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@Resumen:

Produccion de esteroides 11{al} hidroxilados
mediante biotransformaciéon con bacterias
recombinantes.

La presente invencién proporciona un procedimiento
para producir compuestos esteroideos 11{al}
hidroxilados o derivados de los mismos por
fermentacién de esteroles naturales o por
biotransformacidn de distintas sintonas esteroideas
con bacterias recombinantes, preferiblemente de
Mycobacterium smegmatis o de Corynebacterium
glutamicum. Dichas bacterias recombinantes portan
un plasmido que comprende un operén sintético que
contiene los genes cyp509CI2 y roCPR1 de Rhizopus
oryzae, que codifican el citocromo CYP509C12 con
actividad 11{al}-hidroxilasa y la citocromo reductasa
(RoCPR1) necesaria para la actividad del citocromo.
Mediante el método descrito en la presente invencion
se pueden producir, aunque sin limitarnos, 11{al} OH-
ADD o 11{al}-OH-AD a partir de esteroles naturales
como colesterol o fitoesteroles, o 11{al}-OH-PROG,
11{al}-OH-DOC, 11{al}-OH-TEST, 11{al}-OH-DHEA,
11{al}-OH-AD y/o 11{al}-OH-ADD a partir de sus
correspondientes sintonas no hidroxiladas.
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PRODUCCION DE ESTEROIDES 11a HIDROXILADOS MEDIANTE
BIOTRANSFORMACION CON BACTERIAS RECOMBINANTES

DESCRIPCION

La presente invencidn se encuadra dentro del campo de la industria quimica,
farmacéutica y alimentaria, particularmente dentro de los procesos de produccion de
esteroides 11a hidroxilados y derivados de los mismos mediante biotransformaciones
microbianas, tanto a partir de esteroles naturales como a partir de sintonas no

hidroxiladas.

ESTADO DE LA TECNICA

Los esteroides son lipidos terpénicos con una estructura definida, que contienen un
nucleo de ciclopentanoperhidrofenantreno o gonano con cuatro anillos fusionados (A-
D); esta estructura basica se modifica por adicion de diversos grupos funcionales,
como carbonilos e hidroxilos (hidréfilos) o cadenas hidrocarbonadas (hidréfobas). La
actividad fisiologica de los esteroides depende de su estructura, es decir, del tipo,
nuamero y posiciéon de los grupos funcionales unidos al nucleo esteroide, asi como de
su isomeria configuracional y estructural, es decir, estereocisomeria y regioisomeria, y

del estado de oxidacion de los anillos.

Los esteroides se encuentran muy difundidos en la naturaleza y estan presentes en
todo tipo de organismos. Asi, se han identificado cientos de esteroles y compuestos
relacionados que se producen en las plantas, como por ejemplo los fitoesteroles; en
los insectos, como por ejemplo los ecdisteroides; en los vertebrados, como por
ejemplo, el colesterol, los corticoesteroides o las hormonas esteroideas; y en

eucariotas inferiores (levaduras y hongos), como por ejemplo el ergosterol.

Hoy en dia los productos farmacéuticos de tipo esteroideo son de gran importancia
para mantener nuestra calidad de vida, ya que muchos esteroides se utilizan como
agentes anti-tumorales, anti-inflamatorios, anti-microbianos, anti-virales, anti-fungicos,
anti-estrogénicos, anti-convulsivos y antialérgicos. Ademas, otros se utilizan como
agentes para la prevencion y terapia de muchas otras enfermedades, tales como los
canceres hormona-dependientes de mama y de prostata, ciertas formas de cancer de

colon, la obesidad, la diabetes, la artritis reumatoide, la hipertension, el asma, el
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eczema, las inflamaciones, los trastornos metabdlicos, enfermedades
neurodegenerativas en ancianos, o enfermedades del sistema nervioso central, entre
otras muchas. Se incluyen aqui andrégenos, esteroides anabdlicos, estrégenos, y

corticosteroides, entre otros.

Alrededor de 300 farmacos esteroideos han sido aprobados hasta la fecha para su
uso en clinica, y este numero tiende a crecer. Los medicamentos esteroideos se
encuentran entre los productos médicos mas comercializados y representan la
segunda gran categoria de farmacos junto con los antibioticos. La produccion anual de
esteroides se estima en mas de un millén de toneladas, con un mercado de miles de

millones de euros.

Muchos esteroides utilizados como farmacos se sintetizan quimicamente, pero desde
hace mucho tiempo se conoce que la transformacién microbiana de los esteroides es
una herramienta poderosa para la generacion de nuevos farmacos esteroideos, asi
como para la produccion eficiente de productos intermedios (precursores) clave para
la sintesis quimica de tales farmacos. Las bioconversiones permiten modificar los
esteroides en posiciones de la molécula dificiimente disponibles o accesibles para los
agentes quimicos, y la funcionalizacion de la molécula puede ser realizada regio- y
estereo-especificamente. Mas aun, mediante la bioconversion se pueden completar
varias reacciones en un solo paso. Estas y otras ventajas de las biotransformaciones
han supuesto una amplia expansion de las tecnologias microbianas en el campo de
los esteroides, de tal manera que las aplicaciones de los microorganismos para la
modificacion de esteroides se han revisado en numerosos articulos a lo largo de los
ultimos afios (Donova y Egorova, 2012, Appl Microbiol Biotechnol., 94(6):1423-1447).

Los principales productos intermedios o precursores para la sintesis industrial de
farmacos esteroideos son 4-androsten-3,17-diona (en adelante, AD) y 1,4-
androstadien-3,17-diona (en adelante, ADD); sin embargo los esteroides hidroxilados
a menudo expresan una mayor actividad biolégica en comparacion con sus analogos
menos polares no hidroxilados. En particular, 11a-hidroxi-progesterona (en adelante,
11a-OH-PROG), 11a-hidroxi-deoxicorticosterona (en adelante, 11a-OH-DOC), 110-
hidroxi-testosterona (en adelante, 11a-OH-TEST), 11a-hidroxi-4-androsten-3,17-diona
(en adelante, 11a-OH-AD) y 11a-hidroxi-1,4-androstadien-3,17-diona (en adelante,

11a-OH-ADD) son sintonas necesarias para la obtencion de glucocorticoides que,
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ademas de usarse en terapia sustitutiva, poseen propiedades farmacoldgicas y se

emplean como antialergénicos, antiinflamatorios, inmunosupresores y anticonceptivos.

Por lo tanto, la produccién econdémica y eficiente de estos precursores o sintonas,
preferiblemente 11a hidroxiladas, es una necesidad imperante en la industria

farmacéutica.

Para la obtencion de las sintonas AD y ADD, una de las principales materias primas
empleadas en la industria quimica de esteroides son las sapogeninas, tal como la
diosgenina. Alternativamente también se utilizan como materiales de partida en la
industria de los esteroides algunos esteroles naturales, como son los esteroides 3f3-
alcoholes, que contienen un doble enlace en la posicién 5-6 y una cadena lateral
alifatica en C-17. Entre estos esteroides se encuentran el colesterol, el cual se conoce
como el esterol animal, o los fitoesteroles, los cuales son mezclas de esteroles
derivados de plantas, principalmente de origen de soja, como por ejemplo sitosterol,
estigmasterol, campesterol, y brasicasterol. Desde la década de los 1980, la
transformacion microbiana de fitoesterol viene siendo un foco de investigaciéon en el

campo de los esteroides.

Actualmente en la produccion industrial de compuestos esteroideos 11a-hidroxilados
se emplean especies pertenecientes a los géneros Aspergillus o Rhizopus; en
particular A. ochraceus, R. oryzae y R. nigricans. Estos hongos son capaces de
hidroxilar varios compuestos esteroideos en posicion 11a, entre ellos AD o ADD; pero
también modifican e hidroxilan en mayor o menor medida en otras posiciones de la

molécula, lo que hace descender drasticamente los rendimientos de produccion.

Hasta la fecha estos compuestos hidroxilados no se pueden sintetizar desde materias
primas de bajo coste en un solo paso; la hidroxilacién se hace a partir de una sintona

(AD o ADD) o desde sus precursores directos.

En el caso concreto de R. oryzae se ha identificado la enzima responsable de realizar
las 11a-hidroxilaciones. Se trata de un citocromo P450 denominado Cyp509C12
(European Nucleotide Archive - EBI EIE80372.1) y la proteina citocromo reductasa
denominada RoCPR1, que transfiere el NADPH necesario para la actividad hidroxilasa
(European Nucleotide Archive - EBI EIE89541.1) (Petric et al., 2010, J Biotechnol.,
150(3):428-437; WO02011042143A1). La 11a-hidroxilasa Cyp509C12 realiza la

4



10

15

20

25

30

35

ES 2648 614 Al

hidroxilacion en posicion 11a y 6B de diversas sintonas de interés farmacolégico y/o
industrial, entre ellas progesterona (en adelante, PROG), deoxicorticosterona (en
adelante, DOC), testosterona (en adelante, TEST), y deoxicortisol (en adelante,
Reichstein's Substance S, RSS).

El citocromo 11a-hidroxilasa (GenBank DD180525.1) y la proteina citocromo
reductasa (GenBank AR838156.1) de A. ochraceus también han sido identificados
(US7033807). Esta 11a-hidroxilasa utiliza como sustrato diversas sintonas de interés
farmacoldgico y/o industrial, entre ellas PROG, TEST, AD, ADD, aldona, canrenona,

mexrenona y derivados de esta ultima.

Las proteinas citocromo CYP509C12 y citocromo reductasa RoCPR1 de R. oryzae
han sido producidas de forma heteréloga en la levadura Schizosaccharomyces pombe
y se han identificado los productos hidroxilados en posiciéon 11a y 683, asi como otros
compuestos no identificados, a partir de PROG, DOC, TEST y RSS, (Petric et al.,
2010, J Biotechnol., 150(3):428-437; WO02011042143A1). No obstante, en la
actualidad no se emplean estas levaduras para la produccién industrial debido a los

bajos rendimientos para la hidroxilacion de estas sintonas.

Por otro lado, el citocromo P450 11a-hidroxilasa de A. ochraceus se ha expresado en
células de insecto a partir de una genoteca de cDNA. Su actividad enzimatica (medida
en la fraccion microsomal) ha sido obtenida en coexpresiéon con la citocromo
reductasa (CPR) de A. ochraceus hallada por similitud con la ya identificada de A.

niger o en coexpresion con una CPR humana (US7033807).

La bacteria Corynebacterium glutamicum es una actinobacteria ampliamente
estudiada por su uso como productor industrial de aminoacidos, motivo por el cual
existen hoy en dia numerosas herramientas moleculares para su modificacion. De
hecho a partir de su descubrimiento, el espectro de producciéon de C. glutamicum ha
sido ampliado en las ultimas décadas a diferentes productos quimicos, materiales y
fueles mediante multiples estrategias de ingenieria genética y metabdlica. Ademas
cabe destacar que, pese al gran parecido filogenético con el género Mycobacterium,
esta bacteria no utiliza esteroides como fuente de carbono y energia, ya que carece
de la mayoria de los genes relacionados con su catabolismo. Su genoma esta
secuenciado y ha sido ampliamente estudiado, llegandose a convertir en un chasis

bacteriano para las biotransformaciones industriales, con caracteristicas que la
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convierten en una plataforma ideal para este tipo de biotransformaciones como son la
multitud de herramientas moleculares para su manipulacion, la robustez y el vigor

metabdlico.

Mycobacterium smegmatis mc?155 es una actinobacteria capaz de metabolizar
esteroides y utilizarlos como fuente de carbono y energia. En una patente anterior se
desarrollaron mutantes de esta cepa para la produccioén de sintonas como AD y ADD
a partir de fitosteroles. En estas cepas se bloqued la ruta de degradacion del
colesterol o fitosteroles, por lo que no sigue la degradacién del compuesto y se
acumula ADD (M. smegmatis mc®155 A6039, CECT 8331) y AD (M. smegmatis
mc?155 A6039A5941, CECT 8332) (W02015128534).

Sin embargo, hasta el momento no se conoce ningun sistema natural ni recombinante
capaz de producir esteroides 11a hidroxilados, derivados de los mismos o sus
precursores (sintonas) 11a hidroxilados, de forma eficiente, ya que los organismos
productores disefiados hasta la fecha (hongos y levaduras) tienen el inconveniente de
que generan muchos productos secundarios que complican la purificacion del

derivado hidroxilado, lo que hace descender notablemente el rendimiento del proceso.

Se requiere, por tanto, el disefio de nuevos organismos que permitan hidroxilar en
posicion 11a compuestos con estructura esteroidea para obtener esteroides 11a
hidroxilados o sintonas 11a hidroxiladas de forma eficiente, en un procedimiento de
produccion mejorado que resulte en mayores rendimientos del producto final. Ademas,
idealmente estos organismos deberian permitir dicha produccién tanto a partir de
precursores no hidroxilados (sintonas) como a partir de esteroles naturales,

generando asi compuestos esteroideos 11a hidroxilados de elevada pureza.
DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona bacterias recombinantes capaces de hidroxilar de
forma eficiente compuestos con estructura esteroidea en posicion 11a. Estas bacterias
permiten, por tanto, llevar a cabo procesos de biotransformacién microbiana en los
que se generan eficientemente y de forma econdmica compuestos esteroideos 11a
hidroxilados y productos intermedios precursores de los mismos (sintonas) 11a
hidroxiladas. Estos precursores son, por ejemplo aunque sin limitarnos, 11a-hidroxi-
progesterona (110-OH-PROG), 11a-hidroxi-deoxicorticosterona (11a-OH-DOC), 11a-
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hidroxi-testosterona (11a-OH-TEST), 11a-hidroxi-dehidroepiandrosterona (11a-OH-
DHEA), 11a-hidroxi-4-androsten-3,17-diona  (11a-OH-AD) 'y  11a-hidroxi-1,4-
androstadien-3,17-diona (11a-OH-ADD).

Hasta la fecha estos compuestos hidroxilados no se podian sintetizar directamente
desde materias primas de bajo coste, como los esteroles naturales, en un solo paso,
ya que la hidroxilacion se realizaba a partir de una sintona intermedia (AD, ADD,
TEST, PROG, etc.) en un proceso llevado a cabo por sistemas CYP/CPR de hongos
tales como Rhizopus oryzae o Aspergillus ochraceus. Una de las ventajas de la
presente invencién es que permite obtener esteroides 11a hidroxilados a partir de

esteroles naturales en un Unico proceso de fermentacion.

Ademas, cuando se emplean hongos o levaduras para la produccién de estos
compuestos se generan muchos productos secundarios que complican la purificacion
del derivado hidroxilado, lo que hace descender drasticamente el rendimiento del
proceso. Sin embargo la presente invencion representa una solucion a este problema,
ya que las bacterias recombinantes desarrolladas son capaces de hidroxilar en
posicion 11a compuestos con estructura esteroidea, tanto a partir de sintonas como
de esteroles naturales, generando compuestos esteroideos 11a hidroxilados de
elevada pureza con un alto rendimiento de producciéon gracias a una drastica

reduccién de los productos secundarios.

Para el desarrollo de las bacterias recombinantes de la invencion se ha partido de
células de actinobacterias, preferiblemente de Corynebacterium glutamicum R31 o
Mycobacterium smegmatis mc? 155, donde se han expresado de forma heterdloga,
mediante un operoén sintético, las secuencias de ADN que codifican las enzimas
implicadas en la actividad 11a-hidroxilasa en el hongo R. oryzae. En concreto, dichas
enzimas son un citocromo P450 (CYP509C12) y su correspondiente citocromo
reductasa dependiente de NADPH (RoCPR1). Ambas enzimas han sido expresadas
en dichas bacterias mediante el disefio y construccion de un operdon que comprende el
ADN codificante para dicho citocromo y dicha reductasa y en el que ademas se han
introducido ciertas modificaciones/mejoras para su expresion en bacterias, como son

la optimizacién de codones, sitios de restriccion, secuencias consenso, etc.
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Adicionalmente, las cepas hospedadoras de M. smegmatis empleadas en la presente
invencion como células de partida son, preferiblemente, mutantes que producen
sintonas AD y ADD a partir de colesterol y fitoesteroles. Asi, en la presente invencion
se han desarrollado biocatalizadores bacterianos recombinantes capaces de hidroxilar
esteroides en posicién 11a mediante un proceso de biotransformaciéon en un solo
paso, en el que se pueden emplear como material de partida tanto sintonas no
hidroxiladas como esteroles naturales, lo que no se puede conseguir con hongos o

levaduras.

Particularmente, la cepa modificada de C. glutamicum de la presente invencién es
capaz de producir las sintonas 11a-hidroxiladas: 11a-OH-PROG, 11a-OH-DOC, 11a-
OH-TEST, 110-OH-DHEA, 11a-OH-AD y 11a-OH-ADD sustancialmente puras, a
partir de sus correspondientes precursores (sintonas) no hidroxiladas PROG, DOC,
TEST, DHEA, AD y ADD, respectivamente. La cepa modificada de M. smegmatis
CECT 8331 de la presente invencion es capaz de producir la sintona 11o—hidroxilada
110—OH-ADD sustancialmente pura, a partir de esteroles naturales. La cepa
modificada de M. smegmatis CECT 8332 de la presente invencion es capaz de
producir la sintona 11o-hidroxilada 110—OH-AD sustancialmente pura, a partir de

esteroles naturales.

Las ventajas derivadas de la presente invencién, en concreto de la utilizacién de

bacterias frente a organismos eucariotas, son por tanto:

- El hecho de transferir esta capacidad de 11a hidroxilacién de esteroides a una
bacteria hace posible obtener el esteroide de interés industrial hidroxilado en
posicion 11a con una mayor pureza y eficiencia gracias a una drastica
reduccion de los productos secundarios de reaccion, como sin embargo no
ocurre utilizando directamente hongos o levaduras, los cuales modifican
sustratos esteroideos en diversas posiciones contaminando las muestras y
dificultando su purificacién. La 11a-hidroxilacion llevada a cabo por las
bacterias de la invencion facilita los procesos de recuperacion del producto, al
reducirse los subproductos; y mejora los rendimientos de produccién al permitir

la obtencion de un producto con mayor grado de pureza.
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- Permiten la obtencibn de derivados esteroideos 11a hidroxilados,
preferiblemente 110—OH-ADD y 11a-OH-AD, a partir de esteroles naturales en
un unico proceso de fermentacion, al contrario de lo que ocurre con hongos y
levaduras donde el proceso se ha de dar en dos pasos (desde la materia prima

a la sintona y de ésta a su derivado 11a hidroxilado).

Por todo ello, un primer aspecto de la presente invencién se refiere a una construccion
génica o genética que comprende una secuencia nucleotidica codificante para el
citocromo CYP509C12 de Rhizopus oryzae y una secuencia nucleotidica codificante
para la reductasa RoCPR1 de R. oryzae. De ahora en adelante se hara referencia a

este aspecto como “construccion génica de la invencién”.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencién, la secuencia nucleotidica
codificante para el citocromo CYP509C12 y la secuencia nucleotidica codificante para
la reductasa RoCPR1 de R. oryzae se encuentran en forma de operén. Se entiende
por “operdon” una unidad genética funcional formada por un grupo o complejo de genes
capaces de ejercer una regulacion de su propia expresion por medio de los sustratos
con los que interaccionan las proteinas codificadas por sus genes. En la presente

invencion también se hara referencia a este operén como “operén FUN”.

La construccién génica de la invencion puede comprender ademas otros elementos
reguladores de la expresion génica, tales como por ejemplo aunque sin limitarnos,
promotores, reguladores, operadores, terminadores, inductores etc. Un “promotor” es
un elemento de control que es una regién del ADN con una secuencia que es
reconocida por la ARN polimerasa para comenzar la transcripcion. Se encuentra
inmediatamente antes de los genes estructurales codificantes para CYP509C12 y
RoCPR1. El promotor al que se refiere la presente invenciéon puede ser constitutivo o
inducible, preferiblemente inducible. Ejemplos de promotores procariotas incluyen, por
ejemplo, pero sin limitarnos, los promotores de los genes trp, hps, recA, lacZ, lacl, tet,
gal, trc, o tac de Escherichia coli, o el promotor del gen de la a-amilasa de Bacillus

subtilis.

Un “operador’ es otro elemento de control que es una region del ADN con una
secuencia que es reconocida por la proteina reguladora. El operador se situa entre la
region promotora y los genes estructurales. Un “regulador” es una secuencia de ADN

que codifica para la proteina reguladora que reconoce la secuencia de la region del
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operador. El gen regulador esta cerca de los genes estructurales del operén pero no
esta inmediatamente al lado. Un ‘“inductor” es el sustrato o compuesto cuya
presencia/ausencia induce la expresion del resto de los genes que conforman el
operon. Puede actuar activando la expresién, denominandose “activador” o bien

reprimiéndola, llamandose “represor”.

La construccion génica de la presente invencion comprende, preferiblemente, las
secuencias nucleotidicas en forma de un operén inducible, entendiéndose por “operén
inducible” el que en condiciones normales no se expresa y se activa en respuesta a un
agente inductor que funciona como activador, de manera que en el momento en que
el inductor se une al operador, se activa el promotor y comienza la transcripcion de los
genes estructurales. El modelo clasico de este tipo de operdn es el operon lactosa.
Otros ejemplos de operones inducibles son, aunque sin limitarnos, aquellos que
codifican para enzimas que participan en el metabolismo de sustratos como operén
maltosa, arabinosa, etc. En la presente invencion el operdn es preferiblemente
inducible por IPTG.

En otra realizacién preferida, la construccion génica de la invencion esta comprendida
en un vector de expresion. El término “vector de expresion” se refiere a una molécula
de ADN en la que se puede integrar otro fragmento de ADN sin que pierda la
capacidad de autorreplicacion. El término “vector de expresion” se refiere a un vector
de clonacion adecuado para expresar un acido nucleico que ha sido clonado en el
mismo tras ser introducido en una célula hospedadora. Dicho acido nucleico se
encuentra, generalmente, unido operativamente a secuencias control. En una
realizacion mas preferida, el vector se selecciona del grupo que consiste en:
plasmidos, fagos, césmidos, fagémidos, cromosomas artificiales de levaduras (YAC),
cromosomas artificiales de bacterias (BAC), cromosomas humanos artificiales (HAC),
vectores virales, tales como adenovirus, retrovirus o cualquier otro tipo de molécula de
DNA con capacidad para replicarse en el interior de una célula, preferiblemente
procariota. En una realizacion aun mas preferida, la construccion génica de la
invencion se encuentra comprendida en un plasmido. Ejemplos de plasmidos en los
que se puede introducir la construccion génica de la invencién son, aunque sin
limitarnos, pGH, pMV261, pECXK- 99E, etc., preferiblemente pMV261 y pECXK- 99E.

Debido a la degeneracion del codigo genético, en el cual diversos tripletes de

nucledtidos dan lugar a un mismo aminoacido, existen diversas secuencias de
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nucledtidos que dan lugar a una misma secuencia aminoacidica. Los términos
“secuencia nucleotidica”, “secuencia de nucledtidos”, “acido  nucleico’,
“oligonucledtido” y “polinucledtido” se usan aqui de manera intercambiable y se
refieren a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud que pueden estar
0 no, quimica o bioquimicamente modificados. Se refieren, por tanto, a cualquier
polirribonucleétido o polidesoxirribonucleétido, tanto de cadena sencilla como de doble

hebra.

Las secuencias nucleotidicas comprendidas en la construccion génica de la invencion
pueden comprender, adicionalmente a la secuencia codificante, otros elementos,
como por ejemplo aunque sin limitarse, secuencias no codificantes en los extremos 5’
o 3, sitios de union a ribosomas, o secuencias estabilizadoras. Estos polinucleétidos
adicionalmente también pueden incluir secuencias codificantes para aminoacidos
adicionales que puedan ser utiles, por ejemplo, aunque sin limitarse, para aumentar la
estabilidad del péptido generado a partir de él o permitir una mejor purificacion del

mismo.

En otra realizacion preferida de la construccién génica de la invencion, el citocromo
Cyp509C12 es el descrito en European Nucleotide Archive - EBI EIE80372.1 y la
proteina citocromo reductasa RoCPR1 es la descrita en European Nucleotide Archive
- EBI EIE89541.1.

En una realizacién mas preferida, las secuencias nucleotidicas codificantes para el
citocromo CYP509C12 y la reductasa RoCPR1 de Rhizopus oryzae se encuentran
optimizadas para su expresidn en bacterias, es decir, los codones de dichas
secuencias nucleotidicas se encuentran optimizados. En una realizacion aun mas
preferida, la secuencia nucleotidica codificante para el citocromo CYP509C12 es la
SEQ ID NO: 1. En otra realizacion preferida, la secuencia nucleotidica codificante para
la reductasa RoCPR1 es la SEQ ID NO: 2.

En otra realizacion preferida, la construcciéon génica de la invencién ademas
comprende una secuencia consenso para un sitio de union al ribosoma o secuencia
Shine Dalgarno aguas arriba (“‘upstream”) de cada uno de los codones de inicio (ATG)
de cada secuencia nucleotidica, para conseguir la traduccion optima del ARNm en
bacterias. En una realizacién mas preferida, esta secuencia consenso se localiza 6 pb

(6 nucleotidos) aguas arriba de cada uno de los codones de inicio de cada secuencia
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nucleotidica. En una realizacion aun mas preferida, esta secuencia consenso es la
SEQ ID NO: 3.

En otra realizacion preferida, la construcciéon génica de la invencién ademas
comprende al menos dos sitios de restriccion para facilitar diferentes opciones de
clonacion. Ejemplos de sitios de restriccion que pueden ser introducidos en la
construccion génica de la invenciéon son, aunque sin limitarnos, BamHlI, Pstl, Sacl,
Ncol, Pvull, Avrll, Mfel, Ndel, EcoRI y/o Xbal.

En otra realizacion preferida, la construcciéon génica de la invencion ademas
comprende un codon que da lugar a una alanina situada en la segunda posicion de
cada una de las dos proteinas traducidas. De esta manera, se aumenta la traduccién
de las proteinas recombinantes en los ribosomas bacterianos. Codones que dan lugar
a una alanina son GCU, GCC, GCA o GCG.

Un ejemplo de disposicion estructural de la construcciéon génica de la invencién se

muestra en la Fig. 1.

La construccion génica de la invencidon se puede introducir en una célula bacteriana
de tal manera que dicha construccion se mantiene como un integrante cromosémico o
como un vector extracromosomico autorreplicante, por ejemplo, un plasmido, un
minicromosoma, o un cromosoma artificial. La construccion génica de la invencion
puede comprender cualquier medio o elemento para asegurar su autorreplicacion. De
forma alternativa, la construccion génica de la invencion puede ser una que, cuando
se introduce en la célula hospedadora, se integra en el genoma y se replica junto con

el(los) cromosoma(s) en el(los) que se ha integrado.

Por ello, otro aspecto de la invencion se refiere a una célula bacteriana que
comprende y expresa la construccion génica de la invencion, de ahora en adelante

“célula bacteriana de la invencion” o “célula de la invencion”.

La célula bacteriana de la invencion expresa el citocromo CYP509C12 y la reductasa
RoCPR1 de Rhizopus oryzae porque comprende la construccion génica de la
invencion, en forma autorreplicante o integrada en su cromosoma. El término

“‘expresion” incluye cualquier etapa implicada en la produccion de estas enzimas que
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incluye, pero no se limita a, transcripcion, modificacion post-transcripcional,

traduccién, modificacion post-traduccional, y secrecion.

La célula bacteriana ha de ser transformada en una célula competente,
preferiblemente electrocompetente, para la posterior introducciéon de la construccion
génica de la invencién. Métodos para producir células electrocompetentes son bien
conocidos por los expertos en la materia. Preferiblemente, el método empleado en la
presente invencion es RbCl y choque térmico o el descrito en Parish y Stoker (1998,

Mycobacteria Protocols. Totowa, N.J., Humana Press).

Son bien conocidos en la técnica diversos métodos para la transformacion de células
bacterianas con construcciones génicas. El método preferiblemente empleado en la
presente invencién para la introduccion de la construccion génica de la invencion en

una célula bacteriana es la electroporacion.

En otra realizacion preferida, la célula bacteriana de la invencion es una célula de
actinobacterias. En una realizacién mas preferida, dicha célula es una célula de la
especie Corynebacterium glutamicum, aun mas preferiblemente C. glutamicum R31.
En otra realizacion preferida, dicha célula es una célula de la especie Mycobacterium

smegmatis, aln mas preferiblemente M. smegmatis mc? 155.

En una realizaciéon mas preferida, la célula bacteriana de la invenciéon de la especie
Mycobacterium smegmatis ademas comprende inactivada funcionalmente o
delecionada total o parcialmente al menos una secuencia de nucleo6tidos enddgena
que codifica el componente reductasa de la enzima 3-cetosteroide-9a-hidroxilasa. En
una realizacion aun mas preferida, esta célula que comprende inactivada
funcionalmente o delecionada total o parcialmente al menos una secuencia de
nucledtidos enddgena que codifica el componente reductasa de la enzima 3-

cetosteroide 9a-hidroxilasa es la célula de M. smegmatis CECT 8331.

En otra realizacion preferida, esta célula de la invencion de la especie Mycobacterium
smegmatis que ademas comprende inactivada funcionalmente o delecionada total o
parcialmente al menos una secuencia de nucledtidos enddégena que codifica el
componente reductasa de la enzima 3-cetosteroide-9a-hidroxilasa, ademas
comprende inactivada funcionalmente o delecionada total o parcialmente al menos

una secuencia de nucleotidos endogena que codifica la enzima 3-cetosteroide-A1-
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deshidrogenasa. En una realizacion aun mas preferida, esta célula que comprende
inactivada funcionalmente o delecionada total o parcialmente al menos una secuencia
de nucledtidos enddgena que codifica el componente reductasa de la enzima 3-
cetosteroide 9a-hidroxilasa y que ademas comprende inactivada funcionalmente o
delecionada total o parcialmente al menos una secuencia de nucleo6tidos endégena
que codifica la enzima 3-cetosteroide-A1-deshidrogenasa es la célula de M.
smegmatis CECT 8332.

Estas cepas CECT 8331 y CECT 8332, descritas en W02015128534, tienen
bloqueada la ruta de degradacion del colesterol o fitosteroles, por lo que no sigue la
degradacion del compuesto y se acumula ADD (M. smegmatis mc?155 A6039, CECT
8331) y AD (M. smegmatis mc®155 A6039A5941, CECT 8332). Estas cepas se
utilizan, preferiblemente, como células de partida en esta invencion para el desarrollo
de la célula bacteriana de la invencién que comprende la construccion génica de la

invencion.

La bacteria salvaje M. smegmatis mc? 155 no puede utilizar las sustancias AD y ADD
como fuente de carbono cuando dichas sustancias se ainaden a un medio de cultivo, a
pesar de ser intermediarios del catabolismo bacteriano del colesterol. De esta manera,
la bacteria M. smegmatis mc? 155 es una bacteria ideal para la produccién de las AD y
ADD intermedias necesarias para la produccion de sus correspondientes derivados
hidroxilados, pues una vez secretadas al medio no podran ser catabolizadas por el

metabolismo de la bacteria.

El término "delecion de un gen" tal y como se emplea en la presente invencion se
refiere a la eliminacion total o parcial de un gen mediante la eliminacion total o parcial

de la secuencia de ADN que caracteriza ese gen en el genoma de una bacteria.

El término "secuencia de nucleétidos funcionalmente inactivada" tal y como se emplea
en la presente invencién se refiere a una secuencia de nucleétidos que no es capaz
de ejercer su funcionalidad, es decir, no es capaz de proporcionar una enzima

funcional.

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso de la célula bacteriana de la invencién
para la produccion de esteroides 11a hidroxilados, compuestos esteroideos 11a

hidroxilados o derivados de los mismos, o sintonas 11a hidroxiladas.
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En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, los esteroides 11a
hidroxilados o las sintonas 11a hidroxiladas se producen a partir de sintonas no
hidroxiladas. En una realizacion mas preferida, las sintonas 11a hidroxiladas
producidas son 11a-OH-PROG, 11a-OH-DOC, 11a-OH-TEST, 11a-OH-DHEA, 11a-
OH-AD y/o 11a-OH-ADD vy las sintonas no hidroxiladas a partir de las cuales se
producen las primeras son PROG, DOC, TEST, DHEA, AD y/o ADD, respectivamente.
En una realizacién aun mas preferida, la célula productora de estas sintonas 11a
hidroxiladas indicadas, preferiblemente de 11a-OH-PROG a partir de PROG, es la

célula de la invencién de la especie C. glutamicum.

En otra realizacion preferida, la sintona 11a hidroxilada producida es 11a-OH-ADD y
se produce a partir de esteroles naturales. En una realizacion mas preferida, la célula
bacteriana productora de esta sintona 11a hidroxilada indicada es la célula de la
invencidon de la especie M. smegmatis que ademas comprende inactivada
funcionalmente o delecionada total o parcialmente al menos una secuencia de
nucledtidos enddgena que codifica el componente reductasa de la enzima 3-

cetosteroide-9a-hidroxilasa, preferiblemente la cepa CECT 8331.

En otra realizacion preferida, la sintona 11a hidroxilada producida es 11a-OH-AD y se
produce a partir de esteroles naturales. En una realizacion mas preferida, la célula
bacteriana productora de esta sintona 11a hidroxilada indicada es la célula de la
invencidon de la especie M. smegmatis que ademas comprende inactivada
funcionalmente o delecionada total o parcialmente al menos una secuencia de
nucledtidos enddgena que codifica el componente reductasa de la enzima 3-
cetosteroide-9a-hidroxilasa y al menos una secuencia de nucleétidos endégena que
codifica la enzima 3-cetosteroide-A1-deshidrogenasa, preferiblemente la cepa CECT
8332.

Los “esteroles naturales” a los que se refiere la presente invenciéon son,
preferiblemente, colesterol o fitoesteroles, aunque otros esteroides 3-B alcoholes
podrian ser también empleados como material de partida. Ejemplos de fitoesteroles
son, aunque sin limitarnos, sitoesterol, estigmasterol, campesterol o brasicasterol. Los
esteroles naturales empleados en la presente invencidon pueden ser solamente

colesterol o un fitoesterol, o bien una mezcla de fitoesteroles.
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Los “esteroides 11a hidroxilados” obtenibles segun la presente invencion son aquellos
compuestos con estructura esteroidea hidroxilados en posicién 11a, preferentemente
aquellos que forman parte de las familias de Estrogenos, Andrégenos, Progestagenos
y Glucocorticoides; por ejemplo, estrona, estradiol, testosterona o fluoximestrona,

entre otros.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento de biotransformacion
microbiana (bacteriana) de sustratos esteroideos en sus correspondientes derivados
11a hidroxilados o procedimiento para la produccion de esteroides 11a hidroxilados o

sintonas 11a hidroxiladas que comprende las etapas de:

a. poner en contacto un cultivo de la célula bacteriana de la invencién con un
sustrato esteroideo,

b. incubar la mezcla del paso (a) en condiciones de fermentacion, y

c. separar del medio de cultivo los esteroides 11a hidroxilados o las sintonas

11a hidroxiladas producidos tras la incubacion del paso (b).

De ahora en adelante se hara referencia a este procedimiento como “procedimiento o

método de la invencion”.

El procedimiento de la invencidon se puede llevar a cabo tanto a nivel de laboratorio
como a nivel industrial, aunque preferiblemente se lleva a cabo a nivel industrial en un

biorreactor.

En una realizacion preferida del método de la invencidn, el medio de cultivo del paso

(a) comprende una fuente de carbono adicional, mas preferiblemente glicerol.

En otra realizacion preferida, el medio de cultivo del paso (a) comprende un
tensioactivo. Dicho tensioactivo se selecciona, aunque sin limitarnos, de entre
polisorbato 80 (Tween 80™) o polisorbato 20 (Tween 20™). El medio de cultivo del

paso (a) puede comprender también tampén fosfato.
En otra realizacion preferida, el medio de cultivo del paso (a) comprende al menos un
antibiético. Dicho antibidtico se selecciona, aunque sin limitarnos, de entre

kanamicina, gentamicina, o cualquiera de sus combinaciones.
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En general, el cultivo del paso (a) puede realizarse, por ejemplo, aunque sin
limitarnos, en medio liquido o en medio solido. Los medios y condiciones de cultivo
para el crecimiento de células bacterianas son ampliamente conocidos por los
expertos en la materia. EI medio de cultivo comprende todos los elementos y
nutrientes necesarios para el crecimiento y supervivencia de la célula bacteriana de la
invencion y para favorecer su actividad fermentadora. Asi, dicho medio de cultivo
podra comprender, aunque sin limitarnos, fuentes de carbono (por ejemplo, glucosa,
sacarosa, glicerol o manitol), fuentes de vitaminas, aminoacidos, sales inorganicas,

etc.

Para que la célula bacteriana de la invencion crezca adecuadamente en el medio de
cultivo, éste debe reunir una serie de condiciones como son temperatura, agitacion,
grado de humedad, y presion de oxigeno adecuadas, asi como un grado correcto de
acidez o alcalinidad (pH). Asimismo, el medio de cultivo debe estar exento de todo

microorganismo contaminante.

En cuanto a las condiciones de fermentacion adecuadas para ser aplicadas en el paso
(b) del procedimiento de la invencién, preferiblemente dichas condiciones comprenden
la agitacion e incubacién a una temperatura de entre 30 y 37°C. Mas preferiblemente,
la T2 es de 30°C cuando la célula bacteriana de la invenciéon es de la especie C.
glutamicum y de 37°C cuando la célula bacteriana de la invencion es de la especie M.
smegmatis. La incubacion se realiza preferiblemente durante un tiempo de entre 25 y
35 h, mas preferiblemente durante 30 h cuando la célula bacteriana de la invencion es
de la especie C. glutamicum. Los cultivos de la célula bacteriana de la invencién
deben ser inducidos por el compuesto activador correspondiente si el promotor
empleado en la construccion génica de la invencion es inducible. Asi, preferiblemente

el cultivo bacteriano en el método de la invencion es inducido con IPTG.

En otra realizacion preferida, el sustrato esteroideo del paso (a) se selecciona de la
lista que consiste en: fitoesteroles, colesterol, PROG, DOC, TEST, DHEA, AD o ADD,

o cualquiera de sus combinaciones.

En una realizacion mas preferida del método de la invencion, el sustrato esteroideo de
partida del paso (a) son fitoesteroles y/o colesterol, la sintona 11a hidroxilada
producida es 11a-OH-AD vy la célula bacteriana empleada para la produccion es la

célula de la invencién de la especie M. smegmatis que ademas comprende inactivada
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funcionalmente o delecionada total o parcialmente al menos una secuencia de
nucledtidos enddgena que codifica el componente reductasa de la enzima 3-
cetosteroide 9a-hidroxilasa y al menos una secuencia de nucleétidos endégena que
codifica la enzima 3-cetosteroide-A1-deshidrogenasa, preferiblemente la cepa CECT
8332.

En otra realizaciéon preferida del método de la invencién, el sustrato esteroideo de
partida del paso (a) son fitoesteroles y/o colesterol, la sintona 11a-hidroxilada
producida es 11a-OH-ADD vy la célula bacteriana empleada para la produccion es la
célula de la invencidn de la especie M. smegmatis que ademas comprende inactivada
funcionalmente o delecionada total o parcialmente al menos una secuencia de
nucledtidos enddgena que codifica el componente reductasa de la enzima 3-

cetosteroide 9a-hidroxilasa, preferiblemente la cepa CECT 8331.

En otra realizaciéon preferida del método de la invencién, el sustrato esteroideo de
partida del paso (a) es AD, ADD, PROG, DOC, DHEA y/o TEST, preferiblemente
PROG, la sintona 11a hidroxilada producida es 11a-OH-PROG, 11a-OH-DOC, 11a-
OH-TEST, 110-OH-DHEA, 110-OH-AD y/o 11a-OH-ADD, preferiblemente 11a-OH-
PROG, y la célula bacteriana productora es la célula bacteriana de la invencién, mas

preferiblemente la célula de la invencién de la especie C. glutamicum.

El procedimiento de la invencion puede comprender otras etapas o pasos adicionales,
tales como un paso previo de preparacion y esterilizacion de una mezcla de sintonas o
de esteroles naturales o de ambos, preferiblemente en un polialcohol o aceite vegetal,
con o sin la adicion de sales minerales y/o un paso de preparar y crecer un cultivo de
la célula bacteriana de la invencién previamente a su exposicion al sustrato

esteroideo.

Los esteroides 11a hidroxilados o sintonas 11a hidroxiladas producidas por el
procedimiento de la invencion se secretan, junto con otros metabolitos o compuestos,
en el medio de cultivo, y éstos se pueden recuperar directamente del medio. Asi, tras
la incubacioén del paso (b) del método de la invencion se puede separar el sedimento
celular para obtener una disoluciéon comprendiendo el/los esteroide/s 11a hidroxilado/s
o la/s sintona/s 11a hidroxilada/s producida/s. Estos productos se obtienen con una
elevada pureza y con un mayor rendimiento de produccion que cuando se emplean

hongos o levaduras en procesos de biotransformacion similares.
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Tras la incubacion de la etapa (b) del procedimiento de la invencion tiene lugar un
paso de extraccion en el cual se descartan los sedimentos y se seleccionan los
sobrenadantes. Dichos sobrenadantes son posteriormente empleados para obtener

los esteroides 11a hidroxilados o sintonas 11a hidroxiladas presentes en los mismos.

Estos compuestos secretados al medio de cultivo por la célula bacteriana de la
invenciéon pueden recuperarse del medio empleando procedimientos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, mediante procedimientos convencionales incluyendo, pero sin

limitacion, centrifugacion, filtracion, extraccion, evaporacion y/o precipitacion.

Estos compuestos producidos por la célula bacteriana de la invencion en cultivo
pueden purificarse mediante una diversidad de procedimientos conocidos en la
técnica incluyendo, pero sin limitaciéon, cromatografia (por ejemplo, HPLC, HPLC-
DAD, TLC, LC-MS, intercambio idnico, afinidad, hidrofébica, cromatoenfoque, y
exclusién molecular), procedimientos electroforéticos (por ejemplo, isoelectroenfoque
preparativo), solubilidad diferencial (por ejemplo, precipitacion con sulfato aménico),
SDS-PAGE, precipitacion o extraccion, con el fin de obtener los esteroides 11a

hidroxilados o sintonas 11a hidroxiladas sustancialmente puros.

Estos compuestos producidos por la célula bacteriana de la invencion en cultivo
pueden detectarse usando procedimientos conocidos en la técnica. Estos
procedimientos de deteccion pueden incluir, por ejemplo aunque sin limitarnos,

cromatografia, RMN, espectrometria de masas, o similares.

La presente invencion se refiere, por tanto, a cepas modificadas genéticamente de M.
smegmatis mc? 155 que contienen un operén sintético (FUN) que codifica el citocromo
CYP509C12 y la citocromo reductasa RoOCPR1 de R. oryzae, asi como a los procesos
para producir 11a-OH-AD y 11a0-OH-ADD a partir de esteroles naturales, como

colesterol o fitoesteroles, utilizando dichas cepas modificadas.

La presente invencion también se refiere a cepas modificadas genéticamente de C.
glutamicum R31 que contienen un operon sintético (FUN) que codifica el citocromo
CYP509C12 y la citocromo reductasa RoOCPR1 de R. oryzae, asi como a los procesos
para producir 11a-OH-PROG, 11a-OH-DOC, 11a-OH-DHEA y/o 11a-OH-TEST, entre

otras, de forma sustancialmente pura a partir de las sintonas correspondientes.
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La invencion se refiere al uso de la cepa recombinante M. smegmatis CECT 8331, la
cual es una cepa mutante derivada de M. smegmatis mc® 155 que comprende al
menos una secuencia de nucledtidos que codifica el componente reductasa de la
enzima 3-cetosteroide 9a-hidroxilasa inactivada funcionalmente o delecionada total o
parcialmente, que porta un plasmido que comprende el operon FUN, la cual es capaz
de producir 11a-OH-ADD de manera sustancialmente pura. La invencion se refiere al
uso de dicha cepa bacteriana para la producciéon de 11a-OH-ADD en forma

sustancialmente pura mediante fermentacién de esteroles naturales.

La invencién se refiere al uso de la cepa recombinante M. smegmatis CECT 8332, la
cual es una cepa mutante derivada de M. smegmatis mc® 155 que comprende al
menos una secuencia de nucledtidos que codifica el componente reductasa de la
enzima 3-cetosteroide-9a-hidroxilasa inactivada funcionalmente o delecionada total o
parcialmente, asi como al menos una secuencia de nucleétidos que codifica la enzima
3-cetosteroide-A1-deshidrogenasa inactivada funcionalmente o delecionada total o
parcialmente, que porta un plasmido que comprende el operén FUN, la cual es capaz
de producir 11a-OH-AD de manera sustancialmente pura. La invencion se refiere al
uso de dicha cepa bacteriana para la produccién de 11a-OH-AD en forma

sustancialmente pura mediante fermentacién de esteroles naturales.

La invencion se refiere al uso de la cepa recombinante C. glutamicum R31 que porta
un plasmido que comprende el operén FUN, la cual es capaz de producir esteroides
hidroxilados en posiciéon 11a (11a-OH-PROG, 11a-OH-DOC, 11a0-OH-TEST, 11a-OH-
DHEA, 11a0-OH-AD y 11a0-OH-ADD) a partir de sus sintonas correspondientes (PROG,
DOC, TEST, DHEA, AD y ADD, respectivamente) de manera sustancialmente pura.
La invencion se refiere al uso de dicha cepa bacteriana para la producciéon de 11a-OH-
PROG, 11a-OH-DOC, 11a-OH-TEST, 11a-OH-DHEA, 11a-OH-AD y 11a-OH-ADD en
forma sustancialmente pura a partir de sus sintonas correspondientes: PROG, DOC,
TEST, DHEA, AD y ADD, respectivamente.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencion se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la
invencion. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Esquema del operéon FUN.

FIG. 2. Biotransformacion de PROG en 11a-OH-PROG utilizando la cepa C.
glutamicum R31 (pXKFUN). Se representa el consumo de PROG (linea gris

punteada) y la aparicion de 11a-OH-PROG (linea negra continua).

FIG. 3. Cromatogramas de LC-MS mostrando la produccion de 11aOH-
progesterona a partir de progesterona en la cepa C. glutamicum R31 (pECXK-
99E) utilizada como control negativo (A) y la cepa C. glutamicum R31 (pXKFUN)
(B). PROG, 110-OH-PROG y TEST, que ha sido utilizado como estandar interno
(ISTD). Espectros de masas obtenidos de los iones de m/z entre 150-400 (full scan)
presentes en la muestra (linea de arriba). Espectro de masas del ion 315
caracteristico del compuesto PROG (linea del medio). Espectro de masas del ion

331.3 caracteristico del compuesto 11a-OH-PROG (linea de abajo).

FIG. 4. Biotransformacion de colesterol (CHO) en 11a-OH-ADD utilizando la cepa
M. smegmatis CECT 8331 (pPMVFUN). Se muestra el consumo de CHO y la aparicién
de 11a-OH-ADD Yy otros subproductos: ADD y 11a-OH-AD.

FIG. 5. Biotransformacion de fitosteroles (FITO) en 11a-OH-ADD utilizando la
cepa M. smegmatis CECT 8331 (pMVFUN). Se muestra el consumo de fitoesteroles
y la aparicion de 11a-OH-ADD y otros subproductos: ADD.

FIG. 6. Biotransformacion de colesterol (CHO) en 11a-OH-AD utilizando la cepa
M. smegmatis CECT 8332 (pMVFUN). Se muestra el consumo de CHO y la aparicién
de 11a-OH-AD vy otros subproductos: AD, 11a-OH-ADD y 4-HBC (220H-23,24-

bisnorchol-4-en-3-ona).

FIG. 7. Biotransformacion de fitosteroles (FITO) en 11a-OH-AD utilizando la cepa
M. smegmatis CECT 8332 (pMVFUN). Se muestra el consumo de FITO y la aparicién
de 110-OH-AD y otros subproductos: AD y 4-HBC (220H-23,24-bisnorchol-4-en-3-

ona).
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EJEMPLOS

A continuacion, se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los
inventores que ponen de manifiesto la efectividad de las células bacterianas
recombinantes disefadas en la produccion de esteroides 11a hidroxilados o sus

derivados, tanto a partir de sintonas como de esteroles naturales.
EJEMPLO 1. Bacterias utilizadas y métodos de cultivo.
Las cepas bacterianas utilizadas en esta invencién son:

1.- Mycobacterium smegmatis mc® 155 (ept-1, mutante mc? eficiente para

electroporacion).

2.- Mycobacterium smegmatis mc® 155 A6039 (M. smegmatis mc? 155 con el gen
MSMEG_6039 delecionado) (Cepa CECT8331).

3.- Mycobacterium smegmatis mc? 155 A6039A5941 (M. smegmatis mc? 155 con los
genes MSMEG_6039 y MSMEG_5941 delecionados) (Cepa CECT8332).

4.- Corynebacterium glutamicum R31 (MeLisR, AecR eficiente para electroporacion).

5.- Escherichia coli DH10B (F-, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), f80AlacZDM15AlacX74,
deoR, recA1, endA1, araD139, A(araleu) 7697, galU, galK, rpsL, nupG, A)

(Invitrogen).

Los plasmidos empleados en esta invencion para el clonaje, mutacion y expresion

geénica, junto con sus caracteristicas mas relevantes se muestran a continuacion:

1.- Plasmido pMV261 (Vector de expresion en micobacterias, bajo el control del
promotor Puspe0, KMR).
2.- Plasmido pECXK-99E (Vector bifuncional E. coli/C. glutamicum, que contiene el

gen lacl’, KmR).
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Todas las soluciones y medios de cultivo utilizados en esta invencion se esterilizaron
por calor humedo en un autoclave a 121 °C y 1 atm de presion, o mediante filtracion

utilizando filtros estériles Millipore de 0.2 um de diametro.

El medio rico utilizado para cultivar las células de E. coli fue el medio Lysogenic Broth
(LB). Los cultivos en medio sdlido se realizaron con medio LB al que se afiadidé Bacto
Agar (Pronadisa) al 1.5 % (p/v).En caso de ser necesario se afadieron antibidticos a
las siguientes concentraciones finales: ampicilina (100 ug ml™), kanamicina (50 ug ml
"), cloranfenicol (20 ug ml™"). Las células de E. coli se cultivaron a 37 °C. Los cultivos
en medio liquido se llevaron a cabo en un agitador orbital a 250 rpm. El crecimiento en
medio liquido fue seguido por turbidimetria a 600 nm (DOgyp) empleando un
espectrofotéometro UVMini-1240 (Shimadzu).

Para el cultivo de micobacterias se utilizaron los medios ricos Bacto Middlebrook 7H10
Agar (7H10) (Difco) como medio sélido, y Middlebrook 7H9 Broth (7H9) (Difco) como
medio liquido. Los medios 7H9 y 7H10 fueron suplidos con 0,2 % (v/v) de glicerol y 10
% (v/lv) de Middlebrook ADC Enrichment (ADC) (Difco) (7H9/GIi/ADC vy
7H10/GIi/ADC). En todos los cultivos en medio liquido se afiadi6 0,05 % (v/v) de
Tween80 (Sigma) previamente autoclavado para evitar la agregacion de las células
(7H9/GIi/ADC/Tween). En caso de ser necesario se afiadieron antibidticos a las
siguientes concentraciones: kanamicina (20 ug ml") y gentamicina (5 ug ml™"). Las
células de M. smegmatis se cultivaron a 37 °C. Los cultivos en medio liquido se
llevaron a cabo en un agitador orbital a 250 rpm. El crecimiento en medio liquido fue
seguido por turbidimetria a 600 nm (DOggo) empleando un espectrofotometro UVMini-
1240 (Shimadzu).

Para el cultivo de corinebacterias se utilizaron los medios ricos Tryptic Soy Agar (TSA)
(Difco) como medio sdlido y Tryptic Soy Broth (TSB) (Difco) como medio liquido. En
caso de ser necesario se afiadid kanamicina (25 pg ml'). Las células de C.
glutamicum se cultivaron a 30 °C. Los cultivos en medio liquido se llevaron a cabo en
un agitador orbital a 250 rpm. El crecimiento en medio liquido fue seguido por
turbidimetria a 600 nm (DOsp) empleando un espectrofotometro UVMini-1240
(Shimadzu).

EJEMPLO 2. Métodos de transformacion genética para la construccion de las

cepas recombinantes.
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A.- TRANSFORMACION DE CELULAS DE E. coli

Las células de E. coli fueron modificadas genéticamente por transformacion tras

hacerlas competentes mediante el método de RbCl y choque térmico.

B.- TRANSFORMACION DE CELULAS DE M. smegmatis

1.- Preparacién de células electrocompetentes de M. smegmatis.

La preparacion de células electrocompetentes de M. smegmatis se llevo a cabo segun
un protocolo previamente descrito (Parish y Stoker, 1998, Mycobacteria Protocols.
Totowa, N.J., Humana Press). Se parte de un preindculo en fase estacionaria
(aproximadamente 30 h) (10 ml en matraz de 100 ml) en medio 7H9/GIi/ADC/Tween.
Se inocula medio fresco con DOggo 0.01 (200 ml 7H9/GIli/ADC/Tween en matraz de 1)
y se incuba en agitacién (200 rpm) a 30 °C hasta una DOgy de 0.8-1 (18 h de cultivo
aproximadamente). A continuacion, el cultivo se mantiene 1,5 h en hielo y se
centrifuga en 4 tubos conicos de 50 ml a 3000 x g a 4 °C durante 10 min. Una vez
decantado el sobrenadante, se resuspenden las células volteando gentilmente en 200
ml de una solucién 10 % (v/v) de glicerol y 0,05 % (v/v) de Tween-80 (Gli/Tween)
enfriada en hielo. Seguidamente se centrifuga la suspension de células, se retira el
sobrenadante y se resuspenden de nuevo en 100 ml de la misma solucién Gli/Tween.
Tras un tercer paso de centrifugacion se anaden 25 ml de Gli/Tween. Las células se
resuspenden volteando y se dejan reposar para sedimentar los agregados.
Posteriormente se toma la suspension sin los agregados con una pipeta estéril. La
suspension se lleva a un tubo conico limpio enfriado en hielo y se centrifuga.
Finalmente se retira el sobrenadante, las células se resuspenden en 1,5 ml de
Gli/Tween frio y se reparten en alicuotas de 200 pl que se guardan a —80 °C hasta su

uso.

2.- Transformacion de células de M. smegmatis mediante electroporacion.

A una alicuota de 200 pl de células electrocompetentes se le aflade 1 ug del DNA con
el que se van a transformar. Esta mezcla se deposita en una cubeta de
electroporacion (Cell Projects, 50 x 2 mm) y se incuba durante 10 min en hielo. A
continuacion se electropora en un electroporador Gene Pulser (Biorad) a 2.5 kV, 25 pF

y 1000 Q y se incuba la cubeta en hielo otros 10 min. Posteriormente, se anade 1 ml
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de medio 7H9/GIi/ADC/Tween a la cubeta y el liquido se pasa a un tubo conico de 15
ml. Las células se incuban 4 h a 37 °C en agitacion (250 rpm) antes de sembrarlas en

medio soélido 7H10/Gli/ADC con los antibidticos necesarios.

C.- TRANSFORMACION DE CELULAS DE C. glutamicum

1.- Preparacion de células electrocompetentes de C. glutamicum.

Para la preparacion de las células se parte de un preinéculo en fase estacionaria
(aproximadamente 30 h) (10 ml de medio en un matraz de 100 ml) en medio TSB. Se
inocula el medio fresco con una DOgg 0.01 (200 ml TSB en matraz de 1 1) y se incuba
en agitacion (200 rpm) a 30 °C hasta una DOgyp de 1.2-1.5 (6 h de cultivo
aproximadamente). A continuacién, el cultivo se mantiene 30 min en hielo y se
centrifuga en 4 tubos conicos de 50 ml a 3000 x g a 4 °C durante 10 min. Una vez
decantado el sobrenadante, se resuspenden las células volteando gentilmente en 200
ml de una solucion 10 % (v/v) de dglicerol enfriada en hielo. Seguidamente se
centrifuga la suspension de células, se retira el sobrenadante y se resuspenden de
nuevo en 100 ml de la misma solucion. Tras un tercer paso de centrifugacion se
anaden 25 ml de 10 % (v/v) de glicerol. Las células se resuspenden voltedndolas y se
dejan reposar para sedimentar los agregados. Posteriormente se toma la suspensién
sin los agregados con una pipeta estéril. La suspension se lleva a un tubo conico
limpio enfriado en hielo y se centrifuga. Finalmente se retira el sobrenadante, las
células se resuspenden en 2,0 ml de 10 % (v/v) de glicerol y se reparten en alicuotas

de 50 pl que se guardan a —80 °C hasta su uso.

2.- Transformacion de células de C. glutamicum mediante electroporacion.

A una alicuota de 50 pl de células electrocompetentes se afiade 1 ug del DNA con
que se va a transformar. Esta mezcla se pasa a una cubeta de electroporacion (Cell
Projects, 50 x 2 mm) y se incuba durante 10 min en hielo. A continuaciéon se
electropora en un electroporador Gene Pulser (Biorad) a 2.5 kV, 25 pF y 200 Q.
Posteriormente se anade 1 ml de medio TSB a la cubeta y se pasa a un tubo cénico
de 15 ml. Las células se incuban 1 h a 30 °C en agitacion (200 rpm) antes de

sembrarlas en medio soélido TSA con los antibiéticos necesarios.
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EJEMPLO 3. Diseio y construccion del operéon FUN y de los plasmidos

recombinantes que lo portan.

Para llevar a cabo la produccion heterdloga de la actividad 11a-hidroxilasa en
bacterias se disefid el operdn sintético denominado FUN, el cual contiene los genes
cyp509C12 y roCPR1 de R. oryzae, que codifican el citocromo CYP509C12 con
actividad 11a-hidroxilasa y la proteina citocromo reductasa RoOCPR1 necesaria para la
actividad del mismo, respectivamente. El uso de codones se optimizé de forma
manual para las bacterias Mycobacterium y Rhodococcus, conservando un porcentaje
de identidad en nucledtidos del 82,80 % para el caso del citocromo y del 83,24 % para
el caso de la CPR. Para conseguir la traduccién 6ptima del ARNm se anadié una
secuencia Shine Dalgarno/RBS (SEQ ID NO. 3: AAAGGGAG) 6 nucleétidos aguas
arriba a partir de los respectivos codones de inicio de cada gen. Se afiadieron ademas
diversos sitios de restriccion para facilitar diferentes opciones de clonacion. Ademas
se afadioé una alanina como segundo aminoacido para aumentar la traduccion de las
proteinas. El operén disefiado se sintetizO mediante sintesis quimica y se clono
inicialmente en el plasmido pGH generando el plasmido recombinante pGH-FUN que
se utilizé para transformar células competentes de E. coli DH10B. El plasmido pGH-
FUN se secuencié para verificar que la secuencia del operdn clonado era correcta. El

esquema del operon FUN puede verse en la figura 1.

El plasmido pGH-FUN se digiri6 con BamHI y EcoRI para liberar el fragmento que
contiene el operon FUN y éste fue subclonado en el plasmido pMV261, con doble
origen de replicacion para E. colilMycobacterium; resultando el vector pMVFUN que
expresara los genes bajo control del promotor constitutivo Pp,s. El plasmido pMVFUN
se clond inicialmente en E. coli DH10B donde se secuencié para comprobar que la
construccion era correcta. Los plasmidos pMV261 y pMVFUN fueron posteriormente
aislados de las cepas de E. coli portadoras y transformados en M. smegmatis

mediante electroporacion.

Por otro lado, el plasmido pGH-FUN se digiri6 con Sacl y Xbal para liberar el
fragmento que contiene el operdn FUN vy éste fue subclonado en el plasmido pECXK-
99E, con doble origen de replicacién para E. coli/C. glutamicum resultando el vector
pXKFUN que expresara los genes bajo control del promotor Ptrc, inducible por IPTG.
El plasmido pXKFUN se cloné inicialmente en E. coli DH10B donde se secuencio para

comprobar que la construccion era correcta. Los plasmidos pECXK-99E y pXKFUN
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fueron posteriormente aislados de las cepas de E. coli portadoras y transformados en

C. glutamicum mediante electroporacion.

EJEMPLO 4. Técnicas de analisis de los esteroides.

1.- Métodos de extraccion

A.- Extraccion de los esteroides en sistemas de reaccion con células en reposo.

La extraccion de los esteroides a analizar a partir de sistemas de reaccién con células
en reposo se llevo a cabo recogiendo alicuotas (1 ml) de la reaccién a las que se le
anadieron los correspondientes patrones internos (testosterona) a la concentracion de
interés (250 uyM) antes de comenzar el proceso de extraccion. Las muestras con el
patron interno se extraen en 10 ml de cloroformo y se homogenizan empleando un
homogeneizador Bullet Blender 50-DX-CE a velocidad 12, durante 3 min. Tras la
ruptura, las células se centrifugan 10 min a 4000 x g a 4 °C y posteriormente los tubos
se congelan a -80°C durante 10-15 min para separar correctamente las dos fases. La
fase organica se recoge, se pasa a tubos conicos de 50 ml y se evapora a totalidad a
70 °C.

B.- Extraccion de los esteroides en sistemas de reaccion con células en cultivo.

La extraccion de esteroides a analizar por las diferentes técnicas cromatograficas en
sistemas de reaccion con células en cultivo se llevé a cabo recogiendo alicuotas (0,2
ml) de los diferentes cultivos a los que se le afiadieron los correspondientes patrones
internos a la concentracion de interés, indicados en cada caso, antes de comenzar el
proceso de extraccion. Las muestras con el patrén interno se extraen en 0,5 ml de
cloroformo y se homogenizan empleando un vortex durante 30 s. Las muestras se
congelan a -80°C durante 10-15 min para separar correctamente las dos fases. La
fase organica se recoge, se pasa a tubos eppendorf de 2 ml y se evapora a totalidad a
70 °C.

2.- Métodos cromatograficos

A.- CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC).
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Las placas de TLC utilizadas (Silica gel 60 F254 20 x 20 cm, Merck) se recortan
dejando 1 cm de margen en cada lado, 8 cm de carrera y 1 cm de separacion entre
muestra y muestra. Las diferentes muestras extraidas se resuspenden en acetonitrilo
en un volumen de entre 10-20 ul dependiendo de la concentracidon esperada en cada
caso. Para realizar la TLC, 10 pl de cada muestra se cargan sobre la placa de TLC y
una mezcla de cloroformo:etanol (95:5) (Merck) se usa como fase movil. Los
diferentes esteroides de las biotransformaciones se revelan con una solucién del 20 %
(v/v) de H,SOq,.

B.- CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A DETECTOR
DE FOTODIODOS EN SERIE (HPLC-DAD) Y CROMATOGRAFIA LiQUIDA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS (LC-MS).

La deteccion y cuantificacion de los productos generados en las reacciones de
biotransformacion esteroideas se realizé6 mediante HPLC-DAD-MS usando un equipo
de cromatografia liquida (Surveyor Plus LC) equipada con inyector automatico
acoplado en serie a un detector DAD que permitié monitorizar la elucion a DO,45 y con
una trampa iénica (LXQ) equipada con una fuente de ionizacién quimica a presion
atmosférica (APCI) y una fuente de isoelectronebulizacion (IES), todo ello
suministrado por Thermo Electron (San Jose, CA, EEUU). Los datos se procesaron
con el software Xcalibur (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, EEUU). La
separacion se realiza mediante una columna de fase reversa C18 y a un gradiente

determinado en cada caso.

EJEMPLO 5. Biotransformacion de PROG en 11a-OH-PROG utilizando la cepa C.
glutamicum R31 (pXKFUN).

Para los ensayos de biotransformacion de progesterona (PROG) con células en
reposo de C. glutamicum R31 (pXKFUN) se empleé tampon fosfato 50 mM (pH 7.4), al
que se le anadieron los esteroides a una concentracion final de 0,5 mM, desde una
solucion de esteroide preparada a 5 mM en 10 % (v/v) de Tyloxapol, siendo por tanto
la concentracion final del mismo de 1 % (v/v). Se tomaron muestras para analizar la
biotransformacion de esteroides durante 72 h. Para la obtencién de la biomasa
empleada en la biotransformacion se cultivd un volumen total de 200 ml de células de
C. glutamicum crecidas en medio TSB durante 30 h a 30 °C y 250 rpm en matraz de 1

| desde una DOgqo de 0,1, empleando un preindculo de 48 h crecido en medio TSB, a
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30 °C y agitado a 250 rpm. En caso de ser necesario se anadieron kanamicina (25 ug
ml™") y &cido d-aminolevulinico 0,5 mM. Los cultivos fueron inducidos con IPTG 1 mM
cuando alcanzaban una DO600 de 1,5. Dichas células fueron recogidas mediante
centrifugacion (10 min, 4000 x g) y lavadas dos veces con tampon fosfato 50 mM (pH
7.4).

- Identificacion y cuantificacion de PROG y 11a-OH-PROG.

La separacion cromatografica se realizé en una columna Mediterranea Sea C18 (150
mm x 4.6 mm de didametro interno, 5 ym de tamafio de particula) (Teknokroma,
Barcelona). Las fases moviles empleadas contenian agua y 0.1 % acido férmico (A),
acetonitrilo y 0.1 % acido férmico (B). El flujo empleado fue de 1 mI min™" y el gradiente

lineal utilizado se muestra en la tabla 1.

Tiempo
(min) % A | %B
0 50 |50
5 50 |50
35 20 |80
40 20 |80
45 50 |50
60 50 |50
Tabla 1.

Durante este gradiente, el eluyente se analizé por DAD y por el espectrometro de
masas desde el minuto 1 hasta el 50. Las condiciones de trabajo del equipo fueron:
fuente de ionizacion IES, temperatura del capilar (350 °C), cobertura de nebulizacion
(60 °C), voltaje del capilar (9 V), amplificador (400 Vp), corriente de la fuente (100 pA).
Como gas auxiliar y nebulizador se utilizé nitrdgeno de alta pureza. El analisis
cuantitativo se realizdé por el método del patrén interno, a partir de diluciones de las
soluciones madre de PROG y 11a-OH-PROG en concentraciones comprendidas entre
500.000 yM y 15.625 uM, a las que se afadié 250 pyM de testosterona como patrén
interno. La extraccion de analitos se llevdé a cabo de la misma manera que en las

muestras a analizar (véase el ejemplo 4, apartado 1). Una vez realizada la extraccion,

29



10

15

20

25

30

35

ES 2648 614 Al

los residuos se resuspendieron en 500 ul de acetonitrilo (LC-MaScan, LAB-SCAN) de

los que se inyectaron 25 pl para su analisis cromatografico.

Los resultados de un experimento de biotransformacion de PROG en 11a-OH-PROG

pueden verse en las Figuras 2y 3.

La cepa C. glutamicum R31 (pXKFUN) también es capaz de 11a hidroxilar otros
esteroides distintos a la PROG y convertirlos en sus correspondientes derivados 11a
hidroxilados. Asi por ejemplo cuando a la cepa C. glutamicum R31 (pXKFUN) se le
suministran como sustrato, en lugar de PROG, sustancias como DOC, TEST, AD o
dehidroepiandrosterona (en adelante, DHEA), a una concentraciéon de 0,5 mM, la cepa
bacteriana es capaz de sintetizar 11a-OH-DOC, 11a-OH-TEST, 11a-OH-AD u 11a-
OH-DHEA, respectivamente, con rendimientos de 41,5 + 3,6%, 49,3 £ 0,5%, 38,0
7,6%y 22,3 = 8,7%, respectivamente.

EJEMPLO 6. Biotransformacion de CHO en 11a-OH-ADD utilizando la cepa M.
smegmatis CECT 8331 (pPMVFUN).

Para los ensayos de biotransformacién de colesterol con células en crecimiento de M.
smegmatis CECT 8331 (pMVFUN) se empled el medio 7H9 sin suplementos (sin
glicerol y sin ADC) al que se le afadio glicerol 18 mM y colesterol a la concentracion
final de 1 mM, contenidos en 3,6 % (v/v) de Tyloxapol. En caso de ser necesario se
afiadié kanamicina (20 pg ml™") y acido d-aminolevulinico 0,5 mM desde el momento
de la inoculacién. Un volumen total de 20 ml de cultivo de células de M. smegmatis
fueron cultivadas a 37 °C y 250 rpm en matraz de 100 ml desde una DOgy de 0,1
empleando un preinéculo de 48 h crecido en medio 7H9/GIi/ADC/Tween, a 37 °C y
agitado a 250 rpm. Se tomaron muestras para analizar la biotransformacion de

esteroides y se monitorizo el crecimiento durante 96 h.

- Identificacion y cuantificacion de ADD y 11a-OH-ADD empleando como sustrato
CHO

La separacion cromatografica se realizd en una columna Tracer Excel 120 ODSB C18

(150 mm x 4,6 mm de diametro interno, 5 ym de tamano de particula) (Teknokroma,

Barcelona). Las fases moviles empleadas contenian agua y 0,1 % acido férmico (A),
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acetonitrilo y 0,1 % &cido féormico (B), isopropanol y 0,1 % acido férmico (C). El flujo

empleado fue de 1 mI min™ y el gradiente lineal utilizado se muestra en la tabla 2.

Tiempo
(min) %A | %B|%C
0 50 |50 |O
5 50 |50 |O
15 20 |71 |9
20 4 87 |9
40 0 85 |15
41 0 85 |15
42 50 |50 |O
52 50 |50 |0
Tabla 2.

Durante este gradiente, el eluyente se analizé por DAD y por el espectrometro de
masas desde el minuto 1 hasta el 52. Las condiciones de trabajo del equipo fueron:
fuente de ionizacion APCI, temperatura del capilar 275 °C, temperatura de
vaporizacion 425 °C, voltaje del capilar 39 V, voltaje de descarga de la corona 6.00
kV, corriente de la fuente 6.00 yA y 15 eV para la energia de disociacién por colision.

Como gas auxiliar y nebulizador se utilizd nitrégeno de alta pureza.

El analisis cuantitativo se realizé por el método del patron interno, a partir de
diluciones de la solucion madre de CHO, en concentraciones comprendidas entre
1000.000 uyM y 15.625 pyM, a las que se afiadié 500 uyM de testosterona como patrén
interno. La extraccion de analitos se llevdé a cabo de la misma manera que en las
muestras a analizar (véase el ejemplo 4, apartado 1). Una vez realizada la extraccion,
los residuos se resuspendieron en 1500 ul de acetonitrilo (LC-MaScan, LAB-SCAN) de

los que se inyectaron 25 pl para su analisis cromatografico.
Las cuantificaciones de 11a-OH-ADD se realizaron mediante el calculo de rendimiento

de la reaccién empleando las areas corregidas, al no disponer de producto puro. Se

calcula el rendimiento con respecto al sustrato (colesterol) como:
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A(llaOH—ADD)
Wi1a-0H-ADDICHO = “AD_ ADD 11a0H—AD TTaOH-ADD 4—HBC T,4-HBC CHO
[A(ISTD)+A(ISTD) ( ISTD ) A( ISTD ) A( ISTD ) A( ISTD ) (ISTD)]

El resultado de un experimento puede verse en la figura 4.

EJEMPLO 7. Biotransformacion de FITO en 11a-OH-ADD utilizando la cepa M.
smegmatis CECT 8331 (pPMVFUN).

Para los ensayos de biotransformacion de fitoesteroles con células en crecimiento de
M. smegmatis CECT 8331 (pMVFUN) se empled6 el medio 7H9 sin suplementos (sin
glicerol y sin ADC) al que se le afiadié glicerol 18 mM vy los fitoesteroles a la
concentracion final de 1 mM, contenidos en 3,6 % (v/v) de Tyloxapol. En caso de ser
necesario se afiadié kanamicina (20 ug ml™") y acido d-aminolevulinico 0,5 mM desde
el momento de la inoculacién. Un volumen total de 20 ml de cultivo de células de M.
smegmatis fueron cultivadas a 37 °C y 250 rpm en matraz de 100 ml desde una DOgg
de 0,1 empleando un preinéculo de 48 h crecido en medio 7H9/GIi/ADC/Tween, a 37
°C y agitado a 250 rpm. Se tomaron muestras para analizar la biotransformaciéon de

esteroides y se monitorizé el crecimiento durante 96 h.

- Identificacion y cuantificacion de ADD y 11a-OH-ADD empleando como sustrato
FITO

La separacion cromatografica se realizd en una columna Tracer Excel 120 ODSB C18
(150 mm x 4,6 mm de diametro interno, 5 ym de tamano de particula) (Teknokroma,
Barcelona). Las fases moviles empleadas contenian agua y 0,1 % acido férmico (A),
acetonitrilo y 0,1 % &cido formico (B), isopropanol y 0,1 % acido férmico (C). El flujo
empleado fue de 1ml min™ y el gradiente lineal utilizado se muestra en la siguiente
tabla 3:

Tiempo

%A|%B|%C
(min)
0 50 |50 |O
5 50 |50 |O
15 20 (71 |9
20 0 91 |9
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40 0 70 30

41 0 85 15

42 50 50 0

52 50 50 0
Tabla 3.

Durante este gradiente, el eluyente se analizé por DAD y por el espectrometro de
masas desde el minuto 1 hasta el 52. Las condiciones de trabajo del equipo fueron:
fuente de ionizacion APCI, temperatura del capilar 275 °C, temperatura de
vaporizacion 425 °C, voltaje del capilar 39 V, voltaje de descarga de la corona 6.00
kV, corriente de la fuente 6.00 yA y 15 eV para la energia de disociacién por colision.

Como gas auxiliar y nebulizador se utilizé nitrégeno de alta pureza.

El analisis cuantitativo se realizé por el método del patron interno, a partir de
diluciones de la solucion madre de FITO, en concentraciones comprendidas entre
1000.000 yM y 15.625 pM, a las que se afadié 500 yM de testosterona como patrén
interno. La extraccion de analitos se llevdé a cabo de la misma manera que en las
muestras a analizar. Una vez realizada la extraccion, los residuos se resuspendieron
en 1500 ul de acetonitrilo (LC-MaScan, LAB-SCAN) de los que se inyectaron 25 pl

para su analisis cromatografico.

Para la preparacion del medio de cultivo, como para la recta de calibrado, se
prepararon las soluciones de fitosteroles a una concentraciéon de 1 mM empleando
para el célculo el peso molecular del B-sitosterol, el mas abundante de los fitosteroles
presentes en la mezcla. Sin embargo, para la cuantificaciéon se realizd una correccion
basandose en la abundancia relativa de sus componentes: B-sitosterol (83,61 %),
campesterol (7,59 %) y estigmasterol (8,79%) y teniendo en cuenta peso molecular de
cada uno de ellos se calculé la concentracion de los mismos, por lo que en la
concentracion real en las muestras preparadas a concentracion 1 mM (medio inicial de
cultivo) era la siguiente: 0,84 mM de B-sitosterol, 0,08 mM de campesterol y 0,09 mM
de estigmasterol. En la cuantificacion, tanto para el célculo del consumo como para el
célculo de los rendimientos, se expresa la concentracién de fitosteroles como el
sumatorio de las concentraciones sus componentes, e.g. para el tiempo inicial la
concentracion de fitosteroles seria 0,84 + 0,08 + 0,08 = 1 mM). Como puede

observarse, aunque esta correccion se realizo, resulta despreciable.
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Las cuantificaciones de ADD y 11aOH-ADD se realizaron mediante el calculo de
rendimiento de la reaccion empleando las areas corregidas, al no disponer de

producto puro. Se calcula el rendimiento con respecto al sustrato (fitosteroles) como:

(110(OH—ADD)
\P11G-OH-ADD/ FITO = AD ADD 11aOH—AD 110(135[—)ADD 4—HBC 1,4—HBC FITO
[ (m) (m) A( ISTD ) ( ISTD ) A( ISTD) A( ISTD ) (m)]

El resultado de un experimento puede verse en la figura 5.

EJEMPLO 8. Biotransformaciéon de CHO en 11a-OH-AD utilizando la cepa M.
smegmatis CECT 8332 (pMVFUN).

Para los ensayos de biotransformacién de colesterol con células en crecimiento de M.
smegmatis CECT 8332 (pMVFUN) se empled el medio 7H9 sin suplementos (sin
glicerol y sin ADC) al que se le afadio glicerol 18 mM y colesterol a la concentracion
final de 1 mM, contenidos en 3,6 % (v/v) de Tyloxapol. En caso de ser necesario se
afiadié kanamicina (20 pg ml™") y acido d-aminolevulinico 0,5 mM desde el momento
de la inoculacién. Un volumen total de 20 ml de cultivo de células de M. smegmatis
fueron cultivadas a 37 °C y 250 rpm en matraz de 100 ml desde una DOgy de 0,1
empleando un preinéculo de 48 h crecido en medio 7H9/GIi/ADC/Tween, a 37 °C y
agitado a 250 rpm. Se tomaron muestras para analizar la biotransformacion de

esteroides y se monitorizé el crecimiento durante 96 h.

La identificacion y cuantificacion de AD y 11a-OH-AD se realiz6 empleando la
metodologia contenida en el ejemplo 6. La cuantificacion 11a-OH-AD, igualmente se
realiz6 mediante el calculo de rendimiento de la reaccion empleando las areas
corregidas, al no disponer de producto puro. Se calcula el rendimiento con respecto al

sustrato CHO como:

(11cx0H—AD)
W 11q-0H-ADICHO = AD ADD T1QOH—AD 11aIg£EADD 7-HBC T,4-HBC CHO
[A(m)“‘(m) ( ISTD ) A( ISTD ) A( ISTD) A( ISTD ) (m)]

El resultado de un experimento puede verse en la figura 6.

EJEMPLO 9. Biotransformaciéon de FITO en 11a-OH-AD utilizando la cepa M.
smegmatis CECT 8332 (pMVFUN).
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Para los ensayos de biotransformacion de fitoesteroles con células en crecimiento de
M. smegmatis CECT 8332 (pMVFUN) se empled6 el medio 7H9 sin suplementos (sin
glicerol y sin ADC) al que se le afiadié glicerol 18 mM vy los fitoesteroles a la
concentracion final de 1 mM, contenidos en 3,6 % (v/v) de Tyloxapol. En caso de ser
necesario se afiadié kanamicina (20 ug ml™") y acido d-aminolevulinico 0,5 mM desde
el momento de la inoculacién. Un volumen total de 20 ml de cultivo de células de M.
smegmatis fueron cultivadas a 37 °C y 250 rpm en matraz de 100 ml desde una DOgg
de 0,1 empleando un preinéculo de 48 h crecido en medio 7H9/GIi/ADC/Tween, a 37
°C y agitado a 250 rpm. Se tomaron muestras para analizar la biotransformaciéon de

esteroides y se monitorizé el crecimiento durante 96 h.

La identificacion y cuantificacion de AD y 11a-OH-AD se realiz6 empleando la
metodologia contenida en el ejemplo 7. La cuantificacion 11a-OH-AD, igualmente se
realiz6 mediante el calculo de rendimiento de la reaccion empleando las areas
corregidas, al no disponer de producto puro. Se calcula el rendimiento con respecto al

sustrato (FITO) como:

(11cx0H—AD)
\P11G-OH-AD/ FITO = AD ADD 11aOH—AD 11aIg£2ADD 4—HBC 1,4—HBC FITO
[ (m) (m) ( ISTD ) ( ISTD ) A( ISTD) A( ISTD ) (m)]

El resultado de un experimento puede verse en la figura 7.
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REIVINDICACIONES

Construccion génica que comprende una secuencia nucleotidica codificante
para el citocromo CYP509C12 de Rhizopus oryzae y una secuencia

nucleotidica codificante para la reductasa RoCPR1 de Rhizopus oryzae.

Construccion génica segun la reivindicacion 1, donde la secuencia nucleotidica
codificante para el citocromo CYP509C12 es la SEQ ID NO: 1.

Construccion génica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, donde la
secuencia nucleotidica codificante para la reductasa RoCPR1 es la SEQ ID
NO: 2.

Construccion génica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que
ademas comprende una secuencia consenso Shine Dalgarno aguas arriba de

cada uno de los codones de inicio de cada secuencia nucleotidica.

Construccion génica segun la reivindicacion 4, donde la secuencia consenso
se localiza 6 pb aguas arriba de cada uno de los codones de inicio de cada

secuencia nucleotidica.

Construccion génica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que

ademas comprende al menos dos sitios de restriccion.

Construccion génica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que
ademas comprende un codén que da lugar a una alanina situada en la

segunda posicion de cada una de las dos proteinas traducidas.

Célula bacteriana que comprende la construccion génica segun cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 7.

Célula bacteriana segun la reivindicacion 8, que es una célula de

actinobacterias.

Célula bacteriana segun cualquiera de las reivindicaciones 8 o0 9, que es una

célula de la especie Corynebacterium glutamicum.
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Célula bacteriana segun cualquiera de las reivindicaciones 8 o0 9, que es una

célula de la especie Mycobacterium smegmatis.

Célula bacteriana segun la reivindicacion 11, que ademas comprende
inactivada funcionalmente o delecionada total o parcialmente al menos una
secuencia de nucleétidos endégena que codifica el componente reductasa de

la enzima 3-cetosteroide-9a—hidroxilasa.

Célula bacteriana segun la reivindicacion 12, que ademas comprende
inactivada funcionalmente o delecionada total o parcialmente al menos una
secuencia de nucledtidos enddgena que codifica la enzima 3-cetosteroide-A1-

deshidrogenasa.

Célula bacteriana segun la reivindicacion 12, que es una célula de M.
smegmatis CECT 8331.

Célula bacteriana segun la reivindicacion 13, que es una célula de M.
smegmatis CECT 8332.

Uso de la célula bacteriana segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 15

para la produccion de esteroides 11a hidroxilados o sintonas 11a hidroxiladas.

Uso de la célula bacteriana segun la reivindicacion 16, donde los esteroides
11a hidroxilados o las sintonas 11a hidroxiladas se producen a partir de

sintonas no hidroxiladas.

Uso de la célula bacteriana segun la reivindicacion 17, donde las sintonas 11a
hidroxiladas son 11a-OH-PROG, 11a0-OH-DOC, 110-OH-TEST, 11a-OH-
DHEA, 11a-OH-AD y/o 11a-OH-ADD vy las sintonas no hidroxiladas son PROG,
DOC, TEST, DHEA, AD y/o ADD.

Uso de la célula bacteriana segun la reivindicacion 18, donde la célula es la

célula segun la reivindicacién 10.
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Uso de la célula bacteriana segun la reivindicacion 16, donde la sintona 11a
hidroxilada es 11a0-OH-ADD producida a partir de esteroles naturales y la

célula bacteriana es la célula segun cualquiera de las reivindicaciones 12 o 14.

Uso de la célula bacteriana segun la reivindicacion 16, donde la sintona 11a
hidroxilada es 11a-OH-AD producida a partir de esteroles naturales y la célula

bacteriana es la célula segun cualquiera de las reivindicaciones 13 o 15.

Uso de la célula bacteriana segun cualquiera de las reivindicaciones 20 o 21,

donde los esteroles naturales son colesterol o fitoesteroles.

Procedimiento para la produccién de esteroides 11a hidroxilados o sintonas

11a hidroxiladas que comprende las etapas de:

a. poner en contacto un cultivo de la célula bacteriana segun cualquiera de
las reivindicaciones 8 a 15 con un sustrato esteroideo,

b. incubar la mezcla del paso (a) en condiciones de fermentacion, y

c. separar del medio de cultivo los esteroides 11a hidroxilados o las sintonas

11a hidroxiladas producidos tras la incubacion del paso (b).

Procedimiento segun la reivindicacion 23, donde el medio de cultivo

comprende glicerol.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 o 24, donde el
sustrato esteroideo se selecciona de la lista que consiste en: fitoesteroles,
colesterol, PROG, DOC, TEST, DHEA, AD o ADD, o cualquiera de sus

combinaciones.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25, donde el
sustrato esteroideo son fitoesteroles o colesterol, la sintona 11a hidroxilada es
110-OH-AD y la célula bacteriana es la célula segun cualquiera de las

reivindicaciones 13 o 15.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25, donde el

sustrato esteroideo son fitoesteroles o colesterol, la sintona 11a hidroxilada es
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110-OH-ADD vy la célula bacteriana es la célula segun cualquiera de las

reivindicaciones 12 o 14.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25, donde el
sustrato esteroideo es AD, ADD, PROG, DOC, DHEA y/o TEST, la sintona 11a
hidroxilada es 11a-OH-PROG, 11a-OH-DOC, 11a-OH-TEST, 11a-OH-DHEA,
110-OH-AD y/o 11a-OH-ADD vy la célula bacteriana es la célula segun

cualquiera de las reivindicaciones 8 a 15.

Procedimiento segun la reivindicacion 28, donde la célula bacteriana es la

célula segun la reivindicacién 10.
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 6
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LISTADO DE SECUENCIAS
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC)

PRODUCCION DE ESTEROIDES 11-ALFA HIDROXILADOS MEDIANTE
BIOTRANSFORMACION CON BACTERIAS RECOMBINANTES

ES1641.1208

3

PatentIn version 3.5
1

1584

DNA . . . .
Secuencia Artificial

Secuencia nucleotidica codificante para el citocromo CYP509C12
optimizada

1

atggcgatgg
ctaccggtgc
gtgcttcacc
ttgtcctact
aagcgcttgg
ttcgattgga
gacctatacc
cagttcttgg
aagcttatga
cccgacctat
agggatttca
aagggtgatc
cccatcttga
agggagcagc
aagcgcatgg
gtcgccttga
cggcacaaca
ttctgcttct
atcagcgtgc
atgccctact
atccttccga
gcaaccgtca

gatgatttca

aaatcgccga
ttcagaagaa
gcatctactc
tccecctecgce
tgttccccgt
cggtgtacat
cgaagtccca
gttacgattc
accccgectt
tcttcgtgat
cgttggatgt
ccgatgaatg
acatcttcgg
ggaaggccgt
aaatcgaaaa
tgctggaagc
tcgcecggett
acaaccttgc
tgggcgatga
tgaaccttgt
gggtggcagc
acatcgacat

tccccgaaag

gttcgcgetc
gtccaagaag
ctacttcaag
aaagtccatc
gatcaaggaa
cgccaacccg
cgatttcttg
cgtgggcttg
ccaccgctcc
cgaaaaggaa
cctcggtctt
gaccaagacg
tccgttcagce
ggccaagttg
cggtgcctac
cgaaaagagg
cttcttggcc
caagaacaag
tcccaaggac
gttgaaggaa
aaaggacatg
ctacggtatc

gctcgatgaa

gaatcctacc
tcctacatcg
gtgcccaaga
ttcaacaacg
aacaacggga
gtcgccgcca
aagatgttgg
acgaacgggc
atgcccatca
aacggtacga
acggtgttcg
ttcacgttgg
ttcatcttga
aacggcaagt
tccaacaccc
ggcgaaggct
ggccacgaca
cacgtccaga
gtggtcccca
aaccttcgcc
gtggtcgacg
caccacaacc

aacggcgaac

gcagcacgtt
gtgccgccat
ggttccagca
agccgatcta
tctacgtgag
agcacgtctt
gctccaacag
acgtgtggaa
acaccatgtc
tcgccgtgcec
gcttcgactt
ccaacgaagg
ccgccatctt
tggaacagtt
cggaaaacga
tgacgaacga
ccacggccaa
acaagttgag
cgcttgatca
ttaacggtcc
gtaccttcat
cgaagttctg

aggactccca

ggaaaagatc
caccttgatc
cctacccaag
cgatcggtac
caagatctcc
gcttaaggcg
ccecggtegtc
gaaccagcgg
cacggtcatc
ctccgtcatg
caaggcattg
cttgttcgat
ccccaagagg
gatccaccag
aaaggacttg
tttggagctt
cgccctctcec
gcaggaaatc
gctaaaggaa
cgccgataac
cccgaagggc
gaacaacccc

cgatggccta

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380


agutierr
Texto escrito a máquina
1

agutierr
Texto escrito a máquina


acctggttgc
gagcagaggc
tccatccact
ttgaccttca
<210> 2
<211> 2145
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
opti

<400> 2
atggccacgc

accatcggcc
aagtccgatt
cgcaacttcg
cagaccggta
ggtgtgagcg
cccgaagact
aacgccgtgg
ggtgagggca
tacgagcact
aagaggatcg
gcctggeagg
gcccactccg
gcaaaggtct
gatgccaagc
aggcactgcc
gaccacgtgg
cttggcttgce
tccaagaagt
gacatctgct
gaagcctcca
gtcggtgatg
ttggagttgg
cgccttcagce

gccgtgacgg
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cgttcggtaa cggtgcacgc cagtgcttgg gtatgaactt cagcttgacg

ttttgttggt gatgatgatc aggaagtacg aaatcgatgt gcccaaggat

acgaacgggt gatcttcggc tccgagacca cgccccccaa ctcccttgaa

agaagcgcta

mizada

ggaacaactc
ttggtaccgt
ccaccaacaa
tgaaggtgat
ccgccgaaga
caatgacggc
ccttggtgtt
atttctggga
agccgttgca
acaacgaggt
gcgaaagggg
aagagatgtg
gcccgcgeca
accttggtga
gcccctacaa
ttcaccttga
ccatctggcc
agaacaagtt
acccctteccc
ccgcagtgcec
aggaagccct
tcacgcgcaa
atggtgcatt
cccgctacta

cagtcacgct

ctga

Secuencia Artificial

ccaccacctg
ggcctggttc
gtccgaagtg
gcagcagcag
cttcgcctcc
cgatatcgaa
cttcatcatg
cttgttggca
gaagcttcgc
catcaggaag
cgaaggtgat
gcccgecttce
ggccatcttc
aatcggcgaa
cgcacccatc
aatcgatatc
gaccaacaac
ggataccgtc
ggtgcccacc
ccgccaggtc
taggaagctt
cttgggtgag
ctcctcecgtg
ctccatctcc

tcagtacacg

cttgacaccg
gccaggcacc
aaggatgagg
ggtcgccggg
cgccttgcaa
cagtacgatt
gcaacctacg
gaagaggtcc
tacgtcgect
gtcgataacc
gatgatggta
tgcgaagccc
aagatcgaag
tggcttaagg
acgtccaagg
tccaacacca
gaagtcgaag
atccacgtcc
acctaccggg
ttgatgtcct
gccacggata
gtcttgcaga
cccttcgatt
tcctccteca

ccggagcacg

tcgatttgat
agatcgccaa
caaagacccc
tcatcttctt
aggaatgcac
tgagctacct
gtgaaggtga
ccgagttctc
tcggtcttgg
gcttgctttc
cccttgaaga
ttggtgtcga
aactgacggc
aaggcgcctc
acatcttcaa
acttgtccta
tcaaccgcct
agtcccttga
ccgtcttccg
tgatcgaata
aggatgaata
tgttggcaga
tggtgatcga
aggaaaaccc

gctccccccg

Secuencia nucleotidica codificante para la reductasa RoCPR1l

cctgctaggt
ccggcttttc
caagcaggaa
ctacggttcc
ccagaagtac
tgattccgtg
acccacggat
caacgatgat
taacaagacg
cttgggtgca
agatttcttg
tgaaagcaac
atacgaccag
catcgtgtac
ggcaggcgat
ccagacgggt
tgccaagctt
ccececgecgcec
ccactacctt
cgcccccacg
ccgcgtgceac
gagcgaatcc
aagcatctcc
caagaagatc

caccgtctac

1440
1500
1560
1584

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
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ggtgtgaaca
agcgtgatcc
aaggtggccc
acggtgcccg
agggaacgcg
ggttgccgea
gtcttgggcg
tacgtccagc
gcctacgtgt
gtccgcttcg
aacttgagga
<210> 3

<211> 8

<212> DNA
<213>

<220>
<223>

ccaactacct
ccgaatacaa
gcatccccgt
tgatcatgat
cacttcagaa
acagggcaga
gtgattcccg
accgcttgat
acgtgtgcgg
cacagcagtt

acacgggtag

Shine Dalgarno

<400> 3
aaagggag

ttggcgcgtg
cttgaccggc
gcacgtccgc
cggtcccggt
gaaggaaaac
agatttcctt
catcatcacc
ggaaaacggc
cgatgcaaag
cggcggcatg

gtaccaggaa

Secuencia Artificial

ES 2648 614 Al

cacgaagcag
ccgcgcgatt
cgctcccagt
acgggtgtgg
aagccggtgg
tacgaagaag
gcattctccc
caggagatgt
aacatggccc

gacgaaaacc

gatgtgtgga

tcaacaactt
ccttgttcag
tcaagttgcc
caccgttccg
ggcccacgat
aatggccgga
gcgaaacgga
ggaacttgtt
gcgatgtgaa
ggtcccagga

gctga

gacgcccaac
ccagcagggc
caggaacccc
cggcttcgtg
cctcttcttc
gttgttcgaa
aaagaaggtg
ggaaaagggc
ccagaccttc

ttacgtgaag

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2145

Secuencia consenso para un sitio de union al ribosoma o secuencia
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