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DESCRIPCION

Variante de L-aspartato oxidasa y procedimiento para la produccién de quinolinato o acido nicotinico utilizando la
misma

Campo de la técnica

La invencion se refiere a variantes de L-aspartato oxidasa, microorganismos productores de quinolinato que incluyen
genes que codifican variantes de L-aspartato oxidasa, y procedimientos de produccion de quinolinato o acido
nicotinico con alta eficacia utilizando los microorganismos.

Técnica antecedente

El acido nicotinico es un 6xido de nicotina y uno del complejo de vitaminas B. Es una vitamina hidrosoluble, que
también se llama niacina, o vitamina B3 y es prevalente en animales y plantas. La deficiencia de acido nicotinico
puede producir la enfermedad pelagra o neuropatias. En general, el acido nicotinico esta en forma de coenzima
amida del acido nicotinico, es decir, dinucleétido nicotinamida adenina (NAD) o fosfato del dinucleétido nicotinamida
adenina (NADP), in vivo, y esta implicado en reacciones de oxidacion reduccion.

El quinolinato, que también se llama acido quinolinico, se produce por oxidaciéon de la quinolina. Se sabe que el
acido quinolinico tiene neurotoxicidad y produce distintos trastornos neurolégicos. El quinolinato se conoce también
como un precursor del acido nicotinico.

El acido nicotinico que es ampliamente aplicable a los alimentos y productos medicinales puede prepararse por un
procedimiento sintético quimico o un procedimiento de produccion bioldgico. La sintesis quimica del acido nicotinico
puede dar como resultado grandes cantidades de residuos toxicos incluyendo catalizadores. Por lo tanto, los
residuos necesitan un tratamiento completo y un gran gasto para desecharlos. Ademas, la pirimidina que se utiliza
como precursor tiene distintos derivados, y entonces las fluctuaciones del suministro y el precio de la pirimidina
pueden producir un precio inestable del acido nicotinico.

Para resolver dichos problemas del procedimiento de sintesis quimica, se han estudiado procedimientos bioldgicos
de produccién de acido nicotinico utilizando materiales derivados de carbohidratos renovables. La produccion
biolégica de acido nicotinico se consigue principalmente mediante dos rutas biosintéticas, una de las cuales es una
ruta biosintética de acido nicotinico a partir de tript6fano como un material de partida en eucariotas, y la otra es a
partir de acido aspartico como material de partida en procariotas. Ambas rutas utilizan quinolinato como
intermediario, y se biosintetiza acido nicotinico a partir quinolinato por la acciéon de la quinolinato fosforribosil
transferasa (nadC) nicotinato-mononucledtido adenil transferasa (nadD), NAD sintetasa (nadE), nicotinamida-
nucleétido adenil transferasa (NMN nadR), y nicotinamidasa (pncA).

Los procedimientos de sintesis bioldgica del acido nicotinico utilizando E. coli o Corynebacterium glutamicum
recombinantes mediante la ruta de acido aspartico se ha desvelado (Patente coreana N° 10-1223904). El documento
WO 2012096553 se refiere a un procedimiento para la preparacion de acido nicotinico, que comprende las etapas
de: obtencién de una solucién de cultivo que contiene acido quinolinico incubando un microorganismo que tiene la
capacidad para producir acido quinolinico; y la adicién de un acido a la solucién de cultivo y llevar a cabo la reaccion
de descarboxilacion. Este documento menciona que el aumento de aspartato oxidasa se puede conseguir por una o
mas de las vias que se seleccionan de entre: (i) la via para aumentar el nimero de copias gendmicas de genes
intracelulares que codifican la aspartato oxidasa, (ii) la via para modificar la expresion de secuencias reguladoras de
dichos genes, y (iii) la via para remplazar dicho gen con un gen modificado cuya actividad enzimatica esta
aumentada. Aunque los inventores de la presente invencion investigaron para afrontar estos problemas de dichos
procedimientos de sintesis biolégica del acido nicotinico para mejorar el rendimiento de quinolinato o acido
nicotinico, encontraron variantes enzimaticas implicadas en la produccién de alto rendimiento de quinolinato y
completar la presente invencion.

Descripcion detallada de la invenciéon

Problema técnico

La invencion proporciona variantes de L-aspartato oxidasa que demuestra que se libera la regulacion por
retroalimentacion mediante acido nicotinico o dinucleétido nicotinamida adenina (NAD).

La invencion proporciona microorganismos productores de quinolinato que incluyen las variantes de L-aspartato
oxidasa.

La invencion proporciona procedimientos de produccion de quinolinato cultivando los microorganismos.

La invencién proporciona procedimientos de producciéon de acido nicotinico cultivando los microorganismos y la
descarboxilacién de quinolinato.
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Solucién técnica

En consecuencia, la presente invencién proporciona una variante de L-aspartato oxidasa que comprende la
secuencia de aminoacido expuesta en la SEQ ID NO: 1 que en la posicion 3022 de la SEQ ID NO: 1 se ha sustituido
con otro aminoacido en el que el otro aminoacido se selecciona de entre el grupo que consiste en arginina, glicina,
alanina, serina, treonina, cisteina, valina, leucina, isoleucina, metionina, prolina, fenilalanina, tirosina, triptéfano,
asparagina, glutamina, e histidina.

La L-aspartato oxidasa tiene una actividad catalitica de oxidacion del L-aspartato a iminosuccinato, como se
representa en el Esquema de Reaccion 1.

<Esquema de reaccion 1>
L-aspartato + Fumarato <> a-iminosuccinato + Succinato + H*
L-aspartato + Oxigeno <> perdxido de hidrogeno + a-iminosuccinato + H*

La L-aspartato oxidasa desvelada en el presente documento puede comprender la secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID NO: 1. Sin embargo, no se limita a esta, debido a que puede haber diferencias en las
secuencias de aminoacidos de la proteina dependiendo de la especie o las cepas microbianas. En otras palabras,
puede ser una proteina mutante o variante artificial con una secuencia de aminoacidos que comprende una
sustituciéon, eliminacion, insercion o adicion de uno o varios aminoacidos en una o mas localizaciones de la
secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 1, a condicion de que pueda oxidar el L-aspartato a
iminosuccinato. En el presente documento “varios” puede diferenciarse dependiendo de la localizacién o tipo en la
estructura tridimensional de los restos de aminoacidos de la proteina, pero especialmente significa de 2 a 20,
especificamente de 2 a 10, y mas especificamente de 2 a 5. Ademas, la sustitucién, eliminacion, insercion, adicion o
inversion del aminoacido incluye las producidas por variantes artificiales o mutacion natural, se basa en la diferencia
en los individuos o especies de un microorganismo.

El polinucleétido que codifica la secuencia de aminoacidos de la presente invencion puede comprender la secuencia
de polinucleétido que codifica la proteina que tiene la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 1,
o la secuencia de aminoacidos con un 80 % o mas, especificamente un 90 % o mas, mas especificamente un 95 %
0 mas, y particularmente especificamente un 97 % o mas de homologia con la misma, a condicién de que tenga una
actividad similar a la L-aspartato oxidasa. Mas especificamente, puede ser la secuencia de polinucleétido
representada en la SEQ ID NO: 24.

El término “homologia” se refiere a la identidad entre dos secuencias de aminoacidos y que se puede determinar por
el procedimiento bien conocido por los expertos en la técnica, utilizando BLAST 2.0 para computar parametros tales
como la valoracion de la identidad y similitud.

Ademas, la secuencia de polinucleétido que codifica la L-aspartato oxidasa de la presente invencién se puede
hibridar con el polinucleétido de SEQ ID NO: 24 o la sonda preparada a partir de la misma en ‘condiciones
rigurosas’, y puede ser una variante modificada de la secuencia de polinucleétido que codifica la L-aspartato oxidasa
que funciona normalmente. Como se utiliza en el presente documento, “condiciones rigurosas” se refiere a
condiciones que permiten la hibridacion especifica entre el polinucledtido y se describen especificamente, por
ejemplo, en Molecular Cloning (A Laboratory Manual, J. Sambrook y col., Editores, 22 Edicién, Cold Spring Harbor
Laboratory press, Cold Spring Harbor, New York, 1989) o en Current Protocols in Molecular Biology (F.M. Ausubel y
col., Editores, John Wiley & Sons, Inc., New York). Por ejemplo, que describe, por ejemplo, que la hibridacion se
lleva a cabo en el tampdn de hibridacion a 65 °C (3,5x SSC, un 0,02 % de polivinilpirrolidona, un 0,02 % de
seroalbumina bovina, 2,5 mM de NaH»PO4 (pH 7), un 0,5 % de SDS, 2 mM de EDTA). SSC es 0,15 M de cloruro
sbdico/0,15 M de citrato sédico de pH 7. Después de la hibridacién, la membrana en que se suministra el ADN se
aclara con 2x de SSC a temperatura ambiente y después se aclara para limpiar de nuevo con 0,1 a 0,5x de
SSC/0,1x de SDS a una temperatura de 68 °C.

Como se utiliza en el presente documento, la expresién “otro aminoacido” se refiere a otro resto de aminoacido
excepto el aminoacido localizado originalmente en la secuencia de aminoacidos antes de la modificacion.
Especificamente el otro aminoacido de la presente invencion puede incluir un aminoacido seleccionado de entre el
grupo que consiste en arginina, glicina, alanina, serina, treonina, cisteina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, tirosina, triptéfano, acido aspartico, acido glutamico, asparagina, glutamina, e histidina, excepto lisina.
Especificamente, el otro aminoacido puede incluir un aminoacido seleccionado de entre el grupo que consiste en
arginina, valina, leucina, isoleucina, metionina, triptéfano, e histidina. Por ejemplo, el otro aminoacido puede incluir
arginina.

Como se utiliza en el presente documento, el término “3022” se refiere a la posicion del aminoacido metionina de la
secuencia de aminoacido representada por la SEQ ID NO: 1, ya que la metionina de la secuencia de aminoacidos se
cuenta como el primer resto de aminoacido.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 664 092 T3

En general, la actividad de la L-aspartato oxidasa se regula por el acido nicotinico o NAD acumulado en los
microorganismos, en otras palabras, su regulacion por retroalimentacion se inhibe por el acido nicotinico o NAD. La
regulacion por retroalimentacion por el acido nicotinico o NAD se puede liberar en las variantes de L-aspartato
oxidasa de la presente invencion, a diferencia de la L-aspartato oxidasa comun.

El otro aspecto de la presente invencién proporciona un polinucleétido que tiene una secuencia de nucledtidos que
codifica las variantes de L-aspartato oxidasa.

En una realizacién de la presente invencién, un polinucleétido puede tener una secuencia de nucleétidos que
codifica una variante de L-aspartato oxidasa que tiene una secuencia de aminoacidos con un 302° aminoacido en la
secuencia de aminoacidos representada en la SEQ ID NO: 1 se sustituye con otro aminoacido.

El 302° aminoacido incluye un aminoacido seleccionado de entre el grupo que consiste en arginina, glicina, alanina,
serina, treonina, cisteina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, tirosina, triptéfano, acido aspartico, acido
glutamico, asparagina, glutamina, e histidina. En consecuencia, la secuencia de nucleétidos correspondiente al
aminoacido 302° se sustituye apropiadamente. En una realizacion especifica, los nucleétidos 904° a 906° en una
secuencia de nucledtidos representada por la SEQ ID NO: 24 puede sustituirse apropiadamente con cualquier
combinacioén de nucleotidos excepto de AAG, AAA, TAA, TAG, y TGA.

Otro aspecto de la presente invencion, proporciona un vector que incluye un polinucleétido descrito anteriormente,
que esta unido operativamente a una secuencia reguladora.

El polinucleétido puede tener una secuencia de nucleétidos en la que los nucleétidos 904° a 906° de la secuencia de
nucledtidos representada por la SEQ ID NO: 24 se han sustituido con cualquier combinacion de nucleétidos excepto
AAG, AAA, TAA, TAG, y TGA. El polinucledtido puede estar unido operativamente a una secuencia reguladora. La
secuencia reguladora puede regular la expresion de L-aspartato oxidasa, e incluye un promotor, un terminador, o un
amplificador.

El vector de la presente invencion no se limita especificamente, y puede ser cualquier vector conocido en la técnica.
Por ejemplo, el vector puede ser el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen, U.S.A) o pECCG117 (KFCC-10673), pero no
se limita a los mismos.

El promotor de la presente invencion puede ser un promotor lambda PL, un promotor trp, un promotor lac, un
promotor T7, un promotor pPro, un promotor pCJ1, o un promotor pCJ7 (Patente coreana N° 10-0620092). En una
realizacién especifica, el promotor puede ser un promotor pCJ1, pero no esta limitado al mismo.

El promotor puede estar unido operativamente a una secuencia de nucleétidos que codifica un gen. Como se utiliza
en el presente documento, la expresién “unido operativamente” se refiere a una unién funcional entre una secuencia
reguladora de la expresion de un acido nucleico (por ejemplo, un promotor, una secuencia de sefial, una matriz de
sitios de union al factor regulador transcripcional, un terminador, o un amplificador) y otras secuencias de
nucledtidos. En consecuencia, la secuencia reguladora puede regular la transcripcion y/o traduccion de la secuencia
de nucleétidos que codifica el gen.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona un microorganismo que comprende un polinucledtido descrito
anteriormente, en el que el polinucleétido puede comprender una secuencia de nucledsidos que codifica una
secuencia de aminoacido en la que el aminoacido 302° de la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID
NO: 1 se ha sustituido con otro aminoacido.

En una realizacion especifica, de acuerdo con la sustituciéon del aminoacido 302° de la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1, puede sustituirse parte de una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 24. Por ejemplo, el
polinucleétido puede comprender un polinucleétido en el que los nucleétidos 904° a 906° de la secuencia de
nucledtidos de SEQ ID NO: 24 se han sustituido con otros nucleétidos.

El polinucledtido puede obtenerse mediante mutacion aleatoria o por modificacion genética. Se puede construir un
microorganismo, en el que parte de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 se ha sustituido parcialmente,
por transformacién del polinucleétido obtenido.

Como se utiliza en el presente documento, el término “transformacion” se refiere a la introduccién de un gen en una
célula huésped en la que se va a expresar. El gen transformado puede ser cualquier gen, por ejemplo, que esté
insertado en un cromosoma de la célula huésped, o que esté fuera del cromosoma de la célula huésped, a condicién
de que el gen introducido se pueda expresar en la célula huésped. El gen incluye un polinucleétido que codifica un
polipéptido, tal como un ADN y ARN. Por ejemplo, se puede introducir el gen en forma de un casete de expresion
que es una estructura de polinucleétido que incluye todos los elementos necesarios de la auto-expresion del gen en
una célula huésped. Normalmente, el casete de expresion puede incluir un promotor unido operativamente al gen,
una sefal terminadora de la transcripcion, un sitio de unién al ribosoma, y una sefial de terminacion de la traduccion.
El casete de expresion puede estar en forma de un vector de expresion que sea auto-replicable. El gen se puede
introducir también en una célula huésped por si mismo o en forma de una estructura de polinucleétido y se une
operativamente a una secuencia que es necesaria para la expresion en la célula huésped.
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Como se utiliza en el presente documento, la expresion “microorganismo que tiene la capacidad para producir
quinolinato” se refiere a un microorganismo capaz de producir quinolinato a partir de una fuente de carbono en un
medio de cultivo y de acumular quinolinato.

Para mejorar la capacidad para producir quinolinato, se necesita que los microorganismos produzcan grandes
cantidades de quinolinato, y el quinolinato producido se puede acumular sin utilizarse en otras vias. Por lo tanto, en
algunas realizaciones de la presente invencion, el microorganismo que tiene una capacidad mejorada para producir
quinolinato se puede obtener retirando o debilitando la actividad de la quinolinato fosforribosil transferasa que esta
implicada en una ruta de descomposicién de quinolinato, aumentando la expresiéon o actividad de la quinolinato
sintetasa que esta implicad en una ruta sintética de quinolinato, o por combinacién de los mismos.

En una realizacion especifica, el microorganismo que tiene una capacidad mejorada para producir quinolinato puede
modificarse adicionalmente para aumentar la actividad de la quinolinato sintetasa. Especificamente, el aumento de
actividad de la quinolinato sintetasa se puede conseguir introduciendo adicionalmente la quinolinato sintetasa para
aumentar la expresion de la misma en el microorganismo. El aumento de actividad de la quinolinato sintetasa se
puede conseguir también sustituyendo un promotor unido a la quinolinato sintetasa en el microorganismo por un
promotor fuerte. Ademas, el aumento de la actividad de la quinolinato sintetasa se puede conseguir aumentando la
actividad de la propia quinolinato sintetasa.

En el caso en el que se introduce una quinolinato sintetasa heterogénea, se puede introducir un polinucleétido que
codifica esta enzima para aumentar la expresién del polinucleétido. El polinucleétido que codifica la quinolinato
sintetasa puede expresarse en un plasmido del microorganismo o se puede insertar en un cromosoma del
microorganismo y expresarse en el mismo.

La quinolinato sintetasa puede tener una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 29 o puede
tener una secuencia de aminoacido que es homdloga a la misma. En otras palabras, no se limita a esta, debido a
que puede haber diferencias en la secuencia de aminoacidos de la proteina dependiendo de las especies o cepas
microbianas. Puede ser una proteina mutante o una variante artificial comprendiendo la secuencia de aminoacidos
una sustitucion, eliminacion, inserciéon o adicion de uno o varios aminoacidos en una o mas localizaciones de la
secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 29, a condicion de que pueda sintetizar acido quinolinico
a partir de acido iminosuccinico. La secuencia del gen nadA que codifica esta se puede obtener de la secuencia del
genoma (gi: GI:89109380) de Escherichia coli (E. col) como se desvela en un articulo (Mol Syst Biol., 2006;
2:2006.0007., Epub 21 de Feb de 2006) o la base de datos disponible en el Centro Nacional de Informacién
Biotecnolégica (NCBI) o el Banco de Datos de Japon (DDBJ). También, el polinucleétido que codifica la secuencia
de aminoacidos puede comprender la secuencia de polinucledtido que codifica la proteina que tiene la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 29, o la secuencia de aminoacidos de un 80 % o mas, especificamente
un 90 % o mas, mas especificamente un 95 % o mas, y particularmente especificamente un 97 % o mas de
homologia con la misma, a condicion de que tenga una actividad similar a la L-aspartato oxidasa. Mas
especificamente, puede ser la secuencia de polinucleétido representada por la SEQ ID NO: 26.

La quinolinato sintetasa tiene una actividad de sintetizar acido quinolinico a partir de acido iminosuccinico, como se
muestra en el Esquema de Reaccion 2.

<Esquema de Reaccion 2>
a-iminosuccinato + fosfato de dihidroxiacetona <> quinolinato + fosfato + 2 H,O

Por lo tanto, cuando la expresion de un gen que codifica la quinolinato sintetasa o la actividad de esta enzima estan
aumentadas, el rendimiento de quinolinato en la célula puede estar aumentado.

En algunas realizaciones, el microorganismo que tiene la capacidad para producir quinolinato, las actividades de
acido aspartico oxidasa y quinolinato sintetasa puede aumentarse sustituyendo los promotores enddgenos por
promotores fuertes, induciendo una mutacion en los promotores, o aumentando el nimero de copias de los genes.
Para la sustitucion con promotores fuertes, se pueden utilizar promotores conocidos en la técnica en general, que
incluyen pTac, pTrc, pPro, pR, pL, pCJ1, pCysK, y similares.

En una realizacion especifica, se proporciona un microorganismo que tiene una capacidad mejorada para producir
quinolinato en el que la actividad de la quinolinato fosforribosil transferasa puede estar adicionalmente reducida o
eliminada.

La actividad de la quinolinato fosforribosil transferasa se puede reducir o eliminar modificando un gen que codifique
la quinolinato fosforribosil transferasa o utilizando un microARN que suprima la transcripcion.

La quinolinato fosforribosil transferasa puede tener una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO:
30 o una secuencia de aminoacidos que sea altamente homdloga de la misma. En otras palabras, no se limita a
esto, debido a que puede haber diferencias en la secuencia de aminoacidos de la proteina dependiendo de las
especies 0 cepas microbianas. Puede ser una proteina mutante o una variante artificial con una secuencia de
aminoacidos que comprende una sustitucion, eliminacion, insercién o adicién de uno o varios aminoacidos en una o
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mas localizaciones de la secuencia de aminoacido representada por la SEQ ID NO: 30, a condiciéon de que pueda
sintetizar el mononucleétido de acido nicotinico (nicotinato) a partir de quinolinato.

La quinolinato fosforribosil transferasa puede tener una actividad para sintetizar mononucleétido de acido nicotinico
a partir de quinolinato, como se muestra en el Esquema de Reaccion 3. Por lo tanto, el rendimiento de quinolinato en
células puede aumentarse eliminado un gen que tenga actividad para sintetizar acido nicotinico o debilitando la
actividad del gen.

<Esquema de Reaccion 3>
5-fosfo-a-D-ribosa 1-difosfato + quinolinato + 2H* <> CO + difosfato + ribonucleétido Nicotinato

El debilitamiento o eliminacién de la actividad de la quinolinato fosforribosil transferasa se puede llevar a cabo
sustituyendo un gen endoégeno que codifica la quinolinato fosforribosil transferasa con un gen modificado para
debilitar o eliminar la actividad de la enzima, sustituyendo un promotor del gen endégeno con un promotor débil, o
eliminado el gen enddgeno que codifica la enzima en el cromosoma.

En una realizacion especifica, en el microorganismo que tiene una actividad mejorada para producir quinolinato, la
actividad de la quinolinato fosforribosil transferasa que convierte el quinolinato en mononucleétido acido nicotinico se
puede eliminar. En este extremo, el gen nadC que codifica quinolinato fosforribosil transferasa se puede eliminar del
genoma de un microorganismo por recombinacion homoéloga. La secuencia del gen nadC se puede obtener de la
secuencia de genoma (GIl:89106990) of E. coli que se desvela en un articulo (Mol Syst Biol., 2006; 2:2006.0007,
Epub 21 de Feb de 2006), o la base de datos disponible en el Centro Nacional de Informacién Biotecnologica (NCBI)
o el Banco de Datos de ADN de Japon (DDBJ). También, el polinucleétido que codifica la secuencia de aminoacidos
puede comprender la secuencia de polinucleétido que codifica la proteina que tiene una secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID NO: 30, o la secuencia de aminoacidos con un 80 % o mas, especificamente un 90 % o
mas, mas especificamente un 95 % o mas, y particularmente especificamente un 97 % o mas de homologia con la
misma, a condicion de que tenga una actividad similar que la L-aspartato oxidasa. Mas especificamente, puede ser
la secuencia de polinucleétido representada por la SEQ ID NO: 25.

En una realizacion especifica, el microorganismo que tiene una capacidad para producir quinolinato puede ser un
microorganismo procariota o un microorganismo eucariota.

En algunas realizaciones, el microorganismo que tiene la capacidad para producir quinolinato puede pertenecer al
género Enterobacter, género Escherichia, género Erwinia, género Serratia, género Providencia, género
Corynebacterium y género Brevibacterium, pero no se limita a estos.

En una realizacion especifica, el microorganismo que tiene la capacidad para producir quinolinato puede pertenecer
al género Escherichia.

Especificamente, el microorganismo que tiene la capacidad para producir quinolinato puede ser Escherichia coli (E.
coli).

Otro aspecto de la presente invencién proporciona un procedimiento de produccién de quinolinato, que comprende:
el cultivo de un microorganismo que incluye un polinucledtido que codifica una L-aspartato oxidasa en la que el
aminoacido 302° de una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 1 se ha sustituido por otro
aminoacido, en el que el otro aminoacido se selecciona de entre el grupo que consiste en arginina, glicina, alanina,
serina, treonina, cisteina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, tirosina, triptéfano, acido aspartico, acido
glutamico, asparagina, glutamina, e histidina; y la recuperacion de quinolinato de la solucién de cultivo.

El cultivo del microorganismo se puede llevar a cabo utilizando un medio de cultivo adecuado en condiciones de
cultivo adecuadas que son bien conocidas en la técnica. Dichos procedimientos de cultivo se pueden utilizar por un
experto en la técnica y se pueden ajustar faciimente dependiendo del microorganismo seleccionado. El
procedimiento de cultivo puede incluir un tipo de cultivo discontinuo, un tipo de cultivo continuo, y un tipo de cultivo
semi-continuo, pero no se limita a estos. Se desvelan distintos ejemplos de procedimientos de cultivo, por ejemplo
en "Biochemical Engineering" (por James M. Lee, Prentice-Hall International Editions, pp 138-176").

El medio de cultivo que se utiliza en el procedimiento de cultivo se necesario para satisfacer las condiciones
adecuadas para un microorganismo seleccionado. Se desvelan distintos medios de cultivo para microorganismos,
por ejemplo, en "Manual of Methods for General Bacteriology (por the American Society for Bacteriology, Washington
D.C., U.S.A, 1981)". Por ejemplo, el medio de cultivo puede incluir distintas fuentes de carbono, fuentes de nitrégeno
y elementos traza.

Ejemplos de fuentes de carbono disponibles para el medio de cultivo puede incluir carbohidratos, tales como la
glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, y almidon; aceites y grasas, tales como aceite de soja, aceite de
girasol, aceite de ricino, y aceite de coco; acidos grasos, tales como acido palmitico, acido estearico, y acido
linoleico, alcoholes, tales como glicol y etanol; y acidos organicos, tales como acido acético, que se pueden utilizar
solos 0 en combinacién, pero sin limitarse a estas.
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Ejemplos de fuentes de nitrégeno disponibles del medio de cultivo pueden incluir fuentes de nitrégeno organico, tal
como peptonas, extracto de levadura, extracto de carne, extracto de malta, liquido de maceracién de maiz (CSL),
harina de soja, y urea; y fuentes de nitrdgeno inorganico, tales como sulfato amonico, cloruro amoénico, fosfato
amonico, carbonato aménico, y nitrato amoénico, que se pueden utilizar solos o en combinacion, pero sin limitarse a
estas.

Ejemplos de fuentes de fosforo disponibles para los medios de cultivo pueden incluir fosfato dihidrégeno de potasio,
fosfato hidrégeno dipotasico, y su sales que contienen sodio correspondientes. En algunas realizaciones, el medio
de cultivo puede incluir también sales metalicas tales como sulfato magnésico o sulfato de hierro. En algunas
realizaciones, el medio de cultivo puede incluir adicionalmente aminoacidos, vitaminas, y precursores adecuados,
ademas de los componentes enumerados anteriormente. El medio de cultivo para cultivar microorganismos, o los
componentes individuales se pueden afiadir a una solucién de cultivo de una manera discontinua o continua.

En algunas realizaciones, durante el cultivo, el pH de la solucion de cultivo se puede ajustar afiadiendo un
compuesto, por ejemplo, hidréxido amonico, hidroxido potasico, amoniaco, acido fosférico, o acido sulfurico de una
manera apropiada. Ademas, durante el cultivo se puede suprimir la formacién de espuma en el cultivo utilizando un
agente anti-espumante tal como un acido graso, por ejemplo éster de poliglicol. Para mantener el cultivo en una
condicién aerobica, se debe suministrar oxigeno o un gas que contienen oxigeno (por ejemplo, aire) en la soluciéon
de cultivo. La temperatura de la soluciéon de cultivo se puede mantener en un intervalo de temperatura de
aproximadamente 20 °C a aproximadamente 45 °C, especificamente aproximadamente 25 °C a aproximadamente
40 °C. El cultivo se puede mantener hasta que se obtenga una cantidad diana de quinolinato, especificamente, el
periodo puede ser de aproximadamente horas a 160 horas.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona un procedimiento de producciéon de acido nicotinico, que
comprende: el cultivo de un microorganismo que incluye un polinucleétido que codifica L-aspartato oxidasa en la que
el aminoacido 302° de la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 1 se ha sustituido por otro
aminoacido; y llevando a cabo la reaccion de descarboxilacion afiadiendo un acido al producto cultivado.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “reaccion de descarboxilacion” se referiré a una reaccion
para producir acido nicotinico eliminando un grupo carboxilo del quinolinato y liberando diéxido de carbono.

En particular, después del cultivo del microorganismo, la solucién de cultivo que incluye el quinolinato resultante
puede someterse a centrifugacion o filtracién por una membrana para retirar el microorganismo. Entonces, para
acelerar la reaccion de descarboxilacion, se puede afiadir un acido que proporcione un grupo hidrogeno en la
solucién de cultivo que incluye el quinolinato. Se puede utilizar cualquier acido sin limitacién, a condicién de que
proporcione un grupo hidroxilo a la solucion de cultivo.

En una realizacion, la solucion de cultivo que incluye el quinolinato se puede utilizar sin purificacion.
En una realizacién, el acido que se afiade a la solucién de cultivo puede ser acido clorhidrico o acido sulfurico.

En una realizacion, después de la adicién del acido, la solucién de cultivo puede tener un pH de aproximadamente 5
0 menos, o puede estar especificamente en un intervalo de aproximadamente 2 a aproximadamente 3.

En una realizacién, la reaccion de descarboxilaciéon de la solucién de cultivo se puede llevar a cabo a una
temperatura de aproximadamente 100 °C a aproximadamente 150 °C, o puede estar en un intervalo de
aproximadamente 120 °C a aproximadamente 135 °C.

En una realizacion, la reaccién descarboxilacion de la solucién de cultivo se puede llevar a cabo a una presion de
aproximadamente 0,1 MPa a aproximadamente 0,5 MPa o puede llevarse a cabo especificamente a una presion de
aproximadamente 0,2 MPa a aproximadamente 0,4 MPa.

Al llevar a cabo la descarboxilacion en condiciones de alta temperatura y alta presion durante aproximadamente 1
horas a 3 horas después de la adicidon de un acido en la solucién de cultivo que incluye quinolinato, el quinolinato de
la solucién de cultivo se puede convertir en acido nicotinico, como se muestra en el Esquema de Reaccion 4.

<Esquema de reaccion 4>
Quinolinato + 2H* < CO; + Acido nicotinico

En una realizacién, el procedimiento de producciéon de acido nicotinico puede incluir adicionalmente la recuperacion
y purificacion del acido nicotinico.

En una realizacion, la recuperacién de acido nicotinico se puede llevar a cabo por un procedimiento comun conocido
en la técnica, incluyendo la filtracion de la solucion de cultivo y procedimientos de cristalizacion.
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Efectos ventajosos

De acuerdo con realizaciones de la presente invencion, el quinolinato se puede producir eficazmente cultivando un
microorganismo que incluye una variante de la L-aspartato oxidasa que en la regulaciéon de retroalimentacion por
acido nicotinico o NAD, se libera acido nicotinico. Estos procedimientos que utilizan el microorganismo pueden
resolver los problemas de los procedimientos de sintesis quimica convencional, con respecto a los problemas
ambientales debido a la generacién de subproductos cataliticos, alto consumo de energia y uso de recursos no
renovables, y el problema de bajo rendimiento con los procedimientos de biosintesis convencionales. En
consecuencia, estos procedimientos pueden producir quinolinato eficazmente y acido nicotinico de una manera
cuidadosa con el medio ambiente.

Descripcién de los dibujos

La FIG. 1 ilustra una ruta para producir acido nicotinico en un procedimiento de producciéon de acido nicotinico de
acuerdo con una realizacion de la presente invencion.

Modo de la invencién

La presente invencion se describird con mayor detalle en referencia a los siguientes ejemplos. Estos ejemplos son
solamente con fines ilustrativos y no pretenden limitar el ambito de la invencion.

Ejemplo 1. Preparacion de variantes de L-aspartato oxidasa que en la regulacion por retroalimentacion se
libera NAD

<1-1> Construccion del plasmido que expresa L-aspartato oxidasa

Para preparar las variantes de L-aspartato oxidasa, se cloné un gen nadB derivado de E. coli que codifica la L-
aspartato oxidasa silvestre en un vector de expresion. En este extremo, se utilizd un cromosoma de la cepa K12
W3110 de E. coli como matriz. La cepa se adquirié en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC N° 23257).
Basandose en la secuencia de nucleotidos del gen nadB (N° de registro del NCBI "GI:89109380") representada por
la SEQ ID NO: 24 obtenida en el GenBank del Instituto Nacional de Salud (GenBank NIH). Se construyeron los
cebadores de SEQ ID NO: 2 y 3 que tenian los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion Ndel y BamHI
para amplificar la region ORF del gen nadB, para la clonacién genética.

[Tabla 1]
Secuencia de nucledtidos SEQ ID NO
5" AATTCATATGAATACTCTCCCTGAACATT 3 2
5" AATTGGATCCCTATACCACTACGCTTGATCAC ¥ 3

Se llevd a cabo la PCR utilizando el ADN cromosémico de ADN de E. coli K12 W3110 como matriz y los
oligonucledtidos representados por las SEQ ID NO: 2 y 3 como cebadores. La polimerasa utilizada era la ADN
polimerasa PfuUltra™ (Stratagene, EE. UU), y se llevo a cabo la PCR repitiendo 30 veces un ciclo que comprende la
desnaturalizacion a 96 °C durante 30 segundos, hibridacién a 50 °C durante 30 segundos, y extension a 72 °C
durante 2 minutos. Mediante la PCR, se obtuvo un gen amplificado de aproximadamente 1,9 kb incluyendo el gen
nadB ORF vy los sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion Ndel y BamHI.

El gen nadB obtenido mediante la PCR se recuperd por elucion en gel de agarosa, y entonces se traté con las
enzimas de restriccion Ndel y BamHI, seguido por la union en un vector pProLar (CloneTech, EE. UU.) tratado con
las enzimas de restriccion Ndel y BamHI de manera que exprese L-aspartato oxidasa a partir del gen nadB unido a
un promotor pPro. El vector resultante se llamé “vector pPro-nadB”.

<1-2> Construccion de una biblioteca de plasmidos de la variante de L-aspartato oxidasa

Para obtener variantes de la L-aspartato oxidasa, se construy6 una biblioteca de variantes del gen nadB utilizando el
vector pPro-nadB obtenido en <1-1> como matriz por PCR con tendencia a error en presencia de dGPT y MnSO,.

En la PCR con tendencia a error utilizando el vector recombinante pPro-nadB como matriz, se utilizaron los
cebadores 4 y 5, las concentraciones de dGTP y MnSQO4 en una mezcla de PCR, que se utilizaron para controlar la
tasa GC y una tasa de error, eran 2 mM y 8 mM, respectivamente, y la polimerasa utilizada era ADN polimerasa
PfuUltra™ (Stratagene, EE. UU.) Se llevd a cabo la PCR repitiendo 30 veces un ciclo que comprendia
desnaturalizacion a 96 °C durante 30 segundos, hibridacién a 50 °C durante 30 segundos, y extension a 72 °C
durante 2 minutos. Mediante la PCR, se obtuvo un fragmento de ADN de aproximadamente 1,9 kb. Este fragmento
de ADN se purificd mediante elucion en gel de agarosa, se tratdé con la enzima de restriccion Dpnl (NEB, EE.UU.)
durante aproximadamente 1 hora, y después se trasformo en la cepa DH5a de E. coli (Invitrogen, EE. UU.) mediante
el procedimiento de CaCl,. La cepa DH5a de E. coli se sembro en frotis sobre un medio Luria-Bertani (LB) en placa-
kanamicina (Km) (extracto de levadura 10 g/l, NaCl 5 g/l, triptona 10 g/l, kanamicina 25 pg/l), y se cultivé durante una
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noche a 37 °C para obtener colonias resistentes a la kanamicina. Se seleccionaron aleatoriamente diez clones de
entre ellas, seguido por secuenciacion. Como resultado, la tasa de error del gen nadB se estim6 que era de 4,5
nucleotidos/1 kb. El nimero de cepas con una variante del gen nadB obtenido era aproximadamente de 3 x 10° o
mas.

[Tabla 2]
Secuencia de nucledtidos SEQ ID NO
5" CTCGAGCATAGCATTTTTATCC 3’ 4
5" CAGTGAGCGAGGAAGCGG 3’ 5

<1-3> Seleccion de variantes de L-aspartato oxidasa que presentan regulacion de retroalimentacion con NAD
liberado

<1-3-1> Construccion de una cepa deficiente en L-aspartato oxidasa

El gen nadB afecta negativamente la produccion de quinolinato bajo la regulacion de retroalimentacion por NAD (J
Biol Chem. 25 de Ene de 1982; 257(2):626-32.). Por esta razon, es importante descubrir la regulaciéon por
retroalimentacion del gen nadB con liberacion de NAD. Para seleccionar eficazmente mejor las variantes del gen
nadB, se retir6 un gen nadB enddgeno de una cepa. Basandose en la secuencia de nucledtidos del gen nadB
(Registro de NCBI N° "GI:89109380") representada por la SEQ ID NO: 24 obtenida del Gen Bank del Instituto
Nacional de Salud (Gen Bank NIH), los cebadores de SEQ ID NO: 6 y 7 capaces de amplificar la region corriente
abajo del gen nadB, y los cebadores de SEQ ID NO: 8 y 9 capaces de amplificar la regién corriente arriba del gen
nadB, y los cebadores de SEQ ID NO: 10 y 11 capaces de amplificar loxpCm.

[Tabla 3]
Secuencia de nucleétidos SEQ ID NO
5 CATTATACGAACGGTACCCCAAAGCCTGGGTCAGCGCCGT 3’ 6
5 GGCGGATATTCAGCAGTGG 3’ 7
5 CCCAAACCAAATTTCCACG ¥ 8
5 CGGTAGGTACCGAGCTCGAATTTCTTTGTTTAATTTACTA 3 9
5 TAGTAAATTAAACAAAGAAATTCGAGCTCGGTACCTACCG 3’ 10
5 ACGGCGCTGACCCAGGCTTTGGGGTACCGTTCGTATAATG 3’ 11

Se llevo a cabo una PCR utilizando el ADN cromosémico de E. coli K12 W3110 (ATCC N° 23257) como matriz y los
oligonucledtidos de las SEQ ID NO: 8 y 9 como cebadores para amplificar las regiones corriente abajo del gen nadB
de 0,4 kb y 0,4 kb, respectivamente. Ademas, se llevo a cabo una PCR utilizando el vector plasmido que contenia
loxpCm, el vector pLoxpCat2, como una matriz y los oligonucleétidos de las SEQ ID NO: 10 y 11 como cebadores
para amplificar el gen loxpCm que tiene la secuencia homologa al gen nadB en ambos extremos de 1,0 kb. La
polimerasa que se utilizé era la ADN polimerasa PfuUltra® (Stratagene, EE.UU.), y se llevo a cabo la PCR repitiendo
30 veces un ciclo que comprende la desnaturalizacion a 96 °C durante 30 segundos, hibridacion a 53 °C durante 30
segundos, y extension a 72 °C durante 1 minuto, seguido por elucién en gel de agarosa para obtener un fragmento
corriente arriba de nadB, un fragmento corriente abajo de nadB y un fragmento loxpCm. Se llevd a cabo la PCR
utilizando estos fragmentos obtenidos como matrices en condiciones de PCR repitiendo 10 veces del ciclo que
comprende desnaturalizacion a 96 °C durante 60 segundos, desnaturalizacion a 50 °C durante 60 segundos, y
extension a 72 °C durante 1 minuto, y 20 repeticiones del ciclo después de la adicion de cebadores de las SEQ ID
NO: 7 y 8. Como resultado, se obtuvo un casete deficiente en nadB que contenia la regidon corriente arriba del gen
nadB - loxpCm — regién corriente abajo del gen nadB de 1,8 kb.

La cepa K12 W3110 de E. coli que contenia el vector de expresion lambda red recombinasa pKD46 se transformo
con el casete deficiente en nadB por electroporacion, y entonces se sembro en frotis la cepa sobre un medio LB en
placa (Triptona 10 g, extracto de levadura 5 g, NaCl 10 g, cloranfenicol 15 pg, y agar al 1,5 %) que contenia
cloranfenicol como marcador selectivo. Entonces se cultivd a 37 °C durante una noche para seleccionar las cepas de
microorganismo que presentaba resistencia contra el cloranfenicol.

Las cepas seleccionadas se utilizaron directamente como matrices para llevar a cabo la PCR utilizando cebadores
de SEQ ID NO: 7 y 8 en las mismas condiciones. Los tamafios del gen de la cepa silvestre y la cepa deficiente en
nadB se identificaron como 2,4 kb y 0,8 kb, respectivamente en gel de agarosa al 1,0 %, confirmando de esta
manera la eliminacion del gen nadB en E. coli K12 W3110. La construccion de la cepa deficiente en nadB, llamada
W3110-AnadB, se completd.



10

15

20

25

30

35

ES 2 664 092 T3

<1-3-2> Seleccion de variantes de L-aspartato oxidasa

Para encontrar un gen nadB resistente a la regulacién de retroalimentacion por NAD, se utilizaron acido 6-
aminopiridina-3-carboxilico (6-NA adquirido en Aldrich, EE. UU.) como analogo de acido nicotinico, y 6-
aminonicotinamida (6-Nm, adquirido en Aldrich, EE. UU.) como analogo de nicotinamida. Aunque se deberia utilizar
un analogo de 6-NAD, debido a la similitud estructural del NAD con el acido nicotinico y nicotinamida, las variantes
del gen nadB se seleccionaron en primer lugar utilizando el analogo del acido nicotinico y el analogo de
nicotinamida, y entonces se confirmé la resistencia de la retroalimentacion por NAD de cada una de las variantes del
gen nadB (ref. Journal of bacteriology, Junio 1983, p.1126-1136). La biblioteca de plasmidos de variantes de L-
aspartato oxidasa construida en <1-2> del Ejemplo 1 se transform6 en la cepa W3110- AnadB mediante el
procedimiento de CaCls,.

La cepa transformada W3110- AnadB se sembré en frotis en un medio de placa M9-(6, NA)-(6, Nm) (NaHPO4-7 H,O
12,8 g, KH2PO,4 3 g, NaCl 0,5 g, NH.CI 1 g, MgSO4 2 mM, CaCl;, 0,1 mM, acido casamino 1 g, acido 6-aminopiridina-
3-carboxilico (6-NA) 0,3 g/l, 6-aminonicotinamida (6-Nm) 0,3 g/l) para seleccionar las colonias con una mayor tasa
de crecimiento en comparacion con la nadB silvestre. Se exploraron un total de 1 x 107 y se seleccionaron tres de
ellas, y entonces se llamaron pPro-nadB64, pPro-nadB67, y pPro-nadB110, respectivamente. Las tres cepas
seleccionaran se inocularon cada una y se cultivaron en un medio liquido M9-(6,NA)-(6,Nm) (NaHPO,-7 H.O 12,8 g,
KH2PO4 3 g, NaCl 0,5 g, NH4Cl 1 g, MgSO4 2 mM, CaCl, 0,1 mM, acido casamino 1 g, acido 6-aminopiridina-3-
carboxilico (6-NA) 0,3 g/l, 6-aminonicotinamida (6-Nm) 0,3 g/l), y entonces se compararon las densidades opticas
(DO) de las mismas. Como resultado, se descubrié que las tasas de crecimiento de pPro-nadB67 eran mayores que
las de pPro-nadB64 y pPro-nadB72 en el medio que contenia 6-NA y 6-Nm, como se muestra en la Tabla 4. En
consecuencia, se selecciond la pPro-nadB67 y se identificod la secuencia de la misma. Como resultado, se descubrié
que la pPro-nadB67 incluia arginina sustituyendo a la lisina, el aminoacido 302° del aminoacido metionina de partida.

La E. coliK12 W3110 que es deficiente en el gen nadC, y contiene un pPro-nadB67(Lys302Arg)-pCJ-nadA utilizando
el vector pProlar como vector de expresion para la variante del gen nadB, se llamé CV01-0518. Entonces se
depositd bajo el Tratado de Budapest en el Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM) con el N° de
acceso KCCM11434P el 20 de junio de 2013.

[Tabla 4] comparacion de tasa de crecimiento de tres variantes de nadB en un medio liquido que contiene 6-NA y 6-

Nm
Nombre de nadB DO (4 h) DO (12 h)
pPro nadB 0,24 1,06
pPro nadB64 0,44 1,12
pPro nadB67 0,62 1,30
pPro nadB72 0,46 1,18

Ejemplo 2. Rendimiento de acido quinolinico entre las variantes del gen nadB
<2-1> Construccion de una cepa deficiente en quinolinato fosforribosil transferasa

Se llevo a cabo la PCR utilizando el ADN cromosomico de E. coli K12 W3110 como matriz para obtener un gen
nadC que esta implicado en la ruta de descomposiciéon del quinolinato. Basandose en la secuencia de nucleétidos
del gen nadC (N° de registro de NCBI "GI:89106990") representada por la SEQ ID NO: 25 obtenida en el GenBank
del Instituto Nacional de Salud (GenBank NIH), se construyeron los cebadores representados por las SEQ ID NO: 12
y 13 capaces de amplificar la regién corriente abajo del gen nadC, cavadores de las SEQ ID NO: 14 y 15 capaces de
amplificar las regiones corriente arriba y corriente abajo del gen nadC, y el gen loxpCm, y cebadores de las SEQ ID
NO: 16 y 17 capaces de amplificar la region corriente arriba del gen nadC.

[Tabla 5]
Secuencia de nucleétidos SEQ ID NO
5 CATTATACGAACGGTACCCCCAGTTGAATAAACACCTCTTCA 3 12
5 TGGCGGCAGGCTAATATT 3’ 13
5 GTTCTTCCAGATTCTCTACTTTTCGAGCTCGGTACCTACCG 3’ 14
5 TGAAGAGGTGTTTATTCAACTGGGGGTACCGTTCGTATAATG 3 15
5 ATAACCACCATCAGTTCGATA 3 16
5 CGGTAGGTACCGAGCTCGAAAAGTAGAGAATCTGGAAGAAC 3’ 17
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La PCR se llevo a cabo utilizando el ADN cromosoémico de E. coli K12 W3110 como matriz y los oligonucleétidos de
las SEQ ID NO: 12y 13,y 16 y 17 como cebadores para amplificar las regiones corriente arriba y corriente abajo del
gen nadC de 0,5 kb y 0,3 kb, respectivamente. Ademas, se llevé a cabo una PCR utilizando un vector plasmido que
incluia loxpCm, el vector pLosxpCat2, como matriz y los oligonucledtidos de las SEQ ID NO: 14 y 15 como
cebadores para amplificar el gen loxpCm que tiene la secuencia homdloga con el gen nadC en ambos extremos de
1,0 kb. La polimerasa utilizada era la ADN polimerasa PfuUltra™ (Stratagene, EE.UU.) y se llevé a cabo la PCR
repitiendo 30 veces un ciclo que comprende desnaturalizacion a 96 °C durante 30 segundos, hibridacion a 53 °C
durante 30 segundos, y extension a 72 °C durante 1 minuto. Como resultado, se obtuvieron un fragmento corriente
arriba de nadC, un fragmento corriente abajo de nadC, y un fragmento loxpCm. Se llevé a cabo una PCR utilizando
estos fragmentos resultantes de la PCR descrita anteriormente como matrices en condiciones de PCR que incluian
10 repeticiones del ciclo que comprendia desnaturalizacién a 96 °C durante 60 segundos, desnaturalizacién una 50
°C durante 60 segundos, y extension a 72 °C durante 1 minuto, y 20 repeticiones del ciclo después de la adicion de
las SEQ ID NO: 12 y 17. Como resultado se obtuvo un casete deficiente en nadC que contenia la region corriente
arriba del gen nadC-loxpCm-region corriente abajo del gen nadC de 1,8 kb.

La cepa K12 W3110 de E. coli que contenia pKD46 como vector de expresion de lambda red recombinasa se
transformo con el casete deficiente en nadC por electroporacion, y entonces se sembré en frotis sobre un medio LB
en placa (triptona 10 g, extracto de levadura 5 g, NaCl 10 g, y agar al 1,5 %) que contenia cloranfenicol como
marcador selectivo, y se cultivd a 37 °C durante una noche para seleccionar las cepas de microorganismo que
presentan resistencia contra el cloranfenicol.

Las cepas seleccionadas se utilizaron directamente como matrices para llevar a cabo la PCR utilizando cebadores
de las SEQ ID NO: 13 y 16 en las mismas condiciones, y se identificaron los tamafios de los genes de la cepa
silvestre y la cepa deficiente en nadC que eran de 1,6 kb y 1,3 kb, respectivamente en gel de agarosa al 1,0 %,
confirmando de esta manera la eliminacion del gen nadC en E. coli K12 W3110. La construccidon de la cepa
deficiente en nadC, llamada W3110-AnadC, se completo.

<2-2> Construccion de plasmidos para la expresion de aspartato oxidasa y quinolinato sintetasa

Son necesarias dos enzimas, aspartato oxidasa y quinolinato sintetasa, para producir quinolinato. En consecuencia,
se construy6 un plasmido capaz de expresar ambos genes nadB y nadA que codifican las dos enzimas. Primero, se
llevé a cabo una PCR utilizando el ADN cromosémico de E. coli W3110 para obtener el gen nadA que codifica la
quinolinato sintetasa. Basandose en la secuencia de nucleétidos para el gen nadA (N° de registro del NCBI "GlI:
89107601") representada por la SEQ ID NO: 26 obtenida en el Gen Bank del Instituto Nacional de Salud (GenBank
NIH), se sintetizaron los cebadores de las SEQ ID NO: 18 y 19 para amplificar la region ORF del gen nadA
incluyendo las regiones ATG y TAA y que tiene los sitios de las enzimas de restriccion Apal y Notl.

[Tabla 6]
Secuencia de nucledtidos SEQ ID NO
5" AATTGGGCCCATGAGCGTAATGTTTGATCCA 3 18
5" AATTGCGGCCGCTCGTGCCTACCGCTTCG ¥ 19

Se llevo a cabo la PCR utilizando el ADN cromosémico de E. coli K12 W3110 como matriz, y los oligonucledtidos de
las SEQ ID NO: 18 y 19 como cebadores. La polimerasa utilizada era la ADN polimerasa PfuUltra™ (Stratagene, EE.
UU.), y se llevo a cabo la PCR repitiendo 30 veces un ciclo que comprendia la desnaturalizacién a 96 °C durante 30
segundos, hibridacién a 50 °C durante 30 segundos, y extension a 72 °C durante 1 minuto. Como resultado, se
obtuvo un gen amplificado de aproximadamente 1,0 kb que incluia el gen nadA y los sitios de reconocimiento de las
enzimas de restriccion Apal y Notl.

Se obtuvo un promotor pCJ1 mediante PCR utilizando un plasmido que incluia el promotor pCJ1 como matriz,
basandose en la divulgacion de la Patente coreana abierta a la inspeccion publica N° 10-2006-0068505. Se
construyeron los cebadores representados por las SEQ ID NO: 20 y 21 que tenian los sitios de reconocimiento de
las enzimas de restriccion BamHI y Apal para unir el promotor pCJ1 con el gen nadA amplificado.

[Tabla 7]
Secuencia de nucledtidos SEQ ID NO
5" CCGCGGATCCCACCGCGGGCTTATTCCATTAC 3 20
5" GATGGGCCCATCTTAATCTCCTAGATTGGGTTTC 3 21

Se llevo a cabo la PCR utilizando el ADN cromosémico de E. coli K12 W3110 como matriz, y los oligonucledtidos de
las SEQ ID NO: 20 y 21 como cebadores. La polimerasa utilizada era la ADN polimerasa PfuUltra™ (Stratagene, EE.
UU.), y se llevd a cabo la PCR repitiendo 30 veces un ciclo que comprendia desnaturalizacién a 96 °C durante 30
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segundos, hibridacién a 50 °C durante 30 segundos, y extension a 72 °C durante 1 minuto. Como resultado, se
obtuvo un fragmento amplificado de aproximadamente 0,3 kb que incluia el promotor pCJ1 y los sitios de
reconocimiento de las enzimas de restriccion BamHI y Apal.

El gen nadA obtenido mediante la PCR se tratdé con las enzimas de restriccion Apal y Notl, y el fragmento de
promotor pCJ1 se trataron con las enzimas de restricciéon Apal y BamHI. En dltimo término se construyé el vector
recombinante pPro-nadB-pCJ1-nadA de 5,9 kb, en el que la expresion del gen nadB se regula por el promotor pPro
como un promotor constitutivo, y la expresion del gen nadA se regula por el promotor pCJ1. El pPro-nadB-pCJ1-
nadA tenia la secuencia representada en la SEQ ID NO: 27. Ademas, mediante los procedimientos descritos
anteriormente, se construyé también un vector recombinante pPro-nadB67-pCJ1-nadA que incluia la variante nadBy
el gen nadA silvestre. El pPro-nadB67-pCJ1-nadA construido tenia la secuencia representada por la SEQ ID NO: 28.

<2-2-1> Construccion de un vector en el que el aminoacido 302° del gen nadB de pPro-nadB67-pCJ1-nadA se
ha sustituido por un aminoacido excepto lisina y arginina

Para confirmar la resistencia contra la regulacion de retroalimentacion por NAD de la variante del gen nadB67, que
incluye arginina en vez de lisina en el aminoacido 302° de L-aspartato oxidasa que comienza con metionina, se
sustituy6 el aminoacido 302° del gen nadB con cada uno de los 18 aminoacidos diferentes excepto lisina y arginina.
Se llevo a cabo una mutagénesis rapida utilizando el vector recombinante pPro-nadB67-pCJ1-nadA como matriz. La
polimerasa era el ADN polimerasa PfuUltra™ (Stratagene, EE. UU.). Se llevé a cabo una PCR repitiendo 18 veces
un ciclo que comprende la desnaturalizacion a 96 °C durante 30 segundos, hibridacién a 55 °C durante 30 segundos,
y extension a 68 °C durante 15 minutos. El producto de la PCR resultante se traté con la enzima de restriccion Dpnl
(NEB, EE. UU.), y entonces se transformé en la cepa DH5a de E. coli (Invitrogen, EE. UU.) mediante el
procedimiento de CaCl2. La cepa DH5a de E. coli se sembr6 en frotis sobre un medio LB-Km en placa (extracto de
levadura 10 g/, NaCl 5 g/I, triptona 10 g/l, kanamicina 25 pg/l), y se cultivé durante una noche a 37 °C para
seleccionar las colonias resistentes a kanamicina. Las colonias resultantes se sometieron a extracciéon de plasmidos
y se secuenciaron para identificar la sustitucion del aminoacido 302° con los 18 aminoacidos diferentes. Las 18
variantes de nadB como plasmidos se denominaron como en la Tabla 2.

[Tabla 8] Variantes de L-aspartato oxidasa en la que el aminoacido 302° se sustituyé con otro aminoacido

Nombre Aminoacido 302° original de nadB Aminoacido sustituido
pPro-nadB67-pCJ1-nadA Arginina

pPro-nadB67(G)-pCJ1-nadA . Glicina
pPro-nadB67(A)-pCJ1-nadA Hisina Alanina
pPro-nadB67(S)-pCJ1-nadA Serina
pPro-nadB67(T)-pCJ1-nadA Treonina
pPro-nadB67(C)-pCJ1-nadB Cisteina
pPro-nadB67(V)-pCJ1-nadA Valina
pPro-nadB67(L)-pCJ1-nadA Leucina
pPro-nadB67(1)-pCJ1-nadA Isoleucina
pPro-nadB67(M)-pCJ1-nadA Metionina
pPro-nadB67(P)-pCJ1-nadA Prolina
pPro-nadB67(F)-pCJ1-nadA Fenilalanina
pPro-nadB67(Y)-pCJ1-nadA Tirosina
pPro-nadB67(W)-pCJ1-nadA Triptéfano
pPro-nadB67(D)-pCJ1-nadA Acido Aspartico
pPro-nadB67(E)-pCJ1-nadA Acido Glutamico
pPro-nadB67(N)-pCJ1-nadA Asparagina
pPro-nadB67(Q)-pCJ1-nadA Glutamina
pPro-nadB67(H)-pCJ-nadA Histidina
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<2-3> Evaluacion de la capacidad de produccion de quinolinato de variantes de nadB silvestre y nadB67 con
respecto a la concentracion de NAD

Para comparar la capacidad de produccién de quinolinato en el gen nadB de tipo silvestre y variantes del gen nadB
con respecto a la concentracion de NAD, se llevé a cabo un ensayo de titulacion de quinolinato. Después, la cepa
productora de quinolinato (W3110-AnadC) obtenida en <2-1> del Ejemplo 2 se transformd con el plasmido pPro-
nadB67-pCJq1-nadA construido en <2-2> del Ejemplo 2, y cada uno de los 18 tipos de variantes de nadB67
construidos en <2-2-1> del Ejemplo 2 mediante el procedimiento CaCl2. Las cepas transformadas se cultivaron
durante una noche en medio LB-Km en placa en un cultivo discontinuo a 37 °C para obtener una Unica colonia, y
entonces la colonia Unica se inoculé6 mediante un recipiente de platino en 2 ml de un medio de cultivo para ensayar
la potencia del quinolinato y se cultivé a 37 °C durante 24 horas a 72 horas agitando a 250 rpm. La Tabla 9 muestra
la composicion del medio de cultivo para producir quinolinato. Para identificar la resistencia a la retroalimentacion por
NAD de las variantes nadB67, se afiadié acido nicotinico (NA) al medio de cultivo a diferentes concentraciones,
seguido por la comparacion de las cantidades producidas de quinolinato.

[Tabla 9] Composicion del medio de cultivo para el ensayo de potencia del quinolinato

Composicion Concentracion (por litro)
Glucosa 70g
Sulfato amonico 179
KH2PO4 109
MgSO,4-7H0 059
FeSO47H,0 5mg
MnSO4-8H,0 5mg
ZnS0y4 5mg
Carbonato calcico 30g

Extracto de levadura 29

La cantidad de quinolinato (acido quinolinico, QA) en cada una de las soluciones de cultivo se analizé6 por
cromatografia liquida de altas prestaciones (HPLC). Los resultados se muestran en la Tabla 10. La Tabla 10 muestra
la capacidad de producir quinolinato de las variantes de nadB67 con respecto a la concentracion de NAD.

[Tabla 10] Produccion de cantidades de quinolinato con respecto a las concentraciones de NAD

QA (mg/l)
Cepa Plasmido
NA 0 uM NA 5 uM NA 10 uM

pPro-nadB-pCJ-nadA 3500 1600 700
W3110-AnadC pPro-nadB67-pCJ-nadA 4553 3860 3251
pPro-nadB67(G)-pCJ-nadA 4560 3830 3058
pPro-nadB67(A)-pCJ-nadA 4560 3830 3058
pPro-nadB67(S)-pCJ-nadA 4560 3830 3058
pPro-nadB67(T)-pCJ-nadA 4560 3830 3058
pPro-nadB67(C)-pCJ-nadA 4560 3830 3058
pPro-nadB67(V)-pCJ-nadA 4425 3937 3280
pPro-nadB67(L)-pCJ-nadA 4425 3937 3280
pPro-nadB67(l)-pCJ-nadA 4425 3937 3280
pPro-nadB67(M)-pCJ-nadA 4425 3937 3280
pPro-nadB67(P)-pCJ-nadA 2223 1879 1975
pPro-nadB67(F)-pCJ-nadA 4241 3795 3141
pPro-nadB67(Y)-pCJ-nadA 4241 3795 3141
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(continuacion)

Cepa Plasmido QA (mgh)
NA 0 uM NA 5 uM NA 10 uM
pPro-nadB67(W)-pCJ-nadA 4707 3715 3186
pPro-nadB67(D)-pCJ-nadA 100 100 100
pPro-nadB67(E)-pCJ-nadA 100 100 100
pPro-nadB67(N)-pCJ-nadA 4552 3939 3171
pPro-nadB67(Q)-pCJ-nadA 4552 3939 3171
pPro-nadB67(H)-pCJ-nadA 4891 3751 3255

[Tabla 11] Rendimiento relativo de quinolinato con respecto a la concentracion de NAD

Cepa Plasmido Porcentaje relativo (%)
NAOuM | NA5uM | NA 10 uM
pPro-nadB-pCJ-nadA 100 46 20
pPro-nadB67-pCJ-nadA 100 85 71
W3110-AnadC | pPro-nadB67(G)-pCJ-nadA 100 84 67
pPro-nadB67(A)-pCJ-nadA 100 84 67
pPro-nadB67(S)-pCJ-nadA 100 84 67
pPro-nadB67(T)-pCJ-nadA 100 84 67
pPro-nadB67(C)-pCJ-nadA 100 84 67
pPro-nadB67(V)-pCJ-nadA 100 89 74
pPro-nadB67(L)-pCJ-nadA 100 89 74
pPro-nadB67(i)-pCJ-nadA 100 89 74
pPro-nadB67(M)-pCJ-nadA 100 89 74
pPro-nadB67(P)-pCJ-nadA 100 85 89
pPro-nadB67(F)-pCJ-nadA 100 89 74
pPro-nadB67(Y)-pCJ-nadA 100 89 74
pPro-nadB67(W)-pCJ-nadA 100 79 68
pPro-nadB67(D)-pCJ-nadA 100 100 100
pPro-nadB67(E)-pCJ-nadA 100 100 100
pPro-nadB67(N)-pCJ-nadA 100 87 70
pPro-nadB67(Q)-pCJ-nadA 100 87 70
pPro-nadB67(H)-pCJ-nadA 100 77 67

Para las dos variantes productoras de quinolinato que incluyen los plasmidos pPro-nadB67(D)-pCJ-nadA y pPro-
nadB67(E)-pCJ-nadA, el gen nadB se destruyd y perdié su actividad. Como resultado, las variantes productoras de
quinolinato tenian sobre todo niveles de quinolinato (QA) muy bajos, el nivel se convirtié6 a un rendimiento residual
relativo en porcentaje (%). Se basaba en que el 100 % del nivel de QA producido con &cido nicotinico (NA) es 0 uM.

En referencia a la Tabla 11, el rendimiento de quinolinato era menor del 50 % cuando se utilizaba el plasmido pPro-
nadB-pCJ-nadA que incluia el gen nadB de tipo silvestre, y el medio de cultivo contenia acido nicotinico, sobre 5 uM
o mas. Mientras que el rendimiento de quinolinato era del 70 % o mas cuando se utilizaba el plasmido pPro-nadB67-
pCJ-nadA y los plasmidos recombinantes de las variantes del 302° que incluyen la variante del gen nadB. La cepa
W3110 —AnadC es una auxoétrofa a NAD que necesita el suministro de NAD externo para crecer. La cepa W3110 —
AnadC es incapaz de aceptar NAD directamente, y utiliza el acido nicotinico (NA) heterogéneo o nicotinamida (Nm)
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para producir NAD. Cuando una cantidad de NAD es de 1 mM o mayor, el gen nadB se regula por retroalimentacion.
Anadiendo NA a un medio de cultivo significa un aumento de NAD en una cepa. En consecuencia, las cantidades de
produccion de QA se compararon entre las cepas con la adicion de NA al medio de cultivo a diferentes
concentraciones para identificar el grado de regulaciéon por retroalimentacion en las variantes del gen nadB con
respecto a la concentracion de NAD. Como resultado, se descubrié que las variantes del gen nadB con el
aminoacido 302° sustituido se liberaba la regulacion por retroalimentacién por NAD.

<2-4> Produccion de acido nicotinico mediante la reaccion de descarboxilacion

Para identificar la capacidad para producir acido nicotinico de las cepas productoras de quinolinato en las que se
introdujeron variantes de nadB, se utilizaron los rendimientos de quinolinato de la Tabla 10. El procedimiento de
produccién de acido nicotinico utilizado en el presente documento era la descarboxilacion de la solucién de cultivo
que incluia el quinolinato en condiciones de alta temperatura y alta presidon basandose en la divulgaciéon de la
Patente coreana N° 10-1223904, para convertir el quinolinato a acido nicotinico. Para retirar las células de la
solucion de cultivo que contiene quinolinato, se llevé a cabo una centrifugacion desde aproximadamente 3000 rpm a
aproximadamente 4000 rpm durante aproximadamente 10 minutos a 30 minutos. El sobrenadante que contiene
quinolinato resultante de la centrifugacion se separo y se utiliz6 como muestra para la reacciéon de descarboxilacion.

La reaccion de descarboxilacién se llevé a cabo a aproximadamente 135 °C a aproximadamente 0,2 MPa durante 3
horas. Las muestras que se utilizaron se muestran en la Tabla 12. Una solucién acuosa de quinolinato (un producto
convencional de Sigma-Aldrich Co.) en agua desionizada se utiliz6 como el grupo de control. Cada una de las
muestras de soluciones acuosas de quinolinato se titulé con hidréxido sédico, agua amoniacada, acido clorhidrico, o
acido sulfurica, especificamente la conversion de quinolinato en acido nicotinico tiene lugar a un pH de 2. La Tabla
12 muestra las cantidades de produccién de acido nicotinico convertido a partir de quinolinato de la Tabla 10
mediante una reaccion a alta temperatura y alta presion.

[Tabla 12]
Cepa Plasmido Quinolinato (mg/l) Acido nicotinico (mg/l)

W3110-AnadC pPro-nadB-pCJ-nadA 3500 2555
pPro-nadB67-pCJ-nadA 4553 3324
pPro-nadB67(G)-pCJ-nadA 4560 3329
pPro-nadB67(A)-pCJ-nadA 4560 3329
pPro-nadB67(S)-pCJ-nadA 4560 3329
pPro-nadB67(T)-pCJ-nadA 4560 3329
pPro-nadB67(C)-pCJ-nadA 4560 3329
pPro-nadB67(V)-pCJ-nadA 4425 3230
pPro-nadB67(L)-pCJ-nadA 4425 3230
pPro-nadB67(1)-pCJ-nadA 4425 3230
pPro-nadB67(M)-pCJ-nadA 4425 3230
pPro-nadB67(P)-pCJ-nadA 2223 1623
pPro-nadB67(F)-pCJ-nadA 4241 3096
pPro-nadB67(Y)-pCJ-nadA 4241 3096
pPro-nadB67(W)-pCJ-nadA 4707 3436

pPro-nadB67(D)-pCJ-nadA 100 73

pPro-nadB67(E)-pCJ-nadA 100 73
pPro-nadB67(N)-pCJ-nadA 4552 3323
pPro-nadB67(Q)-pCJ-nadA 4552 3323
pPro-nadB67(H)-pCJ-nadA 4891 3570

El experimento de conversion de quinolinato en solucion acuosa (agua desionizada) en acido nicotinico (Patente
china N° 101353322) se llevo a cabo a 135 °C y a 0,2 MPa durante aproximadamente 3 horas. Los niveles de
temperatura y la presion eran menores de 150 °C a 250 °C. Los resultados se muestran en la Tabla 12.
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Ejemplo 3: Confirmacion de la actividad de resistencia a la retroalimentacion de NAD de las variantes de L-
aspartato oxidasa

<3-1> Construccion de un plasmido de sobre-expresion de L-aspartato oxidasa

Para clarificar mas las actividades de resistencia a la retroalimentacién con NAD de las variantes de L-aspartato
oxidasa, se evalué la resistencia a la retroalimentacion con NAD de una variante de L-aspartato oxidasa codificada
por la variante nadB67 seleccionada en el <Ejemplo 1-3-2>. Para clonar el nadB tipo silvestre y las variantes de
nadB en el vector dual pCDF que contenia un marcador de histidina (His), se llevé a cabo una PCR utilizando el
plasmido pPro-nadB de tipo silvestre y el pPro-nadB67 recombinante como matrices, respectivamente. Para su uso
en la PCR, se construyeron los cebadores de SEQ ID NO: 22 y 23 capaces de amplificar la regién ORF del nadB
tipo silvestre y la variante del gen nadB67 que incluye las regiones ATG y TAA y que tiene los sitios de
reconocimiento de las enzimas de restriccion BamHI y Ndel.

[Tabla 13]
Secuencia de nucledtidos SEQ ID NO.
5" AATTGGATCCGATGAATACTCTCCCTGAACATT 3 22
5" AATTCATATGTTATCTGTTTATGTAATGATTGC 3’ 23

La polimerasa que se utiliza es la ADN polimerasa PfuUltra™ (Stratagene, EE. UU.), y se llevo a cabo la PCR
repitiendo 30 veces un ciclo que comprende desnaturalizacion a 96 [1C durante 30 segundos, hibridacién a 50 [1C
durante 30 segundos, y extension a 72 [1C durante 2 minutos. Como resultado, se obtuvieron los genes amplificados
de aproximadamente 1,9 kb del nadB tipo silvestre y la variante nadB67 que incluye los sitios de reconocimiento de
las enzimas de restriccion BamHI y Ndel.

Los genes del nadB tipo silvestre y variante nadB67 obtenidos mediante la PCR se trataron con las enzimas de
restriccion BamHI y Ndel, y entonces se clonaron mediante ligadura en un vector dual pCDF tratado con las enzimas
de restriccion BamHI y Ndel. En dltimo término, se construyeron los vectores recombinantes que incluyen los genes
el nadB tipo silvestre y a variante nadB67, respectivamente, en los que la expresion de cada uno de los genes es
controlado por un promotor T7 como promotor constitutivo y el gen contiene el marcador His que hace posible la
purificacion. Los vectores recombinantes construidos se llamaron pT7-nadB y pT7-nadB67, respectivamente. Se
construyeron otros vectores recombinantes en los que se sustituyeron la valina, leucina, isoleucina, e histidina por el
aminoacido 302° del nadB tipo silvestre, respectivamente, utilizando el mismo procedimiento, y se llamaron pT7-
nadB67(V), pT7-nadB67(L), pT7-nadB67(l), pT7-nadB67(H), respectivamente.

<3-2> Purificacion de la L-aspartato oxidasa

Después, el vector recombinante pT7-nadB67(V), pT7-nadB67(L), pT7-nadB67(l), o pT7-nadB67(H) se trasformé en
una cepa afinadora mediante el procedimiento de CaCl2. La cepa transformada se sembré en frotis en un medio LB-
SP en placas (extracto de levadura 10 g/l, NaCl 5 g/, triptona 10 g/l, y espectinomicina 50 pg), y se cultivd durante
una noche a 37 JC para seleccionar las colonias resistentes a la espectinomicina. Una colonia se seleccion6 entre
ellas y se cultivd en un medio liquido LB-SP (extracto de levadura 10 g/I, NaCl 5 g/l, triptona 10 g/l, espectinomicina
50 pg), y entonces se afiadié un derivado de isopropil-1-tio-3-D-galactopiranésido (IPTG) a la misma cuando el valor
de la densidad optica (DO) del cultivo alcanzaba 0,4, y se cultivd a aproximadamente 18 [1C durante una noche. Las
células que incluyan la L-aspartato oxidasa de tipo silvestre sobre-expresada y las variantes de L-aspartato oxidasa
de las células recuperadas con el kit Ni-NTA spin (Qiagen, EE. UU.). La proteina recuperada era el 50 % de proteina
total, aproximadamente un 2 % de la proteina recuperada se recuper6 como L-aspartato oxidasa.

<3-3> Ensayo de actividad de las variantes de L-aspartato oxidasa

La L-aspartato oxidasa convierte el aspartato como sustrato en iminoaspartato en presencia de FAD como cofactor,
y el iminoaspartato se convierte en oxaloacetato. El peréxido de hidrogeno (H2O2) que se genera mediante la
reaccion descrita anteriormente, se utilizé para identificar la actividad del nadB. Se midio la absorbancia a 560 nm de
un producto de reaccién de H>O» con un producto de la reaccion utilizando un Amplex Red (Invitrogen, Corea) para
determinar la actividad del nadB. Aqui, se afiadia NAD a diferentes concentraciones para crear una condicién para la
inhibicion competitiva frente a FAD para evaluar de esta manera la resistencia de la L-aspartato oxidasa contra la
regulacion de retroalimentacion por NAD. La actividad relativa de la L-aspartato oxidasa de tipo silvestre a una
concentracion de NAD de 1 mM era menor del 50, mientras que las actividades relativas de las variantes de la L-
aspartato oxidasa a la misma concentracion de NAD se mantenia aproximadamente en un 70 % o mayor (Tabla 14),
indicando de esta manera que la regulacion por retroalimentacién por NAD se liberaba en las variantes de L-
aspartato oxidasa.

16



10

15

20

25

30

35

ES 2 664 092 T3

[Tabla 14] Comparacion de actividad entre las L-aspartato oxidasas con respecto a la concentracién de NAD

Actividad relativa
Relativa (%)
Concentracion de
NAD (mM) nadB tipo Variante Variante Variante Variante Variante
silvestre nadB67 nadB67(V) nadB67(L) | nadB67(l) nadB67 (H)
0 100 100 100 100 100 100
0,05 95 102 100 100 100 100
0,3 82 96 95 95 95 95
0,5 65 75 77 76 76 77
1 22 74 75 74 75 74

Aplicabilidad industrial

La presente invencion se refiere a variantes de la L-aspartato oxidasa que son resistentes contra la regulacion de
retroalimentacion por el acido nicotinico o NAD, y por lo tanto puede producir eficazmente quinolinato. El quinolinato
se puede producir eficazmente cultivando un microorganismo que incluye dicha variante de L-aspartato oxidasa de
acuerdo con las realizaciones de la presente invenciéon. El quinolinato también se puede producir eficazmente
utilizando el microorganismo en el que la actividad de la quinolinato sintetasa estd aumentada adicionalmente o la
actividad de la quinolinato fosforribosil transferasa esta adicionalmente debilitada. Mediante dicha transformacién del
microorganismo, el rendimiento de quinolinato o acido nicotinico se puede mejorar, lo que es industrial y altamente
util.

[N° de acceso]

Institucion depositaria: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM) (Autoridad Depositaria
Internacional)

N° de acceso: KCCM11434

Fecha del depdsito: 20 de Junio de 2013

Aunque la invencion se ha mostrado y descrito particularmente en referencia a las realizaciones ejemplares de la
misma, se entendera que se pueden hacer distintos cambios en su forma y detalles.

<110> CJ Cheilledang Corporation

<120> VARIANTE DE LA L-ASPARTATO OXIDASA Y UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION
QUINOLINATO O ACIDO NICOTINICO UTILIZANDO LA MISMA

<130> PX046456
<160> 30

<170> Kopatentin 2.0
<210> 1

<211> 540

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de aminoacidos de nadB

<400> 1
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Met

Gly

Val

Ala

Ser

65

Hisg

Leu

Glu

Ile

Val

145

Asn

Glu

Lys

Asn

Ala

Ile

Gln

50

His

Ala

Ile

Glu

Len

130

Ser

Ala

Arg

Thr

Val
210

Thr

Ala

Val

35

Gly

Val

Val

Asp

Ser

115

His

Lys

Val

Val

Cys

195

Tyr

Len

Gly

20

Leu

Gly

Glu

Glu

Gln

100

Tyr

Ala

Ala

Asp

Val

180

His

Gln

Pro

Leu

Ser

Ile

Asp

Phe

g5

Gly

His

Ala

Leu

Leu

165

Gly

Ala

Tyr
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Glu

Ser

Lys

Ala

Thr

70

Val

Val

Len

Asp

Asn

150

Ile

Ala

Lys

Thr

His

Leu

Gly

Ala

55

Len

Ala

Leu

Thr

Ala

135

Hisg

Val

Trp

Ala

Thr
215

Ser

Ala

Pro

40

Val

Ile

Ser

Phe

Arg

120

Thr

Pro

Ser

Val

Val

200

Asn

18

Cys

Leu

25

Val

Phe

Ala

Asn

Asp

105

Glu

Gly

Asn

Asp

Trp

185

Val

Pro

Asp

10

Arg

Thr

Asp

Gly

Ala

90

Thr

Gly

Arg

Ile

Lys

170

Asn

Len

Asp

Val

Leu

Glu

Glu

Ala

75

Arg

Hisg

Gly

Glu

Arg

155

Ile

Arg

Ala

Ile

Len

Ala

Gly

Thr

60

Gly

Ser

Ile

His

Val

140

Val

Gly

Asn

Thr

Ser
220

Ile

Asp

Ser

45

Asp

Ile

Cys

Gln

Ser

125

Glu

Leu

Leu

Lys

Gly

205

Ser

Ile

Gln

30

Thr

Ser

Cys

Val

Pro

110

His

Thr

Glu

Pro

Glu

190

Gly

Gly

Gly

15

Hisg

Phe

Ile

Asp

Gln

95

Asn

Arg

Thr

Arg

Gly

175

Thr

Ala

Asp

Ser

Gln

Tyr

Asp

Arg

80

Trp

Gly

Arg

Len

Ser

160

Thr

Val

Ser

Gly



Ile
225
Asn
Leu
Asp
Pro
Gly
305
Ile
Ile
Thr
Gly
Asn
385

Ser

Ser

Asp

Arg

465

Phe

Ala

Leu

Ser

Ala

Gln

Leu

Gly

Arg

290

Ala

Arg

Asp

Cys

Len

370

Arg

Ala

Thr

Val

Tyr

450

Arg

Arg

Glu

Hisg

Ile
530

Met

Phe

Thr

Thr

275

Asp

Asp

Gln

Leu

Gly

355

Tyr

Met

Ala

Len

Val

435

Val

Ile

Val

Len

Phe

515

Leu

Ala

His

Glu

260

Arg

Ile

Cys

Hisg

Thr

340

Gly

Ala

Ala

Glu

Pro

420

Ile

Gly

Thr

Ser

Ile

500

Thr

Ser

Trp

Pro

245

Ala

Phe

Val

Met

Phe

325

Gln

Val

Ile

Ser

Asp

405

Pro

Gln

Ile

Met

Asn

485

Val

Leu

Pro
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Arg

230

Thr

Leu

Met

Ala

Phe

310

Pro

Glu

Met

Gly

Asn

390

Ile

Trp

His

Val

Leu

470

Asn

Arg

Asp

Gly

Ala

Ala

Arg

Pro

Arg

295

Len

Met

Pro

Val

Glu

375

Ser

Thr

Asp

Asn

Arg

455

Gln

Len

Cys

Tyr

Asn
535

Gly

Len

Gly

Asp

280

Ala

Asp

Ile

Val

Asp

360

Val

Leu

Arg

Glu

Trp

440

Thr

Gln

Len

Ala

Pro

520

Hisg

19

Cys

Tyr

Glu

265

Phe

Ile

Ile

Tyr

Pro

345

Asp

Ser

Leu

Arg

Ser

425

His

Thr

Glu

Glu

Met

505

Glu

Tyr

Arg

His

250

Gly

Asp

Asp

Ser

Glu

330

Ile

His

Tyr

Glu

Met

410

Arg

Glu

Lys

Ile

Len

490

Met

Leu

Ile

Val

235

Pro

Ala

Glu

His

His

315

Lys

Val

Gly

Thr

Cys

395

Pro

Val

Len

Arg

Asp

475

Arg

Arg

Leu

Asn

Ala

Gln

Tyr

Arg

Glu

300

Lys

Leu

Pro

Arg

Gly

380

Leu

Tyr

Glu

Arg

Leu

460

Glu

Asn

Lys

Thr

Arg
540

Asn

Ala

Leu

Gly

285

Met

Pro

Leu

Ala

Thr

365

Len

Val

Ala

Asn

Len

445

Glu

Tyr

Len

Glu

Hisg
525

Len

Arg

Lys

270

Glu

Lys

Ala

Gly

Ala

350

Asp

His

Tyr

Hisg

Pro

430

Phe

Arg

Tyr

Val

Ser

510

Ser

Glu

Asn

255

Arg

Leu

Arg

Asp

Leu

335

Hisg

Val

Gly

Gly

Asp

415

Asp

Met

Ala

Ala

Gln

495

Arg

Gly

Phe

240

Phe

Pro

Ala

Len

Phe

320

Gly

Tyr

Glu

Ala

Trp
400
Ile
Glu
Trp
Leu
Hisg
480
val

Gly

Pro
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<210> 2

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para nadB

<400> 2
aattcatatg aatactctece ctgaacatt 29

<210> 3

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para nadB

<400> 3
aattggatce ctataccact acgettgate ac 32

<210> 4

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para nadB

<400> 4
ctegagceata geatttitat cc 22

<210>5

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para nadB

<400> 5
cagtgagega ggaagegyq 18

<210> 6

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para nadB corriente abajo

<400> 6
cattatacga acggtacccc aaagcctggg tcagogecgt

<210>7

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para nadB corriente abajo
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<400> 7
gacggatatt cageagtgg 19

<210> 8

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para nadB corriente arriba

<400> 8
cccaaaccaa atttccacg 19

<210>9

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para nadB corriente arriba

<400> 9
cggtaggtac cgagcetegaa titetttgtt taatttacta 40

<210> 10

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para loxpCm

<400> 10
tagtaaatta aacaaagaaa ttcgageteg gtacctaceg 40

<210> 11

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para loxpCm

<400> 11
acggegetga cocaggcttt ggggtaccgt tegtataatg 40

<210> 12

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para nadC corriente abajo

<400> 12
cattatacga acggtacccee cagttgaata aacaccetett ca 42

<210> 13

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> cebador para nadC corriente abajo

<400> 13
tggcggcagg ctaatatt 18

<210> 14

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para nadC corriente arriba

<400> 14

gitcticcag attetetact tttegagete ggtacetace g 41

<210> 15

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para nadC corriente arriba

<400> 15
tgaagaggty tttattcaac tgggggtace gticgtataa tg

<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para loxpCm

<400> 16
ataaccacca tcagttcgat a 21

<210> 17

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para loxpCm

<400> 17
cggtaggtac cgagetecgaa aagtagagaa tetggaagaa ¢

<210> 18

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para nadA

<400> 18
aattgggcecee atgagegtaa tgtttgatec a 3

<210> 19
<211> 29
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para nadA

<400> 19
aattgeggcec getegtgect acegetieg 29

<210> 20

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20
cogcggatco caccgeggge ttattceatt ac 32

<210> 21

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 21
gatgggccca tettaatete ctagattggg ttte 34

<210> 22

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 22
aattggatce gatgaatact cteectgaac att 33

<210> 23

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 23
aattcatatg ttatctgttt atgtaatgat tge 33

<210> 24

<211> 1623

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> gen nadB

<400> 24
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atgaatacte
cttteactgg
gtaacggaag
gacagcattyg
catgcagttyg
ggggtgttigt
gaaggtggac
gaaaccacge
aacgeggttyg
ggcgegtggg
gtgctggcaa
tetggegatg
aatcagttee
geactgegeg
tttgatgagce
atgaaacgcce
attcgccage
caagaaccgy
gatecatggge
ttacacggeg
tcggoggegy
ccgtgggaty
cacgagctac
gaacgegece
tteoeogegtet
gtteogetgtyg
gaactgctca

taa

<210> 25
<211> 894
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> gen nadC

<400> 25

tecctgaaca
cgctacgect
gttcaacatt
actcgcatgt
aatttgtcge
ttgataccca
atagtcacceg
tggtgagcaa
atctgattgt
tatggaaccyg
cocggeggtge
geattgetat
acectacege
gegaaggege
goggogaact
toggoegeaga
atttcccgat
taccgattgt
gtacggacgt
ctaaccgeat
aagatatcac
aaagccgogt
gtctgtttat
tgeggeggat
caaataattt
caatgatgeg

cccattceocgg
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tteatgtgac
ggctgaccag
ttatgeccag
ggaagacaca
cagcaatgca
cattcaaccg
togtattett
ggcgcetgaac
ttetgacaaa
taataaagaa
gtcgaaggtt
ggegtggege
getatateac
ttatctcaag
ggceccegegce
ttgtatgttce
gatttatgaa
gectgetgea
cgagggettyg
ggecteogaat
cagacgtatg
tgagaaccct
gtgggattac
aaccatgete
getggagetg
taaagagagt

tccgtcegatce

gtgttgatta
catcaggtca
ggcggtattyg
ttgattgccyg
cgatcctgtg
aatggogaag
catgecgeeg
catcogaata
attggeetge
acggtggaaa
tatcagtaca
geaggctged
ccacaggeac
cgeceoggatg
gatattgtcg
cttgatatca
aagctgctcg
cattatacet
tatgecattyg
tcattgetgg
ccttatgecc
gacgaacggg
gttggcattg
caacaagaaa
cgtaatetgg

cgggggttge

ctttcecececeg

24

teggtagegg
tegttetaag
cegecgbgtt
gggctggtat
tgcaatggct
aaagttacca
acgeccacegg
ttegagtget
cgggcacgcyg
cctgocacgce
ccaccaatcc
gggttgecaa
geaattteoct
gtacgeogttt
cccogegecat
gccataagec
ggctggggat
geggtggtgt
gegaggtgag
agtgteotggt
acgacatcag
tagtaattca
tgcgoacaac
tagacgaata
tacaggttge
atttcacget

gcaatcatta

cgeagaegga
taaaggeoceyg
tgatgaaact
ttgogatege
aatcgaccag
totgaccegt
tagagaagta
ggagegeoage
acgggttgtt
aaaagcggtg
ggatatttct
tetogaattt
gttaacagaa
tatgecegat
tgaccatgaa
cgccgatttt
tgatctcaca
aatggttgat
ttatacegge
ctatggetgg
tacgttaccg
gcataactgg
gaagcgcctg
ttacgeecat
cgagttgatt
ggattateeg

cataaacaga

60
120
180
240
300
360
420
430
540
600
660
720
780
840
200
9260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1623
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atgcogoectc gocgctataa ccctgacacce cgacgtgacg agctgetgga acgecattaat 60
ctogatatee coggegeoggt ggcoccaggeg ctgogggaag atttaggegg aacagtegat 120
gecaacaatg atattacgge aaaactttta cgggaaaatt ctegetetcea tgeocacggtg 180
atcaccegeg agaatggegt cttttgegge aaacgetggg ttgaagaggt gtttattcaa 240
ctggcaggcg acgatgtcac cataatctgg catgtggatg acggecgatgt catcaatgec 300
aatcaatcct tgttcgaact tgaaggccca tcccgogtge tgttaacggg cgaacgcact 360
gcgcecttaatt ttgtgeoaaac cctttcagga gttgeccagta aggtacgcca ctatgtcgaa 420
ttgetggaag geaccaacac geagttgttg gatacgegea aaaccttace eggectgegt 480
tcagetctga aatacgeggt actttgegge ggcggagega atcacegtet ggggetttet 540
gatgccttoc tgatcaaaga aaacoatatt attgectcoccg getcagtgog ccaggeggte 600
gaaaaagcgt cctggetgca ccoggatgog coagtagaag tcgaagtaga gaatctggaa 660
gaacttgatg aagccctgaa agcaggagec gatatcatca tgctggataa cttcgaaaca 720
gaacagatge gogaageocgt caaacgeace aacggcaagg cgcetactgga agtgtetgge 780
aacgtcactg acaaaacact geogtgaattt gecgaaacgg gegtggactt tatcteoegte 840
ggtgoegetaa ctaaacacgt acaagcacte gacctttecaa tgegttttog ctaa 894

<210> 26

<211> 1044

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> gen nadA

<400> 26
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ttaagcattyg
aatgcggtga
accggtgget
totactttgt
gaaaaaacaa
gttgaagaat
aacacttctyg
gaacttattyg
ctggggegtt
attgtgeatyg
gctgecatac
ggttccacca
gcaaccgatc
gaagcaccaa
gecatgaatg
gttecatgttg

tttgeggeta

tgtttgatcc
atgaaaaagc
tggttgccca
gtatttctga
tagtegetgg
ttetgatgec
ttaacgcatt
ctgoggtaaa
atcatcttga
acgtgcaaaa
atgaatttaa
tggtgcatec
gtcaactgat
ggggtatttt
ccgoaggtga
gecttcagge
atgaaagget

cactacgtgg

<210> 27

<211>1

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pPro nadBpCJnadA

<400> 27
a 1

<210> 28

<211> 1

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pPro nadB67pCJnadA

<400> 28
a 1

<210> 29

<211> 347

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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agacacggcyg
gtattaccgce
ctactatacc
ttctetggaa
ggtgagattt
gacacttcag
ttgcgatgece
agocgcgogea
tagtttgggt
acagacgggt
gactcaggey
agaatcacca
cgctgetgeg
ctacaaaatg
gggtgcaacc
categeagag
gcgagagagy

ataa

atttatcctt
gagaagataa
gatcccgaaa
atggeogeget
atgggagaaa
goetgaatgtt
catcccgatc
gattgggtgg
gaaaaaatca
ggagacattce
ttaacccget
caagctattg
aaaacattgc
cagcaggcgy
tgcocgocaget
gcattagaac

gegetggtge

26

tcccococcogaa
aacgtctgcect
ttcaacaact
tcggtgeaaa
cogecaaaat
cactggatet
gtactgtcgt
taacttcaag
tctgggeace
tatgetggea
tgcaagaaga
tegatatgge
cacatcagag
tgccagataa
gcgegeattyg
aggaaggaag

cgctcaateg

goccgacgccg
aaaagaacgt
ggcagaagaa
gecatcceoget
tateagtecy
cggcetgecet
cgtctacgeco
cattgccgtc
cgacaaacat
gggtgectgt
atacccggat
ggatgeggte
gcttattgtg
agagttactg
tcegtggatg
caatcacgag

tatgetggat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1044



<223> nadA-quinolinato sintasa

<400> 29

Met

1

Lys

Ile

Tyr

Ile

65

Ser

Ile

Cys

Asp

Ala
145

Ser

Pro

Lys

Thr

50

Ser

Thr

Len

Ser

Ala

130

Val

Val

Thr

Arg

35

Asp

Asp

Len

Ser

Leu

115

Hisg

Lys

Met

Pro

20

Len

Pro

Ser

Len

Pro

100

Asp

Pro

Ala

Phe

Len

Len

Glu

Leu

Val

85

Glu

Leu

Asp
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Asp

Ser

Lys

Ile

Glu

70

Ala

Lys

Gly

Arg

Ala
150

Pro

Ile

Glu

Gln

55

Met

Gly

Thr

Cys

Thr

135

Asp

Asp

Asp

Arg

40

Gln

Ala

Val

Ile

Pro

120

Val

Trp

27

Thr

Glu

25

Asn

Leu

Arg

Arg

Len

105

Val

Val

Val

Ala

10

Lys

Ala

Ala

Phe

Phe

20

Met

Glu

Val

Val

Ile

Ala

Val

Glu

Gly

15

Met

Pro

Glu

Tyr

Thr
155

Tyr

Tyr

Met

Glu

60

Ala

Gly

Thr

Phe

Ala

140

Ser

Pro

Tyr

Val

45

Thr

Lys

Glu

Len

Asn

125

Asn

Ser

Phe

Arg

30

Ala

Gly

Hisg

Thr

Gln

110

Ala

Thr

Ile

Pro

15

Glu

His

Gly

Pro

Ala

95

Ala

Phe

Ser

Ala

Pro

Lys

Tyr

Cys

Ala

80

Lys

Glu

Cys

Ala

Val
160
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Glu Leu Ile
Pro Asp Lys
Ile Leu Cys

195

Gln Ala Leu
210

Val Hisg Pro
225

Gly Ser Thr
Arg Len Ile
Ala Val Pro

275

Ala Thr Cys
290

Leu Gln Ala
305

Val His Val

Arg Met Leun

<210> 30
<211> 297
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp

Hisg

180

Trp

Thr

Glu

Ser

Val

260

Asp

Arg

Ile

Asp

Asp
340

Hisg

165

Leu

Gln

Arg

Ser

Gln

245

Ala

Lys

Ser

Ala

Glu

325

Phe
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Leu

Gly

Gly

Len

Pro

230

Leu

Thr

Glu

Cys

Glu

310

Arg

Ala

Asp

Arg

Ala

Gln

215

Gln

Ile

Asp

Len

Ala

295

Ala

Len

Ala
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REIVINDICACIONES

1. Una variante de L-aspartato oxidasa que comprende la secuencia de aminoacidos que se expone en la SEQ ID
NO: 1 de la cual una posicion 3022 de la SEQ ID NO: 1 se ha sustituido con otro aminoacido,

en la que el otro aminoacido se selecciona de entre el grupo que consiste en arginina, glicina, alanina, serina,
treonina, cisteina, valina, leucina, isoleucina, metionina, prolina, fenilalanina, tirosina, triptéfano, asparagina,
glutamina e histidina.

2. La variante de L-aspartato oxidasa de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el otro aminoacido se selecciona
de entre el grupo que consiste en arginina, valina, leucina, isoleucina, metionina, triptéfano, e histidina.

3. La variante de la L-aspartato oxidasa de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la variante es mas resistente a
la retroalimentacion por acido nicotinico o NAD que la L-aspartato oxidasa de la SEQ ID NO: 1.

4. Un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la variante de L-aspartato oxidasa de
la reivindicacion 1.

5. Un vector que comprende el polinucleétido de la reivindicacion 4 que esta unido operativamente a una secuencia
reguladora.

6. Un microorganismo que comprende el polinucleétido de la reivindicacion 4.

7. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el microorganismo pertenece al género
Escherichia.

8. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la actividad de la quinolinato sintetasa esta
aumentada.

9. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la actividad de la quinolinato fosforribosil
transferasa esta reducida.

10. Un procedimiento de produccién de quinolinato, comprendiendo el procedimiento:

el cultivo del microorganismo de la reivindicacion 6 en un medio; y
la recuperacion de quinolinato del medio de cultivo.

11. Un procedimiento de produccién de acido nicotinico, comprendiendo el procedimiento:

el cultivo del microorganismo de la reivindicacion 6 en un medio; y
llevar a cabo una reaccién de descarboxilacion anadiendo un acido al medio de cultivo.
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