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DESCRIPCIÓN 

Detector de NADP(H) y desarrollo de alcohol deshidrogenasas

La presente invención se refiere a una célula, a un procedimiento para el aislamiento de genes que codifican 5
enzimas dependientes de NADP(H), así como al uso de un nanodetector de NADP(H).

El uso de enzimas dependientes de NADP(H) en la industria química como catalizador se ha divulgado en una 
pluralidad de ejemplos. Así se usan alcohol deshidrogenasas, también denominadas oxidorreductasas o
cetorreductasas, para la reducción de grupos carbonilo. En particular se usa la enantioespecificidad y10
regioespecificidad para la reducción de cetonas proquirales. Ejemplos de tales cetorreductasas que sirven para la 
síntesis de compuestos químicos útiles son la reducción asimétrica de ésteres de 4-cloroacetoacetato (documentos 
US 5.559.030, US 5.700.670 y US 5.891.685), la reducción de ácidos dicarboxílicos (documento US 6.399.339), la 
reducción de (S) cloro-5-hidroxi-3-oxohexanoato de terc-butilo (documentos US 6.645.746 y WO-A-01/40450), la 
reducción de compuestos a base de pirrolotriazinas (documento LJS-A-2006/0286646), la reducción de 15
acetofenonas sustituidas (documento US 6.800.477, US-A-2012/0178142) o la reducción de hidroxitiolanos
(documento WO-A-2005/054491). Igualmente se reducen de manera enzimática alfa-halocetonas en alfa-halo-
alcoholes. También esto puede realizarse mediante enzimas aisladas o con células completas (documento WO-A-
2008/038050). Por medio de alcohol deshidrogenasas específicas de Lactobacillus brevis o Thermoanaerobium 
brokii se realiza la reducción del 8-cloro-6-oxooctanoato de alquilo para dar el (R) o (S)-8-cloro-6-hidroxioctanoato de 20
alquilo, que en cada caso se usa como precursor del ácido (R)--lipoico y ácido (S)--lipoico (documento US 
7.157.253). También se han descrito procedimientos para la preparación de alcanoles ópticamente activos, en los 
que mediante reducción enzimática de las correspondientes cetonas se realiza la preparación de por ejemplo (1S)-3-
metilamino-1-(2-tienil)-propan-1-ol y (1S)-3-cloro-1-(2-tienil)-propan-1-ol (documento WO-A-2006/094945). Un 
procedimiento para preparar 3-hidroxibutiratos de 3-hidroxibutilo de manera enantioespecífica por medio de 25
cetorreductasas o alcohol deshidrogenasas se conoce igualmente (documento US-A-2012/0064611). En el 
documento US 6.645.746 se divulga una secuencia de aminoácidos de Candida magnoliae, que puede usarse para 
reducir (5S)-6-cloro-5-hidroxi-3-oxohexanoato de terc-butilo en (3R,5S)-6-cloro-3,5-dihidroxihexanoato de terc-butilo 
con ayuda de NADP(H). En la descripción de este documento se usa la enzima preferentemente de manera 
coexpresada con glucosa deshidrogenasa de Bacillus megaterium, realizándose la regeneración del cofactor 30
NADP(H) con ayuda de la glucosa deshidrogenasa y con glucosa como cosustrato. El documento WO-A-
2004/111083 describe un procedimiento para la reducción enzimática enantioselectiva de cetonas, en particular de
ésteres de 2- y 3-oxoácidos, catalizándose la reacción por una oxidorreductasa de Pichia capsulata. En el 
documento WO-A-2005/108593 se describe un procedimiento para la preparación de 1-butanol, en el que se reduce 
2-butanona con una carbonil reductasa, por ejemplo de Candida parapsilosis, y una coenzima en un sistema de dos 35
fases. En el documento EP-A-2 061 880 se ha divulgado un procedimiento para la preparación enzimática 
dependiente de NADP(H) de derivados de alquenona a partir de derivados de alquinona ,-insaturados, 
pudiéndose usar la correspondiente reductasa en forma adecuada o también en forma del propio microorganismo. 

En el documento EP-A-2 087 127 se describe un procedimiento para la preparación de derivados de secol mediante 40
reducción enzimática enantioselectiva de derivados de secodiona usando una oxidorreductasa/deshidrogenasa en 
presencia de NADP(H).

Además de la reducción dependiente de NADP(H) de cetonas y aldehídos se usan enzimas dependientes de 
NADP(H), las denominadas enoato reductasas, también para la reducción enantioespecífica de enoatos. Así 45
informaron Kataoka y colaboradores que mediante el uso de una enoato reductasa de Candida macedoniensis junto
con una glucosa deshidrogenasa de E. coli que genera NADP(H) se reduce de manera preparativa cetoisoforona en
(6R)-levodionas (Kataoka, Kotaka, Thiwthong, Wada, Nakamori, and Shimizu, J. Biotechnol., 2004, 114, 1-9).

Además se describe el uso de enzimas dependientes de NADP(H) en sistemas acoplados, donde por ejemplo a la 50
reducción está conectada posteriormente una ciclación para dar el epóxido. Así se describe el uso de alcohol
deshidrogenasas (R)- o (S)-selectivas para formar el correspondiente enantiómero y conseguir a continuación la 
ciclación inducida por bases para dar el respectivo epóxido (documento CA 2 612 407).

La facilitación enzimática de NADP(H) es también necesaria cuando se usan monooxigenasas, tal como en el caso 55
de la monooxigenasa muy bien estudiada P450 BM3 (CYP102A1) de Bacillus megaterium (Appl. Microbiol.
Biotechnol. (2012) 95:357-367). Esta ácido graso hidroxilasa oxida una amplia paleta de sustratos, como alcanos,
alquenos e hidrocarburos aromáticos. La monooxigenasa cataliza la hidroxilación, sin embargo ésta requiere el 
suministro estequiométrico de NADP(H).

60
También se usan enzimas dependientes de NADP(H) para la aminación reductora, como por ejemplo de 2-
cetoácidos para dar el correspondiente D-aminoácido (documento WO-A-2006/113085), o de ácido 6-
aminocaprónico a partir de 2-cetopimelato (documento WO-A-2012/031911).
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Un resumen de las más diversas aplicaciones de enzimas dependientes de NADP(H) puede extraerse por ejemplo 
de Hollmann, Arendsa y Holtmann (Green Chemistry, 2011, 13, 2285-2313), o también del manual “Industrial 
Biotransformations” de Liese, Seelbach, y Wandrey (Wiley-VCH Verlag, 2006, ISBN: 3-527-31001-0).

Independientemente de para qué conversión concreta deben usarse enzimas dependientes de NADP(H), es en 5
primer lugar una condición previa poner a disposición enzimas adecuadas que garanticen altas conversiones y una 
alta estereoespecificidad. Esto supone además una selección de tales enzimas que puede realizarse de manera 
distinta.

Así empresas ofrecen colecciones de enzima que deben someterse a prueba entonces si éstas convierten el 10
producto de partida deseado en el producto deseado, como por ejemplo Novozymes A/S con sede en Bagsvaerd, 
Dinamarca. Las enzimas deseadas pueden usarse también mediante aprovechamiento de la diversidad natural. Por 
ejemplo, obteniéndose enzimas de organismos o bancos de metagenomas, que a su vez deben someterse a prueba 
de manera específica. La diversidad puede prepararse también mediante el ser humano, sometiéndose a 
mutagénesis las enzimas existentes y sometiéndose a prueba a continuación las enzimas obtenidas para determinar 15
la especificidad de sustrato modificada. Ejemplos para la generación de diversas enzimas mediante técnicas 
moleculares se divulgan en el documento WO-A-2012/069434, donde se obtienen enzimas dependientes de
NADP(H) para la preparación de alcoholes ópticamente activos n-heterocíclicos. También se describen
procedimientos similares para la preparación de 12 mutantes de -hidroxiesteroide deshidrogenasa (documento EP-
A-2 441 771). La preparación de bancos de genes grandes, que están sujetos a un análisis con alto rendimiento, 20
comprende la clonación del banco génico en vectores de expresión que pueden replicarse, la transformación de las 
células adecuadas con el banco de vectores resultante y la expresión de los genes obtenidos de manera 
combinatoria en condiciones, con las que se facilita la detección de la actividad deseada y el aislamiento del vector, 
que codifica el gen cuyo producto se detectó.

25
La prueba directa para determinar la conversión deseada del producto de partida en el producto se realiza hasta 
ahora preferentemente en placas de microtitulación con 96, 384 o también 1536 pocillos (“wells”). Estas placas
permiten el ensayo paralelo de 96, 384, o 1536 enzimas. El producto de la reacción enzimática deseada puede 
determinarse directamente mediante técnicas cromatográficas. Este procedimiento requiere la extracción de una 
muestra de los 96, 384 o 1536 pocillos y la separación cromatográfica para la detección de los productos de 30
reacción, en el caso de los cuales puede tratarse por ejemplo de alcoholes o compuestos de carbonilo. Un proceso 
de este tipo es sin embargo complejo y requiere tiempo. Debido a ello se usan con frecuencia pruebas indirectas. 

Así se aprovecha que NADP(H) absorbe en 340 nm, sin embargo no NADP. Además puede determinarse en 
principio la cantidad de NADP(H) consumida. Como alternativa puede medirse así también, en la oxidación de un 35
alcohol catalizada con carbonil reductasa, la conversión de NADP en NADP(H). En esta reacción y en reacciones 
comparables se determina la reducción del co-factor NADP mediante aumento de la absorción en 340 nm. 
Igualmente puede usarse también la fluorescencia propia del cofactor reducido para la cuantificación. Esto se realiza 
en aparatos de lectura de microtitulación.

40
En otro procedimiento para la determinación del consumo de NADP(H) para la detección de la transaminación 
reductora enzimática y también la reducción de cetonas se determina la modificación del pH que va acompañada del 
consumo de NADP(H) mediante un indicador de color (documento US 7.642.073). Mediante una elección adecuada 
del indicador de color puede determinarse la longitud de onda de la modificación de color, que se determina a su vez 
en aparatos de lectura de microtitulación.45

También se describen sistemas de placas de microtitulación especiales, en los que a través de membranas con
propiedades de unión a analito específicas y flujos de líquido se realiza una selección en el formato de placas de 
microtitulación con hasta 1536 pocillos (documento EP-A-1 628 768).

50
También se ha intentado poder detectar más fácilmente analitos mediante acoplamiento con un grupo detectable, 
por ejemplo un fluoróforo. Para ello se une el analito antes de la realización de la reacción de manera covalente con
un grupo fluorescente. Durante la realización de la reacción y la correspondiente conversión del analito debe 
modificarse la fluorescencia del grupo fluorescente, por ejemplo mediante disociación del grupo o mediante 
modificación de la estructura del analito. La modificación de la fluorescencia es entonces una medida de la 55
conversión del analito. Es desventajoso en este caso sin embargo que el grupo fluorescente influya con frecuencia 
en la capacidad de reacción del analito. En el documento WO-A-2007/131696 se describe que mediante la 
facilitación de un colorante fluorescente y de un macrociclo en la muestra que va a someterse a estudio y la 
medición de una propiedad fluorescente del colorante fluorescente puede determinarse en al menos dos momentos 
la concentración de analito. A este respecto se une el macrociclo al colorante y dentro del intervalo de concentración 60
del analito que va a someterse a estudio desplaza éste el colorante fluorescente del macrociclo.

En los planteamientos de selección in vitro conocidos por el estado de la técnica para el aislamiento de nuevas 
enzimas que consumen NADP(H) o enzimas que consumen NADP(H) de bancos génicos con especificidad de 
sustrato modificada es un inconveniente general que se usan sistemas de placas de microtitulación que no permiten 65
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ninguna selección de alto rendimiento, tal como es esto posible por ejemplo con clasificación de células activadas 
por fluorescencia (FACS, fluorescence activated cell sorting).

Además se usan en planteamientos de selección in vitro para el aislamiento de nuevas enzimas dependientes de 
NADP(H) con frecuencia lisados celulares como fuente potencial de nuevas enzimas, dado que el aislamiento en 5
forma pura es operacionalmente difícil. El problema de tales lisados o preparados en la selección de rutina de 
nuevas enzimas dependientes de NADP(H) consiste sin embargo en que la mezcla de reacción contiene 
normalmente material no soluble u otras enzimas, que interaccionan con el NADP(H). Esto conduce a altos valores 
ciegos o también absorción inespecífica modificada en 340 nm, lo que merma la exactitud y el valor de la medición 
de absorción. Lo mismo se aplica para la medición de fluorescencia del cofactor, que se dificulta igualmente 10
mediante material insoluble.

Adriana R. Krapp et al. (“The SoxRS response of Escherichia coli can be induced in the absence of oxidative stress 
and oxygen by modulation of NADPH contents”, Microbiology 157(4), páginas 957-965 (2011)) se ocupan del regulón 
de soxRS en E. coli. Se determina que la activación del regulón de soxRS en células de E. coli, que están expuestas 15
a compuestos que fomentan la formación de superóxido, se desencadena más bien mediante la degradación del
conjunto de NADPH mediante el enriquecimiento del propio superóxido.

Jin Hyung Lee et al. (“An oxidative stress-specific bacterial cell array chip for toxicity analysis”, Biosens Bioelectron.
22(9-10), páginas 2223-2229 (2006)) describen un chip de matriz bacteriana específica para estrés oxidativo, que se 20
usa para análisis de toxicidad.

Yang Hee Kim et al. (“Iron oxide/carbon black (Fe203/CB) composite electrode for the detection of reduced
nicotinamide cofactors using an amperometric method under a low overpotential”, Biosens Bioelectron. 25(5), 
páginas 1160-1165 (2009)) describen un biodetector amperométrico para la detección de los co-factores NADP y25
NADPH basándose en la oxidación electroquímica de NADPH con un electrodo de óxido de hierro/CB.

El documento CN 101386828 B divulga una cepa de E. coli, que se ha obtenido habiéndose desactivado en la cepa 
de E. coli MC4100 los genes sodA, sodB, katG, ahpCF y frdABCD y habiéndose introducido el gen soxS así como el 
gen indicador gfp por medio de procedimientos recombinantes. Las células sirven para la detección de toxinas 30
redoxactivas.

La presente invención se basa en el objetivo de superar los inconvenientes que resultan del estado de la técnica en 
relación con el aislamiento de nuevas enzimas dependientes de NADP(H).

35
En particular, la presente invención se basa en el objetivo de poner a disposición una herramienta que pueda usarse 
para poder aislar en una selección de alto rendimiento, por ejemplo por medio de FACS, a partir de una suspensión 
celular de la manera más sencilla posible aquellas células que expresan eventualmente nuevas enzimas 
dependientes de NADP(H). En particular, el aislamiento de estas células no debe comprender ninguna disrupción 
celular y en particular tampoco ninguna determinación analítica de la concentración de determinados productos de 40
partida, productos o co-factores.

Además, la presente invención se basa en el objetivo de proporcionar una célula que, después de se haya 
introducido un gen para una posible enzima dependiente de NADP(H) por ejemplo en forma de un plásmido en la
célula, pueda analizarse por el contrario de manera especialmente fácil y en particular sin la necesidad de una 45
disrupción celular, si el gen expresado por esta célula en el Tat codifica una enzima dependiente de NADP(H). Una 
célula identificada de esta manera debía poder separarse de manera dirigida además a ser posible en una selección 
de alto rendimiento, por ejemplo por medio de FACS, de una pluralidad de células, por ejemplo de una suspensión 
celular.

50
A la solución de los objetivos mencionados anteriormente contribuye una célula que contiene un nanodetector de 
NADP(H), en la que el nanodetector de NADP(H) comprende

i) una secuencia de ácido nucleico, a la que puede unirse un regulador, en la que el estado de oxidación del 
regulador depende de la disponibilidad de NADP(H);55

ii) una secuencia de promotor que sigue a la secuencia de ácido nucleico i), a la que puede unirse una ARN-
polimerasa, en la que la afinidad de la ARN-polimerasa para la secuencia de promotor se ve influida por el 
estado de oxidación del regulador; 

60
iii) una secuencia de ácido nucleico que se encuentra bajo el control de la secuencia de promotor ii), que codifica 
una proteína de autofluorescencia, en la que la secuencia de ácido nucleico i) es la secuencia de unión a SoxR, 
el regulador es el regulador de Sox (SoxR) y la secuencia de promotor es la secuencia de promotor de soxS y en 
la que la célula comprende además un plásmido con un gen eventualmente mutado, que codifica una enzima 
dependiente de NADP(H).65
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Sorprendentemente se determinó que usando el nanodetector de NADP(H) puede determinarse de manera 
especialmente fácil in vivo la concentración intracelular de NADP o bien NADP(H) y con ello indirectamente la 
actividad de enzimas dependientes de NADP(H) en una célula. Si una célula que presenta el nanodetector de 
NADP(H) está caracterizada por una alta actividad de enzimas dependientes de NADP(H), entonces es la 
concentración de NADP correspondientemente alta (y la concentración de NADP(H) correspondientemente baja). 5

Dependiendo de este estado de reducción de la puede influir el regulador en la afinidad de la ARN-polimerasa para 
el promotor que controla la expresión de la proteína de autofluorescencia o en la estabilidad del ARNm que codifica 
la proteína de autofluorescencia. Dependiendo del estado de reducción de la célula se controla por consiguiente la 
expresión de la proteína de autofluorescencia, que puede seguirse a su vez de manera sencilla mediante la 10
irradiación con radiación electromagnética, que excita la proteína de autofluorescencia para la emisión de luz. La 
emisión de luz de las células es por consiguiente un indicador del estado de reducción de la célula y por lo tanto de 
la dimensión de la expresión de enzimas dependientes de NADP(H).

De acuerdo con la invención, en el caso del regulador se trata del regulador de Sox (SoxR) y en el caso de la 15
secuencia de promotor se trata de la secuencia de promotor de soxS. El gen para SoxR de E. coli K12 está 
depositado con los números de acceso b4063, ECK4055 en la base de datos del National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) de la National Library of Medicine (Bethesda, MD, EE.UU.). SoxR contiene dos agrupaciones de 
[2Fe-2S], que son esenciales para la actividad de la transcripción. Cada polipéptido SoxR contiene un agrupación de 
[2Fe-2S], que detecta el estado de reducción de la célula. Tanto Fe-SoxR como apo-SoxR se unen a la región de 20
promotor, sin embargo sólo Fe-SoxR contribuye a la activación del promotor en la forma oxidada. El estado redox de 
la agrupación de hierro-azufre regula la actividad de SoxR. El gen diana de SoxR es el soxS adyacente, cuya 
secuencia está depositada con los números b4062, ECK4054 en la base de datos del National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) de la National Library of Medicine (Bethesda, MD, EE.UU.). El estado de reducción
de la célula puede favorecerse eventualmente mediante reductasas dependientes de NADP(H), como Rsx o RseC.25

En este contexto se prefiere además que los componentes i) y ii) se formen por la región intergénica de E. coli, que 
está localizada entre soxR y soxS y que comprende la secuencia de unión a SoxR, la secuencia de promotor de 
soxS que sigue a la secuencia de unión a SoxR y una secuencia que sigue a la secuencia de promotor de soxS, que 
corresponde en el plano del ARNm a un sitio de unión a ribosoma, o por una secuencia de ácido nucleico homóloga 30
a esto. Los componentes i) y ii) se forman a este respecto preferentemente por una secuencia de ácido nucleico
seleccionada del grupo que está constituido por:

a) una secuencia de ácido nucleico de acuerdo con SEQ.-ID-Nr. 01,
35

b) una secuencia de ácido nucleico, que presenta una identidad de al menos el 70 %, preferentemente al menos
el 80 %, aún más preferentemente al menos el 85 %, aún más preferentemente al menos el 90 %, aún más 
preferentemente al menos el 91 %, aún más preferentemente al menos el 92 %, aún más preferentemente al 
menos el 93 %, aún más preferentemente al menos el 94 %, aún más preferentemente al menos el 95 %, aún 
más preferentemente al menos el 96 %, aún más preferentemente al menos el 97 %, aún más preferentemente40
al menos el 98 % y lo más preferentemente al menos el 99 % a la secuencia de ácido nucleico de a), pudiéndose 
unir la secuencia de ácido nucleico a SoxR de manera que la afinidad de la ARN-polimerasa para el promotor de 
soxS dependa del estado de oxidación de SoxR, y

c) una secuencia de ácido nucleico, que puede hibridar en condiciones rigurosas con una secuencia de ácido 45
nucleico complementaria según a) o b), pudiéndose unir la secuencia de ácido nucleico a SoxR de manera que la 
afinidad de la ARN-polimerasa para el promotor de soxS dependa del estado de oxidación de SoxR.

De acuerdo con una primera variante de esta forma de realización especialmente preferente del nanodetector de 
NADP(H) comprende ésta 50

(1) el gen de E. coli para SoxR (soxR) o una secuencia de ácido nucleico homóloga a esto;

(2) la región intergénica de E. coli que sigue a (1), que está localizada entre soxR y soxS y que comprende la 
secuencia de unión a SoxR, la secuencia de promotor de soxS que sigue a la secuencia de unión a SoxR y una 55
secuencia que sigue a la secuencia de promotor de soxS, que corresponde en el plano del ARNm a un sitio de 
unión a ribosoma, o una secuencia de ácido nucleico homóloga a esto, tal como se ha definido anteriormente, 
como componentes i) y ii);

(3) eventualmente una secuencia parcial que sigue a (2) del gen soxS de E. coli o una secuencia de ácido 60
nucleico homóloga a esto;

(4) una secuencia de ácido nucleico que sigue a (2) o (3), preferentemente a (3) y que se encuentra bajo el 
control de la secuencia de promotor de soxS, que codifica una proteína de autofluorescencia, como componente 
iii).65
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La formulación “una secuencia b) que sigue a una secuencia a)”, tal como se ha usado anteriormente y tal como se 
usa a continuación, ha de entenderse de acuerdo con la invención de modo que la secuencia b) no debe estar unida 
forzosamente de manera directa con la secuencia a), sino que puede estar localizada también una secuencia 
intermedia entre la secuencia a) y la secuencia b).

5
Como componente (1) comprende el nanodetector de NADP(H) de acuerdo con esta configuración especial el gen 
de E. coli para SoxR (soxR) o una secuencia de ácido nucleico homóloga a esto, en el que el componente (1) 
preferentemente se selecciona del grupo que está constituido por:

a) una secuencia de ácido nucleico de acuerdo con SEQ.-ID-Nr. 02,10

b) una secuencia de ácido nucleico, que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoácidos de acuerdo 
con SEQ.-ID-Nr. 03,

c) una secuencia de ácido nucleico, que presenta una identidad de al menos el 70 %, preferentemente al menos15
el 80 %, aún más preferentemente al menos el 85 %, aún más preferentemente al menos el 90 %, aún más 
preferentemente al menos el 91 %, aún más preferentemente al menos el 92 %, aún más preferentemente al 
menos el 93 %, aún más preferentemente al menos el 94 %, aún más preferentemente al menos el 95 %, aún 
más preferentemente al menos el 96 %, aún más preferentemente al menos el 97 %, aún más preferentemente
al menos el 98 % y lo más preferentemente al menos el 99 % a la secuencia de ácido nucleico de a) o b), en la 20
que la secuencia de ácido nucleico codifica un polipéptido, que puede unirse a la secuencia de unión a SoxR en 
la región intergénica de E. coli, que está localizada entre soxR y soxS, y cuyo estado de oxidación puede influir 
en la afinidad de la ARN-polimerasa para la secuencia de promotor localizada igualmente en la región intergénica
de E. coli,

25
d) una secuencia de ácido nucleico, que codifica un polipéptido, que presenta una homología de al menos el 70 
%, preferentemente al menos el 80 %, aún más preferentemente al menos el 85 %, aún más preferentemente al 
menos el 90 %, aún más preferentemente al menos el 91 %, aún más preferentemente al menos el 92 %, aún 
más preferentemente al menos el 93 %, aún más preferentemente al menos el 94 %, aún más preferentemente
al menos el 95 %, aún más preferentemente al menos el 96 %, aún más preferentemente al menos el 97 %, aún 30
más preferentemente al menos el 98 % y lo más preferentemente al menos el 99 % a la SEQ.-ID.-Nr. 03, en la 
que la secuencia de ácido nucleico codifica un polipéptido, que puede unirse a la secuencia de unión a SoxR en 
la región intergénica de E. coli, que está localizada entre soxR y soxS, y cuyo estado de oxidación puede influir 
en la afinidad de la ARN-polimerasa para la secuencia de promotor localizada igualmente en la región intergénica
de E. coli, y35

e) una secuencia de ácido nucleico, que puede hibridar en condiciones rigurosas con una secuencia de ácido 
nucleico complementaria según uno de los grupos a) a d), en la que la secuencia de ácido nucleico codifica un 
polipéptido, que puede unirse a la secuencia de unión a SoxR en la región intergénica de E. coli, que está 
localizada entre soxR y soxS, y cuyo estado de oxidación puede influir en la afinidad de la ARN-polimerasa para 40
la secuencia de promotor localizada igualmente en la región intergénica de E. coli.

La expresión “homología” (o “identidad”), tal como se usa en el presente documento, puede definirse mediante la 
ecuación H (%) = [1-V/X] x 100, en la que H significa homología, X es el número total de nucleobases/aminoácidos 
de la secuencia de comparación y V es el número de nucleobases/aminoácidos distintos de la secuencia que va a 45
observarse con respecto a la secuencia de comparación. En cualquier caso están comprendidas con el término
secuencias de ácidos nucleicos, que codifican polipéptidos, todas las secuencias que aparecen a ser posible de 
acuerdo con la degeneración del código genético.

La identidad de secuencias de ácido nucleico puede identificarse usando un programa de comparación de 50
secuencias (BLAST, Altschul et al. J. Mol. Biol. 1990, 215, 403-410). La homología porcentual entre dos secuencias
de aminoácidos puede determinarse por el experto sin más igualmente con procedimientos conocidos por el estado 
de la técnica. Un programa adecuado que puede usarse de acuerdo con la invención es BLASTp (Altschul et al. 
1997; “Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs”; Nucleic Acids Res.
25(17): 3389-3402).55

El experto encuentra instrucciones para la hibridación entre otras cosas en el manual “The DIG System Users Guide 
for Filter Hybridization” de la empresa Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, Alemania, 1993) y en Liebl et al. 
(International Journal of Systematic Bacteriology 41: 255-260 (1991)). La hibridación tiene lugar en condiciones 
rigurosas, es decir se forman sólo híbridos, en cuya sonda, por ejemplo la secuencia de nucleótidos complementaria 60
a soxR o soxS o a la región intergénica de soxRS de E. coli, y la secuencia diana, es decir los polinucleótidos 
tratados con la sonda, son idénticos al menos el 70 %. Se sabe que la rigurosidad de la hibridación incluyendo las 
etapas de lavado se influye o se determina variando la composición de tampón, la temperatura y la concentración de 
sal. La reacción de hibridación se realiza en general con rigurosidad relativamente baja en comparación con las 
etapas de lavado (Hybaid Hybridisation Guide, Hybaid Limited, Teddington, R.U., 1996). Para la reacción de 65
hibridación puede usarse, por ejemplo, un tampón que corresponde a 5 x tampón SSC a una temperatura de aprox. 
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50 ºC - 68 ºC. A este respecto pueden hibridar sondas también con polinucleótidos, que presentan menos del 70 % 
de identidad con respecto a la secuencia de la sonda. Tales híbridos son menos estables y se separan mediante 
lavado en condiciones rigurosas. Esto puede conseguirse, por ejemplo, mediante reducción de la concentración de 
sal hasta 2 x SSC y eventualmente a continuación 0,5 x SSC (The DIG System User’s Guide for Filter Hybridisation, 
Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania, 1995), ajustándose una temperatura de aprox. 50 ºC - 68 ºC, aprox. 525
ºC - 68 ºC, aprox. 54 ºC - 68 ºC, aprox. 56 ºC - 68 ºC, aprox. 58 ºC - 68 ºC, aprox. 60 ºC - 68 ºC, aprox. 62 ºC - 68
ºC, aprox. 64 ºC - 68 C, aprox. 66 ºC - 68 ºC. Preferentemente se realizan las etapas de lavado a temperaturas de
aprox. 62 ºC - 68 ºC, preferentemente de 64 ºC - 68 ºC o aprox. 66 ºC - 68 ºC, de manera especialmente preferente 
de aprox. 66 ºC - 68 ºC. Es posible eventualmente reducir la concentración de sal hasta una concentración que 
corresponde a 0,2 x SSC o 0,1 x SSC. Mediante aumento gradual de la temperatura de hibridación en etapas de10
aprox. 1 - 2 ºC de 50 ºC a 68 ºC pueden aislarse fragmentos de polinucleótidos, que codifican soxR o soxS o la 
región intergénica de soxRS, que tienen por ejemplo al menos el 70 % o al menos el 80 % o al menos del 90 % al 95 
% o al menos del 96 % al 98 % o al menos el 99 % de identidad a la secuencia de la sonda usada. Otras 
instrucciones para la hibridación pueden obtenerse en forma de los denominados kits en el mercado (por ejemplo 
DIG Easy Hyb de la empresa Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania, n.º de catálogo 1603558).15

Como componente (4) comprende el nanodetector de NADP(H) de acuerdo con esta configuración especial una 
secuencia de ácido nucleico que sigue a (2) o (3), preferentemente al gen diana soxS (3), en particular a los 
primeros 5 a 200 nucleótidos del gen diana soxS y que se encuentra bajo el control de la secuencia de promotor de 
soxS, que codifica una proteína de autofluorescencia, como componente iii).20

La secuencia génica que codifica la proteína de autofluorescencia de acuerdo con el componente iii) se encuentra 
de acuerdo con la invención bajo el control de la secuencia de promotor ii) (de acuerdo con la primera variante 
descrita anteriormente de la forma de realización especial del nanodetector de NADP(H) se encuentra la secuencia 
génica (4) que codifica la proteína de autofluorescencia bajo el control de la secuencia de promotor de soxS). El 25
término “bajo el control de la secuencia de promotor” ha de entenderse a este respecto preferentemente de modo 
que la secuencia génica que codifica la proteína de autofluorescencia esté enlazada con el promotor de manera 
funcional. El promotor y la secuencia génica que codifica la proteína de autofluorescencia están enlazados de 
manera funcional cuando estas dos secuencias así como eventualmente otros elementos reguladores, como por 
ejemplo un terminador o un sitio de unión a ribosoma, están dispuestos secuencialmente de manera que cualquiera 30
de los elementos reguladores pueda cumplir su función durante la expresión transgénica de la secuencia de ácido 
nucleico. Para ello no es forzosamente necesario un enlace directo en el sentido químico. Las secuencias de control 
genéticas, como por ejemplo secuencias potenciadoras, pueden ejercer su función también desde posiciones más 
alejadas o incluso desde otras moléculas de ADN sobre la secuencia diana. Se prefieren disposiciones en las que se 
posiciona la secuencia génica que codifica la proteína de autofluorescencia detrás (es decir en el extremo 3’) de la 35
secuencia de promotor, de modo que las dos secuencias estén unidas entre sí de manera covalente. 

Preferentemente, a este respecto, la distancia entre la secuencia génica que codifica la proteína de 
autofluorescencia y la secuencia de promotor es más pequeña de 200 pares de bases, de manera especialmente
preferente es más pequeña de 100 pares de bases, de manera muy especialmente preferente es más pequeña de40
50 pares de bases. También es posible que la secuencia génica que codifica la proteína de autofluorescencia y el 
promotor estén enlazados entre sí de manera funcional de manera que entre estas dos secuencias génicas se 
encuentre aún una secuencia parcial del gen homólogo (o sea de aquel gen cuya expresión en la célula de tipo 
natural se regula mediante el promotor) (de acuerdo con la forma de realización especial descrita anteriormente del 
nanodetector de NADP(H) pueden encontrarse según esto partes del gen soxS de acuerdo con el componente (3) 45
entre la secuencia de promotor de soxS y la secuencia de ácido nucleico (4) que codifica la proteína de 
autofluorescencia). Durante la expresión de un constructo de ADN de este tipo se obtiene una proteína de fusión a 
partir de la proteína de autofluorescencia y de la secuencia de aminoácidos, que se codifica por la correspondiente 
secuencia parcial del gen homólogo (= fusión traduccional). La longitud de tales secuencias parciales del gen 
homólogo no son críticas, siempre que la capacidad de función de la proteína de autofluorescencia, o sea su 50
propiedad de fluorescer con excitación con luz de una determinada longitud de onda, no se altere de manera 
notable. En el caso de la forma de realización especial descrita anteriormente del nanodetector de NADP(H)
comprende la secuencia parcial de soxS (3) preferentemente al menos los primeros 5 nucleótidos, aún más 
preferentemente al menos los primeros 10 nucleótidos y aún más preferentemente al menos los primeros 20 
nucleótidos, preferentemente sin embargo como máximo los primeros 200 nucleótidos, aún más preferentemente55
como máximo los primeros 150 nucleótidos y aún más preferentemente como máximo los primeros 100 nucleótidos 
del gen soxS.

La secuencia de ácido nucleico (iii) (o bien (α4) y (β4)) que codifica una proteína de autofluorescencia comprende
preferentemente genes que codifican proteínas de fluorescencia, que codifican proteínas de fluorescencia del 60
género Aequora, como la Green Fluorescent Protein (GFP), y variantes de la misma, que fluorescen en otra región 
de longitudes de onda (por ejemplo Yellow Fluorescent Protein (YFP), Blue Fluorescent Protein (BFP), Cyan 
Fluorescent Protein (CFP)) o su fluorescencia está reforzada (por ejemplo enhanced Green Fluorescent Protein 
(EGFP), enhanced Yellow Fluorescent Protein (EYFP), enhanced Blue Fluorescent Protein (EBFP) o enhanced Cyan 
Fluorescent Protein (ECFP)). Además pueden usarse de acuerdo con la invención también secuencias génicas que65
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codifican otras proteínas de autofluorescencia, por ejemplo DsRed, HcRed, AsRed, AmCyan, ZsGreen, AcGFP, 
ZsYellow, tal como se conocen por BD Biosciences, Franclin Lakes, EE.UU. Igualmente puede usarse una proteína
fotorreceptora que contiene un denominado dominio LOV. La proteína de autofluorescencia especialmente 
preferente es a este respecto EYFP.

5
De acuerdo con una segunda variante de la forma de realización especialmente preferente del nanodetector de 
NADP(H) comprende ésta 

(1) el gen de E. coli para SoxR (soxR) o una secuencia de ácido nucleico homóloga a esto;
10

(2) la región intergénica de E. coli que sigue a (1), que está localizada entre soxR y soxS y que comprende la 
secuencia de unión a SoxR, la secuencia de promotor de soxS que sigue a la secuencia de unión a SoxR y una 
secuencia que sigue a la secuencia de promotor de soxS, que corresponde en el plano del ARNm a un sitio de 
unión a ribosoma, o una secuencia de ácido nucleico homóloga a esto, tal como se ha definido anteriormente, 
como componentes i) y ii);15

(3) la secuencia del gen soxS de E. coli que sigue a (β2) y que se encuentra bajo el control de la secuencia de 
promotor de soxS, una secuencia parcial de este gen o una secuencia de ácido nucleico homóloga a esto;

(3’) otra secuencia que sigue a (3), que corresponde en el plano de ARNm a un sitio de unión a ribosoma;20

(4) una secuencia de ácido nucleico que sigue a (3’) y que se encuentra bajo el control de la secuencia de 
promotor de soxS, que codifica una proteína de autofluorescencia, como componente iii).

Como componentes (1), (2), (3) y (4) se prefieren aquellos componentes que se mencionaron ya anteriormente 25
en relación con la primera variante de la forma de realización especialmente preferente del nanodetector de 
NADP(H) como componentes (α1), (α2), (α3) y (α4) preferentes. Durante la expresión de un constructo de ADN de 
este tipo se forma SoxS o un fragmento de esta proteínas y, de manera separada de esto, la proteína de 
autofluorescencia (= fusión transcripcional).

30
Como ejemplos de células adecuadas se mencionan en particular Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, 
Corynebacterium glutamicum, Bacillus subtilis u otra eubacteria, o también Saccharomyces cerevisiae u otra 
levadura.

Las células de acuerdo con la invención son adecuadas para detectar si determinadas secuencias génicas codifican 35
una enzima dependiente de NADP(H). Para ello se introduce en a célula el gen que codifica una posible enzima 
dependiente de NADP(H) y se expresa. Tal como se ha descrito anteriormente, la emisión de luz de las células es 
un indicador del estado de reducción de la célula y por lo tanto de la dimensión de la expresión de enzimas 
dependientes de NADP(H).

40
Por una “enzima dependiente de NADP(H)” se entiende a este respecto de acuerdo con la invención cualquier 
enzima que toma parte en al menos una etapa parcial de la conversión de un sustrato en un producto de reacción 
químicamente distinto de este sustrato, tomando parte en al menos una etapa parcial de esta conversión NADP(H) 
como co-factor.

45
La célula de acuerdo con la invención comprende según esto además del nanodetector de NADP(H) adicionalmente
un plásmido con un gen eventualmente mutado, que codifica una enzima dependiente de NADP(H). La enzima 
dependiente de NADP(H) se selecciona a este respecto preferentemente del grupo que está constituido por alcohol
deshidrogenasas, aldehído deshidrogenasas, lactato deshidrogenasas, enoato reductasas, epóxido reductasas, 
diaminopimelato deshidrogenasas, aminoácido deshidrogenasas, aldehído oxidorreductasas, alcano reductasas, 50
amino reductasas, epóxido deshidrogenasas, ácido carboxílico deshidrogenasas, hidroxiácido cetorreductasas e
hidroxiácido deshalogenasas.

A la solución de los objetivos mencionados anteriormente contribuye también un procedimiento para el aislamiento 
de genes, que codifican enzimas dependientes de NADP(H), que comprende las etapas de procedimiento:55

(I) facilitar un nanodetector de NADP(H), tal como se ha descrito anteriormente en relación con la célula de 
acuerdo con la invención;

(II) introducir el nanodetector de NADP(H) en una célula;60

(III) introducir un gen, que codifica eventualmente una enzima dependiente de NADP(H), en células individuales
de una suspensión celular de las células obtenidas en la etapa de procedimiento (II);

(IV) incubar las células con un sustrato para la enzima dependiente de NADP(H);65
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(V) identificar células individuales en la suspensión celular con elevada actividad de enzimas dependientes de 
NADP(H) mediante detección de la actividad de fluorescencia intracelular;

(VI) separar las células identificadas de la suspensión celular;
5

(VII) aislar genes que codifican una enzima dependiente de NADP(H) en las células identificadas.

Con ayuda de este procedimiento pueden aislarse nuevas enzimas dependientes de NADP(H) y enzimas 
dependientes de NADP(H) mutadas con reconocimiento de sustrato elevado o mutado.

10
Como detector de NADP(H) y como célula se prefieren aquellos detectores o bien células que se han descrito ya 
anteriormente en relación con la célula de acuerdo con la invención como detectores o bien células preferentes.

En las etapas de procedimiento I) y II) se prepara en primer lugar una célula de acuerdo con la invención,
introduciéndose el nanodetector de NADP(H) en una célula, pudiéndose realizar esta introducción de forma 15
episómica o cromosómica.

En la etapa de procedimiento III) del procedimiento de acuerdo con la invención se introduce entonces un gen, que 
codifica eventualmente una enzima dependiente de NADP(H), en células individuales de una suspensión celular de 
las células obtenidas en la etapa de procedimiento (II), pudiéndose tratar en el caso del gen en particular de un gen20
mutado, codificado por plásmido de una enzima dependiente de NADP(H). Para la introducción de las mutaciones 
inespecíficas de sitio en los genes codificados por plásmido de las enzimas dependientes de NADP(H) para el 
aumento de la diversidad se realiza preferentemente una mutagénesis in vitro con ayuda de una reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) defectuosa y una técnica de amplificación. A este respecto se somete el gen que va a 
mutarse a una PCR usando una polimerasa que, dependiendo de las condiciones de la reacción, incorpora bases 25
individuales de manera errónea en los genes sintetizados (Tindall, K.R. and T.A. Kunkel: “Fidelity of DNA synthesis 
by the Thermus aquaticus DNA polymerase”; Biochemistry, 1988. 27 (16), páginas 6008-13). Una variante frecuente 
de este procedimiento incluye el uso de iones manganeso(II) o de análogos de nucleótidos en la mezcla de reacción 
de PCR (Cadwell R. C et al. (1992); PCR Methods Appl. (2), páginas 28-33./Leung D. W. et al. (1989) Techniques 
(1), páginas 11-15). Estas técnicas para la introducción de mutaciones se designan como “Error-Prone-PCR 30
(epPCR)” (LabrouNE: “Random mutagenesis methods for in vitro directed enzyme evolution”; Curr Protein Pept Sci. 
2010 (11), páginas: 91-100). Las mutaciones pueden ser por ejemplo mutaciones puntuales, pueden generarse por 
ejemplo sustituciones, deleciones o inserciones mediante la polimerasa. La velocidad de mutación asciende a entre
1-40 mutaciones por 1 kb, preferentemente 1-5 mutaciones por 1 kb. Las mutaciones pueden prepararse sin 
embargo también con ayuda de la mutagénesis de saturación usando el kit QuikChange de Stratagene (La Jolla, 35
California, EE.UU.), o también con un procedimiento designado como Sesam (documento EP 1670914 B1), con el 
que cada nucleótido existente se transforma de manera saturante en cualquier nucleótido posible.

Como enzimas dependientes de NADP(H), cuya actividad puede analizarse con el huésped que lleva el 
nanodetector en alto rendimiento, se tienen en cuenta por ejemplo 1,2-deshidroreticulina-reductasas (1.5.1.27), 2-40
enoil-CoA-reductasa (1.3.1.10), 2-enoil-CoA-reductasas (1.3.1.39), alquenal/alquenona-oxidorreductasas (1.3.1.74) 
citocromo-P450-reductasa (1.6.2.4), NADP(H)-deshidrogenasas (1.6.99.1), NADP(H)-deshidrogenasas (flavina) 
(1.6.8.2), NADP(H)-deshidrogenasas (quinona) (1.6.5.10), 1,5-anhidro-D-fructosa-reductasas dependientes de 
NADP(H) (1.1.1.263), citocromo-P450-reductasas dependientes de NADP(H) (1.6.2.4), diaforasas (1.6.99.1), DT-
diaforasas (1.6.5.5), ferredoxina-reductasas (1.18.1.2), NADP(H)-oxidasas (1.6.3.1, 1.6.5.10, 1.6.3.1, 1.6.3.1, 45
1.6.3.1), P450-oxidorreductasa (1.6.2.4), P450-reductasa (1.6.2.4), peroxidasa (1.11.1.2), quinona-aceptor-
oxidorreductasa (1.6.5.5), quinona-oxidorreductasa (1.6.5.10), FMN-reductasa dependiente de NADP(H) (1.5.1.38), 
tioredoxina-reductasa (1.8.1.9), transhidrogenasa (1.6.1.2), NADP(H)-aldehído-reductasa (1.1.1.2), aldopentosa-
reductasa (1.1.1.21), NADP(H)-aldosa-reductasa (1.1.1.21), NADP(H)-carbonil-reductasa (1.1.1.184), NADP(H)-
CYP-reductasa (1.6.2.4), NADP(H)-citocromo-c-oxidorreductasa (1.6.2.4), NADP(H)-citocromo-c-reductasa (1.1.1.2), 50
NADP(H)-citocromo-f-reductasa (1.6.2.5), NADP(H)-citocromo-P450-reductasa (1.6.2.4) y la NADP(H)-citocromo-
P450-reductasa (1.14.13.68).

Los plásmidos, que contienen mutaciones en genes de las enzimas dependientes de NADP(H), se introducen a 
continuación mediante transformación en los microorganismos, como por ejemplo E. coli o C. glutamicum. El término 55
“transformación” comprende a este respecto todos los procedimientos para la transferencia de polinucleótidos, en 
particular ADN, en una bacteria deseada. A esto pertenecen entre otras cosas el uso de ADN aislado en la 
transformación, electrotransformación o bien electroporación, la transferencia mediante contacto celular como en la 
conjugación o la transferencia de ADN por medio de bombardeo de partículas.

60
Después de que se haya introducido (y expresado) en la etapa de procedimiento (III) un gen que codifica 
eventualmente una enzima dependiente de NADP(H) en células individuales de una suspensión celular de las 
células obtenidas en la etapa de procedimiento (II), se incuban las células entonces en la etapa de procedimiento
(IV) con un sustrato para una enzima dependiente de NADP(H) y en la etapa de procedimiento (V) se identifican 
entonces células individuales en la suspensión celular con elevada actividad de enzimas dependientes de NADP(H)65
mediante detección de la actividad de fluorescencia intracelular. Para esto se expone la suspensión celular a 
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radiación electromagnética en aquella frecuencia que excita la proteína de autofluorescencia del nanodetector de 
NADP(H) para la emisión de luz.

En la etapa de procedimiento (VI) se separan entonces las células identificadas de la suspensión celular, 
realizándose esta separación preferentemente por medio de citometría de flujo (FACS = fluorescence activated cell 5
sorting), de manera especialmente preferente por medio de citometría de flujo alto (HT-FACS = high througput 
fluorescence activated cell sorting). Las particularidades con respecto al análisis de suspensiones de células por 
medio de citometría de flujo pueden extraerse, por ejemplo, de Sack U, Tarnok A, Rothe G (ed.): Zelluläre 
Diagnostik. Grundlagen, Methoden und klinische Anwendungen der Durchflusszytometrie, Basilea, Karger, 2007, 
páginas 27 - 70.10

En la etapa de procedimiento (VII) se aíslan entonces los genes que codifican una enzima dependiente de NADP(H)
en las células identificadas y eventualmente se analizan, aislándose por ejemplo los plásmidos que llevan enzimas 
de las células separadas e identificándose y verificándose sus mutaciones, que conducen a fluorescencia 
modificada, mediante secuenciación.15

A la solución de los objetivos mencionados anteriormente contribuye también el uso del nanodetector de NADP(H),
tal como se ha descrito anteriormente en relación con la célula de acuerdo con la invención, para la identificación de 
genes, que codifican una enzima dependiente de NADP(H).

20
La invención se explica en más detalle ahora por medio de figuras y ejemplos no limitativos.

Muestra la figura 1 el modo de funcionamiento del nanodetector de NADP(H) en el ejemplo de la forma de 
realización especialmente preferente descrita anteriormente.

25
Muestra la figura 2 la fluorescencia específica de las células BL21(DE3) de E. coli preparadas en el ejemplo 3 con el 
nanodetector de NADP(H) (pSensox) y alcohol deshidrogenasa expresada (Lbadh) (cuadrados cerrados). La 
fluorescencia del nanodetector pSennegK con alcohol deshidrogenasa inactiva se muestra como control (cuadrados 
abiertos).

30
Muestra la figura 3 esquemáticamente la formación de la proteína de autofluorescencia como fusión transcripcional
(arriba) y traduccional (abajo).

De acuerdo con la figura 1 puede comprender el nanodetector de NADP(H) el gen de E. coli para SoxR (soxR), la 
región intergénica que sigue a esto de E. coli, que está localizada entre soxR y soxS y que comprende la secuencia 35
de unión a SoxR y la secuencia de promotor de soxS que sigue a la secuencia de unión a SoxR, una secuencia 
parcial que sigue a esto del gen soxS de E. coli (soxS’) así como una secuencia de ácido nucleico que sigue a esto, 
que se encuentra bajo el control de la secuencia de promotor de soxS, que codifica una proteína de 
autofluorescencia (AFP). En caso de alta concentración de NADP(H) citosólica (izquierda arriba en la figura 1) se 
encuentran las agrupaciones de [2Fe-2S] (rombos) reducidas por SoxR unido al promotor. En caso de baja 40
disponibilidad de NADPH (derecha arriba en la figura 1) están oxidadas las agrupaciones de [2Fe-2S], y la torsión 
resultante de la región de promotor de soxS permite a la ARN-polimerasa la iniciación de la transcripción del gen 
diana. El gen diana soxS nativo está fusionado de acuerdo con la invención con una proteína de autofluorescencia
(AFP). Las enzimas dependientes de NADP(H) producen mediante consumo de NADP(H) una expresión reforzada 
de soxS’-AFP y con ello una fluorescencia reforzada de células como consecuencia del aumento del consumo de 45
NADP(H).

La figura 3 muestra arriba la fusión transcripcional y abajo la fusión traduccional. En ambos casos se forma un 
transcrito mediante el promotor P1, que es el promotor de soxS controlado por SoxR. Mientras que en la fusión 
transcripcional se forman dos péptidos separados mediante un segundo sitio de unión a ribosoma (RBS), en el caso 50
de la fusión traduccional se forma un único péptido, la proteína de fusión, en el que la proteína de autofluorescencia
contiene secuencias de aminoácidos adicionales.

Ejemplos 
55

Ejemplo 1

Construcción del nanodetector de NADPH (fusión transcripcional)

Con los pares de cebadores SoxS_for_SphI (SEQ.-ID.-Nr. 04) y SoxR_rev_SalI (SEQ.-ID.-Nr. 05) así como ADN 60
cromosómico de E. coli DH5α como molde se amplificó el gen soxR junto con la región intergénica de soxR-soxS y 
los primeros 63 nucleótidos de soxS.

SoxS_for_SphI:
ATCTGCATGCTTACGGCTGGTCAATATGCTCGTC65
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SoxR_rev_SalI:
GCTAGTCGACCAAACTAAAGCGCCCTTGTG

Con los pares de cebadores EYFP_for_SphI (SEQ.-ID.-Nr. 06) y EYFP_rev_ClaI (SEQ.-ID.-Nr. 07) así como el 
vector pSenLys como molde se amplificó el gen eyfp junto con un sitio de unión a ribosoma. El vector pSenLys se ha 5
descrito en la solicitud de patente WO-A-2011/138006.

EYFP_for_SphI:
AGAGGCATGCAAGGAGAATTACATGGTGAGCAAGGGCGAGG

10
EYFP_rev_ClaI:
GCGCATCGATTTATTACTTGTACAGCTCGTCCATG

El vector pBtacLbadh codifica la alcohol deshidrogenasa dependiente de NADPH de Lactobacillus brevis (Lbadh). 
Éste se ha descrito por Ernst et al. (Ernst M, Kaup B, Müller M, Bringer-Meyer S, Sahm H, Appl. Microbiol.15
Biotechnol. 2005, 66(6), páginas 629-34). El vector pBtacLbadh se trató con las enzimas de restricción SalI y ClaI, y
se aisló el fragmento de vector de ∼ 5,0 kb de tamaño del gel de agarosa y se trató con fosfatasa alcalina y se 
purificó con el kit de extracción en gel QIAquick (n.º de catálogo 28704) de la empresa Quiagen (Hilden, Alemania).

A continuación se ligaron los dos productos de PCR y el vector conjuntamente por medio de T4-ADN-ligasa de New 20
England BioLabs (New England Biolabs, 240 County Road, Ipswich, MA 01938-2723). La mezcla de ligación se 
transformó en la cepa de E. coli DH5α. La selección de células que llevan plásmido se realizó mediante colocación 
en placa de la mezcla de transformación en agar LB (Sambrook et al.: “Molecular cloning: a laboratory manual”, 2ª 
edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.), que se había complementado con 50 mg/l 
de ampicilina. El ADN de plásmido se aisló de un transformado, mediante tratamiento con la enzima de restricción25
BamHI se comprobó con posterior electroforesis en gel de agarosa. El plásmido se denominó pSenSox y está 
depositado como secuencia SEQ.-ID.-Nr. 08.

Como derivado con alcohol deshidrogenasa modificada, Lbadh, se creó pSennegK. Para ello se amplificó con los 
cebadores ADH_negK_for (SEQ.-ID.-Nr. 09) y ADH_negK_rev (SEQ.-ID.-Nr. 10) y a su vez pBtacLbadh como molde 30
una Lbadh inactiva con una alcohol deshidrogenasa delecionada en 221 pb. El fragmento resultante se ligó como 
con el fragmento de vector de ∼ 5,7 kb de tamaño que contenía gen eyfp junto con un sitio de unión a ribosoma. La 
secuencia del vector resultante está depositada como SEQ.-ID.-Nr. 11.

ADH_negK_for:35
ACAAGAATTCGCTAAGAGTGTCGGCACTCC

ADH_negK_rev:
GGCCAAGCTTCCGAAGAAGACACCATCAAG

40
Como otro derivado con alcohol deshidrogenasa modificada, Lbadh, se creó pSen-L194S. Para ello se amplificó con 
los cebadores L194S_for (SEQ.-ID.-Nr. 12) y L194S_rev (SEQ.-ID.-Nr. 13) pSenSox como molde para la 
introducción dirigida de la mutación. El plásmido generado se verificó por medio de secuenciación. La secuencia del 
vector resultante está depositada como SEQ.-ID.-Nr. 14.

45
L194S_for:
CTGGCTACATCAAGACACCATCTGTTGATG

L194S_rev:
CGGCCCCTGGTAGGTCATCAACAGATGGTG50

Como otro derivado con alcohol deshidrogenasa modificada, Lbadh, se creó pSen-L194A. Para ello se amplificó con 
los cebadores L194A_for (SEQ.-ID.-Nr. 15) y L194A_rev (SEQ.-ID.-Nr. 16) pSenSox como molde para la 
introducción dirigida de la mutación. El plásmido generado se verificó por medio de secuenciación. La secuencia del 
vector resultante está depositada como SEQ.-ID.-Nr. 17.55

L194A_for:
CTGGCTACATCAAGACACCAGCGGTTGATG

L194A_rev:60
CGGCCCCTGGTAGGTCATCAACCGCTGGTG

Ejemplo 2

Uso del nanodetector de NADP(H) para el seguimiento de la formación de productos dependiente de alcohol 65
deshidrogenasa
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Con el plásmido pSenSox se transformó BL21(DE3) de E. coli (Life Technologies GmbH, Frankfurter Straße 129B, 
64293 Darmstadt). Con una colonia individual se inocularon 5 ml de 2 x medio YT (16 g/l de triptona, 10 g/l de 
extracto de levadura, 5 g/l de NaCl) y se incubó el cultivo durante la noche a 37 ºC y 130 rpm. Con este cultivo previo
se inoculó el cultivo principal para obtener una DO de 0,05 en 50 ml de 2 x TY, que se incubó a 37 ºC y 130 rpm. 
Con la DO de 0,3 se añadió IPTG 1 mM y el cultivo se incubó durante otras 3 horas hasta obtener una DO de 5-6.5

A continuación se añadieron en cada caso 0,9 ml de la suspensión celular en un recipiente de reacción de la placa 
de microtitulación Flowerplate (48 pocillos) del sistema de cultivo BioLector (m2plabs GmbH, Aachen, Alemania). A 
la suspensión celular se añadió acetoacetato de metilo (MAA) en concentración creciente en un volumen constante 
de 0,1 ml. A continuación se incubó la placa de microtitulación Flowerplate a 30 ºC, 1200 rpm, radio de agitación de10
3 mm. En el sistema de cultivo BioLector se registró en línea el crecimiento como luz dispersa en 620 nm, así como 
se registró de manera continua la fluorescencia del cultivo con una longitud de onda de excitación de 485 nm y una 
longitud de onda de emisión de 520 nm. La fluorescencia específica tras 10 horas se representó gráficamente con 
respecto a la cantidad de MAA añadido, y está representada en la figura 2 (se añadieron 0 - 70 mM de acetoacetato 
de metilo a mezclas de reacción individuales y tras 10 horas se determinó la fluorescencia específica que está 15
indicada como cuadrados rellenos de negro; como control negativo (cuadrados vacíos) sirvió BL21(DE3) pSennegK 
de E. coli con Lbadh inactiva.). La figura 2 muestra un aumento de la fluorescencia con concentración creciente de 
MAA. Este aumento está condicionado por pSenSox, dado que una reacción control con el plásmido pSennegK con
alcohol deshidrogenasa inactiva, que sin embargo es por lo demás idéntico a pSenSox, no produce ningún aumento 
de la fluorescencia.20

Ejemplo 3

Uso del nanodetector de NADP(H) para la determinación de distintas actividades alcohol deshidrogenasa
25

La cepa de E. coli BL21(DE3) (Life Technologies GmbH, Frankfurter Straße 129B, 64293 Darmstadt) se transformó 
en cada caso con pSennegK, pSen-L194S, y pSen-L194A. Adicionalmente se transformó la cepa de E. coli
BL21(DE3) pSenSox descrita en el ejemplo 2 con pET28a como segundo plásmido. El vector mencionado en último 
lugar se adquirió de Novagen (Life Technologies GmbH, Frankfurter Straße 129B, 64293 Darmstadt). Con una 
colonia individual de la respectiva cepa se inocularon 5 ml de 2 x medio YT (16 g/l triptona, 10 g/l de extracto de 30
lavadura, 5 g/l de NaCl) y se incubó el cultivo durante la noche a 37 ºC y 130 rpm. Con este cultivo previo se inoculó 
el cultivo principal para obtener una DO de 0,05 en 50 ml de 2 x TY, que se incubó a 37 ºC y 130 rpm. En el caso de 
DO de 0,3 no se añadió IPTG, o bien a la cepa de E. coli BL21(DE3) pSenSox se añadió IPTG 1 mM y se incubó el 
cultivo durante otras 3 horas hasta obtener una DO de 5-6.

35
A continuación se añadieron, tal como se ha descrito en el ejemplo 2, en cada caso 0,9 ml de las células en cada 
caso en un recipiente de reacción de la placa de microtitulación Flowerplate (48 pocillos) del sistema de cultivo 
BioLector (m2plabs GmbH, Aachen, Alemania). A la suspensión celular se añadió en cada caso, en 0,1 ml, 
acetoacetato de metilo (MAA) para obtener una concentración final de 40 mM. A continuación se incubó la placa de 
microtitulación Flowerplate a 30 ºC, 1200 rpm, radio de agitación de 3 mm, y se determinó la fluorescencia 40
específica. La fluorescencia específica obtenida tras 19 horas está indicada en la tabla 1.

Adicionalmente se determinó la actividad alcohol deshidrogenasa de las células E. coli recombinantes en las 
mezclas de reacción individuales. Para ello se recogieron las células a 10.000 x g, 4 ºC, durante 5 min y se 
suspendieron en tampón fosfato de potasio 100 mM, pH 6,5, ditiotreitol 1 mM, MgCl2 1 mM. Las células se 45
homogeneizaron por medio de Silamat S5 (Ivoclar Vivadent GmbH, Alemania) con ayuda de esferas de vidrio con
0,1 mm de diámetro. El extracto bruto que se obtuvo tras centrifugación a 16.000 x g, 4 ºC, durante 20 min se usó en 
el ensayo de enzima para la cuantificación de la actividad alcohol deshidrogenasa. El ensayo contenía acetoacetato 
de metilo 5 mM, NADPH 0,25 mM y MgCl2 1 mM en tampón fosfato de potasio 100 mM, pH 6,5, y 0,01-0,1 ml de 
extracto bruto. La reducción de NADP(H) se siguió a 340 nm y 30 ºC. Una unidad enzimática (U) está indicada como 50
aquella cantidad de extracto bruto que reduce 0,001 mmol de NADP(H) por minuto. Ésta está mencionada 
igualmente en la tabla 1.

Ejemplo 4
55

Aislamiento de alcohol deshidrogenasa mutada con reconocimiento de sustrato modificado

La alcohol deshidrogenasa Lbadh de Lactococcus lactis tiene alta actividad con acetoacetato de metilo, sin embargo 
sólo una baja actividad de aproximadamente el 10 % con 4-metil-2-pentanona como sustrato. Para desarrollar una 
Lbadh con actividad más alta, se introdujeron en pSenSox mutaciones aleatorias mediante error-prone PCR 60
(epPCR). Para la introducción de las mutaciones se usaron 10 ng de pSenSox como molde por reacción, así como
Mn2+ 0,1 - 0,8 mM, ajustándose en el caso de concentraciones más bajas inferiores a < Mn2+ 0,2 mM con Mg2+, una 
concentración total de al menos 0,2 mM. Por reacción se añadieron 0,5 l de Taq-polimerasa de Fermentas (n.º de 
catálogo EP0401). Como cebadores se usaron los polinucleótidos

65
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SEQ.-ID.-Nr. 18:
ACAAGAATTCGCTAAGAGTGTCGGCACTCC

SEQ.-ID.-Nr. 19:
GGCCAAGCTTCCGAAGAAGACACCATCAAG.5

Las reacciones se incubaron durante 30 minutos. A continuación se trataron los productos de reacción con BamHI y
SalI, y se ligaron con el vector pSenSox igualmente tratado previamente.

Con los productos de ligación se transformó DH5amer de E. coli (Grant, 1990, Proceedings of the National Academy 10
of Sciences, USA, 87, páginas 4645-4649). Tras la incubación durante 30 h se arrastraron los transformados con 10 
ml de 2 x YT de las placas y se diluyeron diez veces en 2 x medio YT fresco. Tras incubación durante 4 horas a 37
ºC se añadió 4-metil-2-pentanona 20 mM como sustrato y tras incubación de otras tres horas se alimentó al análisis 
FACS y clasificación.

15
Para el análisis FACS y clasificación de las células con alta fluorescencia se ajustó la suspensión celular en 2 x
medio YT hasta una densidad óptica inferior a 0,1, e inmediatamente se alimentó al FACS ARIA II high-speed cell 
sorter (BectonDickinson GmbH, Tullastr. 8-12, 69126 Heidelberg). El análisis se realizó con las longitudes de onda 
de excitación de 488 y 633 nm y la detección con las longitudes de onda de emisión de 530  15 nm y 660  10 nm 
con una presión de muestra de 70 psi. Los datos se analizaron con la versión de software BD DIVA 6.1.3 que 20
pertenece al aparato. Como líquido de revestimiento se usó BD FACSflow. La activación electrónica se ajustó por 
medio de la dispersión directa y de retroceso, para excluir partículas no bacterianas. Para clasificar células positivas 
para EYFP, se selecciona la siguiente etapa de la activación electrónica para excluir células no fluorescentes. De 
esta manera se clasifican 123 células fluorescentes por caja Petri, que contiene 2 x medio YT.

25
Con las colonias obtenidas tras la incubación durante 30 horas a 37 ºC se inocularon, tal como se ha descrito en el 
ejemplo 2, recipientes de reacción de la placa de microtitulación Flowerplate (48 pocillos) del sistema de cultivo 
BioLector (m2plabs GmbH, Aachen, Alemania). Como sustrato se usó sin embargo no acetoacetato de metilo, sino
4-metil-2-pentanona 20 mM. Tras 120 minutos se cuantificó la fluorescencia específica y se seleccionó un clon cuya 
actividad alcohol deshidrogenasa se determinó en el ensayo de enzima, tal como se ha descrito en el ejemplo 3. 30
Como sustrato se usó a este respecto 4-metil-2-pentanona 20 mM.

El mutante así obtenido con el plásmido pSen-A93M tiene una actividad específica aumentada en un 26 % en 
comparación con la cepa de partida (tabla 2), así como una velocidad de conversión elevada en un 37 % con 4-
metil-2-pentanona como sustrato. La secuencia del plásmido pSen-A93M está depositada como SEQ.-ID.-Nr. 20.35

Tabla 1: correlación de la actividad alcohol deshidrogenasa de células completas con la fluorescencia específica
Cepa IPTG Actividad alcohol deshidrogenasa (U mg-1) Fluorescencia específica
BL21(DE3) pSennegK - 0,03  0,01 0,06

BL21(DE3) pSenSox, pET28a - 0,5  0,1 0,09

BL21(DE3) pSenL194S - 0,7  0,3 0,11

BL21(DE3) pSenL194A - 2,7  0,6 0,17

BL21(DE3) pSenSox - 6,2  0,6 0,38

BL21(DE3) pSenSox + 15,2  2,0 0,45

Tabla 2: aumento de la actividad y la velocidad de conversión de la alcohol deshidrogenasa aislada por medio de 
nanodetector de NADP(H) y FACS con 4-metil-2-pentanona como sustrato.40

Cepa Actividad alcohol deshidrogenasa (U mg-1) vmáx (U mg-1) KM (mM)
DH5α pSensox 1,9  0,2 1,9  0,02 0,10  0,01
DH5α pSenA93M 2,4  0,1 2,6  0,03 0,88  0,03

Ejemplo 5

Construcción del nanodetector de NADPH (fusión traduccional)
45

Con los pares de cebadores SoxS_for_SphI t1 (SEQ.-ID.-Nr. 21) y SoxR_rev_SalI_t1 (SEQ.-ID.-Nr. 22) así como 
ADN cromosómico de DH5α de E. coli como molde se amplificó el gen soxR junto con la región intergénica de soxR-
soxS y los primeros 63 nucleótidos de soxS.

SoxS_for_SphI_t1:50
ATCTGCATGCCGGCTGGTCAATATGCTCGTC

SoxR_rev_SalI_t1:
GCTAGTCGACCAAACTAAAGCGCCCTTGTG
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Con los pares de cebadores EYFP_for_SphI_t1 (SEQ.-ID.-Nr. 23) y EYFP_rev_ClaI_t1 (SEQ.-ID.-Nr. 24) así como el 
vector pSenLys como molde se amplificó el gen eyfp. El vector pSenLys está descrito en la solicitud de patente WO-
A-2011/138006.

EYFP_for_SphI_t1:5
AGAGGCATGCGTGAGCAAGGGCGAGG
EYFP_rev_ClaI_t1:
GCGCATCGATTTATTACTTGTACAGCTCGTCCATG

El vector pBtacLbadh codifica la alcohol deshidrogenasa dependiente de NADPH de Lactobacillus brevis (Lbadh). 10
Éste se ha descrito por Ernst et al. (Ernst M, Kaup B, Müller M, Bringer-Meyer S, Sahm H, Appl. Microbiol.
Biotechnol. 2005, 66(6), páginas 629-34). El vector pBtacLbadh se trató con las enzimas de restricción SalI y ClaI, y
se aisló el fragmento de vector de ∼ 5,0 kb de tamaño del gel de agarosa y se trató con fosfatasa alcalina y se 
purificó con el kit de extracción en gel QIAquick (n.º de catálogo 28704) de la empresa Quiagen (Hilden, Alemania). 

15
A continuación se ligaron los dos productos de PCR y el vector conjuntamente por medio de T4-ADN-ligasa de New 
England BioLabs (New England Biolabs, 240 County Road, Ipswich, MA 01938-2723). La mezcla de ligación se 
transformó en la cepa de E. coli DH5α. La selección de células que llevan plásmido se realizó mediante colocación 
en placa de la mezcla de transformación en agar LB (Sambrook et al.: “Molecular cloning: a laboratory manual”, 2ª 
edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.), que se había complementado con 50 mg/l 20
de ampicilina. El ADN de plásmido se aisló de un transformado, mediante tratamiento con la enzima de restricción
BamHI se comprobó con posterior electroforesis en gel de agarosa. El plásmido se denominó pSenSox_t1 y está 
depositado como secuencia SEQ.-ID.-Nr. 25.

SECUENCIAS25

SEQ.-ID.-NR. 01

30
SEQ.-ID.-NR. 02

SEQ.-ID.-NR. 0335

SEQ.-ID.-NR. 04
atctgcatgc ttacggctgg tcaatatgct cgtc 34 40

SEQ.-ID.-NR. 05
gctagtcgac caaactaaag cgcccttgtg 30 

SEQ.-ID.-NR. 0645
agaggcatgc aaggagaatt acatggtgag caagggcgag g 41 

SEQ.-ID.-NR. 07
gcgcatcgat ttattacttg tacagctcgt ccatg 35 

50
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SEQ.-ID.-NR. 08
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SEQ.-ID.-NR. 09
acaagaattc gctaagagtg tcggcactcc 30 

5
SEQ.-ID.-NR. 10
ggccaagctt ccgaagaaga caccatcaag 30 

SEQ.-ID.-NR. 11
10
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SEQ.-ID.-NR. 12
ctggctacat caagacacca tctgttgatg 30 

5
SEQ.-ID.-NR. 13
cggcccctgg taggtcatca acagatggtg 30 

SEQ.-ID.-NR. 14
10
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SEQ.-ID.-NR. 15
ctggctacat caagacacca gcggttgatg 30

5
SEQ.-ID.-NR. 16
cggcccctgg taggtcatca accgctggtg 30

SEQ.-ID.-NR. 17
10
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SEQ.-ID.-NR. 18
acaagaattc gctaagagtg tcggcactcc 30 

SEQ.-ID.-NR. 19
ggccaagctt ccgaagaaga caccatcaag 30 5

SEQ.-ID.-NR. 20
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SEQ.-ID.-NR. 21
atctgcatgc cggctggtca atatgctcgt c 31

5
SEQ.-ID.-NR. 22
gctagtcgac caaactaaag cgcccttgtg 30

SEQ.-ID.-NR. 23
agaggcatgc gtgagcaagg gcgagg 26 10
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SEQ.-ID.-NR. 24
gcgcatcgat ttattacttg tacagctcgt ccatg 35 

SEQ.-ID.-NR. 25
5
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Forschungszentrum Jülich GmbH 

<120> nanodetector de NADP(H) 5

<130> FJ11448 

<160> 25
<170> Patentln versión 3.510

<210> 1 
<211> 85 
<212> ADN 
<213> E. coli15

<400> 1

20
<210> 2 
<211> 465 
<212> ADN 
<213> E. coli

25
<400> 2

<210> 3 30
<211> 154 
<212> PRT 
<213> E. coli

<400> 335
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<210> 4 
<211> 34 
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220> 
<223> SoxS_for_Sphl 

10
<400> 4
atctgcatgc ttacggctgg tcaatatgct cgtc 34

<210> 5 
<211> 30 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> SoxR_rev_Sall 20

<400> 5
gctagtcgac caaactaaag cgcccttgtg 30

25
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<210> 6 
<211> 41 
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220> 
<223> EYFP_for_Sphl

<400> 6
agaggcatgc aaggagaatt acatggtgag caagggcgag g 4110

<210> 7 
<211> 35 
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 15

<220> 
<223> EYFP rev Clal 

<400> 720
gcgcatcgat ttattacttg tacagctcgt ccatg 35

<210> 8 
<211> 6436 
<212> ADN25
<213> Secuencia artificial

<220> 
<223> pSenSox 

30
<400> 8
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<210> 9 
<211> 30 
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220> 
<223> ADH_negK_for 

10
<400> 9
acaagaattc gctaagagtg tcggcactcc 30
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<210> 10 
<211> 30 
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220> 
<223> ADH_negK_rev 

<400> 10
ggccaagctt ccgaagaaga caccatcaag 3010

<210> 11 
<211> 5897 
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 15

<220> 
<223> vector 

<400> 1120
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<210> 12 
<211> 30 
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220> 
<223> LI 94S_for 

10
<400> 12
ctggctacat caagacacca tctgttgatg 30

<210> 13 
<211> 30 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> L194S_rev 20

<400> 13
cggcccctgg taggtcatca acagatggtg 30

<210> 14 25
<211> 6436 
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 

<220> 30
<223> vector

<400> 14
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<210> 15 
<211> 30 
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220> 
<223> L194A_for 

10
<400> 15
ctggctacat caagacacca gcggttgatg 30

<210> 16 
<211> 30 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> L194A_rev 20

<400> 16
cggcccctgg taggtcatca accgctggtg 30

<210> 17 25
<211> 6436 
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 

<220> 30
<223> vector 

<400> 17
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<210> 18 
<211> 30 
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220> 
<223> cebador 

10
<400> 18
acaagaattc gctaagagtg tcggcactcc 30

<210> 19 
<211> 30 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> cebador 20

<400> 19
ggccaagctt ccgaagaaga caccatcaag 30

<210> 2025
<211> 6436 
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 

<220> 30
<223> vector 

<400> 20

35
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<210> 21 
<211> 31 
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220
<223> SoxS_for_Sphl_t1 

10
<400> 21
atctgcatgc cggctggtca atatgctcgt c 31

<210> 22 
<211> 30 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> SoxR_rev_Sall_t1 20

<400> 22
gctagtcgac caaactaaag cgcccttgtg 30

<210> 23 25
<211> 26 
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 

<220> 30
<223> EYFP_for_Sphl_t1 

<400> 23
agaggcatgc gtgagcaagg gcgagg 26

35
<210> 24 
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

40
<220
<223> EYFP_rev_Clal_t1 
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<400> 24
gcgcatcgat ttattacttg tacagctcgt ccatg 35

<210> 25 
<211> 6418 5
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> pSenSox_t1 10

<400> 25
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REIVINDICACIONES

1. Una célula que comprende un nanodetector de NADP(H), en la que el nanodetector de NADP(H) comprende

i) una secuencia de ácido nucleico, a la que puede unirse un regulador, en la que el estado de oxidación del 5
regulador depende de la disponibilidad de NADP(H);
ii) una secuencia de promotor que sigue a la secuencia de ácido nucleico i), a la que puede unirse una ARN-
polimerasa, en la que la afinidad de la ARN-polimerasa para la secuencia de promotor se ve influida por el 
estado de oxidación del regulador;
iii) una secuencia de ácido nucleico que se encuentra bajo el control de la secuencia de promotor ii), que codifica 10
una proteína de autofluorescencia,

en la que la secuencia de ácido nucleico i) es la secuencia de unión a SoxR, el regulador es el regulador de Sox
(SoxR) y la secuencia de promotor es la secuencia de promotor de soxS y 
en la que la célula comprende además un plásmido con un gen eventualmente mutado, que codifica una enzima 15
dependiente de NADP(H).

2. Célula según la reivindicación 1, en la que los componentes i) y ii) se forman por la región intergénica de E. coli, 
que está localizada entre soxR y soxS y que comprende la secuencia de unión a SoxR, la secuencia de promotor de 
soxS que sigue a la secuencia de unión a SoxR y una secuencia que sigue a la secuencia de promotor de soxS, que 20
corresponde en el plano del ARNm a un sitio de unión a ribosoma, o por una secuencia de ácido nucleico homóloga 
a esto.

3. Célula según la reivindicación 2, en la que los componentes i) y ii) se forman por una secuencia de ácido nucleico 
seleccionada del grupo que está constituido por:25

a) una secuencia de ácido nucleico de acuerdo con SEQ.-ID-Nr. 01,
b) una secuencia de ácido nucleico, que presenta una identidad de al menos el 70 % a la secuencia de ácido 
nucleico de a), pudiéndose unir la secuencia de ácido nucleico a SoxR de manera que la afinidad de la ARN-
polimerasa para el promotor de soxS depende del estado de oxidación de SoxR, y30
c) una secuencia de ácido nucleico, que puede hibridar en condiciones rigurosas con una secuencia de ácido 
nucleico complementaria según a) o b), pudiéndose unir la secuencia de ácido nucleico a SoxR de manera que la 
afinidad de la ARN-polimerasa para el promotor de soxS depende del estado de oxidación de SoxR.

4. Célula según una de las reivindicaciones anteriores, en la que el nanodetector de NADP(H) comprende 35

(1) el gen de E. coli para SoxR (soxR) o una secuencia de ácido nucleico homóloga a esto;
(2) la región intergénica de E. coli que sigue a (1), que está localizada entre soxR y soxS y que comprende la 
secuencia de unión a SoxR, la secuencia de promotor de soxS que sigue a la secuencia de unión a SoxR y una 
secuencia que sigue a la secuencia de promotor de soxS, que corresponde en el plano del ARNm a un sitio de 40
unión a ribosoma, o una secuencia de ácido nucleico homóloga a esto, como componentes i) y ii);
(3) eventualmente una secuencia parcial del gen soxS de E. coli que sigue a (2) o una secuencia de ácido 
nucleico homóloga a esto;
(4) una secuencia de ácido nucleico que sigue a (2) o (3) y que se encuentra bajo el control de la secuencia 
de promotor de soxS, que codifica una proteína de autofluorescencia, como componente iii).45

5. Célula según una de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el nanodetector de NADP(H) comprende

(1) el gen de E. coli para SoxR (soxR) o una secuencia de ácido nucleico homóloga a esto;
(2) la región intergénica de E. coli que sigue a (1), que está localizada entre soxR y soxS y que comprende la 50
secuencia de unión a SoxR, la secuencia de promotor de soxS que sigue a la secuencia de unión a SoxR y una 
secuencia que sigue a la secuencia de promotor de soxS, que corresponde en el plano del ARNm a un sitio de 
unión a ribosoma, o una secuencia de ácido nucleico homóloga a esto, tal como se ha definido anteriormente, 
como componentes i) y ii);
(3) la secuencia del gen soxS de E. coli que sigue a (2) y que se encuentra bajo el control de la secuencia de 55
promotor de soxS, una secuencia parcial de este gen o una secuencia de ácido nucleico homóloga a esto;
(3’) otra secuencia que sigue a (3), que corresponde en el plano de ARNm a un sitio de unión a ribosoma;
(4) una secuencia de ácido nucleico que sigue a (3’) y que se encuentra bajo el control de la secuencia de 
promotor de soxS, que codifica una proteína de autofluorescencia, como componente iii).

60
6. Célula según la reivindicación 4 o 5, en la que el componente (α1) o bien (β1) se selecciona del grupo que está 
constituido por:

a) una secuencia de ácido nucleico de acuerdo con SEQ.-ID-Nr. 02,
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b) una secuencia de ácido nucleico, que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoácidos de acuerdo 
con SEQ.-ID-Nr. 03,
c) una secuencia de ácido nucleico, que presenta una identidad de al menos el 70 % a la secuencia de ácido 
nucleico de a) o b), en la que la secuencia de ácido nucleico codifica un polipéptido, que puede unirse a la 
secuencia de unión a SoxR en la región intergénica de E. coli, que está localizada entre soxR y soxS, y cuyo 5
estado de oxidación puede influir en la afinidad de la ARN-polimerasa para la secuencia de promotor localizada 
igualmente en la región intergénica de E. coli,
d) una secuencia de ácido nucleico, que codifica un polipéptido, que presenta una homología de al menos el 70 
% a la SEQ.-ID-Nr. 03, en la que la secuencia de ácido nucleico codifica un polipéptido, que puede unirse a la 
secuencia de unión a SoxR en la región intergénica de E. coli, que está localizada entre soxR y soxS, y cuyo10
estado de oxidación puede influir en la afinidad de la ARN-polimerasa para la secuencia de promotor localizada 
igualmente en la región intergénica de E. coli, y
e) una secuencia de ácido nucleico, que puede hibridar en condiciones rigurosas con una secuencia de ácido 
nucleico complementaria según uno de los grupos a) a d), en la que la secuencia de ácido nucleico codifica un 
polipéptido, que puede unirse a la secuencia de unión a SoxR en la región intergénica de E. coli, que está 15
localizada entre soxR y soxS, y cuyo estado de oxidación puede influir en la afinidad de la ARN-polimerasa para 
la secuencia de promotor localizada igualmente en la región intergénica de E. coli.

7. Célula según una de las reivindicaciones anteriores, en la que la secuencia de ácido nucleico (iii), que codifica una 
proteína de autofluorescencia, se selecciona del grupo que está constituido por los genes que codifican la Green 20
Fluorescent Protein (GFP), la Yellow Fluorescent Protein (YFP), la Blue Fluorescent Protein (BFP), la Cyan 
Fluorescent Protein (CFP), la enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP), la enhanced Yellow Fluorescent Protein 
(EYFP), la enhanced Blue Fluorescent Protein (EBFP), la enhanced Cyan Fluorescent Protein (ECFP), DsRed, 
HcRed, AsRed, AmCyan, ZsGreen, AcGFP y ZsYellow; igualmente puede usarse una proteína fotorreceptora que 
contiene un denominado dominio LOV.25

8. Célula según una de las reivindicaciones anteriores, en la que la célula se selecciona del grupo que está 
constituido por Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Corynebacterium glutamicum, Bacillus subtilis o
Saccharomyces cerevisiae.

30
9. Célula según una de las reivindicaciones anteriores, en la que la enzima dependiente de NADP(H) se selecciona
del grupo que está constituido por alcohol deshidrogenasas, aldehído deshidrogenasas, lactato deshidrogenasas, 
enoato reductasas, epóxido reductasas, diaminopimelato deshidrogenasas, aminoácido deshidrogenasas, aldehído 
oxidorreductasas, alcano reductasas, amino reductasas, epóxido deshidrogenasas, ácido carboxílico 
deshidrogenasas, hidroxiácido cetorreductasas e hidroxiácido deshalogenasas.35

10. Un procedimiento para el aislamiento de genes, que codifican enzimas dependientes de NADP(H), que 
comprende las etapas de procedimiento:

(I) facilitar un nanodetector de NADP(H), tal como se define en una de las reivindicaciones 1 a 7;40
(II) introducir el nanodetector de NADP(H) en una célula;
(III) introducir un gen, que codifica eventualmente una enzima dependiente de NADP(H), en células individuales
de una suspensión celular de las células obtenidas en la etapa de procedimiento (II);
(IV) incubar las células con un sustrato para la enzima dependiente de NADP(H);
(V) identificar células individuales en la suspensión celular con elevada actividad de enzimas dependientes de 45
NADP(H) mediante detección de la actividad de fluorescencia intracelular;
(VI) separar las células identificadas de la suspensión celular;
(VII) aislar genes que codifican una enzima dependiente de NADP(H) en las células identificadas.

11. Uso de un nanodetector de NADP(H), tal como se define en una de las reivindicaciones 1 a 7, para la 50
identificación in vivo de genes que codifican una enzima dependiente de NADP(H).
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