrientes y medio, un microorganismo no natural que comprende un conjunto de modificaciones
metabodlicas que acoplan obligatoriamente la produccién de 1,4-butanodiol al crecimiento del microorganismo, en el
que el microorganismo muestra una produccion de 1,4-butanodiol acoplada al crecimiento estable, y aislar el 1,4-
butanodiol producido a partir del microorganismo no natural. El conjunto de modificaciones metabdlicas que
comprende la perturbacion de uno o mas genes se puede seleccionar entre el conjunto de genes que comprenden
adhE, IdhA, pflAB; adhE, IdhA, pflAB, mdh; adhE, IdhA, pflAB, mdh, mqo; adhE, IdhA, pflAB, mdh, aspA; adhE, mdh,
IdhA, pflAB, sfcA; adhE, mdh, IdhA, pflAB, maeB; adhE, mdh, IdhA, pflAB, sfcA, maeB; adhE, IdhA, pflAB, mdh,
pntAB; adhE, IdhA, pflAB, mdh, gdhA; adhE, IdhA, pflAB, mdh, pykA, pykF, dhaKLM, deoC, edd, yiaE, ycdW; y adhE,
IdhA, pflAB, mdh, pykA, pykF, dhakKLM, deoC, edd, yiaE, ycdW, prpC, gsk, o un ortélogo del mismo.
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En un aspecto, se describe un método para producir 1,4-butanodiol acoplado al crecimiento de un microorganismo.
El método puede incluir las etapas de cultivar en la fase de crecimiento exponencial, en cantidad suficiente de
nutrientes y medio, un microorganismo no natural que comprende un conjunto de modificaciones metabdlicas que
acoplan obligatoriamente la produccién de 1,4-butanodiol al crecimiento del microorganismo, comprendiendo el
conjunto de modificaciones metabdlicas la perturbacién de uno o mas genes, o un ortélogo del mismo, en el que el
conjunto de modificaciones metabdlicas comprende la perturbacién de adhE y IdhA, en el que el microorganismo
muestra una produccion de 1,4-butanodiol acoplada al crecimiento estable; y aislar el 1,4-butanodiol producido a
partir del microorganismo no natural. En un aspecto adicional, el conjunto de modificaciones metabdlicas puede
comprender ademas la perturbacion de mdh. En otro aspecto, el conjunto de modificaciones metabdlicas puede
comprender ademas la perturbacion de uno o mas genes seleccionados entre el conjunto de genes que comprenden
mqo, aspA, sfcA, maeB, pntAB, y gdhA y puede incluir, por ejemplo, la perturbacién de sfcA y maeB. En otro aspecto
mas, el conjunto de modificaciones metabdlicas puede comprender ademas la perturbacion de uno o mas genes
seleccionados entre el conjunto de genes que comprenden pykA, pykF, dhaKLM, deoC, edd, yiakE, ycdW, prpC, y
gsk, incluyendo la perturbacion de todos los pykA, pykF, dhaKLM, deoC, edd, yiakE y ycdW, y puede comprender
ademas la perturbacion de prpC y gsk. Cualquiera de los conjuntos de modificaciones metabdlicas anteriormente
descritas puede comprender ademas la perturbaciéon de pflAB.

En un método para producir BDO, el microorganismo no natural puede comprender ademas una ruta biosintética
1,4-butanodiol (BDO) que comprende al menos un acido nucleico exdgeno que codifica la 4-hidroxibutanoato
deshidrogenasa, semialdehido succinico deshidrogenasa independiente de CoA, succinil-CoA sintetasa,
semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA, 4-hidroxibutirato:CoA transferasa, glutamato:
semialdehido succinico transaminasa, glutamato descarboxilasa, aldehido deshidrogenasa independiente de CoA,
aldehido deshidrogenasa dependiente de CoA o alcohol deshidrogenasa, en el que el acido nucleico exdgeno se
expresa en cantidad suficiente para producir 1,4-butanodiol (BDO).

EJEMPLO |

Biosintesis del acido 4-hidroxibutanoico

Este Ejemplo describe las rutas bioquimicas para la produccion de 4-HB.

Los informes anteriores sobre la sintesis de 4-HB en microbios se han centrado en este compuesto como un
compuesto intermedio en la produccion del plastico biodegradable poli-hidroxialcanoato (PHA) (patente de Estados
Unidos n° 6.117.658). El uso de copolimeros 4-HB/3-HB puede ser ventajoso comparado con el polimero de poli-3-
hidroxibutirato (PHB) mas habitual porque el plastico resultante es menos quebradizo (Saito y Doi, Intl. J. Biol.
Macromol. 16:99-104 (1994)). La produccién del 4-HB monomérico descrito en el presente documento es
fundamentalmente un proceso diferente por varios motivos: 1). El producto se secreta, a diferencia del PHA, que se
produce intracelularmente, y permanece en la célula; 2) para los organismos que producen polimeros de
hidroxibutanoato, no se produce 4-HB libre, sino en su lugar el derivado de Coenzima A, que utiliza la poli-
hidroxialcanoato sintasa; 3) en el caso del polimero, la formacién de productos granulares altera la termodinamica; y
4) el pH extracelular no es un problema para la produccion del polimero, mientras que resultara alterado si 4-HB esta
presente en forma de acido libre o como base conjugada, y también el equilibrio entre 4-HB y GBL.

4-HB se puede producir por dos etapas de reduccion desde succinato, un metabolito central del ciclo TCA, con el
semialdehido succinico como el compuesto intermedio (figura 2). La primera de estas enzimas, la semialdehido
succinico deshidrogenasa, es natural para muchos organismos incluyendo E. coli, en el que se han encontrado las
dos enzimas dependientes de NADH y NADPH (Donnelly y Cooper, Eur. J. Biochem. 113:555-561 (1981); Donnelly
y Cooper, J. Bacteriol. 145:1425-1427 (1981); Marek y Henson, J. Bacteriol. 170:991-994 (1988)). Existe también
evidencia que respalda la actividad de la semialdehido succinico deshidrogenasa en S. cerevisiae (Ramos et al.,
Eur. J. Biochem. 149:401-404 (1985)), y se ha identificado un posible gen por homologia de secuencia. Sin
embargo, la mayoria de los informes indican que esta enzima progresa en la direccion de la sintesis de succinato, en
oposicion a lo que se muestra en la figura 2 (Donnelly y Cooper, mas arriba; Lutke-Eversloh y Steinbuchel, FEMS
Microbiol. Lett. 181:63-71 (1999)), participando en la ruta degradativa de of 4-HB y gamma-aminobutirato. Una ruta
alternativa, utilizada por el anaerobio estricto Clostridium kluyveri para degradar el succinato, activa el succinato a
succinil-CoA, y posteriormente convierte el succinil-CoA en semialdehido succinico usando una semialdehido
succinico deshidrogenasa alternativa que se sabe que actua en esta direccion (Sohling y Gottschalk, Eur. J.
Biochem. 212:121-127 (1993)). Sin embargo, esta ruta tiene el coste energético del ATP necesario para convertir el
succinato a succinil-CoA.

La segunda enzima de la ruta, 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa, no es natural para E. coli o levaduras, pero que
se encuentra en diversas bacterias tales como C. kluyveri y Ralstonia eutropha (Lutke-Eversloh y Steinbuchel, mas
arriba; Sohling y Gottschalk, J. Bacteriol. 178:871-880 (1996); Valentin et al., Eur. J. Biochem. 227:43-60 (1995);
Wolff y Kenealy, Protein Expr. Purif. 6:206-212 (1995)). Se sabe que estas enzimas son dependientes de NADH, con
lo que se supone que pueden existir formas dependientes de NADPH. Una ruta adicional hacia 4-HB desde alfa-
cetoglutarato se ha demostrado en E. coli dando como resultado la acumulacion de poli(acido 4-hidroxibutirico)
(Song et al., Wei Sheng Wu Xue. Bao. 45:382-386 (2005)). La cepa recombinante necesita la sobreexpresion de tres
genes heterdlogos, PHA sintasa (R. eutropha), 4-hidroxibutirato deshidrogenasa (R. eutropha) y 4-
hidroxibutirato:CoA transferasa (C. kluyveri), junto con dos genes naturales de E. coli: glutamato:semialdehido
succinico transaminasa y glutamato descarboxilasa. Las etapas 4 y 5 de la figura 2 pueden llevarse a cabo
alternativamente mediante una alfa-cetoglutarato descarboxilasa tal como la identificada en Euglena gracilis
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(Shigeoka et al., Biochem. J. 282(Pt2):319-323 (1992); Shigeoka y Nakano, Arch. Biochem. Biophys. 288:22-28
(1991); Shigeoka y Nakano, Biochem J. 292(Pt 2):463-467 (1993)). Sin embargo, esta enzima aun no se ha aplicado
para alterar la produccion de 4-HB o polimeros relacionados en ningln organismo.

La direccionalidad notificada de la semialdehido succinico deshidrogenasa condujo a la investigacion de la
termodinamica del metabolismo de 4-HB. Especificamente, este estudio investigo si las reacciones implicadas en la
conversion del succinato o succinil-CoA en 4-HB eran termodinamicamente favorables, o no lo eran, (es decir,
AG<0) en las tipicas condiciones fisiologicas presentes en E. coli y S. cerevisiae. Se supone que todas las
reacciones de oxidacién/reducciéon utilizan NADH, aunque los resultados para la supuesta utilizacion de NADPH
serian similares. Se calcularon las energias libres de Gibbs estandar de formacion (AG¢°) para cada compuesto de la
figura 2 basandose en el método de contribucion de grupos (Mavrovouniotis, M. L., J. Biol. Chem. 266:14440-14445
(1991)). Cada energia de Gibbs estandar de formacion se transformé a continuacion para obtener un criterio de
cambio espontaneo a la presion, temperatura, pH y fuerza ionica especificados (Alberty, R. A., Biochem. Biophys.
Acta 1207:1-11 (1994)) (ecuacion 1).

2,915J7 ——&

AG,(1,pH)=AG (I =0)+ N, RT In(10"") -

1+nlf '

Donde AGf es la energia de Gibbs estandar de formacién, Ny es el numero de atomos de hidrégeno en el
compuesto, R es la constante universal de los gases, T es constante a 298 K, z es la carga de la molécula al pH de
interés, | es la fuerza i6nica en M, y B es una constante igual a 1,6 L%*/mol®®

La Ecuacion 1 revela que tanto el pH intracelular como la fuerza iénica tienen un papel para determinar la factibilidad
termodinamica. Normalmente, el pH intracelular de las células esta muy bien regulado, incluso cuando hay grandes
variaciones en el pH del cultivo. El pH intracelular de E. coli y S. cerevisiae se han notificado en la bibliografia. E. coli
mantiene un pH intracelular de 7,4-7,7 durante las condiciones de crecimiento tipicas en tampones neutros, pero
puede disminuir a 7,2 en un medio a pH 6, e incluso bajar hasta 6,9 para un pH externo de 5 (Riondet et al.,
Biotechnology Tech. 11:735-738 (1997)). Sin embargo, el crecimiento de E. coli queda fuertemente inhibido a un pH
externo inferior a 6. El pH de las levaduras muestra una variacion mayor. Durante la fase de crecimiento
exponencial, el pH interno de S. cerevisiae se ha medido en el intervalo de 6,7-7,0 para un pH externo controlado a
5,0 (Dombek e Ingram, Appl. Environ. Microbiol. 53:1286-1291 (1987)). Por otra parte, en células en reposo, el pH
interno baja por debajo de 6 cuando el pH externo es 6 o inferior (Imai y Ohno, J. Biotechnol. 38:165-172 (1995)).
Este analisis supone un pH intracelular de 7,4 para E. coli y 6,8 para S. cerevisiae. También se supone una fuerza
idnica de 0,15 (Valenti et al., mas arriba).

Las energias de Gibbs de formacién transformadas se calcularon en el estado estandar (pH=7,0, 1=0) y para los
estados fisiolégicos de E. coli (pH=7,4, 1=0,15) y S. cerevisiae (pH=6,8, I=0,15). Las energias de Gibbs de reaccion
(AGy) transformadas se calcularon a continuacién calculando la diferencia de AGt entre productos y reactivos. Las
energias de Gibbs de las reacciones transformadas necesarias para convertir succinato o succinil-CoA en 4-HB se
proporcionan en la Tabla 2. A resaltar que el error estandar, Urest, para la AGf calculada mediante la teoria de
contribucion de grupos es de 4 kcal/mol. Esta incertidumbre sobre el valor de AG,, U, s, S€ puede calcular como la
norma euclidea de la incertidumbre de AG; para cada compuesto (ecuacion).

[ s
i=l

Donde n es el coeficiente estequiométrico e i es el compuesto. Para las reacciones examinadas, esta incertidumbre
es de aproximadamente 8 kcal/mol.

Tabla 2. Energia libre de Gibbs de reaccion (kcal/mol) para diferentes valores de pH y fuerza idnica. La primera
columna esta en condiciones estandar, mientras que las demas se han ajustado de acuerdo con la ecuacion 1. La
temperatura es constante a 298 K. Las barras de error de estos valores son de aproximadamente 8 kcal/mol,
calculado mediante la ecuacién 2. Abreviaturas: suc, succinato; sucsa, semialdehido succinico; succoa, succinil-
CoA,; Pi, fosfato inorganico.

= Jilﬁarf (2)
i=l

Reaccion AG° AG; AG;
pH=7,0 pH=7,4 pH=6,8
IS=0 IS=0,15M IS=0,15M
succ + NADH + 2 H+ — sucsa + NAD + h20 12,0 14,4 12,8
succ + coa + ATP — succoa + ADP + Pi 0,30 -0,03 -0,03
succoa + NADH + H+ — sucsa + NAD + coa 4,4 7,0 6.2 20
sucsa + NADH + H+ — 4hb + NAD -5,0 -3,8 -4.6

Después de considerar la posible incertidumbre en los calculos de los inventores, la Tabla 2 revela que es mas
probable que la reaccion de la semialdehido succinico deshidrogenasa (etapa 1 de la figura 2) encuentre una
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barrera termodinamica. También se estudié si esta reaccidon se puede acercar a la factibilidad termodinamica
variando las concentraciones supuestas de los metabolitos participantes. Por ejemplo, las energias de Gibbs
estandar suponen concentraciones de 1 M para todos los compuestos participantes (excepto el agua). En un entorno
anaerobio, NADH estara presente en una concentracion varias veces superior a la de NAD. Suponiendo
[NADH]=5%[NAD], los inventores calcularon el efecto sobre AG; usando la ecuacién

. i arond
AG, =AG . + HT]I\M
! ) H[ reect |

Este cambio dio como resultado una diferencia de solo aproximadamente 1 kcal/mol en los valores de delta G para
la semialdehido succinico deshidrogenasa. También se utilizé la ecuacion 3 para calcular otros efectos sobre AG;,
tales como una concentracién de succinato elevada para impulsar las reacciones. Una diferencia de 1000 veces en
las concentraciones de succinato y semialdehido succinico contribuyd a aproximadamente 5 kcal/mol a delta G.
Tomado conjuntamente con una incertidumbre supuesta de 8 kcal/mol, la posibilidad de que la semialdehido
succinico deshidrogenasa actie en la direccion del semialdehido succinico en algun conjunto de condiciones
fisiolégicas no se puede eliminar. Asi, los autores siguen considerando la ruta directa desde succinato hasta 4-HB en
su analisis tedrico posterior.

Se analizaron en dos microbios las capacidades de produccion microbiana de 4-hidroxibutirato, Escherichia coli y
Saccharomyces cerevisiae, usando los modelos metabdlicos in silico de cada organismo. Las rutas potenciales para
dar 4-HB progresan mediante un compuesto de succinato, succinil-CoA, o alfa-cetoglutarato como se muestra en la
figura 2.

La primera etapa en la ruta de produccién de 4-HB desde succinato implica la conversién de succinato en
semialdehido succinico mediante un semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de NADH o NADPH. En
E. coli, gabD es una semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de NADP que forma parte de una
agrupacion de genes implicada en la captacion y degradacion del 4-aminobutirato (Niegemann et al., Arch. Microbiol.
160:454-460 (1993); Schneider et al., J. Bacteriol. 184:6976-6986 (2002)). Se cree que sad codifica el enzima para
la actividad de la semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de NAD (Marek and Henson, mas arriba). S.
cerevisiae contiene solamente la semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de NADPH, tedricamente
asignada a UGA2, que se encuentra en el citosol (Huh et al., Nature 425:686-691 (2003)). Los calculos del
rendimiento maximo suponiendo la ruta del succinato para dar 4-HB tanto en E. coli como en S. cerevisiae requiere
solamente la asuncion de que se ha afiadido una 4-HB deshidrogenasa no natural a sus redes metabdlicas.

La ruta desde succinil-CoA hasta 4-hidroxibutirato se describe en la patente de Estados Unidos n°® 6.117.658 como
parte de un proceso para fabricar polihidroxialcanoatos que comprenden unidades monomeéricas de 4-hidroxibutirato.
Clostridium kluyveri es un ejemplo de organismo conocido que tiene actividad semialdehido succinico
deshidrogenasa dependiente de CoA (Sohling y Gottschalk, mas arriba; Sohling y Gottschalk, mas arriba). En este
estudio, se supone que dicha enzima, derivada de C. kluyveri u otro organismo, se expresa en E. coli o S. cerevisiae
junto con una 4-HB deshidrogenasa no natural o heteréloga para completar la ruta desde succinil-CoA hasta 4-HB.
La ruta desde alfa-cetoglutarato hasta 4-HB se ha demostrado en E. coli dando como resultado la acumulacion de
poli(acido 4-hidroxibutirico) hasta un 30% del peso celular seco (Song et al., mas arriba). Como E. coli y S.
cerevisiae tienen de forma natural o endogena glutamato:semialdehido succinico transaminasa y glutamato
descarboxilasa (Coleman et al., J. Biol. Chem. 276:244-250 (2001)), la ruta desde AKG hasta 4-HB se puede
completar en ambos organismos suponiendo solamente que esta presente una 4-HB deshidrogenasa no natural.

EJEMPLO Il

Produccion de acido 4-hidroxibutanoico en E. coli

Este Ejemplo describe los rendimientos biosintéticos del acido 4-hidroxibutanoico resultantes de cada ruta
bioquimica.

En esta seccion, se calcularon los rendimientos teéricos maximos de 4-HB procedente de glucosa suponiendo que
cada una de las tres rutas metabdlicas representadas graficamente en la figura 2 son funcionales en E. coli. Un
modelo metabdlico a escala genémica de E. coli, similar al descrito en Reed et al., Genome Biol. 4:R54 (2003), se
us6 como base para el analisis. Se calcul6 la ganancia energética, en términos de moléculas de ATP producidas, de
cada ruta de rendimiento maximo suponiendo condiciones anaerobias, salvo que se indique otra cosa. Se supone
que el 4-hidroxibutirato sale de E. coli mediante el mecanismo de cotransporte paralelo de protones, como es el caso
de la mayoria de los acidos organicos. Es también posible que GBL se secrete por difusion simple, y, en este caso,
el rendimiento energético seria mas favorable que en el caso considerado aqui. También se investigd el impacto de
la especificidad del cofactor (es decir, la dependencia de NADH o NADPH) de los enzimas participantes sobre el
rendimiento maximo y el rendimiento energético de cada ruta.

En las Tablas 3 A-C se muestran los resultados del analisis. Desde un punto de vista energético y de rendimiento, la
ruta del succinato a 4-HB es la mas prometedora con la condicién que se puedan superar las preocupaciones
termodinamicas planteadas en el Ejemplo |. Especificamente, los calculos revelan que el rendimiento maximo tedrico
de 4-HB a partir de glucosa es de 1,33 mol/mol (0,77 g/g; 0,89 moles C/moles C) suponiendo que la ruta de 4-HB a
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succinato es funcional. Ademas, la produccién anaerobia de 4-HB mediante succinato daria como resultado una
produccion neta de 1,8, 1,5, 0 1,1 mol de ATP por glucosa dependiendo de la especificidad del cofactor supuesta de
los enzimas participantes. Estos rendimientos energéticos son comparables con los 2,0 ATP por glucosa que se
pueden obtener mediante fosforilacion del sustrato debido a la produccién de etanol o lactato sugiriendo el potencial
de la produccién anaerobia de homo-4-HB en E. coli.

La ruta de la succinil-CoA de 4-HB es la segunda ruta mas prometedora cuando se considera el rendimiento maximo
y el rendimiento energético. Se puede conseguir en E. coli un rendimiento de 1,33 mol/mol de 4-HB si al menos una
de las etapas de la ruta se supone dependiente de NADH. Sin embargo, como esta ruta requiere la formacion de
succinil-CoA, su rendimiento energético es considerablemente menor que el de la ruta del succinato. Se anticipa un
requerimiento de oxigeno a altos rendimientos de 4-HB si se supone que las etapas de la semialdehido succinico
deshidrogenasa dependiente de CoA y de la 4-HB deshidrogenasa dependen de NADPH. En este caso, la
produccion de 4-HB en el rendimiento maximo no daria como resultado una ganancia neta de ATP y no podria
soportar las demandas de mantenimiento energético necesarias para la supervivencia de E. coli. Por tanto, se podria
originar algo de energia de la fosforilacion oxidativa para permitir la produccion homofermentativa de 4-HB. La ruta
del alfa-cetoglutarato hacia 4-HB es la menos favorable de las tres rutas potenciales con un rendimiento maximo
conseguible de 1,0 mol de 4-HB por mol de glucosa. Ademas del rendimiento maximo menor, esta ruta requiere la
utilizacion de 1,5 moles de oxigeno por mol de glucosa convertido en 4-HB. El rendimiento energético de esta ruta
no se ve afectado por la supuesta especificidad del cofactor de la 4-HB deshidrogenasa.

Tabla 3. La estequiometria global de conversion del sustrato a 4-HB suponiendo que las rutas de produccién de A)
succinato, B) succinil-CoA, o C) alfa-cetoglutarato son funcionales en E. coli. La glucosa y el oxigeno se captan
mientras que el resto de moléculas se producen.

A) Ruta del succinato

Especificidad del 2 etapas de NADH 1 etapa de NADH 2 etapas de NADPH
cofactor 1 etapa de NADPH

Glucosa -1,000 -1,000 -1,000
Oxigeno 0,000 0,000 0,000
Protones 1,333 1,333 1,333

4HB 1,333 1,333 1,333

C02 0,667 0,667 0,667

H20 0,667 0,667 0,667

ATP 1,800 1,510 1,097

B) Ruta de la succinil-CoA

Especificidad del | 2 etapas de NADH 1 etapa de NADH 2 etapas de NADPH 2 etapas de
cofactor 1 etapa de NADPH NADPH
Glucosa -1,000 -1,000 -1,000 -1,000
Oxigeno 0,000 0,000 -0,036 0,000
Protones 1,333 1,333 1,325 1,294
4HB 1,333 1,333 1,325 1,294
C02 0,667 0,667 0,698 0,082
H20 0,667 0,667 0,698 0,470
ATP 0,467 0,177 0,000 0,000

C) Ruta del alfa-cetoglutarato

Especificidad del | 1 etapas de NADH 1 etapa de NADPH

cofactor

Glucosa -1,000 -1,000
Oxigeno -1,500 -1,500
Protones 1,000 1,000
4HB 1,000 1,000
Cc02 2,000 2,000
H20 2,000 2,000
ATP 5,500 5,500

A fin de corroborar las predicciones de calculo propuestas en este informe, las cepas que expresan una ruta
completa hacia 4-HB se pueden construir y someter a ensayo. La corroboracion se lleva a cabo con E. coli (Ejemplo
II) y S. cerevisiae (Ejemplo IIl). En E. coli, los genes relevantes se expresan en un operon sintético tras un promotor
inducible en un plasmido con un numero de copias medio o alto; por ejemplo, el promotor PBAD que se induce por
arabinosa, en un plasmido de la serie pBAD (Guzman et al., J. Bacteriol. 177:4121-4130 (1995)). En S. cerevisiae,
los genes se integran en el cromosoma tras del promotor PDC1, sustituyendo el gen natural de la piruvato
carboxilasa. Se ha notificado que esto da como resultado una mayor expresion de los genes extrafios que desde un
plasmido (Ishida et al., Appl. Environ. Microbiol. 71:1964-1970 (2005)), y garantizaran también la expresion durante
las condiciones anaerobias.
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Las células que contienen construcciones relevantes se hacen crecer en medios minimos que contienen glucosa,
con adicion de arabinosa en el caso de E. coli que contiene genes expresados con el promotor PBAD. Se toman
muestras periddicas para evaluar la expresion génica y un analisis de actividad enzimatica. Se llevaron a cabo
ensayos de actividad enzimatica en extractos de células brutas utilizando procedimientos bien conocidos en la
materia. Como alternativa, se pueden utilizar ensayos basados en la oxidaciéon de NAD(P)H, que se producen en
todas las etapas de reaccion de las deshidrogenasas y se pueden detectar mediante espectrofotometria. Ademas,
se pueden usar anticuerpos para detectar el nivel de enzimas concretas. En lugar de, o ademas de, medidas de
actividad enzimatica, se puede aislar el ARN de muestras paralelas y el transcripto del gen de interés se puede
medir mediante PCR con transcriptasa inversa. Cualesquiera de las construcciones que carecian de expresion del
transcripto detectable se volvieron a analizar para asegurar que los acidos nucleicos codificables se habian
incorporado en una forma expresable. Cuando se detectan los transcriptos, este resultado indica cualquiera de una
carencia de traduccién o la produccién de un enzima inactiva. Se puede emplear adicionalmente una variedad de
métodos bien conocidos en la técnica, tales como la optimizacion de codones, la genomanipulacion de un sitio de
union a ribosoma fuerte, el uso de un gen procedente de una especie diferente, y la prevencion de la N-glicosilacion
(para la expresion de enzimas bacterianas en levadura) mediante conversion de restos Asn en Asp. Una vez que se
detectaron todas las actividades enzimaticas requeridas, la siguiente etapa es medir la produccion de 4-HB in vivo.
Se hacen crecer cultivos en matraces de cultivo por triplicado tanto anaerobia como microaerébicamente,
dependiendo de las condiciones requeridas (véase anteriormente), y se toman muestras periodicas. Los acidos
organicos presentes en los sobrenadantes del cultivo se analizaron mediante HPLC utilizando la columna Aminex
AH-87X. El tiempo de elucion de 4-HB se determinara usando un patrén adquirido de un proveedor de sustancias
quimicas.

Se puede implementar la ruta independiente de CoA y someterse a ensayo para corroboracion. En este caso, los
genes expresados en exceso son los de la semialdehido succinico deshidrogenasa natural de cada organismo, y de
la 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa de Ralstonia eutropha. Una vez detectadas las actividades enzimaticas como
se ha descrito anteriormente, las cepas se someten a ensayo para determinar la produccion de 4-HB. Se puede
obtener también la corroboracién implementando la ruta dependiente de CoA. La semialdehido succinico
deshidrogenasa dependiente de CoA y la 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa procedente de Clostridium kluyveri se
expresan como se ha descrito anteriormente. Ademas, se puede llevar también a cabo la sobreexpresién de succinil-
CoA sintetasa natural, para canalizar mas succinato hacia la ruta heterdloga. Finalmente, si la producciéon de 4-HB
es desfavorable, se pueden probar diferentes condiciones de cultivo, tales como un cambio en el estado de la
oxigenacion que pueda manipular la proporcion NAD(P)H/NAD(P).
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EJEMPLO Ill

Produccion de acido 4-hidroxibutanoico en levaduras

Este Ejemplo describe los rendimientos biosintéticos del acido 4-hidroxibutanoico resultantes de cada ruta
bioquimica en S. cerevisiae.

En esta seccion, se calcularon los rendimientos maximos tedéricos de 4-HB a partir de glucosa suponiendo que cada
una de estas tres rutas metabdlicas representadas graficamente en la figura 2 son funcionales en S. cerevisiae. Se
us6 como base del analisis un modelo metabdlico a escala gendmica de S. cerevisiae, similar al descrito en Forster
et al. (Genome Res. 13:244-253 (2003)). Se calculd la ganancia energética de cada ruta de rendimiento maximo
suponiendo condiciones anaerobias salvo que se indique lo contrario. Se supone que el 4-hidroxibutirato sale de S.
cerevisiae mediante el mecanismo de cotransporte paralelo de protones, como es el caso de la mayoria de los
acidos organicos. También se investigdé el impacto de la especificidad del cofactor (es decir, la dependencia de
NADH o NADPH) de los enzimas participantes sobre el rendimiento maximo y el rendimiento energético de cada
ruta.

En las Tablas 4 A-C se muestran los resultados del analisis. Analogamente a E. coli, la ruta del succinato a 4-HB es
la mas prometedora con la condicidon que se puedan superar las preocupaciones termodinamicas planteadas en el
Ejemplo I. Los calculos revelan que el rendimiento maximo tedrico de 4-HB a partir de glucosa es de 1,33 mol/mol
(0,77 g/g; 0,89 mol C/mol C) en S. cerevisiae. Ademas, la produccién anaerobia de 4-HB mediante succinato daria
como resultado una produccion neta de 1,4, 1,1, 0 0,5 mol de ATP por glucosa dependiendo de la especificidad del
cofactor supuesto de los enzimas participantes.

La ruta de la succinil-CoA a 4-HB es la segunda ruta mas favorable. Se puede conseguir un rendimiento maximo de
1,33 mol de 4-HB/mol de glucosa en S. cerevisiae sin tener en cuenta la especificidad del cofactor. Sin embargo, la
generacion de energia neta en el rendimiento maximo tedrico es posible solo si se supone que las etapas de la
semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA y la 4-HB deshidrogenasa son dependientes de
NADPH. Si alguna etapa es dependiente de NADPH, no se obtendra ATP neto de la produccién de 4-HB anaerobia
y se requeriria una fuente de energia alternativa (por ejemplo, la fosforilacion oxidativa) para soportar el crecimiento
y el mantenimiento celular. La ruta del alfa-cetoglutarato hacia 4-HB es la menos favorable de las tres rutas
potenciales en S. cerevisiae aunque el rendimiento maximo de 1,1-1,2 mol de 4-HB por mol de glucosa es
ligeramente mayor que el que se encontré en E. coli. Sin embargo, esta ruta requiere una captacion de oxigeno de
0,8-0,9 mol de oxigeno por mol de glucosa para convertirse en energéticamente neutra.

Tabla 4. La estequiometria global de conversion del sustrato a 4-HB en S. cerevisiae, suponiendo las rutas de
produccion de A) succinato, B) succinil-CoA, o C) alfa-cetoglutarato son funcionales en S. cerevisiae. La glucosa y el
oxigeno se captan mientras que el resto de moléculas se producen.

A) Ruta del succinato

Especificidad del 2 etapas de NADH 1 etapa de NADH 2 etapas de NADPH
cofactor 1 etapa de NADPH

Glucosa -1,000 -1,000 -1,000
Oxigeno 0,000 0,000 0,000
Protones 1,333 1,333 1,333

4HB 1,333 1,333 1,333

C02 0,667 0,667 0,667

H20 0,667 0,667 0,667

ATP 1,444 1,067 0,533

B) Ruta de la succinil-CoA

Especificidad del 2 etapas de NADH 1 etapa de NADH 2 etapas de NADPH
cofactor 1 etapa de NADPH

Glucosa -1,000 -1,000 -1,000
Oxigeno 0,000 0,000 0,000
Protones 1,333 1,333 1,333

4HB 1,333 1,333 1,333

C02 0,667 0,667 0,667

H20 0,667 0,667 0,667

ATP 0,533 0,000 0,000
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C) Ruta del alfa-cetoglutarato

Especificidad del 1 etapa de NADH 1 etapa de NADPH
cofactor

Glucosa -1,000 -1,000
Oxigeno -0,785 -0,879
Protones 1,159 1,138

4HB 1,159 1,138

Cc02 1,364 1,448

H20 1,364 1,448

ATP 0,000 0,000

EJEMPLO IV

Biosintesis del acido 4-hidroxibutanoico, y-butirolactona y 1,4-butanodiol

Este Ejemplo describe la produccion biosintética de acido 4-hidroxibutanoico, y-butirolactona y 1,4-butanodiol
usando fermentacion y otros bioprocesos.

Se describen a continuacion los métodos para integrar de la etapa de fermentacion de 4-HB en un proceso completo
para la producciéon de GBL, 1,4-butanodiol (BDO) y tetrahidrofurano (THF) purificados. Como 4-HB y GBL estan en
equilibrio, el caldo de fermentacion contendra ambos compuestos. A un pH bajo, este equilibrio se desplaza para
favorecer GBL. Por tanto, la fermentacion puede funcionar a pH 7,5 o menos. Tras la retirada de la biomasa, la
corriente de producto entra en una etapa de separacion en la que se retira el GBL y la corriente restante enriquecida
en 4-HB se recircula. Finalmente, GBL se destila para eliminar cualquier impureza. El proceso funciona en uno de
tres modos: 1) fermentacion de alimentacion discontinua y separacion discontinua; 2) fermentacion de alimentacion
discontinua y separacion continua; 3) fermentacion continua y separacion continua. En la figura 4 se muestran
esquematicamente los dos primeros de estos modos. Los procedimientos de fermentacion integrada descritos a
continuacion se usan también para las células productoras de BDO de la divulgacién para la biosintesis de BDO y
los productos de la familia de BDO posteriores.

Protocolo de fermentacion para producir 4-HB/GBL (discontinua): El organismo de produccién se hace crecer
en un biorreactor de 10 | en el que se burbujea una mezcla de N2/COy, utilizando 5 | de caldo que contiene 5 g/l de
fosfato de potasio, 2,5 g/l de cloruro de amonio, 0,5 g/l de sulfato de manganeso, y 30 g/l de solucién de maiz
macerado, y una concentracion inicial de glucosa de 20 g/l. A medida que las células crecen y utilizan la glucosa, se
alimenta mas glucosa al 70% al biorreactor a una tasa aproximadamente igual al consumo de glucosa en equilibrio.
La temperatura del biorreactor se mantiene a 30 grados C. El crecimiento continda durante aproximadamente 24
horas, hasta que 4-HB alcanza una concentracion de entre 20-200 g/l, siendo la densidad celular entre 5y 10 g/l. El
pH no esta controlado, y disminuira normalmente a pH 3-6 al final del ciclo. Tras la finalizacién del periodo de cultivo,
el contenido del fermentador se pasa a través de una unidad de separacion celular (por ejemplo, una centrifuga)
para eliminar las células y los desechos celulares, y el caldo de fermentacién se transfiere a una unidad de
separacion del producto. El aislamiento de 4-HB y/o GBL tendria lugar mediante procedimientos de separacion
convencionales empleados en la técnica para separar los productos organicos de soluciones acuosas diluidas, tales
como la extraccion liquido-liquido utilizando un disolvente organico inmiscible en agua (por ejemplo, tolueno) para
proporcionar una solucion organica de 4-HB/GBL. La solucion resultante se somete a continuacion a métodos de
destilacién convencionales para eliminar y recircular el disolvente organico y para proporcionar GBL (punto de
ebullicion 204-205° C) que se aisla como un liquido purificado.

Protocolo de fermentacion para producir 4-HB/GBL (completamente continuo): El organismo de produccion se
hace crecer en primer lugar en modo discontinuo utilizando el equipo y la composicion del medio descrito
anteriormente, excepto que la concentracion inicial de glucosa es de 30-50 g/l. Cuando la glucosa se agoto, se
suministré de forma continua medio de alimentacion de la misma composicién a una velocidad de entre 0,5 I/h y 1
I/h, y el liquido se retir6 a la misma velocidad. La concentracion de 4-HB en el biorreactor sigue siendo constante a
30-40 g/l, y la densidad celular permanece constante entre 3-5 g/l. La temperatura se mantuvo a 30 grados C, y el
pH se mantuvo a 4,5 utilizando NaOH y HCI concentrado, segun sea necesario. El biorreactor se hace funcionar de
forma continua durante un mes, con muestras tomadas cada dia para asegurar la consistencia de la concentracion
de 4-HB. En modo continuo, el contenido del fermentador se retiré constantemente a medida que se suministraba
medio de alimentacion nuevo. Se sometid a continuacién la corriente de salida, que contenia células, medio, y
productos de 4-HB y/o GBL, a procedimientos de separacion de productos en continuo, con o sin retirada de células
y desechos celulares, y tendria lugar mediante métodos convencionales de separacion continua empleados en la
técnica para separar los productos organicos de soluciones acuosas diluidas, tales como la extraccidon continua
liquido-liquido utilizando un disolvente organico inmiscible en agua (por ejemplo, tolueno) para proporcionar una
solucion organica de 4-HB/GBL. La solucion resultante se somete posteriormente a métodos de destilacion continua
convencionales para eliminar y recircular el disolvente organico y para proporcionar GBL (punto de ebullicion 204-
205° C) que se aisla como un liquido purificado.

Protocolo de reduccion de GBL: Una vez que se aislo6 y purifico GBL tal como se ha descrito anteriormente, se
sometidé a continuacidon a protocolos de reduccion tales como aquellos bien conocidos en la técnica (referencias
citadas) para producir 1,4-butanodiol o tetrahidrofurano (THF) o una mezcla de los mismos. Los catalizadores de
hidrogenacion heterogéneos u homogéneos combinados con GBL bajo presion de hidrogeno son bien conocidos por
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proporcionar los productos 1,4-butanodiol o tetrahidrofurano (THF) o una mezcla de los mismos. Es importante
sefalar que la mezcla de producto de 4-HB/GBL que se separ6 del caldo de fermentacién, como se ha descrito
anteriormente, puede someterse directamente, antes del aislamiento y la purificacion de GBL, a estos mismos
protocolos de reduccidon para proporcionar los productos 1,4-butanodiol o tetrahidrofurano o una mezcla de los
mismos. Los productos resultantes, 1,4-butanodiol y THF, se aislaron y purificaron a continuacion mediante
procedimientos bien conocidos en la materia.

Protocolo de fermentacion e hidrogenacion para producir BDO o THF directamente (discontinuo): Se hacen
crecer las células en un biorreactor de 10 | en el que se burbujea una mezcla de N2/COg, utilizando 5 | de caldo que
contiene 5 g/l de fosfato de potasio, 2,5 g/l de cloruro de amonio, 0,5 g/l de sulfato de magnesio, y 30 g/l de solucién
de maiz macerado, y una concentracion inicial de glucosa de 20 g/l. A medida que las células crecen y utilizan la
glucosa, se alimenta mas glucosa al 70% al biorreactor a una tasa aproximadamente igual al consumo de glucosa
en equilibrio. La temperatura del biorreactor se mantiene a 30 grados C. El crecimiento continla durante
aproximadamente 24 horas, hasta que 4-HB alcanza una concentracion de entre 20-200 g/l, siendo la densidad
celular entre 5y 10 g/l. El pH no esta controlado, y disminuira normalmente a pH 3-6 al final del ciclo. Tras la
finalizacion del periodo de cultivo, el contenido del fermentador se pasa a través de una unidad de separacion celular
(por ejemplo, una centrifuga) para eliminar las células y los desechos celulares, y el caldo de fermentacion se
transfiere a una unidad de reduccién (por ejemplo, recipiente de hidrogenacion), donde la mezcla de 4-HB/GBL se
redujo directamente a cualquiera de 1,4-butanodiol o THF o una mezcla de los mismos. Tras finalizar el
procedimiento de reduccion, el contenido del reactor se transfiere a una unidad de separacion del producto. El
aislamiento de 1,4-butanodiol y/o THF tendria lugar mediante procedimientos de separacién convencionales
empleados en la técnica para separar los productos organicos de soluciones acuosas diluidas, tales como la
extraccion liquido-liquido utilizando un disolvente organico inmiscible en agua (por ejemplo, tolueno) para
proporcionar una solucién organica de 1,4-butanodiol y/o THF. La solucion resultante se sometié a continuacion a
métodos de destilacion convencionales para eliminar y recircular el disolvente organico y para proporcionar 1,4-
butanodiol y/o THF, que se aislaron como liquidos purificados.

Protocolo de fermentacion e hidrogenacion para producir BDO o THF directamente (completamente
continuo): Las células se hacen crecer en primer lugar en modo discontinuo utilizando el equipo y la composicion
del medio descritos anteriormente, excepto que la concentracion inicial de glucosa es de 30-50 g/I. Cuando la
glucosa se agoto, se suministré de forma continua medio de alimentacion de la misma composicién a una velocidad
de entre 0,51/h y 1 I/h, y el liquido se retiré a la misma velocidad. La concentracion de 4-HB en el biorreactor sigue
siendo constante a 30-40 g/l, y la densidad celular permanece constante entre 3-5 g/l. La temperatura se mantuvo a
30 grados C, y el pH se mantuvo a 4,5 utilizando NaOH y HCI concentrado, segun sea necesario. El biorreactor se
hace funcionar de forma continua durante un mes, con muestras tomadas cada dia para asegurar la consistencia de
la concentracién de 4-HB. En modo continuo, el contenido del fermentador se retiré6 constantemente a medida que
se suministraba medio de alimentacién nuevo. La corriente de salida, que contenia células, medio, y productos de 4-
HB y/o GBL, se paso a continuacion a través de una unidad de separacion celular (por ejemplo, una centrifuga) para
eliminar las células y los desechos celulares, y el caldo se fermentacion se transfirid6 a una unidad de reduccion
continua (por ejemplo, recipiente de hidrogenacion), donde la mezcla de 4-HB/GBL se redujo directamente a
cualquiera de 1,4-butanodiol o THF o una mezcla de los mismos. Tras finalizar el procedimiento de reduccion, el
contenido del reactor se transfiere a una unidad de separaciéon continua del producto. El aislamiento de 1,4-
butanodiol y/o THF tendria lugar mediante procedimientos de separacion continua convencionales empleados en la
técnica para separar los productos organicos de soluciones acuosas diluidas, tales como la extraccion liquido-liquido
utilizando un disolvente organico inmiscible en agua (por ejemplo, tolueno) para proporcionar una solucién organica
de 1,4-butanodiol y/o THF. La solucion resultante se sometié a continuaciéon a métodos de destilacion continua
convencionales para eliminar y recircular el disolvente organico y para proporcionar 1,4-butanodiol y/o THF, que se
aislaron como liquidos purificados.

Protocolo de fermentacion para producir BDO directamente (discontinuo): El organismo de produccion se hace
crecer en un biorreactor de 10 | en el que se burbujea una mezcla de N2/CO,, utilizando 5 | de caldo que contiene 5
g/l de fosfato de potasio, 2,5 g/l de cloruro de amonio, 0,5 g/l de sulfato de magnesio, y 30 g/l de solucion de maiz
macerado, y una concentracion inicial de glucosa de 20 g/l. A medida que las células crecen y utilizan la glucosa, se
alimenta mas glucosa al 70% al biorreactor a una tasa aproximadamente igual al consumo de glucosa en equilibrio.
La temperatura del biorreactor se mantiene a 30 grados C. El crecimiento continda durante aproximadamente 24
horas, hasta que BDO alcanza una concentracion de entre 20-200 g/l, siendo la densidad celular generalmente entre
5y 10 g/l. Tras la finalizacion del periodo de cultivo, el contenido del fermentador se pasa a través de una unidad de
separacion celular (por ejemplo, una centrifuga) para eliminar las células y los desechos celulares, y el caldo de
fermentacion se transfiere a una unidad de separacion del producto. El aislamiento de BDO tendria lugar mediante
procedimientos de separacion convencionales empleados en la técnica para separar los productos organicos de
soluciones acuosas diluidas, tales como la extraccion liquido-liquido utilizando un disolvente organico inmiscible en
agua (por ejemplo, tolueno) para proporcionar una solucién organica de BDO. La solucion resultante se somete a
continuacion a métodos de destilacion convencionales para eliminar y recircular el disolvente organico y para
proporcionar GBL (punto de ebullicion 228-229° C) que se aisla como un liquido purificado.

Protocolo de fermentacion para producir BDO directamente (completamente continuo): El organismo de
produccion se hace crecer en primer lugar en modo discontinuo utilizando el equipo y la composicion del medio
descrito anteriormente, excepto que la concentracion inicial de glucosa es de 30-50 g/l. Cuando la glucosa se agoto,
se suministré de forma continua medio de alimentacion de la misma composicion a una velocidad de entre 0,5 I/h y 1
I/h, y el liquido se retir6é a la misma velocidad. La concentracion de BDO en el biorreactor sigue siendo constante a
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30-40 g/l, y la densidad celular permanece constante entre 3-5 g/l. La temperatura se mantuvo a 30 grados C, y el
pH se mantuvo a 4,5 utilizando NaOH y HCI concentrado, segun sea necesario. El biorreactor se hace funcionar de
forma continua durante un mes, con muestras tomadas cada dia para asegurar la consistencia de la concentracion
de BDO. En modo continuo, el contenido del fermentador se retiré6 constantemente a medida que se suministraba
medio de alimentacion nuevo. Se sometidé a continuacion la corriente de salida, que contenia células, medio, y el
producto de BDO, a procedimientos de separacion de productos en continuo, con o sin retirada de células y
desechos celulares, y tendria lugar mediante métodos convencionales de separacidon continua empleados en la
técnica para separar los productos organicos de soluciones acuosas diluidas, tales como la extraccidon continua
liquido-liquido utilizando un disolvente organico inmiscible en agua (por ejemplo, tolueno) para proporcionar una
solucion organica de BDO. La solucion resultante se somete posteriormente a métodos de destilacion continua
convencionales para eliminar y recircular el disolvente organico y para proporcionar BDO (punto de ebullicion 228-
229° C) que se aisla como un liquido purificado (pf 20° C).

EJEMPLO V

Estrategias de desactivacion procedentes de modelos in silico para la produccion de 1,4-butanodiol
acoplada al crecimiento de Escherichia coli

Este ejemplo describe el disefio in silico de estrategias de desactivacion para generar la produccion de 1,4-
butanodiol acoplada al crecimiento de E. coli.

La estrategia para generar la produccion de BDO acoplada al crecimiento implica en primer lugar la demostracion de
una ruta funcional que posteriormente se optimiza mediante la evolucién adaptiva e inserciones, deleciones, y
sobreexpresiones dirigidas de genes. A continuacion se describen mas detalladamente estrategias de
genomanipulacion de cepas identificadas mediante OptKnock para generar la producciéon de BDO acoplada al
crecimiento en cepas de Escherichia coli. Todas las implementaciones de OptKnock suponen que estan disponibles
las actividades de todas los enzimas resefiadas en la figura 6 para E. coli en todas las condiciones. Ademas, todas
las etapas de reduccion de esta ruta se suponen dependientes de NADH, aunque se espera que algunos de los
disefios sean de aplicacion independientemente de la especificidad del cofactor.

El rendimiento potencial de BDO de las rutas bioquimicas para dar 1,4-butanodiol en E. coli se detalla a
continuacion. Se utilizaron tres condiciones, anaerobias, anaerobias + adicion de nitrato, y aerobias. Los
rendimientos teéricos maximos de cada escenario, suponiendo que la produccion de BDO debe ser energéticamente
neutra, se muestran en la Tabla 5. La Tabla 5 muestra los rendimientos teéricos maximos de 1,4-butanodiol (BDO)
para cinco conjuntos de condiciones ambientales: 1) respiracion aerobia, 2) fermentacion anaerobia con produccion
simultanea de acetato, 3) fermentacion anaerobia con produccion simultanea de etanol, 4) respiracion de nitrato que
conduce a la formacion de nitrito, y 5) respiracion de nitrato que conduce a la formaciéon de amoniaco. Los valores
negativos indican captacion del metabolito; los valores positivos indican secrecion del metabolito. Se suponen
unidades molares, junto con la neutralidad energética de la ruta. El rendimiento teérico maximo sin suponer
neutralidad energética es de 1,091 mol/mol (0,545 g/g) de glucosa para todos los casos. El mayor rendimiento se
obtiene en condiciones aerobias, cuando se puede generar suficiente ATP para mantener la ruta energéticamente
neutra con pérdida minima de carbono mediante la respiracion. En el caso anaerobio, el rendimiento disminuye a
medida que el ATP se fabrica mediante fosforilacion del sustrato, y se produce como subproducto acetato o etanol.
La adicion controlada de nitrato puede proporcionar practicamente el mismo rendimiento que el oxigeno,
dependiendo la cantidad exacta de si se produce una reduccién adicional del nitrito a amoniaco.

Tabla 5. Rendimientos tedricos maximos de 1,4-butanodiol (BDO) para cinco conjuntos de condiciones ambientales.

Anaerodbicas
Aerodbicas Produccion de Prod. sim. de Nitrato a nitrito Nitrato a
acetato etanol amoniaco
Glucosa -1,000 -1,000 -1,000 -1,000 1,000
Oxigeno -0,068
Nitrato -0,147 -0,092
H 0,144 -0,184
H.0 0,607 0,519 0,498 0,612 0,621
CO; 1,686 1,558 1,668 1,690 1,770
Nitrito 0,147
Amoniaco 0,092
Acetato 0,144
Etanol 0,173
BDO 1,079 1,039 0,997 1,078 1,058

Si se supone que fosfoenolpiruvato (PEP) carboxiquinasa funciona en la direccion desde el fosfoenolpiruvato hasta
el oxaloacetato, la produccion de BDO se convierte en un generador de energia, y el rendimiento teérico maximo
para todos los escenarios pasa a ser de 0,545 g/g con el CO2 como uUnico subproducto. Se sabe que PEP
carboxiquinasa produce oxaloacetato a partir de PEP en bacterias de rumiantes tales como Mannheimia
succiniciproducens (Hong et al., Nat. Biotechnol. 22:1275-1281 (2004)). Sin embargo, se cree que el papel de la
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PEP carboxiquinasa en la produccién de oxaloacetato en E. coli es minoritario en comparacién con PEP carboxilasa,
posiblemente debido a la mayor Km del bicarbonato de la PEP carboxiquinasa (Kim et al., Appl. Environ. Microbiol.
70:1238-1241 (2004)). Sin embargo, la actividad de la PEP carboxiquinasa natural de E. coli desde PEP en direccion
al oxaloacetato se ha demostrado recientemente en mutantes ppc de K-12 (Kwon et al., J. Microbiol. Biotechnol.
16:1448-1452 (2006)).

En mas detalle, los disefios identificados para aumentar la produccion de BDO en E. coli se describen a
continuacién. Se supone un requisito de mantenimiento energético no asociado con el crecimiento de 7,6
mmol/gDW/h junto con una tasa de captacion de glucosa maxima especifica de 20 mmol/gDW/h. Se supone que
BDO se exporta mediante difusion. Se identificaron estrategias de desactivacion suponiendo que 1) PEP
carboxiquinasa es irreversible y solamente funciona para convertir oxaloacetato en PEP y 2) PEP carboxiquinasa es
reversible. Para ambos casos, el codigo de OptKnock descrito en Burgard et al. (Biotechnol. Bioeng. 84:647-657
(2003)) se modificé para permitir una respiracion limitada, no limitada, o ninguna, de nitrato. Afiadir la posibilidad de
respiracion de nitrato sirve para aumentar el rendimiento teérico maximo de BDO cuando se supone que la PEP
carboxiquinasa es irreversible y también, en algunos casos, permite la seleccion de estrategias de desactivacion que
no se seleccionarian de otra manera en condiciones anaerobias debido al rendimiento energético desfavorable.
Especificamente, se afiadieron seis reacciones de captacion de nitrato a la red de E. coli con limites inferiores de 0, -

2, -5, -10, -20, o —1000 mmol/gDW/h (el valor negativo significa captacién del metabolito en el modelo
estequiométrico). Las restricciones dobles de OptKnock se ajustaron de acuerdo con ello, y se afiadié una restriccion
adicional que permitia activar solamente una reacciéon de captacién de nitrato cada vez. OptKnock selecciona la
cantidad de respiracion de nitrato 6ptima para cada estrategia de desactivacion identificada. Finalmente, todas las

simulaciones suponen que la reaccion catalizada por adhE en E. coli (esto es, acetil-CoA+NADH—etanol+NAD) se
ha eliminado. Como el acetil-CoA es un compuesto intermedio necesario para la producciéon de BDO, casi todos los
disefios OptKnock incluirian esta delecion, de todos modos, para evitar que la produccion de etanol compita con la
producciéon de BDO. La inclusién de esta delecién se realizd a priori para disminuir el tiempo de CPU en el
procedimiento informatico.

Las estrategias de desactivacion derivadas mediante OptKnock se proporcionan en las Tablas 6 y 7 suponiendo que
PEP carboxiquinasa es irreversible y reversible, respectivamente. En la presente memoria descriptiva, las
estrategias de desactivacion se relacionan mediante abreviaturas de reaccién en mayusculas por razones de
simplicidad. Los correspondientes genes que se deberian desactivar para evitar que se produzca una reaccion
concreta en E. coli se proporcionan en la Tabla 8 junto con la estequiometria de la reaccidon. Los nombres de los
metabolitos correspondientes a la Tabla 8 se relacionan en la Tabla 9.
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Tabla 8. Genes correspondientes a desactivar para evitar que se produzca una reaccién concreta en E. coli.

Abreviatura Genes que codifican la(s) enzima(s) que

de la Estequiometria de la reaccion* . L .

‘s catalizan cada reaccion&
reaccion
ACKr [c]: ac + atp <==> actp + adp (b3115 0 b2296 0 b1849)
ACS [c]: ac + atp + coa --> accoa + amp + ppi b4069
ACt6 ac[p] + h[p] <==> ac|c] + h|[c] No asociada a ningun gen
ADHETr [c]: etoh + nad <==> acald + h + nadh (b0356 0 b1478 0 b1241)
[c]: acald + coa + nad <==> accoa + h + nadh | (b1241 o0 b0351)
AKGD [c]: akg + coa + nad --> co2 + nadh + succoa (b0116 y b0726 y b0727)
ASNS2 E:F])I asp-L + atp + nh4 --=> amp + asn-L + h + b3744
ASPT [c]: asp-L --> fum + nh4 b4139
((b3736 y b3737 y b3738) y (b3731 y b3732 y
ATPSAr adplc] + (4) h[p] + pi[c] <==> atp[c] + (3) h[c] + | b3733 y b3734 y b3735)) o ((b3736 y b3737 y
h2o][c] b3738) y (b3731 y b3732 y b3733 y b3734 y
b3735) y b3739))
CBMK2 [c]: atp + co2 + nh4 <==>adp + cbp + (2) h (b0521 0 b0323 o0 b2874)
EDA [c]: 2ddg6p --> g3p + pyr b1850
ENO [c]: 2pg <==> h20 + pep b2779
FBA [c]: fdp <==> dhap + g3p (b2097 0 b2925 0 b1773)
FBP [c]: fdp + h20 --> f6p + pi (b4232 0 b3925)
for[p] + (2) h[C] + C|8[C] -> 002[C] + h[p] + ((b3892 y b3893
FDH2 g8h2[c]
i;’;[f’sl[c‘] (2) hic] + man8[c] --> co2[c] + hip] + | | )3894) o (b1474 y b1475 y b1476))
FRD2 [c]: fum + mql8 --> mgn8 + succ (b4151 y b4152
[c]: 2dmmqI8 + fum --> 2dmmQ8 + succ y b4153 and b4154)
FTHFD [c]: 10fthf + h20 --> for + h + thf b1232
FUM [c]: fum + h20 <==> mal-L (b1612 0 b4122 0 b1611)
G5SD [c]: glu5p + h + nadph --> glu5sa + nadp + pi b0243
G6PDHy [c]: g6p + nadp <==> 6pgl + h + nadph b1852
((b2417 y b1101 y b2415 y b2416) o (b1817 y
GLCpts glc-D[p] + peplc] --> g6p[c] + pyr[c] b1818 y b1819 y b2415 y b2416) o (b2417 y
b1621y b2415 y b2416))
GLU5K [c]: atp + glu-L --> adp + gluSp b0242
GLUDy E:]r;hgiu-L + h20 + nadp <==> akg + h + nadph b1761
GLYCL ch.“gly * nad + thf —> co2 + mithf + nadh + 1 x904 y h2903 y b2905 y b0116)
HEX1 [c]: atp + glc-D -->adp + g6p + h b2388
ICL [c]: icit --> glx + succ b4015
LDH_D [c]: lac-D + nad <==> h + nadh + pyr (b2133 0 b1380)
MALS [c]: accoa + gIx + h20 --> coa + h + mal-L (b4014 o0 b2976)
MDH [c]: mal-L + nad <==> h + nadh + oaa b3236
ME2 [c]: mal-L + nadp --> co2 + nadph + pyr b2463
MTHFC [c]: h20 + methf <==> 10fthf + h b0529
[c]: h + mgn8 + nadh --> mql8 + nad
NADH12 [c]: h + nadh + g8 --> nad + q8h2 b1109
[c]: 2dmmqg8 + h + nadh --> 2dmmqI8 + nad
(4) h[C] + nadh[c] + QS[C] -> (3) h[p] + nad[c] + (b2276 y b2277
q8h2[c]
(4) h[C] + mqn8[c] + nadh[c] -> (3) h[p] + y b2278 y b2279
NADH6 mql8[c] +
nadic] y b2280 y b2281
Ed(r;)qu[c] + (4) h[c] + nadh[c] --> 2dmmgq|I8[c] y b2282 y b2283
h[p] + nad|c] y b2284 y b2285 y b2286 y b2287 y b2288)
PFK [c]: atp + f6p --> adp + fdp + h (b3916 0 b1723)

. b0902 y b0903) y b2579) o (b0902 y b0903) o
PFLI [c]: coa + pyr --> accoa + for Egogoz y b3 14) c)) {b3951 y) b3(952)) ! :
PGDH [c]: 6pgc + nadp --> co2 + nadph + ruSp-D b2029
PGI [c]: g6p <==> f6p b4025
PGL [c]: 6pgl + h20 --> 6pgc + h b0767
PGM [c]: 2pg <==> 3pg (b3612 0 b4395 o b0755)

PPC [c]: co2 + h20 + pep --> h + caa + pi b3956

101




ES 2583179 T3

Abreviatura Genes que codifican la(s) enzima(s) que
de la Estequiometria de la reaccion* . L .
‘s catalizan cada reaccion&
reaccion
PPCK [c]: atp + caa --> adp + co2 + pep b3403
PRO1z [c]: fad + pro-L --> 1pyr5¢c + fadh2 + h b1014
PYK [c]: adp + h + pep --> atp + pyr b1854 0 b1676)
PYR{t2 h[p] + pyr[p] <==> h|c] + pyr[c] No asociada a ningun gen
RPE [c]: ruSp-D <==> xu5p-D (b4301 0 b3386)
S04t2 so4[e] <==> so4[p] (00241 0 b0929 0 b1377 0 b2215)
SUCD4 [c]: g8 + succ --> fum + q8h2 (b0721 y b0722 y b0723 y b0724)
SUCOAS [c]: atp + coa + succ <==> adp + pi + succoa (b0728 y b0729)
itp[c] + hZO[C] + S04[p] - adp[c] * h[C] + pl[C] ((b2422 y b2425
SULabe e y b2424 y b2423) o (b0763 y b0764 y b0765) o
(02422 y b2424 y b2423 y b3917))
TAL [c]: g3p + s7p <==> e4p + f6p (b2464 o b0008)
(2) hlp] + nadh[c] + nadp[c] --> (2) h[c] +
THD2 nad[c] + (b1602 y b1603)
nadphlc]
THD5 [c]: nad + nadph --> nadh + nadp (b3962 o0 (b1602 y b1603))
TPI [c]: dhap <==> g3p b3919

Tabla 9. Nombres de los metabolitos correspondientes a las abreviaturas utilizadas en la Tabla 8.

Abreviatura del Nombre del metabolito
metabolito
10fthf 10-Formiltetrahidrofolato
1pyr5c 1-Pirrolina-5-carboxilato
2ddg6p 2-Deshidro-3-desoxi-D-gluconato 6-fosfato
2dmmq8 2-Demetilmenaquinona 8
2dmmql8 2-Demetilmenaquinol 8
2pg D-Glicerato 2-fosfato
3pg 3-Fosfo-D-glicerato
6pgc 6-Fosfo-D-gluconato
6pgl 6-Fosfo-D-glucono-1,5-lactona
ca Acetato
acald Acetaldehido
accoa Acetil-CoA
actp Acetil fosfato
adp ADP
akg 2-Oxoglutarato
amp AMP
asn-L L-Asparagina
asp-L L-Aspartato
atp ATP
cbp Carbamoil fosfato
co2 CO2
coa Coenzima A
dhap Dihidroxiacetona fosfato
edp D-Eritrosa 4-fosfato
etoh Etanol
fop D-Fructosa 6-fosfato
fad Flavina adenina dinucleétido oxidado
fadh2 Flavina adenina dinucleétido reducido
fdp D-Fructosa 1,6-bisfosfato
de Formiato
fum Fumarato
g3p Gliceraldehido 3-fosfato
g6p D-Glucosa 6-fosfato
glc-D D-Glucosa
glu5p L-Glutamato 5-fosfato
glu5sa L-Glutamato 5-semialdehido
glu-L L-Glutamato
glx Glioxilato
gly Glicina
h H
h2o0 H20
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Abreviatura del Nombre del metabolito
metabolito
icit Isocitrato
lac-D D-Lactato
mal-L L-Malato
methf 5,10-Meteniltetrahidrofolato
mlthf 5,10-Metilentetrahidrofolato
mql8 Menaquinol 8
mqgn8 Menaquinona 8
nad Nicotinamida adenina dinucleétido
nadh Nicotinamida adenina dinucleétido - reducido
nadp Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
nadph Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato - reducido
nh4 Amonio
oaa Oxaloacetato
pep Fosfoenolpiruvato
pi Fosfato
ppi Difosfato
pro-L L-Prolina
pyr Piruvato
q8 Ubigquinona-8
q8h2 Ubiquinol-8
rusp-D D-Ribulosa 5-fosfato
s7p Sedoheptulosa 7-fosfato
so4 Sulfato
succ Succinato
succoa succinil-CoA
thf 5,6,7,8-Tetrahidrofolato
xu5p-D D-Xilulosa 5-fosfato

Se aplicaron numerosos criterios para seleccionar los conjuntos de genes mas practicos como dianas de
eliminacién. En primer lugar, los disefios se limitaron a incluir solamente desactivaciones que no reducen
significativamente (esto es, >5%) el rendimiento tedrico maximo de BDO en condiciones anaerobias, en presencia o
ausencia de nitrato como aceptor de electrones. Dichas desactivaciones crearian un techo artificial para cualquier
esfuerzo futuro de ingenieria metabdlica, y esto, por tanto, es indeseable. Con este fin, se resolvieron una serie de
problemas de programacion lineal (PL) que maximizaron el rendimiento en BDO para la red metabdlica natural de E.
coli suponiendo que cada reaccién se eliminara individualmente de la red. Tal como se usa en el presente
documento, la referencia a una red natural de E. coli supone que la ruta de BDO esta disponible. El término “natural”
se utiliza por tanto como un nombre sustituto de red de E. coli. Las reacciones cuya delecion afectan negativamente
el rendimiento maximo de BDO suponiendo que la PEP carboxiquinasa es reversible o irreversible se muestran en
las Tablas 10 y 11, respectivamente. La Tabla 10 muestra reacciones que, cuando se suprimen, reducen el
rendimiento teérico maximo de BDO en condiciones anaerobias en presencia o ausencia de nitrato, suponiendo que
la PEP carboxiquinasa no puede utilizarse para producir oxaloacetato. La cepa AB3 contiene deleciones en ADHE,

LDH_D, y PFLi. ‘Inf indica que los requisitos de energia no asociada con el crecimiento no se pueden satisfacer.
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La Tabla 11 muestra reacciones que, cuando se suprimen, reducen el rendimiento teérico maximo de BDO en
condiciones anaerobias en presencia o ausencia de nitrato, suponiendo que la PEP carboxiquinasa puede utilizarse

. £ J . . .. 3 . . .
para producir oxaloacetato. Inf indica que los requisitos de energia no asociada con el crecimiento no se pueden
satisfacer.
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El analisis anteriormente descrito condujo a tres observaciones criticas. Una observacion fundamental fue que la
acetato quinasa y la fosfotransacetilasa son necesarias para conseguir el maximo rendimiento de BDO en todas las
condiciones mediante la regeneracion de la acetil-CoA a partir del acetato producido por la 4-hidroxibutirato:acetil-
CoA transferasa. Este hallazgo sugiere que la eliminacion de la formacién de acetato debido a la delecién de ackA-
pta puede que no sea una opcion viable. Asi, es probable que una cepa de éxito haya tenido que proporcionar un
entorno intracelular donde la conversion de acetato en acetil-CoA sea beneficiosa y termodinamicamente factible.
Por otra parte, deberia encontrarse un conjunto de enzimas capaces de realizar las reducciones de BDO necesarias
sin pasar por un derivado de CoA o bien, debera aceptarse una produccién simultanea de 1 mol of acetato por mol
de BDO.

Una segunda observacion fundamental fue que los enzimas del ciclo TCA citrato sintasa (CS), aconitasa (ACONT), e
isocitrato deshidrogenasa (ICDHy) son necesarias para conseguir el maximo rendimiento de BDO en todas las
condiciones. Esto indica que el flujo del ciclo TCA inverso desde oxaloacetato a succinato a succinil-CoA debe
completarse en alguna medida mediante CS, ACONT, e ICDHy para una producciéon maxima.

Una tercera observacion fundamental fue que sustituir la PEP carboxilasa por PEP carboxiquinasa en E. coli puede
afectar positivamente el programa de BDO. El rendimiento maximo de BDO en condiciones anaerobias en presencia
y ausencia de nitrato es del 3% y 12% inferior, respectivamente, si la PEP carboxilasa realiza la conversién de PEP
en oxaloacetato en comparacién con la conversion realizada por PEP carboxiquinasa. Adicionalmente, en
condiciones anaerobias sin adicién de nitrato, la PEP carboxiquinasa puede disminuir el requisito de actividad de la
piruvato deshidrogenasa para una produccion de BDO maxima. Especificamente, el rendimiento maximo de BDO
disminuye un 11% si esta enzima tipicamente aerobia no tiene actividad si se considera la PEP carboxiquinasa
como irreversible en comparacion con una reduccion del 3% si la PEP carboxiquinasa puede catalizar la produccion
de oxaloacetato. Una alternativa a la actividad piruvato deshidrogenasa se puede utilizar mediante el acoplamiento
no natural de formiato deshidrogenasa, que puede catalizar la reducciéon del formiato a dioxido de carbono, a la
actividad de piruvato formiato liasa.

Los dos criterios siguientes aplicados para evaluar los disefios OptKnock fueron el nimero de desactivaciones
necesarias y el rendimiento de BDO previsto a crecimiento maximo. El analisis de las estrategias de seleccion uno,
dos y tres de la Tabla 6 (esto es, PEP carboxiquinasa supuesta como irreversible) revelé que tan pocas
desactivaciones eran insuficientes para evitar elevados rendimientos de acetato. Las proporciones de acetato/BDO
previstas para los disefios de delecién uno, dos o tres, fue al menos 1,5. Incluso permitiendo cuatro deleciones, se
consiguen solamente dos disefios, n° 99 y n° 100, con rendimientos de BDO previstos superiores a 0,35 g/g, y estos
disefios sugieren la supresion del gen de la glicolisis, pgi, que codifica la fosfoglucoisomerasa. Dada la importancia
prevista de la glicolisis en la fermentacion de E. coli, se decidié continuar con estos disefios de alto riesgo solamente
como ultimo recurso. Adicionalmente, las deleciones sugeridas disminuyeron el rendimiento teérico maximo de los
disefios n° 99 y n°® 100 en un 8% y un 15%, respectivamente. La estrategia de cuatro deleciones de alto rendimiento
que no afecté negativamente el rendimiento tedrico maximo fue el disefio n® 129, que tenia un rendimiento de BDO
previsto a crecimiento maximo de solamente 0,26 g/g.

Solamente un disefio de cinco deleciones de la Tabla 6 satisface todos los criterios para un disefio de éxito. Esta
estrategia de desactivacion implica la eliminacion de ADHEr (alcohol deshidrogenasa), PFLi (piruvato formiato liasa),
LDH_D (lactato deshidrogenasa), MDH (malato deshidrogenasa), y ASPT (aspartato transaminasa). Las
desactivaciones sugeridas no reducen el rendimiento teérico maximo de BDO bajo ninguna de las condiciones
examinadas. Se predice que una cepa disefiada con estas desactivaciones conseguiria un rendimiento de BDO para
el crecimiento maximo de 0,37 g/g suponiendo condiciones anaerobias e irreversibilidad de PEP carboxiquinasa.
Este disefio tiene varias propiedades deseables. De forma mas notable, evita que la red produzca altos rendimientos
de los productos de fermentacion natural, etanol, formiato, lactato, y succinato. La prevencion de la produccion de
homosuccinato mediante la delecion de MDH, en oposicién a la eliminacion de la PEP carboxilasa, fumarasa, o
fumarato reductasa, es especialmente intrigante porque bloquea la ruta de fermentacion productora de energia de
oxaloacetato a succinato que podria aparecer si se supone que PEP carboxiquinasa es reversible sin afectar
negativamente el rendimiento maximo de BDO. En este disefio, el succinato semialdehido se puede fabricar
mediante succinil-CoA o alfa-cetoglutarato. El succinil-CoA se forma a partir del succinato mediante la succinil-CoA
sintetasa. El succinato se puede formar a partir tanto de las reacciones del ciclo TCA inverso (PEP carboxilasa, PEP
carboxiquinasa, fumarasa, fumarato reductasa) y la derivacion del glioxilato (malato sintasa, isocitrato liasa).

Los limites de la solucion de BDO comparado con la biomasa para las estrategias de desactivacion de ADHEr, PFLi,
LDH_D, MDH, ASPT se muestran en las Figs. 7A y 7B, suponiendo la irreversibilidad o reversibilidad de la PEP
carboxiquinasa, respectivamente. Se debe tener en cuenta que los limites de la solucién se obtienen usando un
modelo a escala gendmica del metabolismo de E. coli en oposicion al modelo reducido, porque dichos calculos
requieren muchos recursos de CPU. Los limites de la solucién revelan que el acoplamiento del BDO con el
crecimiento es solido con respecto a la asuncion de la reversibilidad de la PEP carboxiquinasa. Sin embargo, la
delecion de la bomba de protones transhidrogenasa (THD2) o glutamato deshidrogenasa (GLUDy) puede ser
necesaria para conseguir un acoplamiento obligatorio del crecimiento celular con la producciéon de BDO. El unico
aspecto negativo del disefio es que las deleciones de MDH y ASPT disminuyen el rendimiento maximo de ATP en la
produccion de BDO ligeramente (~20%) si se supone la reversibilidad de la PEP carboxiquinasa. Esto hace que la
solucion de crecimiento optimo de la estrategia de disefio esté por debajo de la linea negra de BDO vs. biomasa de
la red natural de la figura 7B. Sin embargo, este hallazgo sugiere la posibilidad de genomanipular un equilibrio
optimo de la actividad de MDH cuando hay suficiente cantidad presente para garantizar una produccion eficaz de
BDO, pero al mismo tiempo lo suficientemente limitada para evitar que el succinato se convierta en el producto
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principal de la fermentacién. A destacar que se prevé que el succinato sea el producto de fermentacién principal de
la red natural y se supone la reversibilidad de la PEP carboxiquinasa.

Las Tablas 10 y 11 listan reacciones cuya delecion afecta negativamente el rendimiento maximo de BDO en una
cepa intermedia, denominada como AB3, que carece de ADHEr, LDH_D, y PFLi, asi como una cepa que carece de
ASPT y MDH ademas de las deleciones de AB3. A destacar que las deleciones sugeridas otorgan gran importancia
a la obtencién de piruvato deshidrogenasa, citrato sintasa, y actividad de aconitasa en condiciones completamente
anaerobias. Si se puede conseguir suficiente actividad piruvato deshidrogenasa, una alternativa es dejar PFLi intacto
y complementar su actividad con una formiato deshidrogenasa no natural que captura un equivalente reductor
mientras convierte el formiato en diéxido de carbono.

La Figura 8 y la Tabla 12 representan graficamente los intervalos de flujo que la red de E. coli puede conseguir
cuando alcanza bien el rendimiento maximo de BDO (casos 1-4) o el rendimiento maximo de biomasa (caso 5) en
condiciones anaerobias. Los casos 1y 2 suponen que no se han producido deleciones de genes. El caso 2 muestra
intervalos de flujo mas restringidos que el caso 1 porque se ha impuesto una restriccion adicional que refuerza el
rendimiento maximo de BDO. Los casos 3 y 4 son analogos a los casos 1y 2, salvo que los flujos codifican las
reacciones de ADHEr, ASPT, LDH_D, MDH, y PFLi se han ajustado a cero. En el caso 5 se muestran los intervalos
de flujo, suponiendo una maximizacion del rendimiento de biomasa en presencia de desactivaciones de ADHE,
ASPT, LDH_D, MDH, y PFLi.

La Tabla 12 muestra los intervalos de flujos metabdlicos centrales que se pueden conseguir en condiciones
anaerobias suponiendo que la PEP carboxiquinasa es reversible. Los valores de flujo en negrita se configuran como
restricciones del sistema. Se consideran cinco casos: Caso 1, rendimiento maximo de BDO de la red natural; Caso
2, rendimiento maximo de ATP suponiendo rendimiento maximo de BDO de la red natural; Caso 3, rendimiento
maximo de BDO de la red con flujos a través de ADHEr, ASPT, LDH_D, MDH, y PFLi ajustados a cero; Caso 4,
rendimiento maximo de ATP suponiendo el rendimiento maximo de BDO de la red con flujos a través de ADHEr,
ASPT, LDH_D, MDH, y PFLi ajustados a cero; y Caso 5, rendimiento maximo de biomasa de la red con flujos a
través de ADHEr, ASPT, LDH_D, MDH, y PFLi ajustados a cero.

Tabla 12. Intervalos de flujos metabdlicos centrales que se pueden conseguir en condiciones anaerobias
suponiendo que la PEP carboxiquinasa es reversible. Las reacciones que se suponen inactivas en los casos 3,4,y 5
se indican en negrita.

CASO 1 CASO 2 CASO 3 CASO 4 CASO 5
Abreviatura | MIN | MAX MIN | MAX MIN | MAX MIN | MAX MIN | MAX
de I?, mmol/gDW/h
reaccion
GLCpts 0,0 20,0 18,2 18,2 0,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
HEX1 0,0 20,0 1,8 1,8 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0 0,0
G6PDHy 0,0 27,3 0,0 0,0 0,0 15,3 0,0 0,0 0,0 0,0
PGL 0,0 27,3 0,0 0,0 0,0 15,3 0,0 0,0 0,0 0,0
PGDH 0,0 27,3 0,0 0,0 0,0 15,3 0,0 0,0 0,0 0,0
RPE -6,4 18,2 0,0 0,0 6,2 10,2 0,0 0,0 0,2 0,2
RPI 9,1 0,0 0,0 0,0 6,2 0,0 0,0 0,0 0,2 0,2
TKT1 -3,2 9,1 0,0 0,0 -3,1 5,1 0,0 0,0 -0,1 -0,1
TKT2 -3,2 9,1 0,0 0,0 -3,1 5,1 0,0 0,0 0,2 0,2
TAL -3,2 9,1 0,0 0,0 -3,1 5,1 0,0 0,0 -0,1 -0,1
EDA 0,0 12,7 0,0 0,0 0,0 10,5 0,0 0,0 0,0 0,0
PGDHY 0,0 12,7 0,0 0,0 0,0 10,5 0,0 0,0 0,0 0,0
PGI 7,3 20,0 20,0 20,0 4,7 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
FBP 0,0 15,9 0,0 0,0 0,0 12,7 0,0 0,0 0,0 0,0
PFK 7.3 35,9 20,0 20,0 9,5 32,7 20,0 20,0 19,7 19,7
FBA 7.3 20,0 20,0 20,0 9,5 20,0 20,0 20,0 19,7 19,7
TPI 7.3 20,0 20,0 20,0 9,5 20,0 20,0 20,0 19,7 19,7
GAPD 27,3 40,0 40,0 40,0 29,5 40,0 40,0 40,0 39,3 39,3
PGK 27,3 40,0 40,0 40,0 29,5 40,0 40,0 40,0 39,3 39,3
PGM 27,3 43,6 40,0 40,0 29,5 43,6 40,0 40,0 39,0 39,0
ENO 27,3 43,6 40,0 40,0 29,5 43,6 40,0 40,0 39,0 39,0
PYK 0,0 29,5 0,0 0,0 0,0 29,5 1,8 1,8 10,7 10,7
PDH 0,0 34,5 14,5 18,2 12,0 34,5 21,8 21,8 30,1 30,1
PFLi 0,0 11,9 0,0 3,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
PPC 0,0 15,9 0,0 0,0 0,0 12,7 0,0 0,0 0,0 0,0
PPCK 5,5 51,4 21,8 21,8 5,5 30,9 18,2 18,2 8,1 8,1
cs 9,1 34,1 18,2 18,2 13,1 32,7 18,2 18,2 7,5 7,5
CITL 0,0 15,9 0,0 0,0 0,0 12,7 0,0 0,0 0,0 0,0
ACONT 9,1 21,8 18,2 18,2 13,1 21,8 18,2 18,2 75 75
ICDHy 1,8 21,4 18,2 18,2 1,8 21,3 14,5 14,5 0,2 0,2
AKGD 0,0 21,4 0,0 18,2 0,0 21,3 0,0 14,5 0,0 0,0
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CASO 1 CASO 2 CASO 3 CASO 4 CASO 5
Abreviatura | MIN | MAX MIN | MAX MIN | MAX MIN | MAX MIN | MAX
de I?, mmol/gDW/h
reaccion
SUCOAS 0,5 20,0 3,6 3,6 0,6 20,0 7.3 7.3 14,9 14,9
FRD 0,0 12,7 3,6 3,6 0,0 8,7 3,6 3,6 75 75
FUM -55,5 12,7 -14,5 3,6 -5,1 8,7 3,6 3,6 7.2 7.2
MDH -50,9 33,2 -14,5 3,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
ICL 0,0 18,2 0,0 0,0 0,0 18,2 3,6 3,6 7,2 7,2
MALS 0,0 16,4 0,0 0,0 0,0 16,4 3,6 3,6 7,2 7,2
ME 0,0 29,5 0,0 0,0 0,0 12,7 0,0 0,0 0,0 0,0
ASPTA 0,0 66,7 0,0 18,2 0,0 75 0,0 0,0 0,6 0,6
ASPT 0,0 66,7 0,0 18,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
LDH_D 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
ADHEr 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
PTAr 5,9 37,7 21,8 21,8 9,1 34,5 21,8 21,8 0,1 0,1
ACKr 5,9 37,7 21,8 21,8 9,1 34,5 21,8 21,8 0,1 0,1
GLUDc 0,0 21,4 0,0 18,2 0,0 21,3 0,0 14,5 0,0 0,0
ABTA 0,0 21,4 0,0 18,2 0,0 21,2 0,0 14,5 0,0 0,0
SSAL_coa 0,5 37,7 3,6 21,8 0,6 34,5 7.3 21,8 14,8 14,8
ATPM 0,0 15,9 15,9 15,9 0,0 12,7 12,7 12,7 7,6 7,6
BDOsyn 21,8 21,8 21,8 21,8 21,8 21,8 21,8 21,8 14,8 14,8
1/h
BIOMASA 00 | 00 [ 00 | 00 J 00 | 00 | 00 [ 00 | 021 | 0,21

Los dos primeros disefios de cuatro deleciones (n°® 92 y n° 93) relacionados en la Tabla 7 (esto es, PEP
carboxiquinasa supuesta reversible) se consideran mas adelante debido a sus rendimientos de BDO previstos
relativamente elevados. El disefio n°® 92 (ADHEr, HEX1, PFLi, y PGI) necesitaria desactivaciones adicionales que
eliminaran la producciéon de succinato y lactato y el rendimiento maximo de BDO del disefio n°® 93 (ADHEr, EDA,
NADHS6, PGI) solamente fue el 90% del maximo tedrico de la red natural. Ambos disefios requieren la eliminacion de
PGI que, como se ha mencionado anteriormente, se descartd por indeseable debido a la importancia prevista de la
glucolisis sobre la fermentacion. El disefio n°® 98 (ADHEr, ATPS4r, FDH2, NADHG6) fue el primer disefio de cuatro
deleciones que requiere la eliminacién de la ATP sintasa sin requerir adicionalmente la desactivacion de PGI. Sin
embargo, este disefio también requeriria la delecidon de genes para evitar la produccion de lactato y succinato para
aumentar el rendimiento de BDO previsto a crecimiento maximo. Tras analisis posterior, se descubrié que casi todos
los disefios prometedores de la Tabla 7 se podian mejorar garantizando que las deleciones (es decir, ADHEr,
LDH_D, MDH, ASPT, y PFLi) también se habian implementado, si no se habia especificado ya.

Los siguientes esfuerzos se centraron a continuacion en identificar las deleciones de reacciones que pudieran
suministrar el conjunto fundamental (esto es, ADHEr, LDH_D, MDH, ASPT, PFLi). La Tabla 13 muestra genes de E.

coli conocidos responsables de catalizar las reacciones diana para su eliminacion. La designacion “[c]” se refiere a
citosdlico. Los genes que codifican estas reacciones, junto las reacciones del conjunto fundamental, se proporcionan
en la Tabla 13. El efecto de las deleciones adicionales sobre los limites de la solucién de BDO versus biomasa se
muestra en la figura 9. De forma notable, el acoplamiento entre el BDO y la produccion de biomasa se vuelve cada
vez mas pronunciado a medida que se acumulan deleciones adicionales. El rendimiento de BDO previsto a
crecimiento maximo tras acumular todas las deleciones es de 0,46 g/g. Finalmente, ninguna de las deleciones afectd
negativamente el rendimiento teérico maximo de BDO.

Tabla 13. Genes de E. coli conocidos responsables de catalizar las reacciones diana para su eliminacion.

Abrevi Genes que codifican la(s)
reviatura de Ila . . - . -
s Estequiometria de la reaccion enzima(s) que catalizan cada
reaccion reaccion&
ADHET [c]: etoh + nad <==> acald + h + nadh (00356 0 b1478 0 b1241)
[c]: acald + coa + nad <==> accoa + h + nadh (b1241 0 b0351)
(((b0902 y b0903) y b2579) o
PFLi [c]: coa + pyr --> accoa + for (b0902 y b0903) o (b0902 y b3114)
0 (b3951 y b3952))
MDH [c]: mal-L + nad <==> h + nadh + oaa b3236
ASPT [c]: asp-L --> fum + nh4 b4139
LDH D [c]: lac-D + nad <==> h + nadh + pyr (b2133 0 b1380)
DHAPT [c]: dha + pep --> dhap + pyr gﬁ%‘; y b1199 y b1198 y b2415 y
DRPA [c]: 2dr5p --> acald + g3p b4381
PYK [c]: adp + h + pep --> atp + pyr (b1854 0 b1676)
EDD [c]: 6pgc --> 2ddg6p + h20 b1851
GLYCLTDx [c]: gIx + h + nadh --> gliclt + nad (b3553 0 b1033)
GLYCLTDy [c]: gIx + h + nadph --> glyclt + nadp
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. Genes que codifican la(s)
Abreviatura de la . . - . -
. Estequiometria de la reaccion enzima(s) que catalizan cada
reaccion < r
reaccion&
MCITS [c]: h20 + oaa + ppcoa --> 2mcit + coa + h b0333
INSK [c]: atp +ins-->adp + h + imp b0477

En los resultados mostrados en la Tabla 13, OptKnock identifica reacciones a eliminar de un organismo para
potenciar la produccién bioquimica. Cualquier combinacién (esto es, al menos una y como maximo todas) de las
deleciones de genes relacionadas podria tener, tedricamente, el efecto deseado de garantizar que la
correspondiente reaccion no es funcional en E. coli. La estrategia experimental mas practica para eliminar las
reacciones marcadas para su eliminacion se debe determinar caso por caso.

EJEMPLO VI
Generacion de cepas genomanipuladas

Para validar las predicciones informaticas del Ejemplo V, las cepas se construyeron, se hicieron evolucionar, y se
sometieron a ensayo. Escherichia coli K-12 MG1655 sirve como la cepa natural en la que se introducen las
deleciones. Las cepas se construyeron mediante la incorporacion de deleciones en marco usando recombinacion
homadloga usando el sistema X-Red recombinasa de (Datsenko y Wanner, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:6640-6645
(2000)). El enfoque implica la sustitucion de una secuencia cromosémica (esto es, el gen marcado para eliminacion)
por un gen de resistencia a antibidticos seleccionable, que posteriormente se elimina a su vez. Las desactivaciones
se integran una por una en la cepa receptora. Después de cada delecion no permanece ningun marcador de
resistencia a farmacos ni cicatrices, lo que permite la acumulaciéon de multiples mutaciones en cada cepa diana. La
tecnologia de delecion elimina completamente el gen marcado para eliminacion de tal forma que se reduce
sustancialmente la posibilidad de que los mutantes construidos reviertan al tipo natural. Durante las etapas iniciales
del desarrollo de la cepa, los genes no nativos que permiten la produccion de BDO se expresan en un operon
sintético tras un promotor inducible en un plasmido con un nimero de copias medio o alto; por ejemplo, el promotor
PBAD que se induce por arabinosa, en un plasmido de la serie pBAD (Guzman et al., J. Bacteriol. 177:4121-4130
(1995)). Se sabe que este promotor es muy facil de titular, permitiendo afinar la expresion en un intervalo de 1000
veces el intervalo de concentraciones de arabinosa. Si la produccion de BDO tiene éxito, estos genes
posteriormente se integran en el cromosoma para promover la estabilidad.

Las cepas genomanipuladas se caracterizan por la medicion de la tasa de crecimiento, tasa de captacion de
sustrato, y tasa de secrecion de productos/subproductos. Se anticip6 inicialmente que estas cepas mostrarian tasas
de crecimiento suboptimas hasta que sus redes metabdlicas se hubieran ajustado a sus funcionalidades ausentes.
Para permitir este ajuste, las cepas evolucionan de forma adaptativa. Al someter las cepas a evolucién adaptativa, la
tasa de crecimiento celular se convierte en la presién de seleccion principal y las células mutantes se ven
impulsadas a recolocar sus flujos metabdlicos para aumentar sus tasas de crecimiento. Se ha demostrado
recientemente esta reprogramacion del metabolismo para varios mutantes de E. coli que habian evolucionado de
forma adaptativa sobre distintos sustratos para alcanzar tasas de crecimiento previstas a priori mediante un modelo
in silico (Fong y Palsson, Nat. Genet. 36:1056-1058 (2004)). Si las predicciones de OptKnock tuvieran éxito, las
mejoras en el crecimiento conseguidas por la evolucidon adaptiva van acompafiadas de las tasas de produccion de
BDO mejoradas. La evolucion adaptativa se realiza por triplicado (realizado en paralelo) debido a las diferencias en
los patrones evolutivos usados como testigos previamente en E. coli (Fong y Palsson, mas arriba, 2004; Fong et al.,
J. Bacteriol. 185:6400-6408 (2003); Ibarra et al., Nature 420:186-189 (2002)) que potencialmente podrian dar como
resultado una cepa con cualidades de produccion superiores a las demas. Las evoluciones iw actian durante un
periodo de 2-6 semanas, dependiendo de la mejora en la tasa de crecimiento obtenida. En general, las evoluciones
43 se detienen una vez que se obtiene un fenotipo de crecimiento estable.

Tras el proceso de evolucion adaptativa, las cepas nuevas se vuelven a caracterizar por la medicién de la tasa de
crecimiento, tasa de captacion de sustrato, y tasa de secrecién de productos/subproductos. Estos resultados se
comparan con las predicciones de OptKnock representando graficamente los rendimientos de crecimiento y
produccion reales a lo largo de la produccidon anteriormente descrita. Las combinaciones de disefio
OptKnock/evolucion de mas éxito se seleccionan para investigacion adicional, y se caracterizan en fermentaciones
de laboratorio tanto continuas como discontinuas. El concepto de produccién bioquimica acoplada al crecimiento que
esta detras del enfoque OptKnock también da como resultado la generacion de productores en exceso
genéticamente estables. Por tanto, los cultivos se mantienen en modo continuo durante un mes para evaluar su
estabilidad a largo plazo. Se toman muestras periddicamente para garantizar que el rendimiento y la productividad
se mantienen durante la totalidad del proceso.

EJEMPLO VII
Cepas OptKnock para la producciéon del BDO
Como se describe en los Ejemplos V y VI, la aplicacion de la metodologia OptKnock se ha aplicado a la generacion
de dianas de delecion prometedoras que generan cepas productoras de BDO. OptKnock identifica reacciones a
eliminar de un organismo para acoplar los rendimientos de producciéon bioquimica y de biomasa. El disefio

proporciona una lista de las reacciones metabdlicas que se deben considerar para su eliminacion mediante
OptKnock. También se proporcionaron los genes de E. coli conocidos que codifican los enzimas que catalizan cada
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reaccion para describir qué modificaciones genéticas se deben implementar para conseguir los fenotipos de
produccion acoplada al crecimiento previstos. Evidentemente, si nuevos descubrimientos revelan que otros genes
del genoma de E. coli pueden transmitir una o mas de las funcionalidades de reaccion consideradas para
eliminacién en un disefio dado, entonces, estos genes deberian eliminarse junto con los descritos en el presente
documento. A destacar que evitar la actividad de solamente un subconjunto (esto es, al menos una y como maximo
todas) de las reacciones en cada uno de los disefios puede ser a veces suficiente para transmitir un fenotipo de
produccion acoplada al crecimiento. Por ejemplo, si un disefio requiere la eliminaciéon de una reaccion particular cuya
actividad in vivo no es suficiente para desacoplar el crecimiento de la produccién de BDO, entonces, los genes que
codifican los enzimas que catalizan esta reaccion pueden dejarse intactos. Ademas, cualquier combinacion (esto es,
al menos una y como maximo todas) de las deleciones de genes relacionadas para una reaccion dada podria tener,
tedricamente, el efecto deseado de garantizar que la reaccién no es funcional en E. coli.

En la Tabla 6 y 7 se relacionan multiples estrategias de delecion para potenciar el acoplamiento entre la produccion
de 1,4-butanodiol y el crecimiento de E. coli suponiendo que PEP carboxiquinasa es irreversible y reversible,
respectivamente. Un disefio (esto es, ADHEr, ASPT, MDH, LDH_D, PFLi) surgi6 como el mas prometedor que
satisfacia multiples criterios. Las deleciones sugeridas 1) condujeron a un elevado rendimiento de BDO previsto a
crecimiento maximo, 2) requirié6 un numero de desactivaciones razonable, 3) no tuvo un efecto perjudicial sobre el
rendimiento tedrico maximo de BDO, 4) consiguié un acoplamiento fuerte entre la producciéon de BDO vy el
crecimiento celular, y 5) era sélido con respecto a la reversibilidad o irreversibilidad de la PEP carboxiquinasa. La
siguiente lista especifica el conjunto minimo de deleciones génicas necesarias previstas para convertir BDO en el
principal producto de fermentacioén de E. coli:

adhE (b1421), IdhA (b1380).

pflAB (b0902, b0903) no esta incluido en el conjunto minimo porque su delecién fuerza una dependencia de la
piruvato deshidrogenasa para proporcionar cantidad suficiente de acetil-CoA para el crecimiento celular y un
equivalente de reduccion para el piruvato. Como la actividad de la piruvato deshidrogenasa es baja en condiciones
anaerobias y esta inhibida por concentraciones elevadas de NADH, una alternativa plausible a la delecion pflAB es
afiadir una formiato deshidrogenasa no natural a E. coli que recoja el pode reductor que se pierde por otra parte
mediante la secrecion del formiato. Sin embargo, la adicion de pflAB al conjunto de delecidon minimo proporciona:

adhE (b1421), IdhA (b1380), pflAB (60902, b0903).

mdh (b3236) no esta incluido en el conjunto minimo porque hay multiples deleciones que pueden evitar que el
succinato se convierta en el producto de fermentacion principal de E. coli en oposicién a BDO. Los ejemplos incluyen
los genes que codifican la fumarasa y/o fumarato reductasa. Sin embargo, la eliminacién de la malato
deshidrogenasa parece ser la eleccion mas logica para atenuar la produccion de succinato ya que deja intacta una
ruta para la conversion del producto derivado de glioxolato, malato, en BDO. La adicion de la malato deshidrogenasa
al conjunto minimo proporciona:

adhE (b1421), IdhA (b1380), pflAB (b0902, b0903), mdh (b3236).
El gen, mgo, que codifica una malato:quinona-oxidorreductasa, se cree que cataliza la oxidacion de malato a
oxalactato (van der Rest et al., J. Bacteriol. 182:6892-6899 (2000)). Sin embargo, si se demuestra que también

cataliza la formacién de malato a partir de oxaloacetato, su eliminacidon sera necesaria para garantizar que no evita
la delecion de mdh. Esto conduce al conjunto de delecion:
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adhE (b1421), IdhA (b1380), pflAB (60902, b0903), mdh (b3236), mgo (b2210).

aspA queda fuera del conjunto minimo porque existe la duda de si la aspartato desaminasa puede transportar flujo
suficiente para evitar la delecion de la malato deshidrogenasa. Sin embargo, aunque este escenario es ciertamente
posible, entonces la lista minima de deleciones necesarias se convierte en:

adhE (b1421), IdhA (b1380), pflAB (b0902, b0903), mdh (b3236), aspA (b4139).

Para los calculos anteriores, se supone que los enzimas malicas dependientes de NADH y NADPH de E. coli operan
de forma irreversible, catalizando solamente la conversion del malato en di6éxido de carbono y piruvato. Si estas
enzimas pueden catalizar también la formacion de malato a partir de piruvato y diéxido de carbono, los genes que
codifican una o ambas enzimas malicas deberan eliminarse para evitar que el succinato se convierta en el producto
de fermentacion principal. Esto conduce al siguiente conjunto de deleciones:

adhE (b1421), mdh (b3236), IdhA (b1380), pflAB (b0902, b0903), sfcA (b1479)

adhE (b1421), mdh (b3236), IdhA (b1380), pflAB (b0902, b0903), maeB (b2463)

adhE (b1421), mdh (b3236), [dhA (b1380), pflAB (b0902, b0903), sfcA (b1479), maeB (b2463)

El conjunto minimo de deleciones se puede complementar con deleciones adicionales destinadas a refinar el
acoplamiento de la produccién de BDO con el crecimiento celular. Estos conjuntos de deleciones se relacionan a
continuacion.

adhE (b1421), IdhA (b1380), pflAB (b0902, b0903), mdh (b3236), pntAB (b1602, b1603)

adhE (b1421), IdhA (b1380), pflAB (b0902, b0903), mdh (b3236), gdhA (b1761)

adhE (b1421), IdhA (b1380), pflAB (b0902, b0903), mdh (b3236), pykA (b1854), pykF (b1676), dhaKLM (b1198,
b1199, b1200), deoC (b4381), edd (b1851), yiaE (b3553), ycdW (b1033)

adhE (b1421), IdhA (b1380), pflAB (b0902, b0903), mdh (b3236), pykA (b1854), pykF (b1676), dhaKLM (b1198,
b1199, b1200), deoC (b4381), edd (b1851), yiaE (b3553), ycdW (b1033), prpC (b0333), gsk (b0477)

Las cepas que tienen las deleciones indicadas en este Ejemplo se pueden complementar con deleciones adicionales
si se descubre que las deleciones sugeridas no reducen la actividad de sus correspondientes reacciones en la
medida que exige alcanzar la produccion de BDO acoplada al crecimiento o si los genes de E. coli naturales,
mediante evolucion adaptativa o mutagénesis, consiguen mutaciones que transmitan actividades capaces de evitar
las estrategias de disefio propuestas.

116



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2583179 T3
REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo no natural que comprende un conjunto de modificaciones metabdlicas que comprenden

la perturbacion de los genes adhE, IdhA, pflAB'y mdh,

en el que el microorganismo comprende ademas una ruta biosintética de 1,4-butanodiol (BDO) que comprende al
menos un acido nucleico exdégeno que codifica la 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa, semialdehido succinico
deshidrogenasa independiente de CoA, succinil-CoA sintetasa, semialdehido succinico deshidrogenasa
dependiente de CoA, 4-hidroxibutirato:CoA transferasa, glutamato:semialdehido succinico transaminasa,
glutamato descarboxilasa, aldehido deshidrogenasa independiente de CoA, aldehido deshidrogenasa
dependiente de CoA o alcohol deshidrogenasa, en el que el acido nucleico exdgeno se expresa en cantidad
suficiente para producir 1,4-butanodiol (BDO).

2. El microorganismo no natural de la reivindicacion 1, en el que dicho conjunto de modificaciones metabdlicas
comprende adicionalmente la perturbacién de aspA.

3. El microorganismo no natural de la reivindicacion 1, en el que dicho conjunto de modificaciones metabdlicas
comprende adicionalmente la perturbacién de uno o mas del grupo que consiste de:

uno o mas genes seleccionados entre el conjunto de genes que consiste de mqo, aspA, sfcA, maeB, pntAB y
gdhA;

sfcA'y maeB;

uno o mas genes seleccionados entre el conjunto de genes que consiste de pykA, pykF, dhaKLM, deoC, edd,
yiakE, ycdW, prpC'y gsk;

pykA, pykF, dhaKLM, deoC, edd, yiakE'y ycdW,

pykA, pykiF, dhaKLM, deoC, edd, yiakE, ycdW, prpC y gsk.

4. El microorganismo no natural de las reivindicaciones 1-3, en el que dichas perturbaciones génicas comprenden la
delecion de un gen.

5. El microorganismo no natural de las reivindicaciones 1-4, en el que dicho microorganismo es una bacteria,
levadura u hongo.

6. El microorganismo no natural de la reivindicacién 1-5, en el que dicho microorganismo se selecciona entre E. coli
y levadura.

7. El microorganismo no natural de la reivindicacion 6, en el que dicho microorganismo es E. col.

8. El microorganismo no natural de la reivindicacién 5, en el que dicha bacteria o levadura es una especie
seleccionada de Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Anaerobtosptrillum succiniciproducens, Actinobactllus
succinogenes, Mannheimia succiniciproducens, Rhizobium etli, Bacillus subtilis, Corynebacterium glutamicum,
Gluconobacter oxydans, Zymomonas mobilis, Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum, Streptomyces coelicolor,
Clostridium acetobutylicum, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Aspergillus terreus, Aspergillus
nigery Pichia pastoris.

9. Un método de producir 1,4-butanodiol, que comprende:
(a) cultivar un microorganismo no natural de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en fase de crecimiento
exponencial, en una cantidad suficiente de nutrientes y medios; y

(b) aislar el 1,4-butanodiol producido a partir de dicho microorganismo no natural.

10. El método de la reivindicacién 9, en el que el 1,4-butanodiol se aisla mediante destilacion.
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