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DESCRIPCION

Mutantes de O-fosfoserina sulfhidrilasas y procedimiento de produccion de cisteina utilizando los mismos

Campo de la técnica

La presente invencion se refiere a un mutante de O-fosfoserina sulfhidrilasa (al que se hace referencia también
como “OPSS”) que consiste en una secuencia de aminoacidos derivada de Mycobacterium smegmatis que se
corresponde con la de SEQ ID NO: 1 excepto por la eliminacion de los Ultimos tres a siete restos de aminoacido del
extremo C. La presente invencién también se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica el mutante de
OPSS, un vector de expresidon que lleva la molécula de acido nucleico, y un transformante transformado con el
vector de expresion. Ademas, la presente invencion se refiere a un procedimiento de produccién de cisteina
haciendo reaccionar la O-fosfo-L-serina (OPS) con un sulfuro en presencia del mutante de OPSS.

Técnica antecedente

La L-cisteina es un aminoacido que tiene un papel importante en el metabolismo del azufre en todos los organismos
vivos. Se utiliza en la biosintesis de proteinas, tal como la queratina capilar, glutation, biotina, metionina, y otros
metabolitos que contienen azufre, asi también sirve como precursor de la coenzima A. Ademas, se sabe que la
biosintesis de cisteina esta asociada estrechamente con la biosintesis de otros aminoacidos que incluyen L-serina,
L-glicina, y L-metionina. Industrialmente, la L-cisteina y sus derivados tienen aplicaciones en una variedad de
campos incluyendo la industria farmacéutica (para el tratamiento de enfermedades bronquiales), la industria
cosmética (en champu capilar, composiciones para ondas permanentes, etc.), y la industria alimentaria
(antioxidantes, potenciadores del sabor, aditivos de masa, etc.).

Tradicionalmente, la L-cisteina se obtenia industrialmente por hidrélisis acida del pelo humano o las plumas de
animales (Biotechnology of the Amino Acids Production editado por Ko Aida, p 217-223, 1986). Sin embargo, la
produccion de cisteina a partir del pelo o las plumas no solo asegura un rendimiento bajo del 7-8 %, sino que
también el uso del acido clorhidrico o acido sulfurico produce una cantidad significativa de desechos contaminantes
para el medio ambiente. Ademas, los consumidores pueden tener una fuerte aversion a la extraccion a partir de pelo
o plumas. Estos problemas han causado un empuje en el desarrollo de procedimientos de produccién de L-cisteina
que respeten el medio ambiente, dando lugar a la fermentacion de L-cisteina utilizando microorganismos.

Ente la produccién microbiana de L-cisteina representativa es la conversion bioldégica de D, L-ATC utilizando un
microorganismo (Ryu OH, Ju JY, y Shin CS, Process Biochem., 32:201-209, 1997). Este procedimiento de
conversion, sin embargo, es dificil de aplicar de manera industrial debido a la baja solubilidad del precursor D, L-
ATC. Otro procedimiento de produccion de L-cisteina es la fermentacion directa utilizando E. coli (Patente N.° EP
0885962B; Wada M y Takagi H, Appl. Microbiol. Biochem., 73:48-54, 2006). La acumulacién excesiva de L-cisteina
en el microorganismo da lugar a toxicidad intracelular, lo que da como resultado la produccion de L-cisteina a altas
concentraciones. Para superar este obstaculo, se emplearon proteinas que exportan L-cisteina, sin embargo no ha
habido una mejoria significativa de la productividad.

En referencia a la ruta de biosintesis de la L-cisteina en bacterias y plantas, la O-acetil-serina (OAS) actia como un
precursor intermedio proporcionando el armazon carbonico de la L-cisteina (Kredich NM y Tomkins GM, J. Biol.
Chem., 241: 4955-4965, 1966). La enzima O-acetilserina sulfhidrilasa (OASS), que utiliza sulfuro de hidrégeno como
donante de azufre, cataliza la conversion de O-acetilserina en S-sulfocisteina y finalmente en cisteina, liberando
acetato. De manera alternativa, el SO4 se puede reducir a tiosulfato para su uso como donante de azufre en la
produccion de cisteina (akamura T, Kon Y, Iwahashi H, y Eguchi Y, J. Bacteriol., 156: 656-662, 1983). La ruta de
biosintesis de cisteina mediante el uso de OAS utiliza las dos enzimas de serina acetiltransferasa (CysE), que
cataliza la conversion de serina en OAS, y la cisteina sintasa (CysK), que cataliza la conversion de OAS en cisteina.
De manera notable entre ellas la serina acetiltransferasa (CysE) es altamente sensible a la inhibicion por
retroalimentacion por el producto cisteina final (Wada M y Takagi H, Appl. Microbiol. Biochem., 73:48-54, 2006). Por
lo tanto, es necesaria una enzima que no sea sensible a la inhibicién por retroalimentacion , sin embargo, es dificil
de desarrollar.

Divulgacion

[Problema técnico]

Lo que da lugar a la presente invencion, la investigacion intensa y exhaustiva en la produccioén de I-cisteina con altor
rendimiento que llevaron a cabo los presentes inventores que tenia como objetivo superar los problemas
encontrados en la técnica anterior, dio como resultado el hallazgo de que existe una O-fosfoserina sulfhidrilasa
(OPSS) en Aeropyrum pernix, Mycobacterium tuberculosis, y Trichomonas vaginalis que toman una ruta especifica
de O-fosfo-L-serina (OPS), mejor que la ruta especifica de OAS, para sintetizar L-cisteina (Mino K e Ishikawa K,
FEBS letters, 551: 133-138, 2003; Burns KE, Baumgart S, Dorrestein PC, Zhai H, McLafferty FW, y Begley TP, J.
Am. Chem. Soc., 127: 11602-11603, 2005; Westrop GD, Goodall G, Mottram JC, y Coombs GH, J. Biol. Chem., 281:
25062-25075, 2006) y que la OPSS de M. tuberculosis, que cataliza la conversion de OPS en cisteina con las
enzimas adicionales mec+ y cysO, pueden utilizar el Na;S como donante de azufre en la conversion de OPS en
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cisteina incluso en ausencia de enzimas adicionales cuando se han retirado cinco aminoacidos del extremo C de las
mismas (Agren D, Schnell Ry Schneider G, FEBS letters, 583: 330-336 2009).

La secuencia de la cisteina sintasa (Cys11) de Mycobacterium smegmatis de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 se
conocia por la base de datos UniProt (n° de acceso AOR1X2).

[Solucién técnica]

Por lo tanto, es un objetivo de la presente invencion proporcionar un mutante de la o-fosfoserina sulfhidrilasa (a la
que también se hace referencia como “OPSS”) que consiste en una secuencia de aminoacidos derivada de
Mycobacterium smegmatis que se corresponde con la de SEQ ID NO: 1 excepto por la eliminacion de los ultimos
tres a siete restos de aminoacido del extremo C.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar una molécula de acido nucleico que codifica el mutante de
OPSS.

Un objetivo adicional de la presente invencion es proporcionar un vector de expresion que lleva la molécula de acido
nucleico.

Un objetivo adicional mas de la presente invencién es proporcionar un transformante transformado con el vector de
expresion.

Es otro objetivo mas de la presente invencidn proporcionar un procedimiento de conversién de O-fosfo-L-serina en
cisteina con un sulfuro en presencia del mutante de OPSS.

[Efectos ventajosos]

Como se ha descrito anteriormente, el mutante de OPSS con la actividad enzimatica mejorada que es esencial para
la conversion enzimatica de O-fosfoserina en L-cisteina se puede utilizar para producir L-cisteina a partir de OPS a
gran escala con un alto rendimiento de una manera simple.

Descripcién de los dibujos

La FIG. 1 es un grafico que muestra la actividad de OPSS segun la temperatura.

La FIG. 2 es un conjunto de graficos que muestra la sensibilidad de la OPSS al pH.

La FIG. 3 es una fotografia que muestra el nivel de expresion de la enzima en un sistema pET y un sistema pCL-
Pcj1 que se analiza mediante SDS-PAGE.

La FIG. 4 es un grafico que muestra la actividad enzimatica de OPSS para convertir un caldo de fermentacion
con OPS purificado en cisteina.

La FIG. 5 es un grafico que muestra la actividad enzimatica de la OPSS para convertir un caldo de fermentacion
con OPS en cisteina.

La FIG. 6 es un grafico que muestra la produccion de OPS y cisteina que se convierte mediante la OPSS
utilizando OPS como sustrato a escala de una jarra de 1 I.

La FIG. 7 es una vista esquematica que muestra el mapa de un vector de expresion pCL-Pcj1 que lleva un gen
que codifica un mutante de OPSS.

Mejor modo

De acuerdo con un aspecto de la misma, la presente invencién proporciona un mutante de OPSS derivado de
Mycobacterium smegmatis con la misma secuencia de aminoacidos que la de SEQ ID NO: 1, con la excepcion de
que carece de 3 a 7 restos de aminoacidos del extremo C de la secuencia de aminoacidos de la O-fosfoserina
sulfhidrilasa de tipo silvestre.

En una realizacién de la presente divulgacion, el mutante de OPSS de la presente invencion puede tener una de las
tres secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. El mutante de OPSS que tiene una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 2 puede modificarse adicionalmente para que tenga una sustitucion del resto de prolina (Pro) de la
posicion 77 por un resto de serina (Ser). Ademas, el mutante de OPSS que tiene una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 2 puede modificarse adicionalmente para que tenga una sustitucion del resto treonina (Thr) en la
posicion 131 con un resto de alanina (Ala), el resto de lisina (Lys) en la posicion 137 con un resto de asparagina
(Asp) y el resto de treonina (Thr) de la posicion 238 por un resto de serina (Ser). Ademas, se desvelan en el
presente documento las secuencias de aminoacidos que comparten una homologia de al menos un 50 %,
preferentemente un 60 %, 70 %, 75 %, y 80 %, mas preferentemente del 85 %, 90 % y 95 %, y mas preferentemente
del 97 % al 99 % con los mutantes mencionados anteriormente.

La expresion “Mycobacterium smegmatis” se refiere a una cepa con forma de bacilo del filum Actinobacteria que es
fino, recto o ligeramente curvado, tiene ramas irregulares, y se pueden tefiir con el colorante basico anilina. En la
presente invencién, se descubrid que cuando esta secuencia de aminoacidos se modificaba, la O-fosfoserina
sulfhidrilasa derivad de la cepa podia catalizar la biosintesis de L-cisteina con un aumento de rendimiento.
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Como se utiliza en el presente documento “O-fosfoserina sulfhidrilasa (OPSS)” se refiere a una enzima que cataliza
la conversion de OPS en cisteina. La enzima se encontrd por primera vez en Aeropyrum pernix y se le puso el
nombre (Mino K e Ishikawa K, FEBS letters, 551: 133-138, 2003, SEQ ID NO: 6).

Se pueden utilizar distintos procedimientos bien conocidos para obtener OPSS. Ejemplos ilustrativos de los
procedimientos incluyen, pero no se limitan a, técnicas de sintesis genética basadas en optimizacion del codén por
las que se pueden obtener las enzimas de interés con alto rendimiento, y procedimientos de exploracion
bioinformatica de fuentes de enzimas utiles basados en los almacenamientos masivos de informacién genética de
microorganismos. En una realizacion de la presente invencion, las enzimas OPSS que utilizan la OPS como sustrato
para sintetizar cisteina se seleccionaban de entre distintos microbios. A este respecto, los aglomerados obtenidos
utilizando un medio y condiciones de cultivo adecuados conocidos en la técnica se lisaron, seguido por purificacion
del sobrenadante que contiene la enzima para conseguir la enzima OPSS.

Como se utiliza en el presente documento, el término “mutante” se refiere a un cultivo o un individuo que muestra
una alteracion estable del fenotipo heredable o no heredable. Cuando se utiliza en conjuncién con OPSS (O-
fosfoserina sulfhidrilasa), el término “mutante” quiere significar una enzima OPSS que esta alterada genéticamente
de manera que su actividad se puede mejorar eficazmente en comparacion con el tipo silvestre.

Basandose en el informe de que el mutante de OPSS derivado del Mycobacterium tuberculosis H37Rv con cinco
restos de aminoacidos del extremo C eliminados mostraba un aumento de afinidad por una fuente de azufre que
contenia un grupo S?% incluso en ausencia de enzimas adicionales, se preparé un mutante de OPSS eliminando
cinco restos de aminoacidos del extremo C de la OPSS de Mycobacterium smegmatis. EI mutante de OPSS de
acuerdo con la presente invencion consiste en la secuencia de aminoacidos derivada de Mycobacterium smegmatis
que se corresponde con la SEQ ID NO: 1 en la que se han eliminado de tres a siete, preferentemente cinco, restos
de aminoacidos del extremo C.

En una realizacion de la presente divulgacion, se observd que el mutante que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 2 presentaba una tasa de conversion del 100 % en una hora después de aplicarse a la conversion de
OPS en cisteina (Tabla 5).

La sustitucion de aminoacidos puede aumentar adicionalmente la actividad enzimatica del mutante de OPSS de la
presente invencién. A condicién de que sea bien conocido en la técnica, se puede utilizar cualquier procedimiento
para mejorar la enzima. En la presente divulgacion, preferentemente, se empleé mutagénesis aleatoria para obtener
una mejora de la actividad enzimatica del mutante de OPSS. En detalle, después de permitir que la OPSS se
sometiera a mutagénesis aleatoria, se seleccionaron los mutantes con actividad enzimatica mejorada utilizando el
sistema de exploracion desarrollado basandose en HTS (exploracion de alto rendimiento) por los presentes
inventores. Como resultado, se obtuvieron los mutantes de OPSS, Msm-T-HA2 y Msm-T-EP3, que tenian una
actividad enzimatica mejorada llevando a cabo la exploraciéon HTS en un gen Msm-T. La Msm-T-HA2 es un mutante
de OPSS que tiene la misma secuencia de SEQ ID NO: 2, con la excepcion de que el resto prolina (Pro) de la
posicion 77 se sustituydé con un resto de serina (Ser). La Msm-T-EP3 es un mutante de OPSS que tiene los mismos
restos de aminoacidos que la SEQ ID NO: 2, con la excepcion de que la mutacion de sustitucion se produce con un
resto de alanina (A) para el resto de treonina (Thr) de la posicidon 131, con un resto de asparagina (Asp) para el resto
lisina (Lys) de la posicién 137, y con un resto de serina (Ser) para el resto de treonina (Thr) en la posicion 238.
También se desvelan en el presente documento los mutantes de OPSS Msm-T-HA2 y Msm-T-EP3 que tienen
secuencias de aminoacidos representados por las SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4, respectivamente.

En una realizacion de la presente divulgacion, se descubrié que tanto Msm-T-HA2 como Msm-T-EP3 presentaban
una actividad enzimatica mayor que la de Msm-T que tiene los restos de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 (Tablas 5
y 6). En detalle, se midi6 que los mutantes de OPSS Msm-T-HA2 y Msm-T-EP3 que presentaban tasas de
conversion con un aumento de 5 veces y 1,2 veces en un estadio temprano de la reacciéon de conversion, en
comparacion con la Msm-T de control. Ademas, incluso cuando se utilizaba la Msm-T-HA2 mutante cuya actividad
de sintesis de cisteina es 4 veces mayor que la de la enzima Msm-T y en una cantidad que correspondia a un 40 %
de la Msm-T, la tasa de conversion en cisteina era similar.

El término “homologia”, como se utiliza en el presente documento, quiere referirse al porcentaje de identidad entre
dos polipéptidos. La correspondencia entre una secuencia y la otra se pueden determinar por técnicas conocidas en
la técnica. Por ejemplo, se puede determinar la homologia por comparacion directa de la informacion de secuencia
entre las dos moléculas polipeptidicas alineando la informacion de secuencia y utilizando programas de
computadora facilimente disponibles. De manera alternativa, la homologia se puede determinar por hibridacion de
polinucledtidos en condiciones que formen duplex estables entre las regiones homologas, seguido por la digestion
con una nucleasa especifica de cadena unica, y la determinacién del tamafio de los fragmentos digeridos.

Como se utiliza en el presente documento, el término “homologo” y todas sus formas gramaticales y variaciones se
refiere a la relacion entre proteinas que poseen un “origen evolutivo comun”, incluyendo las proteinas de
superfamilias (por ejemplo, la superfamilia de las inmunoglobulinas) y las proteinas homoélogas de diferentes
especies (por ejemplo, la cadena ligera de miosina, etc.). Dichas proteinas (y sus genes codificantes) tienen una
homologia de secuencia, como se refleja por su similitud de secuencia. Sin embargo, en el uso comiun y en la
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presente solicitud, el término “homdlogo”, cuando se modifica con un adverbio tal como “altamente”, se puede referir
a una similitud de secuencia y puede o no relacionarse con un origen evolutivo comun.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “similitud de secuencia” en todas sus formas gramaticales se
refiere al grado de identidad o correspondencia entre secuencias de acido nucleico o aminoacidos de proteinas que
pueden o no compartir un origen evolutivo comudn. En una realizacion especifica, dos secuencias de aminoacidos
son “sustancialmente homodlogas “o “sustancialmente similares” cuando al menos un 21 % (preferentemente al
menos aproximadamente un 50 %, y mas preferentemente aproximadamente un 75 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, o
99 %) de los aminoacidos coinciden durante una longitud definida de las secuencias de aminoacidos. Las
secuencias que son sustancialmente homdlogas se pueden identificar comparando las secuencias utilizando un
software convencional disponible en los bancos de datos de secuencias o en un experimento de hibridacién de
Southern, por ejemplo, en condiciones rigurosas como se defina para el sistema en particular. Las condiciones de
hibridacion definidas estan en el ambito de la técnica (por ejemplo, Sambrook y col., 1989, infra).

Los mutantes de OPSS de la presente invencion pueden catalizar la transferencia de un grupo tiol (grupo SH) a la
OPS para producir cisteina. Preferentemente, las condiciones que permiten a los mutantes de OPSS de la presente
invencion ejercer su actividad optima incluyen i) la presencia de 0-2 mM de PLP (fosfato de 5-piridoxal) o 0-100 mM
de DTT (ditiotreitol) como cofactor, ii) una temperatura de reaccion de 25 a 60 °C, vy iii) un pH de desde 6,0 a 10, O,
pero no se limitan a estas.

Un ensayo para la actividad enzimatica de OPSS que cataliza la sintesis de cisteina transfiriendo un grupo tiol al
sustrato con OPS se desveld junto con la nomenclatura de Ape-OPSS (Ape-O-fosfoserina sulfhidrilasa).
Particularmente, debido a que la Ape-OPSS tiene la actividad de convertir OAS en cisteina transfiriendo un grupo
TIOL, el ensayo se basa en la medicion de la actividad de la enzima de sintesis de cisteina de E. coli (OASS, O-
acetilserina sulthidrilasa, EC 4.2.99.8)) (Mino K e Ishikawa K, FEBS letters, 551: 133-138, 2003).

En el ensayo de acuerdo con una realizacion de la presente invencion, se afiade PLP que proporciona un grupo tiol
para la OAS (O-acetilserina) u OPS, que sirve como cofactor de OASS u OPSS en la conversion en cisteina a una
concentracion de 0,2 mM. También se aflade DTT no solo para evitar la oxidacién de la cisteina expuesta al aire en
cisteina, sino también para cuantificar la cantidad de cisteina oxidada, gracias a su poder reductor. Preferentemente,
cuando se afadian 25 mM de DTT o 0,2 Mm de PLP, la conversion en cisteina aumentaba unas 2,3 veces. Es decir,
PLP y DTT tienen una influencia positiva en la conversion de OPS en cisteina.

Las enzimas Ape-OPSS, Mtb-OPSS, y Mtb-R tienen una temperatura de reaccion doptima de 60 °C o 37 °C, con un
pH o6ptimo de 7,4, como se habia informado anteriormente (Mino K e Ishikawa K, FEBS letters, 551: 133-138, 2003;
Agren D, Schnell R y Schneider G, FEBS letters, 583: 330-336, 2009). Basandose en el informe, se pueden
optimizar las condiciones de reaccion de conversion para los mutantes de OPSS con actividad enzimatica mejorada.
En una realizaciéon de la presente invencion, los mutantes de OPSS pueden catalizar la conversion a una
temperatura de desde 37 °C a 80 °C. En detalle, la enzima Ape-OPSS de Archea spp., que pueden crecer incluso a
altas temperaturas, muestra una actividad enzimatica mas alta a 60 °C que a 37 °C. También, la estabilidad a alta
temperatura de la propia enzima da lugar a una temperatura 6ptima de 60 °C. Por otro lado, la Msm-R muestra una
actividad enzimatica 6ptima a 37 °C y es vulnerable al tratamiento por calor a 60 °C. Se descubri6 que las enzimas
OPSS mantienen la actividad de conversién en un intervalo de pH de desde 6,0 a 10,0. La actividad enzimatica
optima se detecté a un pH 7,4 en Ape-OPSS y un pH de 8,0 a 9,0 en Msm-T. Por lo tanto, la Msm-T es estable en
un intervalo mas amplio de pH que la Ape-OPSS.

De acuerdo con otro aspecto de la misma, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico que
codifica el mutante de OPSS.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “molécula de acido nucleico” pretende englobar moléculas
de ADN y ARN. Los nucleétidos, que constituyen las unidades estructurales de las moléculas de acido nucleico,
incluyen no solamente los nucleétidos de origen natural, sino analogos modificados en un resto de azucar o un resto
de base (Scheit, Nucleotide Analogs, John Wiley, New York (1980); Uhlman y Peyman, Chemical Reviews, 90:543-
584 (1990)).

De acuerdo con un aspecto adicional de la misma, la presente invencién proporciona un vector de expresion que
lleva la molécula de acido nucleico.

Un “vector” se refiere a cualquier vehiculo para la clonacion y/o transferencia de un acido nucleico dentro de una
célula huésped. Un vector puede ser un replicon al que se ha unido otro segmento de ADN de manera que dé lugar
a la replicacion del segmento unido. Un “replicon” se refiere a cualquier elemento genético (por ejemplo, un
plasmido, fago, césmido, cromosoma, virus) que funciona como una unidad auténoma de replicacién de ADN in vivo,
es decir, se capaz de replicacion bajo su propio control. El término “vector” incluye tanto vehiculos viricos y no
viricos para introducir el acido nucleico en una célula y huésped in vitro, ex vivo, o in vivo. El término “vector” puede
incluir también ADN minicirculares. Por ejemplo, el vector puede ser un plasmido sin secuencias de ADN bacteriano.
La retirada de las secuencias de ADN bacteriano que son ricas en regiones CpG han demostrado que disminuyen el
silenciamiento de expresion transgénica resulta en una expresion mas persistente a partir de vectores de ADN
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plasmidico (véase, por ejemplo, Ehrhardt, A. y col. (2003) Hum Gene Ther 10: 215-25; Yet, N. S. (2002) Mol Ther 5:
731-38; Chen, Z. Y. y col. (2004) Gene Ther 11: 856-64). El término “vector” puede incluir también transposones
tales como Sleeping Beauty (Izsvak y col. J. Mol. Biol. 302:93-102 (2000)), o cromosomas artificiales.

Como vector, se conoce bien en la técnica el sistema pET (Novagen) que utiliza un promotor T7. En la presente
invencion, se pueden utilizar distintos sistemas de expresiéon conocidos en la técnica sin limitacion.

En una realizaciéon de la presente invencion, se empledé un sistema de expresion que utiliza un promotor CJ1,
desarrollado por los presentes inventores, para la expresion de un gen exdgeno (véase, la Publicacion de Patente
coreana abierta a inspeccion publica N° 10-2006-0068505, FIG. 7).

En una realizacion de la presente invencion, los niveles de expresion de OPSS entre el sistema pET que comprende
un promotor T7 y el sistema CJ1 que comprende un promotor CJ1 se compararon dando las mismas condiciones.
Como resultado el sistema CJ1 presentaba un nivel de expresion mas alto de OPSS que el sistema pET (FIG. 3).
Ademas, la sobreexpresion de OPSS necesitaba una temperatura baja (18 [1C) y un largo periodo de tiempo en el
sistema pET, pero una alta temperatura (37 [1C) y un corto periodo de tiempo en el sistema CJ1. Por lo tanto, se
prefiere utilizar el promotor CJ1 para obtener OPSS eficazmente, aunque la presente invencién no se limita a este.

De acuerdo con un aspecto adicional mas de la misma, la presente invenciéon proporciona un transformante
transformado con el vector de expresion.

Como se utiliza en el presente documento, el término “transformacion” en todas sus formas gramaticales y
variaciones se refiere a la alteracion genética de una célula que resulta de la introduccion de un gen ajeno en la
célula huésped de manera que el gen introducido se pueda replicar por si mismo o como un factor incorporado en el
cromosoma.

El vector de la presente invencién se puede introducir en células huésped por técnicas convencionales adecuadas
conocidas en la técnica, ejemplos de las cuales incluyen, pero no se limitan a electroporacion, co-precipitacion en
fosfato calcico, infeccion retrovirica, microinyeccion, DEAE-dextrano, y calcio catidénico en liposomas.

La expresion “célula transformada con un vector recombinante”, como se utiliza en el presente documento, se refiere
a una célula huésped que tiene anclado un vector recombinante en la misma que lleva un gen de interés. La célula
huésped adecuada para su uso en la presente invencion puede ser procariota o eucariota. Ejemplos incluyen,
bacterias enterobacterias y corineformes, con preferencia por Escherichia spp. y Serratia spp., teniendo la mayor
preferencia por la E. coli.

De acuerdo con otro aspecto mas, la presente invencién proporciona un procedimiento para la producciéon de
cisteina, que comprende la conversiéon de OPS con un sulfuro en presencia del mutante de OPSS de la presente
invencion.

El mutante de la presente invencién se puede aplicar a la produccidon en masa de cisteina. Cuando se utiliza el
transformante que expresa el mutante, la producciéon en masa de cisteina se puede conseguir en condiciones de
cultivo éptimas que se conocen bien en la técnica. Por lo tanto, el procedimiento de producciéon en masa de cisteina
comprende el cultivo de los transformantes en condiciones éptimas que son bien conocidas en la técnica.

Para su uso como sustrato, la OPS tiene que estar en forma pura o puede estar en forma de un cultivo de
fermentacion que contienen OPS. La OPS pura puede estar disponible en el mercado, como se identifica en el N.°
de catalogo P0878 de Sigma-Aldrich o CAS407-41-0 de Wako. Sin embargo, el cultivo que contiene OPS que se
obtiene por fermentacion microbiana tiene ventajas econdmicas sobre la OPS pura disponible en el mercado ya que
el cultivo que contiene OPS se puede utilizar sin purificacion adicional y el cofactor PLP necesario para la conversion
se puede obtener en el cultivo fermentado.

Se puede utilizar cualquier compuesto de azufre en la presente invencién, a condicidon de que se pueda convertir en
un grupo tiol (SH). Preferentemente, se puede utilizar Na;S, H.S, o S»03, sea en forma de liquido o gas.

En una realizacién de la presente invencion, se utilizd6 Na;S como fuente de azufre. El Na,S se puede afadir a una
concentracion molar de 0,1 a 3 veces tan alta como la de OPS utilizada en la conversion enzimatica. En detalle, la
Msm-T-HA2, que tiene una tasa de conversion en cisteina del 80 % que es equivalente a la de la Msm-T, se utiliza a
una concentracion de 50 ug/ml en condiciones de reaccion que comprenden caldo de fermentacién con 50 mM de
OPS yo caldo de fermentacién con 60 mM de OPS purificada, 100 0 120 mM de NaS, y 0,2 mM de PLP.

Sera evidente y facilmente entendible por los expertos en la técnica que el procedimiento de conversion enzimatica
se puede optimizar y aumentar de escala con enzimas altamente activas. En una realizacién, cuando se incuban
19,317 g/l de caldo de fermentacion con OPS en presencia de 50 mg de Msm-T-HA2, se produjo cisteina a una
concentracion de hasta 9,075 g/l. En una jarra de 1 |, se convirti6 OPS en cisteina con una tasa del 71,83 % en
presencia del mutante (FIG. 6).
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Abreviaturas y terminologia

Para explicar mejor la presente invencion y para instruir a los técnicos en la técnica para llevar a cabo la presente
invencion, se da una descripcidn de las siguientes palabras y procedimientos. A menos de que el contexto necesite
otra cosa, a lo largo de la descripcion y las reivindicaciones, las palabras “comprende”, “comprendiendo”, y similares
se consideran en un sentido incluyente en oposicion a un sentido excluyente o exhaustivo, esto quiere decir, en el
sentido de “que incluye, pero no se limita a”. Los términos singulares de “un”, “una” y “el” incluyen las referencias en
plural a menos de que el contexto indique claramente otra cosa. Por ejemplo, la expresion “que comprende una

célula” significa “que incluye una célula o una pluralidad de dichas células, pero no se limita a estas”.

“ "

Cuando se utiliza en referencia a una lista de dos o mas articulos, la palabra “o” cubre todas las siguientes
interpretaciones de la palabra: cualquiera de los articulos de la lista, todos los articulos en la lista, y cualquier
combinacién de articulos en la lista. A menos de que se establezca ofra cosa, todos los términos técnicos y
cientificos utilizados en el presente documento tiene los mismos significados que entiendes lo expertos en la técnica
a la que pertenece la invencion. Se desvelan posteriormente los procedimientos y materiales pertinentes, pero se
pueden utilizar procedimientos y materiales similares o equivalentes en las practicas o experimentos de la presente
invencion. Los materiales, procedimientos, y ejemplos que se dan posteriormente seran evidentes a partir de la
siguiente descripcion y las reivindicaciones adjuntas.

Eliminacion: Una mutacion en la que se han eliminado uno o mas restos de nucleétidos o aminoacidos de una
molécula de acido nucleico o una proteina, respectivamente.

Modo de la invencién

Se puede obtener un mejor entendimiento de la presente invencion mediante los siguientes ejemplos que se
exponen para ilustrar la presente invencion.

Ejemplo 1: Desarrollo de OPSS

Se ha informado que Aeropyrum pernix, Mycobacterium tuberculosis, y Trichomonas vaginalis tienen OPSS, una
enzima que utiliza la OPS, en vez de la OAS de E. coli, como sustrato para la sintesis de cisteina (Mino K e Ishikawa
K, FEBS letters, 551: 133-138, 2003; Burns KE, Baumgart S, Dorrestein PC, Zhai H, McLafferty FW, y Begley TP, J.
Am. Chem. Soc., 127: 11602-11603, 2005; Westrop GD, Goodall G, Mottram JC, y Coombs GH, J. Biol. Chem., 281:
25062-25075, 2006). Basandose en el informe, los presentes inventores descubrieron dos tipos de OPSS que
convierten la OPS en cisteina de Aeropyrum pernix y Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Entre ellas, la enzima
OPSS derivada del Mycobacterium tuberculosis se utilizé para explorar la homologia de aminoacidos. Como
resultado, se aseguraron tres mutantes de OPSS, Msm-OPSS, Rjo-OPSS y Nfa-OPSS de Mycobacterium
smegmatis cepa 155, Rhodococcus jostii RHA1, y Nocardia farcinica IFM 10152, respectivamente.

Para obtener la OPSS de cada cepa, se construyé un sistema de vector pET28a (Novagen), que se utiliza
normalmente para la expresion enzimatica. Cada una de las matrices y cebadores para su uso en la clonacion de las
cinco enzimas OPS sulfhidrilasa diferentes y los plasmidos recombinantes resultantes se resumen en la Tabla 1,
posterior. Las combinaciones adecuadas de matriz y los cebadores, como se dan en la Tabla 1, se utilizaron para la
PCR para la amplificacion de cada uno de los genes de OPSS. Los productos de la PCR vy el vector pET28a se
digirieron con Ndel e Hindlll (a 37 °C durante 3 horas). Cada uno de los fragmentos genéticos se ligaron al vector
pET28a digerido (Novagen). La secuenciacion de bases confirmé la construccion de los vectores de expresion que
llevaban cada uno de los genes OPSS. Los vectores de expresion enzimatica se introdujeron en E. coli (DE3) para
producir cepas capaces de expresar las enzimas OPSS. Los nombres de las enzimas se dan en la Tabla 1,
posteriormente.

[Tabla 1]
Enzima Vector Matriz Cebador
Ape-OPSS pET28a-Ape-OPSS | ADN sintético SEQIDNO:7y8

Mtb-OPSS pET28a-Mtb-OPSS | ADN gendmico de Mtb |SEQ ID NO: 9y 10
Msm-OPSS | pET28a-Msm-OPSS | ADN genémico de Msm |SEQ ID NO: 11y 12
Rjo-OPSS pET28a-Rjo-OPSS | ADN gendmico de Rjo |SEQ ID NO: 13y 14
Nfa-OPSS pET28a-Nfa-OPSS | ADN gendmico de Nfa |SEQ ID NO: 15y 16

La expresiéon de las enzimas se llevd a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante del sistema pET
(Novagen). Las colonias Unicas de cada cepa de las placas LB se inocularon en 5 ml de caldo LB y se incubaron a
37 °C durante 16 horas mientras se agitaba a 200 rpm. Los cultivos se transfirieron a 25 ml de caldo LB reciente (en
matraces de 250 ml) y se incubaron hasta una DOgy de 0,5 ~ 0,6 (durante 2 ~ 3 horas) en las mismas condiciones,
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inmediatamente después de lo cual se afiadié 1 mM de IPTG al medio para inducir que se expresaran las enzimas
durante la incubacion a 18 °C durante 18 horas mientras se agitaba a 120 rpm. Las enzimas se purificaron utilizando
columnas Ni-NTA por marcador His, con la ayuda de His SpinTrap (GE Healthcare). De las cinco enzimas OPSS
aisladas, se encontré que cuatro eran en forma soluble, siendo una (Rjo-OPSS) un cuerpo de inclusion segun se
analizo por electroforesis en un 14 % SDS-PAGE.

Ejemplo 2: Ensayo de OPSS respecto a la actividad de sintesis de cisteina

Las cuatro enzimas OPSS obtenidas por distintas cepas de microorganismos se ensayaron en cuanto a la capacidad
para catalizar la conversion de la OPS en cisteina. Con respecto a las condiciones de ensayo y procedimientos
(ensayo enzimatico cysM), se hizo referencia a informes previos Mino K e Ishikawa K, FEBS letters, 551: 133-138,
2003; Burns KE, Baumgart S, Dorrestein PC, Zhai H, McLafferty FW, y Begley TP, J. Am. Chem. Soc., 127: 11602-
11603, 2005; Westrop GD, Goodall G, Mottram JC y Coombs GH, J. Biol. Chem., 281: 25062-25075, 2006). La
cantidad de sustrato utilizada esta representada por una unidad en ml. Las condiciones de ensayo para la actividad
enzimatica se resumen en la Tabla 2, a continuacion.

[Tabla 2]
Sol. de materia prima | Conc. Final Blanco |OPS sulfhidrilasa
Enzima 6xHis - 40 (50 mg)
1 M HEPES (pH 7,4) |100 mM HEPES |100 100
0,5 M NaxS 10 mM Na.S 20 20
10 mM PLP 0,2 mM PLP 20 20
100 mM OPS 5 mM OPS 0 50
AD 790 750
Total 1000 1000

Las soluciones de reaccion exceptuando las enzimas se incubaron a 37 °C durante 5 min, después de lo cual se
afadieron 50 mg de OPSS purificada a la solucidon de reaccion. En los momentos predeterminados durante la
incubacion a 37 °C, se tomaron 100 ml de las reacciones enzimaticas y se mezclaron con 100 ml de 33,2 % de TCA
para detener la reaccién enzimatica. Las concentraciones de cisteina de las reacciones enzimaticas se analizaron
cuantitativamente midiendo la absorbancia a DOsgo de acuerdo con el procedimiento Gaitonde. Las actividades de
sintesis de cisteina de las cuatro enzimas OPS sulfhidrilasas diferentes se resumen en la Tabla 3, posteriormente.
Los titulos de sintesis de cisteina de las enzimas OPSS se expresan como las tasas de conversioén en cisteina en el
tiempo de reaccion.

[Tabla 3]
Tasa de conversion en cisteina ( %)
10 min 30 min 60 min
Ape-OPSS 63,4 89,7 97,4
Mtb-OPSS 1,7 4,8 10,1
Msm-OPSS 12,8 25 43,7
Nfa-OPSS 0,1 0,1 0,2

Como se puede ver en la Tabla 3, se confirmé que las enzimas OPSS derivadas de Aeropyrum pemix y
Mycobacterium tuberculosis H37Rv tenian la actividad de utilizacion de la OPS como sustrato para sintetizar
cisteina. La actividad de sintesis de cisteina de la nueva OPSS derivada de Mycobacterium smegmatis cepa MC2
155, que se obtuvo explorando la homologia de aminoacidos con la enzima Mtb-OPSS, se encontré primero. Por
otra parte, la nueva OPSS derivada de Nocardia farcinica IFM 10152, obtenida por la exploracion de homologia,
presentaba una actividad insuficiente para convertir la O-fosfoserina en cisteina.

Como se ve en los datos de la Tabla 3, la tasa de conversion a partir de OPS en cisteina de la Ape-OPSS alcanzaba
cerca del 100 % en una hora.

La tasa de conversion de la enzima Msm-OPSS, que se seleccioné recientemente mediante la exploracion
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enzimatica basandose en la OPSS derivada de Mycobacterium tuberculosis H37Rv expuesta previamente, era del
43,7 % que es 4,3 veces mayor que la de Mtb-OPSS.

Ejemplo 3: Preparacion de Mtb-T y Msm-T, mutantes con 5 restos de aminoacido del extremo C de Mtb-OPSS
y Msm-OPSS

La OPSS derivada de Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Mtb-OPSS), que catoliza la conversion de OPS en
cisteina con la ayuda de las enzimas adicionales mec+ y cysO, es capaz de utilizar una fuente de azufre que
contiene S% en la conversion de OPS en cisteina incluso en ausencia de las enzimas adicionales cuando se
retiraban de la misma cinco restos de aminoacido del extremo C. Basandose en este hecho, se obtuvo la Mtb-T
(SEQ ID NO: 24), que puede convertir rapidamente la OPS en presencia de S?% como fuente de azufre. A partir de la
Msm-OPSS que comparte una alta homologia de aminoacidos con la Mtb-OPSS, se obtuvo también la Msm-T
eliminado 5 restos de aminoacido del extremo C. Los vectores de expresién que llevaban los dos mutantes
enzimaticos se construyeron. A este respecto, se llevd a cabo una PCR pfu sobre el ADN gendmico de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv y Mycobacterium smegmatis cepa MC2 155 en presencia de cada uno de los
pares de cebadores de SEQ ID NO: 17 y 18 y SEQ ID NO: 19 y 20. Los fragmentos genéticos de OPSS asi
obtenidos se trataron con Ndel e Hindlll y se clonaron en el vector pET28a digerido con las mismas enzimas de
restriccion para construir los vectores de expresion recombinante llamados pET28a-Mtb-T y pET28a-Msm-T,
respectivamente. Los vectores de expresion recombinantes se introdujeron en E. coli (DE3). La expresion de los dos
mutantes de OPSS obtenidas en las mismas condiciones como en el Ejemplo 1 se confirmé por un 14 % de SDS-
PAGE. Como resultado se obtuvieron Mtb-T (SEQ ID NO: 5) y Msm-T (SEQ ID NO: 2).

Ejemplo 4: Ensayo de Mtb-T y Msm-T respecto a la actividad de sintesis de cisteina

Las Mtb-T y Msm-T, obtenidas anteriormente, se evaluaron respecto a la actividad enzimatica midiendo las tasas de
conversion en cisteina finales. La actividad enzimatica se ensayé de la misma manera que en el Ejemplo 2. La
cisteina convertida se analizé cuantitativamente utilizando el procedimiento de Gaitonde y los resultados se resumen
en la Tabla 4, a continuacion.

[Tabla 4]

Tasa de conversion en cisteina ( %)

10 min 30 min 60 min
Mtb-T 9,5 18,6 37,1
Msm-T 20,3 54,6 100

Como se ve en la Tabla 4, la Msm-T mutante permitia la conversién en cisteina a partir del sustrato con una tasa del
100 % en una hora.

Ejemplo 5: Ensayo de actividad de sintesis de cisteina de Los mutantes derivados de Msm-T, Msm-T-HA2 y
Msm-T-EP3

Basandose en la Msm-T, que puede convertir la OPS en cisteina con una tasa del 100 %, se obtuvieron dos
enzimas mutantes con actividad mejorada utilizando un procedimiento enzimatico evolutivo, y se llamaron Msm-T-
HA2 (SEQ ID NO: 25) y Msm-T-EP3 (SEQ ID NO: 26). Se introdujeron mutagénesis aleatorias utilizando el
tratamiento con hidroxilamina y un kit de PCR tendente a error (kit de mutagénesis aleatoria de diversidad de PCR.
Clontech) en la Msm-T para construir una biblioteca de Msm-T mutantes que se exploraron entonces para
seleccionar los mutantes de OPSS con una actividad enzimatica mejorada.

Se descubrié que los mutantes de OPSS Msm-T-HA2 y Msm-T-EP3, que se obtienen por exploraciéon HTS sobre un
gen Msm-T, tenian secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y 4, respectivamente, segun se analizaron por
secuenciacion de bases.

Las Msm-T-HA2 y Msm-T-EP3 mutantes y la Msm-T de control se ensayaron respecto a la actividad enzimatica y los
resultados se resumen en las Tablas 5 y 6. El ensayo de actividad enzimatica se llevé a cabo de la misma manera
que en el Ejemplo 2.

[Tabla 5]

Tasa de conversion en cisteina ( %)

10 min 30 min 60 min

Msm-T 20,3 54,6 100
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Tasa de conversion en cisteina ( %)
10 min 30 min 60 min
Msm-T-HA2 101,6 101,2 97,5
Msm-T-EP3 24 65,7 100,7
[Tabla 6]

Msm-T Msm-T-HA2 Msm-T-EP3

Actividad especifica (cisteina (mmoles)/min/mg) | 14,96 44,82 16,72

Como se puede ver en las Tablas 5 y 6, los mutantes de OPSS Msm-T-HA2 y Msm-T-EP3, que se obtienen por el
procedimiento evolutivo, se midid6 que presentaban tasas de conversién aumentadas 5 veces y 1,2 veces,
respectivamente, a los 10 minutos después del inicio de la reaccién, en comparacién con la Msm-T de control.
También, se compararon en términos de actividad especifica (concentracion de producto/tiempo/cantidad de
enzima), que se utiliza ampliamente en la determinacion de la actividad enzimatica. La actividad especifica de Msm-
T-HA2 aumentaba tres veces en comparacion con la Msm-T de control, indicando que el mutante de OPSS esta
mejorada en actividad enzimatica, con una capacidad de sintetizar cisteina en cantidades mayores por tiempo por
unidad de enzima.

Ejemplo 6: Necesidad de un cofactor para la actividad de OPSS

Para examinar el efecto de los cofactores en la conversién en cisteina de las OPSS, se midi6 la tasa de conversion
en cisteina de Msm-T en ausencia o presencia de PLP y DTT. A este respecto, se hicieron reaccionar los sustratos
de 50 mM de caldo con OPS y 100 mM de Na,S a 37 °C durante 30 min en presencia de 25 mM de DTT 0 0,2 mM
de PLP. La cisteina asi producida se analizé cuantitativamente utilizando el procedimiento Gaitonde. Los resultados
se resumen en la Tabla 7, a continuacion.

[Tabla 7]
Msm-T Tasa de conversion en cisteina ( %)
(-)PLP, (-) DTT 23,62

(+) PLP, (-) DTT 33,21
(-) PLP, (+) DTT 40,08
(+)PLP, (+)DTT  |54,65

Como se ve en la Tabla 7, la tasa de conversion en cisteina en presencia de PLP y DTT era 2,3 veces mayor que en
ausencia de PLP y DTT. Por lo tanto, se observé que tanto PLP como DTT tenian una influencia positiva sobre la
conversion.

Ejemplo 7: Actividad de OPSS por la temperatura

Se examinaron las tasas de conversion en cisteina de la Ape-OPSS de acuerdo con la temperatura. Se midio6 la
actividad enzimatica a 37 °C y 60 °C a los 2, 5, 10, 30 y 60 min después de la reaccioén. La reaccion se llevo a cabo
en condiciones de 100 mM de HEPES (pH 7,4), 5 mM de OPS, 10 mM de Na.S, 0,2 mM de PLP y 50 ug/ml de
CysM. La cantidad de cisteina producida se determiné utilizando el procedimiento Gaitonde. Los resultados se
muestran en la FIG. 1.

En condiciones de tampdén, como se muestra en la FIG. 1, la Ape-OPSS demostraba una tasa de reaccion inicial
mas rapida a 37 °C asi como una mayor reactividad a 60 °C que la Msm-T.

Ejemplo 8: Estabilidad con calor de las OPSS

Se analizaron las Ape-OPSS y Msm-T en cuanto a la estabilidad con calor. Cada una de las enzimas se diluyo hasta
una concentracion de 2 mg/ml en un caldo con OPS y se sometieron a tratamiento térmico a 37 °C y 60 °C durante
10, 30, 60, 120 y 240 min, seguido por la reaccion a 37 °C durante 30 min en condiciones de 5 mM de OPS, 10 mM
de NazS, 0,2 mM de PLP, y 100 mM de HEPES (pH 7,4). Para esta reaccion, se emplearon 10 ug/ml de Ape-OPSS
y 50 pyg/ml de Msm-T. Las cantidades de cisteina producida se midieron utilizando el procedimiento Gaitonde y se
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resumen en la Tabla 8, a continuacion.

[Tabla 8]

Actividad relativa ( %)

(Tr'rfig;m de calentamiento |, 10min  [30min  [60min  [120min  |240 min
Ape-OPSS 100|102 107 100 107 101
Msm-T 100 |82 50 32 19 8

A pesar del tratamiento con calor a 60 °C durante 4 horas, como se ve en la Tabla 8, se observé que la Ape-OPSS
mantenia su actividad intacta mientras que la actividad de Msm-T se mantenia a 37 °C, pero disminuia un 50 % con
el tratamiento por calor a 60 °C durante 30 min.

Se hizo un examen sobre la retencién de la actividad enzimatica a 37 °C cuando se utilizé la Msm-T en una cantidad
de 50 pg/ml, que es una concentracion practica en el caldo con OPS. En ausencia de Na,S, se trataron 50 ug/ml de
Msm-T, junto con 50 mM de caldo con OPS y 0,2 mM de PLP a 37 °C durante 0,5, 1, 2, 4, y 6 horas, tras lo cual se
afiadié Na,S para inducir la reaccién enzimatica. Después de la reaccion durante 30 min, se midié la actividad de la
Msm-T. Las cantidades de cisteina producida se determiné utilizando el procedimiento de Gaitonde y se dan en la
Tabla 9, a continuacion.

[Tabla 9]
Tiempo (-) 30 min 60 min 120 min 240 min 360 min
Tasa de conversion en cisteina ( %) 100 88 73 47 11 3

Como se puede ver en la Tabla 9, la actividad de Msm-T disminuia por debajo del 50 % dos horas después de la
reaccion a 37 °C en caldo con OPS.

Ejemplo 9: Sensibilidad de OPSS al pH

Se midieron las tasas de conversion en cisteina de Ape-OPSS y Msm-T de acuerdo con el pH. En 100 mM de
tampon, se sometieron las Ape-OPSS y Msm-T, teniendo cada una, una concentracion de 50 ug/ml, a una reaccion
a 37 °C durante 10 min. A este respecto, se utilizaron un tampén fosfato k con un pH de 6,4/7,0/7,4/8,0, un tampén
Tris-HCI con un pH de 7,0/7,4/8,0/8,5/8,8 y un tampon de carbonato Na con un pH de 8,0/8,5/9,0/10,0. Se llevo a
cabo el analisis cuantitativo de la cisteina producida utilizando el procedimiento Gaitonde. Los resultados se
resumen en la FIG. 2.

Como se ve en la FIG. 2, la Msm-T presentaba la mayor actividad a un pH de desde 8,0 a 9,0 independientemente
del tampon. Para la Ape-OPSS, su mayor actividad se detecté en fosfato K (pH 7,4), con un pH 6ptimo que
diferenciaba un tampon de otro.

Ejemplo 10: Efecto de los iones sobre la actividad de las OPSS

Se examinaron los efectos de los iones sobre la actividad de las enzimas OPSS de la siguiente manera. En una
mezcla de reacciéon que contenia 5 mM de OPS, 10 mM de NaS, 0,2 mM de PLP, y 100 mM de HEPES (pH 7,4),
las enzimas se sometieron a una reaccion a 37 °C durante 30 min en presencia de (NH4)2.SO4 [1, 3, 5, 10, 20 g/l],
KH2PO, [0,5, 1, 2, 4, 8 g/l], o NH4CI [0,2, 0,5, 1, 2 g/l]. Se utilizaron Ape-OPSS y Msm-T a una concentracion de 10
pg/ml, respectivamente. Las cantidades de cisteina producida se determinaron utilizando el procedimiento de
Gaitonde se resumen en la Tabla 10, a continuacion.

[Tabla 10]
Actividad relativa ( %)
NH4CI Ape-OPSS Msm-T
0 100,00 100,00
0,2 86,26 91,49
0,5 73,35 91,30
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Actividad relativa ( %)
NH4CI Ape-OPSS Msm-T
1 49,11 67,11

2 27,72 47,12

No se detectaron cambios en la tasa de conversion en cisteina cuando se afiadian (NH4)2SO4 o KH2PO4 a la mezcla
de reaccioén. Por otra parte, como se puede ver en la Tabla 10, la tasa de conversiéon en cisteina disminuia con un
aumento de la concentracion de NH4Cl. Particularmente, la actividad enzimatica maxima disminuia mas del 70 %
cuando se afiadian 2 g/l de NHs4. Por lo tanto, se observaba que (NH.).SO. y KH2PO4 tenian un efecto negativo en la
actividad de conversion de la OPSS.

Ejemplo 11: Efecto de la fuente de azufre en la actividad de sintesis de cisteina de la OPSS

Se llevé a cabo un experimento para examinar el efecto de fuentes de azufre sobre la actividad de sintesis de
cisteina de cada enzima. En una mezcla de reaccioén que contenia 5 mM de OPS, 0,2 mM de PLP, y 100 mM de
HEPES, se sometié cada enzima (50 pug/ml de Ape-OPSS, 50 yg/ml de Msm-T) a una reaccion a 37 °C durante 1
hora en presencia de 10 mM de Na,S, NaSH, o Na;S;0s. Las cantidades de cisteina producida se midieron
utilizando el procedimiento de Gaitonde. Se observé que la Ape-OPSS referia Na;S,03 como fuente de azufre,
mientras que a Msm-T preferia Na,S. Los resultados se resumen en la Tabla 11, a continuacion.

[Tabla 11]

Actividad relativa ( %)

Enzima NaxS NaSH NapS;03
Ape-OPSS |100.0 ([95.2 142.3
Msm-T 106.7 [98.3 66.2

Ejemplo 12: Construccion de un vector de expresion que lleva OPSS (sistema Pcl-Pcj1) y expresion de la
enzima

Se llevo a cabo una PCR utilizando cebadores de SEQ ID NO: 21 y 22, sirviendo el vector pET28a-Msm-T como
matriz. El producto de la PCR que se obtiene de esta manera se traté con EcoRV e Hindlll, y se cloné para construir
un vector recombinante llamado pCL-P(CJ1)-Msm-T (pCJ1-MsmT CysM, FIG. 7). Para examinar una diferencia en el
nivel de expresion de Msm-T entre el sistema pET y el sistema PCL-Pcj1, se prepararon las cepas para la expresion
de la enzima. El sistema pET se introdujo en Rosefta (DE3) mientras que el sistema pCL-Pcj1 empleaba la cepa
K12G. Las colonias Unicas escogidas de las placas LB se inocularon en 5 ml de caldo LB y se cultivaron a 37 °C
durante 16 horas mientras se agitaba a 200 rpm. Estos cultivos se transfirieron a 25 ml de caldo LB reciente que
contenia kanamicina y espectinomicina y un 0,2 % de glucosa (en matraces de 250 ml) y es incubaron hasta una
DO600 de 0,5-0,6, inmediatamente después de lo cual se afiadi® 1 mM de IPTG al medio para inducir que se
expresaran las enzimas. Durante la incubacion a 37 °C mientras se agitaba a 200 rpm, se midieron los niveles de
expresion de la enzima en distintos momentos del cultivo (8, 16, 24 horas). Los niveles de expresidon enzimatica de
los dos sistemas se analizaron en un 14 % de SDS-PAGE y se muestran en la FIG. 3.

En las mismas condiciones, como se ve en la FIG. 3, el sistema pCL-Pcj1 asegura un nivel de expresion mas alto de
la enzima que el sistema pET. Ademas, hay una mejoria en las condiciones del cultivo debido a una temperatura tan
alta como de 37 °C y una concentracion de IPTG tan baja como de 0,1 mM que permitia al sistema expresar la
enzima. Por lo tanto, el sistema pCL-Pcj1 puede funcionar suficientemente en sustitucion del pET.

Ejemplo 13: Sintesis de cisteina de OPSS con el uso de caldo de fermentacion con OPS purificada como
sustrato

Se determinaron las tasas de conversién de OPS purificada en cisteina de Msm-T y Ape-OPSS. En presencia de 75
pg/ml de cada una de las enzimas y 0,2 mM de PLP, 60 mM de OPS purificada de un caldo de fermentacion con
OPS se hizo reaccionar con 120 mM de Na,S a 37 °C o 70 °C durante 30, 60, 90 y 120 min. La reaccion se llevo a
cabo solo a 37 °C para Msm-T, pero a 37 °C y 70 °C para Ape-OPSS. Las cantidades de cisteina producida se
midieron utilizando el procedimiento de Gaitonde. Los resultados se muestran en la FIG. 4.

Como se ve en la FIG. 4, un caldo de fermentaciéon de OPS purificada servia bien como sustrato para la conversién
enzimatica en cisteina. Particularmente, la tasa de conversién en cisteina de Ape-OPSS aumentaba a 70 °C incluso
al utilizar el caldo de fermentacion de OPS purificada.
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Ejemplo 14: Sintesis de cisteina por OPSS con el uso de caldo de fermentacion OPS como sustrato

Cuando un caldo de fermentacion con OPS se utilizd como sustrato, las tasas de conversion en cisteina de Msm-T y
Ape-OPSS se midieron de acuerdo a las concentraciones de las enzimas. En presencia de 5 ug/ml o 50 pg/ml de
cada una de Msm-T y Ape-OPSS y 0,2 mM de PLP, se hicieron reaccionar 50 mM de caldo de fermentacién con
OPS con 100 mM de Na,S a 37 °C. Las cantidades de cisteina producida se midieron utilizando el procedimiento de
Gaitonde. Los resultados se muestran en la FIG. 5.

Como se ve en la FIG. 5, la mayor tasa de conversion se detecté con 50 ug/ml de Msm-T. Ademas, al utilizar el
caldo de fermentacién con OPS como sustrato, la actividad de Msm-T era mayor que la de Ape-OPSS.

Ejemplo 15: Tasa de conversion en cisteina de acuerdo con la concentracion de OPSS

A un caldo de OPS que contenia OPS a una concentracion de 9,76 g/l, se afadié Na,S en una cantidad dos veces
mayor que el nimero molar de OPS, seguido por la incubacion a 37 °C durante 5 min. A continuacion, se afiadio
Msm-T purificado en una cantidad de 50 mg mientras que se utilizaba Msm-T-HA2 en una cantidad de 5 ug, 10 pg,
20 pg, y 50 pg. En momentos predeterminados durante la incubacién a 37 °C, se tomaron 100 ml de la mezcla de
reaccion enzimatica y se mezclaron con 100 ml de TCA al 33,2 % para parar la reaccion enzimatica. Las
concentraciones de cisteina de las reacciones enzimaticas se analizaron cuantitativamente midiendo la absorbancia
a una DO560 de acuerdo con el procedimiento Gaitonde. Las actividades de sintesis de cisteina de las enzimas
OPSS de acuerdo con las concentraciones enzimaticas se resumen en la Tabla 12, a continuacion.

[Tabla 12]

Tasa de conversion en cisteina ( %)

Tiempo 0 min 10 min {20 min 30 min |60 min
Msm-T 50 ug 0,00 20,69 48,45 62,68 59,82
Msm-T-HA2 5 ug 0,00 0,00 4,77 10,66 27,23

Msm-T-HA2 10 ug  |0,00 10,46 24,78 37,43 57,32
Msm-T-HA220 ug 0,00 14,90 31,31 48,09 59,94
Msm-T-HA250 ug 12,33 44,02 56,72 62,17 63,52

Como se ve en la Tabla 12, incluso cuando la Msm-T-HA2 mutante cuya actividad de sintesis de cisteina se habia
mejorado y se utilizaba en una cantidad correspondiente a un 40 % de la de Msm-T, la tasa de conversion en
cisteina ( %) final era similar. Ademas, cuando se utilizaban en la misma cantidad, la Msm-T-HA2 mutante
presentaba una actividad de reaccion inicial mas rapida en comparacién con la Msm-T.

Ejemplo 16: Tasa de conversion en cisteina por concentraciones de OPS

Para examinar el efecto de la concentracién de OPS sobre la tasa de conversion de Msm-T y Msm-T-HA2, se
afiadieron cantidades predeterminadas de OPS purificada afiadida a un caldo de fermentacion de OPS para inducir
la reaccion de conversion. La enzima se utilizé en una cantidad de 50 yg para Msm-T y 20 ug para Msm-T-HA2. La
cantidad de cisteina en la solucion de reaccién se midieron utilizando el procedimiento Gaitonde. Los resultaos se
resumen en las Tablas 13 a 15.

[Tabla 13]
Tasa de conversion en cisteina (OPS medida 10,65 g/l)
Tiempo Omin |10 min (30 min |60 min 120 min 180 min
Msm-T 50 ug 0 23,03 65,38 65,70 61,95 55,35
Msm-T-HA220ug |0 13,70 43,82 61,32 63,77 53,74
[Tabla 14]

Tasa de conversion en cisteina (OPS medida 36,09 g/l)

Tiempo Omin |10 min (30 min |60 min 120 min 180 min

Msm-T 50 ug 0 1,15 10,23 28,07 97,84 100,34
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Tasa de conversion en cisteina (OPS medida 36,09 g/l)

Msm-T-HA220ug |0 2,33 12,04 27,57 77,65 80,01
[Tabla 15]

Tasa de conversion en cisteina (OPS medida 55,6 g/l)

Tiempo Omin |10 min (30 min |60 min 120 min 180 min

Msm-T 50 ug 0 0 2,36 7,41 42,69 66,67

Msm-T-HA220ug |0 0,32 4,76 12,15 50,16 62,46

Cuando la concentracién de OPS era aproximadamente 30 g/l, como se ve en las Tablas 13 a 15, las mayores tasas
de conversion que se detectaron eran del 100 % para Msm-T y del 80 % para Msm-T-HA2. Se descubrié que
cuando la concentracion de OPS excedia 50 g/l, la tasa de conversion y el porcentaje de conversion disminuian.

Los datos de las Tablas 13 a 15 se utilizaron para seleccionar una relacion de concentracion optima entre OPS y
Msm-T-HA2 para un procedimiento de conversion utilizando una alta concentracion de OPS, y para reducir el tiempo
de reaccion de Msm-T-HA2 en comparacion con la de Msm-T.

Ejemplo 17: Tasa de conversion en cisteina por las concentraciones de Na,S

Para examinar el efecto de la cantidad de Na,S utilizada como fuente de azufre en la tasa de conversion en cisteina,
las reacciones de conversion de OPS se llevaron a cabo en presencia de 20 ug de Msm-T-HA2 cuando se utilizaba
Na,S a una concentracion de 160 mM, 320 mM, y 480 mM, que se corresponden a cantidades equivalentes y de dos
veces Yy tres veces mayores que el numero molar de OPS, respectivamente. Las tasas de conversion en cisteina
resultantes se resumen en la Tabla 16, a continuacion.

[Tabla 16]
Tasa de conversion en cisteina (OPS medida 29,76 g/l)
Tiempo Omin (10 min |30 min |60 min 120 min 180 min
160 mM NaxS [0 0 0 0 0 0
320mM NaS |0 13,43 34,58 78,78 67,76 74,95
480 mM NaxS (0 14,90 25,99 54,42 51,24 58,25

Como se ve en la Tabla 16, la tasa de conversién en cisteina tenia un pico cuando el nimero molar de Na;S era dos
veces mayor que el de la OPS utilizada. A partir de los resultados, se entiende que una condicién optima se fija
cuando la relacién molar de Na,S respecto a OPS es de 2.

Ejemplo 18: Tasa de conversion en cisteina por el pH

Para examinar el efecto de pH en la conversién enzimatica de OPS en cisteina, se llevé a cabo una reaccién de
conversion en presencia de 20 ug de Msm-T-HA2 a distintos valores de pH. Los resultados se resumen en la tabla
17, a continuacion.

[Tabla 17]

Tasa de conversion en cisteina ( %)

Tiempo 0 min 10min |30 min |60 min 120 min
pH 8,5 (OPS 35,02 g/l) (0,24 4,74 20,74 40,19 69,13
pH 9 (OPS 34,59 g/l) 0,19 6,00 24,03 43,86 63,88
pH 9,5 (OPS 35,34 g/l) (0,26 9,85 28,48 44,82 64,68
pH 10 (OPS 34,59 g/l) [0,25 10,97 28,54 40,19 58,14
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Como se puede ver, se midié que el pH éptimo para la reacciéon de conversion era entre 8,5y 9,5.
Ejemplo 19: Procedimiento de conversion a escala de una jarrade 1|

El procedimiento de reaccion para convertir un caldo con OPS en cisteina se escald hasta una jarra de 1 I.
Basandose en las caracteristicas de OPSS y el conjunto de datos de la reaccién de conversion en condiciones de un
tubo de 1 ml, se establecié un procedimiento de reaccién de conversién para Msm-T-HA2.

Precediendo la reaccion de conversion en una escala de una jarra de 1 |, el caldo de fermentacion con OPS obtenido
en una jarra de 1 | se centrifugé (10.000 rpm, 10 min, 4 °C) y el sobrenadante se pasé a través de una membrana
(0,45 um) para retirar las células. Se afiadieron 72 g de Na»S al caldo con OPS filtrado (19,317 g/l), seguido filtrando
el precipitado a través de un papel de filtro Whatman (6 um). Después de la adicion de 10 mM de PLP, la mezcla de
reaccion se pre-incubd a 37 °C durante 5 min, mientras se agitaba a 200 rpm. Finalmente, se llevd a cabo una
reaccion de conversion en presencia de 50 mg de Msm-T-HA2 en una escala de una jarrade 11. Alos 0, 10, 30, 60,
120, y 180 min durante la incubacion a 37 °C, se tomaron 100 pl de las reacciones enzimaticas y se mezclé con 100
pl de TCA al 33,2 % para detener la reaccion enzimatica. Las muestras que se tomaron se diluyeron en HCI 1 Ny se
analizaron en cuanto a los contenidos en cisteina y cistina utilizando LC. También, se utilizd el procedimiento
Gaitonde para determinar la cantidad de cisteina. La concentracion de los sustratos y las enzimas utilizadas en el
procedimiento de reaccién de conversion se resumen en la Tabla 18, a continuacién. La cantidad de los sustratos
utilizados se representan por una unidad de ml.

[Tabla 18]

pH 9,01 después de la adicion de Na,S, pH 9,16
Caldo de fermentacion con | después de la filtracion
OPS .

Final Volumen
Qoncentracmn de OPS 101,47 mM
final
Msm-T-HA2 (2,59 ug/ul) 50 pg 19
NazS (72 g) 300 mM 0
10 mM PLP 0,1 mM 10
Caldo con OPS (19,317 g/l) [ 104,42 mM 1000
AD 0
Total 1029

Las concentraciones de cisteina en la mezcla de reaccion obtenida después de la reaccion de conversién que se
lleva a cabo en las condiciones de la Tabla 18 se analizaron cuantitativamente por el procedimiento Gaitonde y LC, y
los resultados se muestran en la FIG. 6. Cuando se incub6 el caldo con OPS a 19,317 g/l se incubd durante 2 horas
en presencia de 50 mg de Msm-T-HA2, como se ve en la FIG. 6, la cantidad de cisteina o cistina producida tenia un
pico de hasta 9,075 g/l, indicando que la cisteina y cistina se puede producir a partir de OPS a una tasa del 71,83 %
mediante un procedimiento de conversion enzimatica a escala de una jarra de 1 I.

[Tabla 19]

Tasa de conversion en cisteina/cistina ( %)

Tiempo 0 min 10 min 30 min 60 min 120 min 180 min
Caldo con OPS 10,81 28,08 51,26 67,21 71,83 69,45
[Tabla 20]

Cisteina/cistina (g/l)

Tiempo 0 min 10 min 30 min 60 min 120 min 180 min

Caldo con OPS | 1,366 3,548 6,476 8,492 9,075 8,775
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Aplicabilidad industrial

Como se describe en el presente documento, los mutantes de OPSS de la presente invencion puede ser Util para la
produccion en masa de L-cisteina, cuyos y de cuyos derivados pueden encontrar aplicaciones en una variedad de
campos incluyendo la industria farmacéutica (para el tratamiento de enfermedades bronquiales), la industria
cosmética (en champus capilares, composiciones para ondas permanentes, etc.), y la industria alimentaria
(antioxidantes, potenciadores del sabor, aditivos de masa, etc.).

<110> CJ Cheilledang Corporation

<120> MUTANTES DE O-FOSFOSERINA SULFHIDRILASAS Y PROCEDIMIENTO DE PRODUCCION DE
CISTEINA UTILIZANDO LAS MISMAS

<130> T3049 EP/1 S3

<150> KR10-2010-0102665
<151>20-10-2010

<150> EP 11 18 5853.6
<151> 19-10-2011

<160> 26
<170> Kopatentin 1.71

<210> 1

<211> 323

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Msm-OPSS de Mycobacterium smegmatis cepa MC2 155

<400> 1
Met Thr Arg Tyr Asp Ser Leun Leun Gln Ala Leu Gly Asn Thr Pro Len
1 5 10 15

Val Gly Leéeu Gln Asn Leu Sér Pr¢ Arg Trp Asp Asp Glu Asp Gly Lys
20 25 30

Pro Hig Val Arg Leu Trp Ala Lyg Leu Glu Asp Arg Asn Pro Thr Gly
35 40 45

Ser Ile Lys Asp Arg Pro Ala Leu Arg Met Ile Glu Gln Ala Glu Arg
50 55 60

Asp Gly Leun Leun Gln Pro Gly Ala Thr Ile Leu Glu Pro Thr Ser Gly
65 70 75 80

Asn Thr Gly Ile Ser Leu Ala Met Ala Ala Leu Leu Lys Gly Tyr Asn
Met Ile Cys Val Met Pro Glu Asn Thr Ser Ile Glu Arg Arg Gln Ile
100 105 110

Len Glu Leu Tyr Gly Ala Arg Ile Ile Phe Ser Pro Ala Glu Gly Gly
115 120 125

Ser Asn Thr Ala Val Ala Thr Ala Lys Glu Leu Ala Ala Gln Asn Pro
130 135 140

Ser Trp Val Met Leu Tyr Gln Tyr Gly Asn Pro Ala Asn Ser Asp Ala
145 150 155 160

Hig Tyr Phe Gly Thr Gly Pro Glu Leu Leu Ala Asp Leu Pro Glu Ile
165 170 175

Thr His Phe Val Ala Gly Leu Gly Thr Thr Gly Thr Leu Met Gly Thr
180 185 190
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<210> 2

Gly
Glu
Gly

225

Ser

Ala
Ile
Ala

305

Leu

<211> 318
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Arg

Pro

210

Phe

val

Glu

Leu

Ala

290

Tyr

Trp

Phe
185
Arg
Ile
Gly
Gly
Gly
275
Phe

Ala

Ala

Leu

Tyr

Pro

Ser

Ile

260

Met

val

Gly

Arg

Gly

Glu

Phe

245

Phe

Ala

Val

Ser
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Glu

Glu

Leu

230

Asp

Ala

Ala

Ala

Leu
310

His

Gly

215

Tyr

Ala

Gly

Lys

Asp

295

Asp

val

200

val

Aszp

val

Ile

Ala

280

Ala

Asp

Pro

Tyr

Ala

Arg

Ser

265

Val

Gly

Ala

<223> Msm-T de Mycobacterium smegmatis cepa MC2 155

<400> 2

17

Gly

Ala

Aszp

Arg

250

Thr

Lys

Trp

Glu

val

Leu

val

235

Thr

Gly

Ala

Lys

Asp
315

Gln

Arg

220

Leu

Arg

Ala

Gly

Tyr

300

Ala

Ile

205

Asn

Thr

Glu

val

Glu

285

Leu

Leu

val

Ile

Thr

Leu

Leu

270

Arg

Ser

Glu

Ala

Asp

Arg

val

255

His

Ala

Thr

Gly

Ala

Glu

Phe

240

Thr

Ala

Asp

Gly

Gln
320



<210>3

Met

val

Pro

Ser

Asp

65

Aszn

Met

Leu

Ser

Ser
145
His
Thr
Gly
Glu
Gly

225

Ser

Ala

Ile

Ala
305

<211> 318
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Gly

His

Ile

50

Gly

Thr

Ile

Glu

Asn

130

Trp

Tyr

His

Arg

Fro

210

FPhe

Val

Glu

Leu

Ala

290

Tyr

Arg

Leu

val

35

Lys

Leu

Gly

Cys

Leu

115

Thr

val

Phe

Phe

Phe

195

Arg

Ile

Gly

Gly

Gly

275

Phe

Ala

Tyr
Gln

20
Arg
Asp
Leu
Ile
Val
100

Tyr

Ala

Met

Gly

val

180

Leu

Tyr

Pro

Ser

Ile

260

Met

val

Gly

Asp

Asn

Leu

Arg

Gln

Ser

Met

Gly

val

Leu

Thr

165

Ala

Arg

Gly

Glu

Phe

245

Phe

Ala

val

Ser
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Ser

Leu

Trp

Pro

Pro

70

Leu

Pro

Ala

Ala

Tyr

150

Gly

Gly

Glu

Glu

Leu

230

Asp

Ala

Ala

Ala

Leu
310

Leu

Ser

Ala

Ala

55

Gly

Ala

Glu

Arg

Thr

135

Gln

Pro

Leu

His

Gly

215

Tyr

Ala

Gly

Lys

Aszp

285

Asp

Leu

Pro

Lys

40

Leu

Ala

Met

Asn

Ile

120

Ala

Tyr

Glu

Gly

val

200

val

Asp

val

Ile

Ala

280

Ala

Asp

18

Gln

Arg

25

Leu

Arg

Thr

Ala

Thr

105

Ile

Lys

Gly

Leu

Thr

185

Pro

Tyr

Ala

Arg

Ser

265

val

Gly

Ala

Ala

10

Trp

Glu

Met

Ile

Ala

Ser

Phe

Glu

Asn

Leu

170

Thr

Gly

Ala

Asp

Arg

250

Thr

Lys

Trp

Glu

Leu

Asp

Asp

Ile

Leu

75

Leu

Ile

Ser

Leu

Fro

155

Ala

Gly

val

Leu

val

235

Thr

Gly

Ala

Lys

Asp
315

Gly

Asp

Arg

Glu

60

Glu

Leu

Glu

Pro

Ala

140

Ala

Asp

Thr

Gln

Arg

220

Leu

Arg

Ala

Gly

Tyr

300

Ala

Aszn

Glu

Asn

45

Gln

Pro

Lys

Arg

Ala

125

Ala

Asn

Leu

Leu

Ile

205

Agn

Thr

Glu

Val

Glu

285

Leu

Leu

Thr

Asp

30

Pro

Ala

Thr

Gly

Arg

110

Glu

Gln

Ser

Pro

Met

180

val

Ile

Thr

Leu

Leu

270

Arg

Ser

Glu

Pro

15
Gly
Thr
Glu
Ser
Tyr

85
Gln

Gly

Asn

Agp

Glu

175

Gly

Ala

Asp

Arg

val

255

His

Ala

Thr

Leu

Lys

Gly

Arg

Gly

80

Aszn

Ile

Gly

Pro

Ala

160

Ila

Thr

Ala

Glu

Phe

240

Thr

Ala

Azp

Gly
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<223> Msm-T-HA2 de Mycobacterium smegmatis CC1

<400> 3

Met Thr Arg Tyr Asp Ser Leu Leu Gln Ala Leu Gly Asn Thr Pro Leu
1 5 10 15

Val Gly lLeu Gln Asn Leu Ser Pro Arg Trp Asp Asp Glu Asp Gly Lys
20 25 30

Pro His Val Arg Leu Trp Ala Lys Leu Glu Asp Arg Asn Pro Thr Gly
35 40 45

Ser Tle Lys Asp Arg Pro Ala Leu Arg Met Tle Glu Gln Ala Glu Arg
50 55 60

Asp Gly Leu Leu Gln Pr¢ Gly Ala Thr Tle Leu Glu Ser Thr Ser Gly
65 70 75 80

Asn Thr Gly Ile Ser Leu Ala Met Ala Ala Leu Leu Lys Gly Tyr Asn
85 20 95
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Met Ile

Leu Glu

Ser Asn
130

Ser Trp
145

His Tyr

Thr His

Gly Arxrg

Glu Pro

210

Gly Phe
225

Ser Val

Arg Glu

Ala Leu

Ile Ala
290

Ala Tyr
305

<210> 4
<211> 318
<212> PRT

Cys

Leu

115

Thr

Val

Phe

Phe

Phe

185

Arg

Ile

Gly

Gly

Gly

275

Phe

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

100

Tyr

Ala

Met

Gly

Val

180

Leu

Tyr

Pro

Ser

Ile

260

Met

Val

Gly

Met

Gly

Val

Leu

Thr

165

Ala

Arg

Gly

Glu

Phe

245

Phe

Ala

Val

Ser

ES 2671642 T3

Pro

Ala

Ala

Tyr

150

Gly

Gly

Glu

Glu

Leu

230

Asgp

Ala

Ala

Ala

Leu
310

Glu
Arg
Thr
135

Gln

Pro

His

Gly

215

Tyr

Ala

Gly

Lys

Asgp

295

Asgp

Azn

Ile

120

Ala

Tyr

Glu

Gly

Val

200

Val

Asp

Val

Ile

Ala

280

Ala

Asgp

<223> Msm-T-EP3 de Mycobacterium smegmatis CC2

<400> 4

Met Thr Arg Tyr Asp

1

5

Val Gly Leu Gln Asn

20

Pro Hig Val Arg Leu

35

Thr

105

Ile

Lys

Gly

Leu

Thr

185

Pro

Tyr

Ala

Arg

Ser

265

Val

Gly

Ala

Ser Leu Leun Gln

Len Ser Pro Arg

25

Trp 2la Lys Leu

40

20

Ser

Phe

Glu

Asn

Leu

170

Thr

Gly

Ala

Asp

Arg

250

Thr

Lys

Trp

Glu

Ala
10

Trp

Glu

Ile

Ser

Leu

Pro

155

Ala

Gly

Val

Leu

Val

235

Thr

Gly

Ala

Lys

Asgp
315

Glu

Pro

Ala

140

Ala

Asgp

Thr

Gln

Arg

220

Leu

Arg

Ala

Gly

Tyr

300

Ala

Arg

Ala

125

Ala

Asn

Leu

Leu

Ile

205

Asn

Thr

Glu

Val

Glu

285

Leu

Len Gly Asn

Asp Asp Glu

Asp Arg Asn

45

Arg

110

Glu

Gln

Ser

Pro

Met

190

Val

Ile

Thr

Leu

Leu

270

Arg

Ser

Glu

Thr

Asp
30

Gln

Gly

Asn

Asp

Glu

175

Gly

Ala

Asp

Arg

Val

255

His

Ala

Thr

Pro
15

Gly

Ile

Gly

Pro

Ala

160

Ile

Thr

Ala

Glu

Phe

240

Thr

Ala

Asp

Gly

Len

Lys

Pr¢ Thr Gly
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<210>5

Ser
Asp
65

Asn

Len

Ser

Ser

145

Hisg

Thr

Gly

Glu

Gly

225

Ser

Ala

Ile

Ala
305

<211> 318
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Ile

50

Gly

Thr

Ile

Glu

Asn
130

Trp

Tyr

His

Arg

Pro

210

Phe

Val

Glu

Leu

Ala

290

Tyr

Lys

Len

Gly

Cys

Len

115

Ala

Val

Phe

Phe

Phe

195

Arg

Ile

Gly

Gly

Gly

275

Phe

Ala

Asp

Len

Ile

Val

100

Tyr

Ala

Met

Gly

Val

180

Len

Tyr

Pro

Ser

Ile

260

Met

Val

Gly

Arg

Gln

Ser

g5

Met

Gly

Val

Leu

Thr

165

Ala

Arg

Gly

Glu

Phe

245

Phe

Ala

Val

Ser

ES 2671642 T3

Pro

Pro

70

Leu

Pro

Ala

Ala

Tyr

150

Gly

Gly

Glu

Glu

Leu

230

Asp

Ala

Ala

Ala

Len
310

Ala

55

Gly

Ala

Glu

Arg

Thr

135

Gln

Pro

Len

His

Gly

215

Tyr

Ala

Gly

Lys

Asp

295

Asp

Len

Ala

Met

Asn

Ile

120

Ala

Tyr

Glu

Gly

Val

200

Val

Asp

Val

Ile

Ala

280

Ala

Asp

<223> Mtb-T de Mycobacterium tuberculosis H37Rv

<400> 5

21

Arg

Thr

Ala

Thr

105

Ile

Asp

Gly

Leu

Thr

185

Pro

Tyr

Ala

Arg

Ser

265

Val

Gly

Ala

Met

Ile

Ala

90

Ser

Phe

Glu

Asn

Leu

170

Thr

Gly

Ala

Asp

Arg

250

Thr

Lys

Trp

Glu

Ile

Len

75

Leu

Ile

Ser

Len

Pro

155

Ala

Gly

Val

Leu

Val

235

Thr

Gly

Ala

Lys

Asp
315

Glu

60

Glu

Leu

Glu

Pro

Ala

140

Ala

Asp

Thr

Gln

Arg

220

Leu

Ala

Gly

Tyr

300

Ala

Gln

Pro

Lys

Arg

Ala

125

Ala

Asn

Leu

Len

Ile

205

Asn

Thr

Glu

Val

Glu

285

Leu

Len

Ala

Thr

Gly

Arg

110

Glu

Gln

Ser

Pro

Met

190

Val

Ile

Ser

Len

Len

270

Arg

Ser

Glu

Glu

Ser

Tyr

95

Gln

Gly

Asn

Asp

Glu

175

Gly

Ala

Asp

Arg

Val

255

His

Ala

Thr

Arg

Gly

80

Asn

Ile

Gly

Pro

Ala

160

Ile

Thr

Ala

Glu

Phe

240

Thr

Ala

Asp

Gly



Val

Pro

Ser

Asp

65

Asn

Leu

Leu

Ser

Ser

145

His

Thr

Gly

Glu

Gly

225

Ser

Thr

Ala

Ile

Ala
305

<210> 6
<211> 389
<212> PRT

Thr

Gly

His

Ile

50

Gly

Thr

Ile

Glu

Asn

130

Trp

Tyr

Hisg

Arg

Pro

210

Phe

vVal

Glu

Leu

Ala

290

Tyr

Arg

Leu

val

35

Lys

Leu

Gly

Cys

Leu

115

Thr

Vval

Cys

Phe

Phe

195

Arg

Val

Gly

Gly

Gly

275

Leu

Ala

<213> Secuencia artificial

Tyr

Gln

Arg

Asp

Leu

Ile

Val

100

Tyr

Ala

Met

Gly

val

180

Leu

Tyr

Pro

Ala

Ile

260

Val

Val

Gly

Asp

Arg

Len

Arg

Arg

Ser

85

Met

Gly

val

Len

Thr

165

Ala

Arg

Gly

Glu

vVal

245

Phe

Gly

Val

Ser

ES 2671642 T3

Ser

Leu

Trp

Pro

Pro

70

Leu

Pro

Ala

Ala

Tyr

150

Gly

Gly

Glu

Glu

Leu

230

Asp

Ala

Ala

Ala

Leu
310

Leu

Ser

Ala

Ala

55

Gly

Ala

Gln

Gln

Thr

135

Gln

Pro

Leu

His

Gly

215

Tyr

Ala

Gly

Gly

Asp

295

Asp

Leu

Pro

Lys

40

Val

Ala

Met

Asn

Tle

120

Ala

Tyr

Glu

Gly

vVal

200

Val

Asp

vVal

Ile

Ala

280

Ala

Asp

22

Gln

Arg

25
Len
Arg
Thr
Ala
Thr
105
Tle
Lys
Gly
Len
Thr
185
Ala
Tyr
Pro
Arg
Ser
265
Len

Gly

Ala

Ala

10

Trp

Gln

Met

Ile

Ala

90

Ser

Phe

Glu

Asn

Leu

170

Thr

Asn

Ala

Glu

Arg

250

Thr

Ala

Trp

Glu

Leu

Asp

Asp

Ile

Leu

75

Arg

Val

Ser

Leu

Pro

155

Ala

Gly

vVal

Leu

Ile

235

Thr

Gly

Ala

Lys

Thr
315

Gly

Asp

Arg

Glu

60

Glu

Len

Gln

Ala

Ala

140

Ala

Asp

Thr

Lys

Arg

220

Leu

Arg

Ala

Gly

Tyr

300

Ala

Asn

Gly

Asn

45

Gln

Pro

Lys

Arg

Ala

125

Ala

Asn

Leun

Leu

Ile

205

Asn

Thr

Glu

vVal

Glu

285

Len

Leu

Thr

Arg

30

Pro

Ala

Thr

Gly

Arg

110

Glu

Thr

Thr

Pro

Met

190

val

Met

Ala

Leu

Leu

270

Arg

Ser

Glu

Pro

15

Asp

Thr

Glu

Ser

Tyr

95

Gln

Gly

Asn

Asp

Glu

175

Gly

Ala

Asp

Arg

vVal

255

Hisg

Ala

Thr

Leu

Gly

Gly

Ala

Gly

80

Arg

Leu

Gly

Pro

Ser

160

Ile

Thr

Ala

Glu

Tyr

240

Hisg

Ala

Asp

Gly



5

<220>

ES 2671642 T3

<223> Ape-OPSS de Aeropyrum pernix (ADN sintético)

<400> 6

Arg

Glu

Ala

Ser

65

Glu

Thr

Trp

Arg

Gly

145

Ser

Gly

Gln

Arg

Phe

225

Glu

Ala

Leu

Gln

Ala

Gly

Ala

Len

50

Hisg

Met

Pro

Len

Pro

130

Ser

Ala

Ala

val

val

210

Tyr

Ile

Gly

Gln

Gly
290

Leu

Phe

Arg

35

Tyr

Thr

vVal

Len

Lys

115

Ala

Leu

Val

Ala

Ile

195

Met

Asn

Phe

Ser

Ser

275

Asp

Ala

Ser

20

Cys

Val

Leu

Phe

Val

100

Len

val

Val

Ala

Glu

180

val

Lys

Asp

Val

Leu

260

Val

Ser

Asp

Tyr

Len

Ile

Glu

Pro

g5

Arg

Glu

Glu

Ala

Arg

165

Glu

Asp

Asp

Ala

Gln

245

Gly

Asp

Ile

Ile

Leu

Gly

Gly

Glu

70

Ser

Ser

Trp

Ile

Asp

150

Len

Phe

Pro

Ser

Asn

230

Ser

Thr

Pro

Pro

Ser

Glu

Asn

Ala

55

Leu

Pro

Arg

Tyr

Ile

135

Ala

Tyr

Gly

Glu

Lys

215

Phe

Arg

Ser

Ser

Gly
295

Gly

Asn

Pro

40

Ser

Gly

Leu

Len

Asn

120

Ser

Thr

Gly

Lys

Ala

200

Asn

Glu

Arg

Gly

Ile

280

Ile

23

Tyr

Ala

25

Arg

Arg

val

Asp

Gln

105

Pro

Arg

Ser

Tyr

Len

185

Pro

Glu

Ala

Gly

Hisg

265

Arg

Arg

Leu

10

Arg

Ser

Ile

Phe

Phe

90

Len

Phe

Leu

Ser

Arg

170

Len

Ser

Gly

His

Gly

250

Met

Ala

Arg

Asp

Glu

Glu

Pro

Asp

75

Phe

Pro

Ser

Ser

Asn

155

Ala

Pro

Thr

Phe

Met

235

Len

Ser

Val

Val

Val

Val

Pro

Val

60

Ile

Glu

Asn

Len

Arg

140

Phe

Arg

Arg

val

val

220

Arg

Ala

Ala

Leu

Glu
300

Leu

Leu

Glu

45

Gly

Ser

Arg

Gly

Ser

125

Arg

Gly

Val

Len

His

205

His

Gly

Len

Ala

Val

285

Thr

Asp

Arg

30

Tyr

Asp

val

Gly

Val

110

Val

val

Val

Tyr

Len

190

Leu

val

Thr

Arg

Ala

270

Gln

Gly

Ser

15

Ser

Val

Gly

Pro

Lys

95

Arg

Lys

Glu

Ala

Len

175

Gly

Leu

Asn

Ala

Gly

255

Phe

Pro

Met

Val

Gly

Lys

Cys

Gly

g0

Pro

Val

Asp

Lys

Leu

160

Pro

Ala

Pro

Gln

Arg

240

Val

Tyr

Ala

Len
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35

40

45

ES 2671642 T3

Trp Ile Asn Met Leu Asp Ile Ser Tyr Thr Leu Ala Glu

305 310 315

Glu Glu Ala Met Glu Ala Val Val Glu Val Ala Arg Ser

325 330

Val Ile Gly Pro Ser Gly Gly Ala Ala Val Lys Ala Leu

340 345

Ala Ala Glu Gly Asp Leu Glu Pro Gly Asp Tyr Val val

355 360

Asp Thr Gly Phe Lys Tyr Leu Ser Leu Val Gln Asn Ala

370 375 380

Ala Gly Asp Ser Val
385

<210>7

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo para Ape-OPSS de Aeropyrum pernix (ADN sintético)

<400>7
gtcatatgat ggetetgget gacatetet 29

<210> 8

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso para Ape-OPSS de Aeropyrum pernix (ADN sintético)

<400> 8
gtaagctttt aaacagagtc accagcacc 29

<210>9

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo para Mtb-OPSS Mycobacterium tuberculosis H37Rv

<400> 9
gtcatatgat gacacgatac gactcgctg 29

<210> 10

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso para Mtb-OPSS de Mycobacterium tuberculosis H37Rv

<400> 10
gtaagctttc atgeccatag ttgecctte 29

24

365

Val

Asp

Ala

350

Val

Leu

Thr
Gly
335
Lys

Val

Glu

Leu
320
Leu
Lys

Pro

Gly
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60

ES 2671642 T3

<210> 11

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador directo para Msm-OPSS de Mycobacterium smegmatis cepa MC2 155

<400> 11
ataagctitc atgoccatag ctgcoctic 29

<210> 12

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador inverso para Msm-OPSS de Mycobacterium smegmatis cepa MC2 155

<400> 12
ataagctttc attccageoge gtoctegge 29

<210> 13

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo para Rjo-OPSS de ADN sintético

<400> 13
gtcatatgat ggcgeggtic gattegetg 29

<210> 14

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso para Rjo-OPSS de ADN sintético

<400> 14
tageggecge teatgeccac aactgecett ¢ KN

<210> 15

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo para Nfa-OPSS de ADN sintético

<400> 15
gtcatatgat ggcacgctac gaategetg 29

<210> 16

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso para Nfa-OPSS de ADN sintético

<400> 16

25
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ES 2671642 T3

gtaagcetttc aggeccagag ctggoctt 28

<210> 17

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo para Mtb-T de Mycobacterium tuberculosis H37Rv

<400> 17
gtcatatgat gacacgatac gactegetg 29

<210> 18

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso para Mtb-T de Mycobacterium tuberculosis H37Rv

<400> 18
gtaagcttic attccagage ggtetegge 29

<210> 19

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo para Msm-T, Msm-HA2, Msm-EP3 de Mycobacterium smegmatis cepa MC2 155

<400> 19
gtcatatgat gacgegetac gactecoctg 29

<210> 20

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso para Msm-T, Msm-HA2, Msm-EP3 de Mycobacterium smegmatis cepa MC2 155

<400> 20
ataagctitc attccagege gtectegge 29

<210> 21

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo para pCL-P(CJ1)-Msm-T de Mycobacterium smegmatis cepa MC2 155

<400> 21
gatatcgcag cagccatcat ¢ 21

<210> 22

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso para pCL-P(CJ1)-Msm-T de Mycobacterium smegmatis cepa MC2 155

26
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15

<400> 22

cccaagcettt cattccageg cgtecteg 28

<210> 23

<211>972

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Msm-OPSS de Mycobacterium smegmatis cepa MC2 155

<400> 23
atgacgcgct acgactccct getgcaggeoc ctgggocaaca cccoccgotggt gggoctgcag 60
aacctgtcge ccocggtggga cgacgaggac gggaaacocc acgtgogget gtgggocaag 120
ctcgaggace gcaacccgac cggttccatc aaggaccgcc ccgogotgceg gatgatcgaa 180
caggccgage gegacggget gotgeageoce ggogecacga teoctggaace caccagegge 240
aacaccggca tctcgetgge catggoggec ctgcetcaagg gotacaacat gatctgegtg 300
atgocggaga acacgtcgat cgaacggcgc cagatcctcocg agetctacgg cgogogcatce 3860
atcttcagec ccgcogaggyg cggctcoccaac accogoggtog cgaccgcgaa agagottgeco 420
goegcagaace cgbegbtgggt catgotgtat cagtacggea acccggecaa cagogatgeg 480
cactactteog groacoggece cgaactgote geoggaccotge cogagatcac ccacttegte 540
goeggggeteg geaccadegg gaccctgatg ggcaceggace ghttectgeg cgageacgtt 600
cccggogtge agategtgge ggocgaaccg cgttacggeg agggegtgta cgoactgege 660
aacatcgacg agggcttcat cceccgagttg tacgacgecocg acgtgcoctcac caccoggtte 720
toggtggget cgttogacge cgtgcgccgce acocgtgaac togtcacgeg cgagggcata 780
ttegegggea tetegacdegg cgeggtgttg cacgecgege tggggatgge cgdcaaggec B840
gtocaaggeeg gtgagegtge cgacateogeg ttogteogtog cogacgecgg atggaagtat 900
ctgtegaceg gegegtacge cggtagectg gatgacgeeg aggacgeget ggaagggeag 960
ctatgggcat ga 872

<210> 24

<211> 954

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Msm-T de Mycobacterium smegmatis cepa MC2 155

<400> 24

27
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atgacgcget acgactccct gctgcaggcoce ctgggcaaca ccccgctggt gggectgeag 60
aacctgtcge cceggtggga cgacgaggac gggaaacccec acgtgegget gtgggocaag 120
ctcocgaggacc gcaacccgac cggttccatc aaggaccgcc ccgcegctgcg gatgatcgaa 180
caggocgage gogacggget getgeagece ggegecacga toctggaace caccageogge 240
aacaccggea totegetgge catggeggee ctgetcaagyg getacaacat gatcetgegtyg 300
atgecggaga acacgbtegat cgaacggeoge cagatccteg agetotacgg cgogegeate 360
atcttcageoc ccgcoccgaggg cggctccaac accgceggtcg cgacocgogaa agagcettgeco 420
gcgcagaacc cgtogtgggt catgctgtat cagtacggeca acccggocaa cagcgatgeg 480
cactacttcg gcaccggcocc cgaactgete goggacctge ccgagatcac ccacttcogte 540
geggggcetaeg geaccacegy gacectgatg ggeaceggac gtttectgeg cgageacgtt 600
coecggegtge agatcegtgge ggecgaaceg cgttacggeg agggceghbgta cgecactgoge 660
aacatcgacg agggettcat cccegagttg tacgacgoeg acgtgetcac cacceggtte 720
teggtggget cgttcocgacge cgtgcgocge accogtgaac tegtcacgeg cgagggeata 780
ttogogggeoa totogacegg cgeoggtgttyg cacgeocgoge tggggatgge cgccaaggeo 840
gtcaaggccg gtgagegtge cgacatcgeg ttegtcocgtceg ccgacgoccgg atggaagtat 9200
ctgtcgaceg gogegtacgce cggtagoctg gatgacgecg aggacgoget ggaa 954

<210> 25

<211> 954

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Msm-T-HA2 de Mycobacterium smegmatis CC1

<400> 25

28
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atgacgogcet acgactcoct getgcaggoc ctgggcaaca ccocgetggt gggoctgoag 60
aacctgteoge cecggtggga cgacgaggac gggaaaceoe acgtgeggcect gtgggecaag 120
ctagaggace goaaccogac cggtteocate aaggaceged cogegetgeg gatgatcogaa 180
caggcecgage gegacggget getgeagece ggegecacga toctggaate caccagegge 240
aacaccggca tctcgetgge catggcggeoc ctgectcaagg gctacaacat gatctgegtg 300
atgccggaga acacgtcgat cgaacggcegc cagatccteg agetctacgg cgegcegoatce 360
atcttcagec ccgocgaggg cggctccaac accgoggtcg cgaccgocgaa agagcettgeco 420
gegeagaace cgtegtgggt catgetgtat cagtacggea acceggecaa cagegatgeg 480
cactactteg geaceggecee cgaactgete goggaccetge cogagatcac ccactteogte 540
goggggeteg geaccacagy gacectgatg ggeaccggac gtttoctgeg cgageacgtt 600
ccoggegtge agatcgtgge ggccgaaccg cgttacggeg agggcgtgta cgecactgoge 660
aacatcgacyg agggcttcat ccccgagttg tacgacgecg acgtgectcac cacccoggttce 720
teggtggget cgttcgacge cgtgogoccge acccocgtgaac tcgtcacgcecg cgagggceata 780
ttegagggea tetegacagy cgeggtgttg cacgecgege tggggatgge cgeocaaggeod 840
gteaaggoeg gtgagegtge cgacatcegeg ttegtegbteg ccgacgecgg atggaagtat 900
ctgtegaceg gogegtacge cggtagectg gatgacgoeg aggacgaget ggaa 954

<210> 26

<211> 954

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Msm-T-EP3 de Mycobacterium smegmatis CC2

<400> 26
atgacgeget acgacteoccet getgoaggee ctgggeaaca cceccgetggt gggectgeag 60
aacctgtege cecggtggga cgacgaggac gggaaacoce acgtgogget gtgggecaag 120
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¢tegaggace
caggecgage
aacaccggea
atgccggaga
atcttcagece
gcgcagaacc
cactactteg
gcggggceteyg
cecggegtge
aacatcgacqg
tcggtggget
ttogogggoa
gtcaaggecyg

ctgtegacceyg

gcaacdegac
gogacgggct
tetegetgge
acacgtcgat
cogocgaggy
cgtcgtgggt
goaceggeee
goaccacagy
agategtgge
agggcttcat
cgttcgacge
tctcgacegg
gtgagegtge

gegegtacge
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cggttecate
getgeageoae
catggeggee
cgaacggoege
cggctccaac
catgctgtat
cgaactgete
gaccctgatg
ggccgaaceqg
ccocgagttyg
cgtgcgcecgce
cgcggtgtty
cgacategeyg

cggtagacty

aaggacegec
ggogeocacga
ctgetcaagg
cagatcoctcg
gecgeggteg
cagtacggca
geggacctge
ggcaccggac
cgttacggeg
tacgacgocg
acccgtgaac
cacgccgoge
ttegtegteg

gatgacgcoeg
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cegegetgeg
tectggaace
gctacaacat
agctctacgg
cgaccgcgaa
acccggccaa
cecgagatcac
gtttoctgeg
agggegtgta
acgtgetcac
tcgtcacgeyg
tggggatgge
cogacgecgy

aggacgeget

gatgategaa
caccagegyge
gatctgegtyg
cgcgegeatco
tgagcttgece
cagcgatgeg
ccacttegte
cgagceacgtt
cgeactgage
ctococeggtte
cgagggcata
cgccaaggcc
atggaagtat

ggaa

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

954
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REIVINDICACIONES

1. Un mutante de O-fosfoserina sulfhidrilasa (OPSS) derivado de Mycobacterium smegmatis, que consiste en la
misma secuencia de aminoacidos que la de SEQ ID NO: 1, excepto por la eliminaciéon de los ultimos tres a siete
restos de aminoacido del extremo C de la secuencia de aminoacidos de una OPSS de tipo silvestre de SEQ ID NO:
1.

2. El mutante de OPSS derivado de Mycobacterium smegmatis de la reivindicacion 1, que carece de los tres o siete
restos de aminoacido del extremo C de la secuencia de aminoacidos de una OPSS de tipo silvestre de SEQ ID NO:
1.

3. El mutante de OPSS derivado de Mycobacterium smegmatis de la reivindicacion 2, que consiste en una secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 2.

4. El mutante de OPSS derivado de Mycobacterium smegmatis de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3,
que presenta una actividad 6ptima en condiciones que comprenden:

i) la adicion de aproximadamente 0,001 a aproximadamente 2 mM de PLP (fosfato-5° de piridoxal) o
aproximadamente 0,001 a aproximadamente 100 mM de DTT (ditiotreitol) como un cofactor;

ii) un intervalo de temperatura de reaccion de 25 ~ 60 °C; y

iii) un intervalo de pH de 6,0 ~ 10,0.

5. Una molécula de acido nucleico que codifica el mutante de OPSS de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a
3.

6. Un vector de expresion que lleva una molécula de acido nucleico que codifica el mutante de OPSS de acuerdo
con una de las reivindicaciones 1 a 3.

7. Un transformante transformado con el vector de expresion de la reivindicacion 6.

8. Un procedimiento de produccion de cisteina que comprende hacer reaccionar la O-fosfo-L-serina (OPS) con
sulfuros en presencia del mutante de OPSS de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3.

9. El procedimiento de produccién de cisteina de la reivindicacién 8, en el que la OPS esta en una forma purificada o
en una forma de un cultivo de fermentacion que contiene OPS.

10. El procedimiento de produccion de cisteina de la reivindicacién 8, que comprende un sulfuro seleccionado de
entre el grupo que consiste en Na,S, NaSH, (NH4).SH, H.S, y S,03, estando todos en un estado gaseoso o liquido.

11. El procedimiento de produccién de cisteina de la reivindicacién 8, en el que el sulfuro se utiliza en una cantidad
de 0,1 ~ 3 veces respecto a una concentracion molar de OPS.

12. Uso del mutante de OPSS de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3 en la biosintesis de cisteina a partir
de OPS.
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[Figura 2]
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[Figura 3 )
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[Figura4 ]
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[Figura 7]
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