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DESCRIPCION
Métodos para controlar el flujo en rutas metabdlicas mediante la reubicacion de enzimas.
Antecedentes de la Invencion

Se ha demostrado la utilidad de la produccién de productos quimicos mediante rutas enzimaticas sintéticas en
huéspedes microbianos incluyendo isoprenoides, poliquétidos, péptidos no ribosémicos, bioplasticos y bloques de
construccion quimica. Debido a la modularidad inherente de la informacion bioldgica, la biologia sintética mantiene un
gran potencial para expandir aun mas esta lista de compuestos que se producen microbianamente. La inclusion de
una nueva ruta bioguimica en la red metabdlica de una célula huésped o de modificar la expresién de enzimas en una
ruta bioquimica nativa puede interrumpir los mecanismos reguladores sutiles que la célula evoluciond durante
milenios. de hecho, el rendimiento final de un compuesto se limita a menudo por efectos perjudiciales sobre el
metabolismo del metabolismo celular de ingenieria genética que son dificiles de predecir debido a la comprension
limitada de las interacciones complejas que se producen dentro de la célula. El consumo no regulado de recursos
celulares, la carga metabdlica de la produccion de proteinas heterdlogas y la acumulacion de los
intermediarios/productos de la ruta que son inhibidores o téxicos para el huésped son todos los problemas
significativos que pueden limitar el rendimiento total.

El concepto de ingenieria metabdlica, que se puede definir como modificacion intencionada de redes metabodlicas y
celulares mediante el empleo de diversas técnicas experimentales para lograr objetivos deseados, ha surgido para
cumplir este proposito. Lo que distingue la ingenieria metabdlica de la ingenieria genética y mejora de la cepa, es que
considera redes metabdlicas y otras redes celulares para identificar objetivos que se van a disefiar. En este sentido,
el flujo metabdlico es un concepto esencial en la practica de la ingenieria metabdlica. Aunque los niveles de expresion
del gen y las concentraciones de proteinas y metabolitos en la célula pueden proporcionar pautas del estado de la red
metabdlica, tienen limitaciones inherentes para describir completamente el fenotipo celular debido a la falta de
informacion sobre las correlaciones entre estos componentes celulares. Los flujos metabolicos representan las
velocidades de reaccidon en rutas metabolicas y sirven para integrar estos factores a través de una estructura
matematica. de esta manera, los flujos metabdlicos se pueden considerar como un modo de representar el fenotipo
de la célula como resultado de la interaccion entre diversos componentes celulares; los perfiles de flujo metabdlico
que se observaron reflejan las consecuencias de la transcripcion, traduccién y reacciones enzimaticas
interconectadas que incorporan regulaciones complejas.

Sintesis libre de células que ofrece ventajas sobre métodos de produccion in vivo. Sistemas exentos de células, si no
todos, de los recursos metabdlicos de la célula hacia la produccién exclusiva de una ruta. Ademas, la falta de una
pared celular in vitro es ventajosa ya que permite el control del entorno de sintesis. El potencial redox, el pH, o la
resistencia idnica también se pueden alterar con mayor flexibilidad que in vivo ya que no se refiere a crecimiento o
viabilidad celular. Ademas, la recuperacion directa de productos se puede lograr facilmente.

El documento WO02008094546 describe células huésped modificadas genéticamente que exhiben niveles de
actividad modificados de uno o mas productos genéticos de manera que, cuando se produce una enzima citocromo
P450 en la célula huésped modificada genéticamente, los niveles de actividad modificados de uno o mas productos
genéticos proporcionan una produccion y/o actividad mejorada de la enzima citocromo P450.

Compendio de la Invencién

La invencién es como se expone en las reivindicaciones adjuntas. Se proporcionan composiciones y métodos para
controlar el flujo de ruta metabdlica a través de la manipulacion de enzimas objetivo involucradas en una ruta de
interés, incluyendo la manipulacién para mantener o alterar la concentracion celular de enzimas de ruta clave durante
una fase de crecimiento celular, seguida por manipulacidon a (a) aumentar las concentraciones de enzimas de ruta
clave y/o (b) disminuir las concentraciones de enzimas competitivas durante una fase de produccién en donde se
produce el producto de la ruta de interés. La fase de crecimiento celular implica células intactas, mientras que la fase
de produccion se lleva a cabo, en general, de tales células. En particular, la presente invencién proporciona
secuencias genéticas modificadas que codifican una o mas enzimas clave en una ruta de interés para reubicar la
enzima clave a un compartimiento celular o extra celular en el que no se localiza naturalmente y donde la enzima
clave no participa sustancialmente en el flujo de la ruta de la célula intacta cuando se reubica asi, por ejemplo, en el
espacio periplasmico.

En algunas realizaciones, las secuencias genéticas que codifican una o mas enzimas clave en una ruta de interés se
modifican para dar como resultado la reubicacién de una o mas enzimas a un compartimiento celular o extracelular
diferente del compartimiento natural, por ejemplo, a un compartimiento extra-citoplasmatico diferente o que se secreta
fuera de la célula al medio circundante.

En realizaciones especificas, las secuencias genéticas que codifican una o mas enzimas clave en una ruta de interés
se modifican para codificar una secuencia peptidica que proporciona la direccion periplasmica del polipéptido, para
reubicar, o secuestrar, la enzima en el espacio periplasmico de la célula. En algunas realizaciones, la enzima de ruta
modificada es una enzima de entrada de ruta, como se define en la presente. En otras realizaciones, la enzima de
ruta modificada es una enzima limitante de la velocidad.
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Para la mayoria de los propositos, la enzima periplasmicamente dirigida o de otra manera reubicada se sobreexpresa
en la célula, con relacion al nivel de expresion en una célula nativa, uniendo operablemente la secuencia codificante a
un promotor constitutivo o inducible de alto nivel. En ciertas realizaciones de la invencién, una copia nativa de la
enzima objetivo, o una isozima de la enzima objetivo, se expresa en la célula a niveles fisioldgicamente normales, por
ejemplo, del promotor nativo. En algunas realizaciones, las enzimas en la ruta distinta de la enzima objetivo se
sobreexpresan, es decir, se expresan a niveles mayores que los del nivel fisioldgicamente normal.

Durante la fase de crecimiento celular, la enzima reubicada, que puede secuestrarse en el periplasma, por ejemplo,
no afecta el flujo de la ruta. Para iniciar la fase de produccion, se lisan las células, en cuyo punto la enzima reubicada
se une con las enzimas citoplasmicas en la ruta de interés, permitiendo la produccién a alto nivel del producto de
interés.

En algunas realizaciones, se proporcionan métodos para producir un producto de interés a alta velocidad de flujo, el
método comprende: células de crecimiento que se modifican genéticamente para sobreexpresar al menos una
enzima reubicada en una ruta de interés a una densidad celular deseada; lisar las células; y producir el producto de la
ruta en un sistema libre de células que comprende el lisado. Uno o mas sustratos, nutrientes, cofactores, tampones,
agentes reductores, y/o sistemas de generacion de ATP, pueden unirse al sistema libre de células.

En otro aspecto, se proporciona una célula modificada genéticamente que sobreexpresa al menos una enzima
reubicada en una ruta de interés.

En otro aspecto, se proporcionan lisados de tal célula modificada genéticamente, cuyo lisado se puede combinar con
uno o mas de los substratos, nutrientes, cofactores, tampones, agentes reductores y/o sistemas generadores de ATP,
para generar un sistema libre de células para producir un producto de interés.

Los detalles de una o mas realizaciones de la invencion se exponen en la presente. Otras caracteristicas, objetos y
ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la descripcion, las figuras, los ejemplos y las reivindicaciones.

Breve Descripcion de los Dibujos
La figura 1 ilustra la localizacién periplasmica de AroG genéticamente modificada.

La figura 2 representa datos de crecimiento de cultivos celulares de BL21 (DE3) que expresan OmpA-aroG o un
control del vector vacio pACYC, lo que indica que la expresion periplasmica de AroG no tiene ningun efecto negativo
sobre el crecimiento celular.

La figura 3 muestra la actividad especifica de 3-desoxi- D-arabino-heptulosonato-7-fosfato (DAHP) sintasa expresada
periplasmicamente.

La figura 4 representa la ruta para la biosintesis de acido shikimico.
La figura 5 representa la ruta para la biosintesis de amorfadieno.
Descripcion detallada

La presente invencion se basa en la idea de que las células manipuladas genéticamente se pueden disefar para
producir un elemento funcional (por ejemplo, una enzima) que tendria un impacto negativo sobre la salud de la célula,
pero para la reubicacion de ese elemento funcional fuera de la célula o en una ubicacion secuestrada dentro de la
celda. En una realizacion, dicha localizacidon secuestrada es el espacio periplasmico de la célula. En ciertas
realizaciones, el elemento funcional es una enzima clave que controla el flujo en una ruta de interés.

Por ejemplo, en un aspecto, se proporciona una célula con al menos una enzima que controla el flujo en una ruta de
interés, en donde la enzima es modificada genéticamente para reubicar la enzima clave a un compartimiento celular o
extracelular de origen no natural (es decir, un compartimiento celular o extracelular distinto del compartimento en el
que se produce naturalmente la enzima), y en donde la enzima no participa en el flujo de ruta de la célula intacta
cuando se reubica de esta manera. Rutas ejemplares de interés incluyen, pero no se limitan a, la sintesis de
shikimato, diversos isoprenoides y terpenoides, poli-3-hidroxibutirato, isobutanol y 1-butanol, como se detalla en la
presente memoria descriptiva.

En ciertas realizaciones, la enzima se modifica genéticamente para incluir una secuencia peptidica que proporciona la
direccién periplasmica del polipéptido, es decir, donde la enzima es secuestrada en el periplasma de la célula. En
ciertas realizaciones, la enzima es una enzima de entrada de ruta. En ciertas realizaciones, la enzima es una enzima
limitante de la velocidad. En ciertas realizaciones, la enzima aumenta la velocidad de suministro de precursor a la ruta
de interés o suministra cualquier otro sustrato o cofactor requerido. En ciertas realizaciones, una contraparte nativa de
la enzima se expresa a niveles citoplasmicos normales. En determinadas formas de realizacion, la contrapartida
nativa se lleva a cabo. En ciertas realizaciones, la enzima se sobreexpresa en la célula. En ciertas realizaciones, la
enzima esta presente en un vector episémico o en un cromosoma. En ciertas realizaciones, al menos dos enzimas
(por ejemplo, dos, tres, cuatro, cinco o mas enzimas) en la ruta de interés se modifican genéticamente para
comprender una secuencia peptidica que proporciona la direccidon periplasmica del polipéptido. En ciertas
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realizaciones, el medio de crecimiento celular se ha modificado por la adicién o mejora de un factor (por ejemplo, un
nutriente, co-factor, agente reductor) que aumenta o conserva la actividad de la enzima.

En otro aspecto, se proporciona un sistema para producir un producto de una ruta de interés, sistema que comprende
una celda de la presente invencion; y opcionalmente uno o mas substratos, enzimas, nutrientes, co-factores,
tampones, agentes reductores y sistemas generadores de ATP.

En otro aspecto, se proporciona un sistema para producir un producto de una ruta de interés, donde el sistema
comprende una célula de la presente invencion; y opcionalmente uno o mas substratos, enzimas, nutrientes,
co-factores, tampones, agentes reductores y sistemas generadores de ATP.

En otro aspecto, se proporciona un sistema para producir un producto de una ruta de interés, donde el sistema
comprende un lisado de una célula de la presente invencién; y opcionalmente uno o mas sustratos, enzimas,
nutrientes, cofactores, tampones, agentes reductores y sistemas generadores de ATP. En ciertas realizaciones, el
sistema incluye ademas uno o mas lisados celulares adicionales.

En otro aspecto mas, se proporciona un método para producir un producto de una ruta de interés, el método
comprende cultivar una célula de la presente invencion a una densidad celular deseada; lisar las células; y combinar
el lisado con uno o mas sustratos, enzimas, nutrientes, cofactores, tampones, agentes reductores, o sistemas de
generacion de ATP, en los que las enzimas en la ruta de interés producen la produccion del producto deseado. En
ciertas realizaciones, el método comprende ademas combinar el lisado con uno o mas lisados celulares adicionales.

En otro aspecto mas, se proporciona un vector que codifica una enzima modificada genéticamente para comprender
una secuencia peptidica que proporciona la direccion periplasmica del polipéptido.

Secuestro periplasmico

En algunas realizaciones de la invencion, la reubicacion de la enzima es al espacio periplasmico. En tales aspectos,
la presente invencién proporciona métodos para la generacion de células; y sus usos, en los que una o mas enzimas
clave en una ruta de interés se modifican genéticamente para incorporar una secuencia peptidica que proporciona la
direccion periplasmica del polipéptido. Secuencias de péptido de sefial de direccion periplasmica (también
denominadas sefiales de direccionamiento o secuencias de sefial) normalmente se encuentran en el extremo
N-terminal de las proteinas secretoras bacterianas. Varian en longitud de aproximadamente 15 a aproximadamente
70 aminoacidos. Las secuencias de aminoacidos primarias de los péptidos de sefial también varian, pero
generalmente tienen una estructura general comun que incluye las siguientes partes: i) la parte N-terminal tiene una
longitud variable y generalmente lleva una carga neta positiva ; ii) un ndcleo hidréfobo central de aproximadamente 6
a aproximadamente 15 aminoacidos; iii) la parte final incluye cuatro a seis aminoacidos que definen el sitio de
escision para peptidasas de sefial.

Las secuencias de péptido de sefial de direccidon periplasmica adecuadas para uso en la presente invencion se
derivan generalmente de una proteina que se secreta en una bacteria Gram negativa. La proteina secretada puede
ser codificada por la bacteria, o por un bacteriéfago que infecta a la bacteria. Ejemplos de fuentes bacterianas
Gram-negativas adecuadas de proteinas secretadas incluyen, pero no se limitan a, miembros de los géneros
Escherichia, Pseudomonas, Klebsiella, Salmonella, Caulobacter, Methylomonas, Acetobacter, Achromobacter,
Acinetobacter, Aeromonas, Agrobacterium, Alcaligenes, Azotobacter, Burkholderia, Citrobacter, Comamonas,
Enterobacter, Erwinia, Rhizobium, Vibrio, and Xanthomonas.

Existen tres rutas para la translocacion a través de la membrana citoplasmica: (i) SecB-dependiente, (ii) particula de
reconocimiento de sefial (SRP), y (iii) rutas de translocacién de arginina gemela (TAT). Las rutas de las particulas de
reconocimiento de la sefial SecB y dependientes de la sefal utilizan tanto el translocado como el translocado
SecYEG. La ruta de translocacion de arginina gemela utiliza el complejo de TatABCE. La translocacion dependiente
de SecB se utiliza mas comunmente, pero esta ruta no es capaz de transportar proteinas plegadas. Plegamiento
citoplasmatico rapido puede necesitar el uso de rutas SRP o TAT. Los ejemplos de proteinas secretadas por
bacterias que tienen péptidos de sefial de direccion periplasmica incluyen, pero no se limitan a proteinas codificadas
por los siguientes genes: ompA, genelll, E coli fosfatasa alcalina, lamB, malE, secE, secY, y prlA-4. Un entendido en
la técnica puede identificar faciimente la sefial de péptido de direccién periplasmica situado en el extremo N-terminal
de cada una de estas proteinas, y de otras proteinas secretoras bacterianas. También se conoce por un entendido en
la técnica que algunas sustituciones de aminoacidos, adiciones, y/o supresiones se pueden hacer en un péptido de
sefial de direccion periplasmica mientras que retiene su funcién de direccion. de esta manera, un péptido de sefial de
direccién periplasmica funcional de uso en la presente invencién puede ser completamente natural o una secuencia
modificada.

Las etapas en el proceso de secuestro periplasmico incluyen: i) el analisis de ruta para identificar una enzima de
entrada clave (s) para secuestrar al periplasma, ii) la construccion de casetes de expresion para la direccion
periplasmica de la enzima (s) incluyendo la seleccion de péptidos de sefial y la optimizacién de la expresion, iii) la
verificacion de la enzima diana activa, periplastica, activay iv) la demostracion de crecimiento celular
metabdlicamente saludable seguido de un flujo incrementado al producto de interés post-lisis en una reaccion activa
libre de células.
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Las proteinas de fusion de la presente invencion comprenden una sefial de direccion periplasmica (PerS) y una
enzima de ruta, por ejemplo, una enzima de entrada de ruta y/o una enzima limitante de la velocidad. Generalmente,
el péptido de sefial periplasmica 6ptimo para cada proteina dirigida al periplasma se determina empiricamente a partir
de una seleccion de tales péptidos. La eficacia de la secrecion dependera de diversos parametros, por ejemplo, del
péptido de sefial utilizado, siendo la proteina diana, la cepa hospedadora utilizada y/o el nivel de expresion. Una
biblioteca de genes modificados con regiones de 5'variables que codifican para diferentes péptidos de sefial
periplasmica, se pueden crear utilizando PCR u Otros métodos familiares para los entendidos en la técnica. Esta
biblioteca se subclona en un vector que permite la expresion controlada (por ejemplo, un vector que permite la
expresion controlada utilizando el sistema de induccion T7 tal como un vector de la serie pET), y se ensaya respecto a
la eficacia de la exportacion, asi como a la actividad de la proteina diana (véase, por ejemplo, Dahl et al., J. Biol.
Chem. (1992) 267:4882-4888; Chen et al., J. Biol. Chem. (1992) 267:12375-12379; Publicacion No. 2007/0111283;
Merulhao et al. J Microbiol. Biotechnol. (2007) 17: 1236-1241; y Mergulhao et al., Biotechnology Advances (2005)
23:177-202). Se incluyen sefales de direccion periplasmica ejemplares, sin limitacion, en la tabla 1.

Tabla 1. Sefales de Direccién Periplasmica

Nombre Péptido de senal Ruta Fuente
MalEss MKIKTGARILALSALTTMMFSASALA (SEQ ID NO:1) Sec E. coli
PhoAss MKQSTIALALLPLLFTPVTKA (SEQ ID NO:2) Sec E. coli
LamBss MMITLRKLPLAVAVAAGVMSAQAMA (SEQ ID NO:3) Sec E. coli
MglBss MNKKVLTLSAVMASMLFGAAAHA (SEQ ID NO:4) Sec E. coli
PelBss MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA (SEQ ID NO:5) Sec E. caratovora
DsbAss MKKIWLALAGLVLAFSASA (SEQ ID NO:6) SRP E. coli
SfmCss MMTKIKLLMLIIFYLIISASAHA (SEQ ID NO:7) SRP E. coli
TolBss MKQALRVAFGFLILWASVLHA (SEQ ID NO:8) SRP E. coli
TorTss MRVLLFLLLSLFMLPAFS (SEQ ID NO:9) SRP E. coli
TorAss TAT E. coli

MANNDLFQASRRRFLAQLGGLTVAGMLGPSLLTPRRA

TA (SEQ ID NO:10)

Las tablas 4 y 5 de los Ejemplos proporcionan cebadores ejemplares utiles en la incorporacion de una de las
secuencias de la Tabla 1 en el extremo N-terminal de una proteina de interés, e incluye secuencias para sitios de
restriccion utiles en subclonacién. Se entiende que un entendido en la técnica seria capaz de codificar una sefial de
direccion periplasmica, como se ejemplifica en la tabla 1, utilizando secuencias de acido nucleico diferentes de las
ejemplificadas en las Tablas 4 y 5 en base a la naturaleza degenerada del cédigo genético. Mutaciones silenciosas en
la secuencia de acido nucleico (es decir, que no afectan a la secuencia de aminoacidos) no afectaran la actividad de
direccionamiento periplasmico. Mutaciones no silenciosas en la secuencia de acido nucleico (es decir, que afectan a
la secuencia de aminoacidos) también son posibles que no afectarian sustancialmente la direccion periplasmica. En
ciertas realizaciones, uno, dos, tres, cuatro o cinco mutaciones en una sefial de direccién periplasmica de la tabla 1
Logra la direccion al periplasma. En ciertas realizaciones, al menos 90%, 95%, 98%, o 99% de homologia en una
secuencia de aminoacidos de la Tabla 4 y/o 5 logra la direccién al periplasma de la proteina de interés. En ciertas
realizaciones, el uso del codén en la secuencia de acido nucleico que codifica la sefial de direcciéon periplasmica se
optimiza para el organismo huésped.

Un sitio de escision se localiza opcionalmente entre la sefial de direccion periplasmica (Pers) y la enzima para permitir
la separacion de estos péptidos. El sitio de escisién puede ser cualquier sitio que pueda utilizarse para separar los
PerS y la enzima. Puede utilizarse cualquier uso de sitio de escision de cualquier método para la escision de
proteinas. Los PerS de E. coli pueden contener dentro de su secuencia sefal un motivo reconocido por peptidasa
lider (Lep) para procesamiento y escision de la secuencia de sefales. Otros métodos que pueden encontrar utilidad
incluyen métodos de escision de proteasa, por ejemplo, trombina, proteasa del factor Xa y otras endo-peptidasas,
tales como tripsina. Los genes que codifican la proteina de fusién pueden sintetizarse para incluir un sitio de escision
para una de estas proteasas entre el péptido PerS y la secuencia de enzimas. Otro sistema para la fusion y escision
es el sistema de dominio de unién de integrina/quitina que hace uso de las propiedades de autoescision de proteinas
integrantes (véase, por ejemplo, Chong et al. Gene (1997) 192: 271-281).
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Las secuencias de ADN que codifican sefiales de direccionamiento periplasmicas utiles en la invenciéon pueden ser
las secuencias de codificacion naturales presentes en los genes a partir de los cuales derivan. Adicionalmente, la
secuencia de codificacion se puede traducir de nuevo utilizando la secuencia de aminoacidos de la sefial de direccion
periplasmica, opcionalmente utilizando codones optimizados. Un fragmento de ADN que codifica una sefial de
direccion periplasmica que se usa en una proteina de fusion que codifica un fragmento de acido nucleico aislado se
puede obtener utilizando cualquier método tal como aislamiento de la naturaleza, sintesis quimica, técnicas
recombinantes, o amplificacion tal como mediante la utilizacion de PCR.

Acidos nucleicos, polipéptidos y células para uso en la presente invencién

Los acidos nucleicos utilizados para poner en practica esta invencion, ya sea ARN, iARN, acido nucleico antisentido,
ADNCc, ADN gendmico, vectores, cromosomas artificiales, los virus o los hibridos de los mismos pueden aislarse de
una variedad de fuentes, genéticamente disefiadas, amplificadas y/o expresadas/generadas de manera
recombinante. Una molécula de acido nucleico o moléculas de acido nucleico que codifican cualquiera de las enzimas
asociadas con la invencion se pueden introducir en una célula o células utilizando métodos y técnicas que son
estandar en la técnica. Por ejemplo, se pueden introducir moléculas de acido nucleico mediante protocolos estandar
tales como transformacion que incluye transformacién quimica y electroporacion, transducciéon, bombardeo de
particulas, etc. La expresion de una molécula de acido nucleico (s) que codifica una enzima también puede lograrse
integrando la molécula de acido nucleico en el genoma. La molécula de acido nucleico (s) se puede integrar en el
ADN gendémico de una célula utilizando técnicas estandar bien conocidas en la técnica. Los polipéptidos
recombinantes generados a partir de estos acidos nucleicos pueden ser individualmente aislados o clonados y
probados para una actividad deseada. Se puede usar cualquier sistema de expresion recombinante, incluyendo, pero
sin limitarse a, bacterias, sistemas de expresion de células de mamiferos, levaduras, insectos o vegetales. Los acidos
nucleicos para uso en la presente invencion se pueden sintetizar in vitro mediante técnicas de sintesis quimica bien
conocidas, como se describe en, por ejemplo, Adams et al, J Am Chem Soc (1983) 105: 661; Belosov et al. Nucleic
Acids Res (1997) 25: 3440-3444; Frenkel et Al. Free Radic. Biol. Med. (1995) 19: 373-380; Blommers et al.
Biochemistry (1994) 33: 7886-7896; Narang et al. Meth. Enzymol. (1979) 68: 90; Brown et al. Meth. Enzymol. (1979)
68: 109; Beaucage et al. Tetrahedron Letters (1981) 22: 1859; y la patente de los Estados Unidos 4,458,066.

Las células huésped de interés para ingenieria de ruta incluyen una amplia variedad de microorganismos
heterotréficos y autotroficos, incluyendo, pero sin limitarse a, bacterias, hongos y protozoarios. Las células huésped
preferidas incluyen aquellas para las cuales se conocen medios por los cuales un polipéptido puede dirigirse a un
compartimiento celular o compartimientos extracelulares. La invencién abarca cualquier tipo de célula que expresa
recombinantemente acidos nucleicos asociados con la invencion, incluyendo células procariéticas y eucariéticas. En
algunas realizaciones, la célula es una célula bacteriana, tal como Escherichia spp., Streptomyces spp., Zymonas
spp., Acetobacter spp., Citrobacter spp., Synechocystis spp., Rhizobium spp., Clostridium spp., Corynebacterium spp.,
Streptococcus spp., Xanthomonas spp., Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Bacillus spp., Alcaligenes spp.,
Pseudomonas spp., Aeromonas spp., Azotobacter spp., Comamonas spp., Mycobacterium spp., Rhodococcus spp.,
Gluconobacter spp., Ralstonia spp., Acidithiobacillus spp., Microlunatus spp., Geobacter spp., Geobacillus spp.,
Arthrobacter spp., Flavobacterium spp., Serratia spp., Saccharopolyspora spp., Thermus spp., Stenofrophomonas
spp., Chromobacterium spp., Sinorhizobium spp., Saccharopolyspora spp., Agrobacterium spp. y Pantoea spp. La
célula bacteriana puede ser una célula Gram-negativa tal como célula Escherichia coli (E. coli), o una célula
Gram-positiva tal como una especie de Bacillus. En ofras realizaciones, la célula es una célula fungica tal como
células de levadura, por ejemplo, Saccharomyces spp., Schizosaccharomyces spp., Pichia spp., Paffia spp.,
Kluyveromyces spp., Candida spp., Talaromyces spp., Brettanomyces spp., Pachysolen spp., Debaryomyces spp.,
Yarrowia spp. Las cepas de levadura poliploide industrial. Otros ejemplos no limitativos de hongos incluyen
Aspergillus spp. Pennicilium spp. Fusarium spp. Rhizopus spp. Acremonium spp., Neurospora spp. Sordaria spp.
Magnaporia spp. Allomyces spp. Uestilago spp. Botrytis spp. y Trichoderma spp. En otras realizaciones, la célula es
una célula de algas, una célula de planta, o una célula de mamifero. Se debe apreciar que algunas células
compatibles con la invencién pueden expresar una copia endégena de uno o mas de los genes asociados con la
invencion, asi como una copia recombinante. Las especies de interés incluyen, sin limitacion, especies S. cerevisiae,
E. coli, Pseudomonas species, Klebsiella y especies de Synechocystis. Para evitar la degradacion no deseada de la
proteina reubicada, la cepa huésped puede ser modificada para remover varias proteasas compartimentales (por
ejemplo, proteasas periplasmicas) y/o para aumentar con proteinas tales como chaperonas y maturasas para ayudar
con el plegamiento de proteinas; tales modificaciones y aumentos emplean métodos familiares para los entendidos
en la técnica; véanse, por ejemplo, las patentes de los Estados Unidos 4.946.783 y 6.921.659, y Chen et al,,
Biotechnology and Bioengineering (2004) 85: 463-474.

En algunas realizaciones uno o mas genes asociados con la invencién se expresan recombinantemente en una célula
bacteriana. Las células bacterianas de acuerdo con la invencion se pueden cultivar en medios de cualquier tipo (rico o
minimo) y cualquier composicion. En algunas realizaciones, las células son cultivos en medio minimo. Como se
entendera por un entendido en la técnica, la optimizacién de rutina permitiria el uso de una variedad de tipos de
medios. El medio seleccionado puede complementarse con diversos componentes adicionales. Algunos ejemplos no
limitativos de componentes suplementarios incluyen glucosa, antibiéticos, IPTG, tetraciclina o anhidro-tetraciclina
(aTc) de induccion de gen y Suplemento Mineral de Trazas de ATCC. de manera similar, otros aspectos del medio, y
las condiciones de crecimiento de las células de la invencion pueden optimizarse a través de la experimentacion de
rutina. Por ejemplo, el pH y la temperatura son ejemplos no limitativos de factores que pueden optimizarse. En
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algunas realizaciones, se puede optimizar la concentracion y la cantidad de un componente complementario. En
algunas realizaciones, como a menudo el medio se complementa con uno o mas componentes suplementarios, y la
cantidad de tiempo en que se cultiva el medio.

Las técnicas para la manipulacion de acidos nucleicos, por ejemplo, subclonacion, sondas marcadoras (por ejemplo,
marcaje de cebador aleatorio utilizando polimerasa de Klenow, traduccion de muesca, amplificacion), la
secuenciacion, la hibridacion y similares se describen bien en la literatura cientifica y de patentes, véase, por ejemplo,
Sambrook, Ed. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 Ed.) Volumenes 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory
(1989); Ausubel, Ed, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. Nueva York (1997); y Tijssen,
Ed. Laboratory Techniques In Biochemistry and Molecular Biology: Hybridization with Nucleic Acid Probes, Parte I.
Theory and Nucleic Acid Preparation, Elsevier, N.Y. (1993).

Se debe apreciar que los genes que codifican enzimas asociadas con la invencion pueden obtenerse de una variedad
de fuentes. Como alguien de experiencia ordinaria en la técnica seria consciente, los genes homologos para estas
enzimas existen en muchas especies y pueden ser identificados por busquedas de homologia, por ejemplo, a través
de una busqueda de proteina BLAST, disponible en el sitio de internet NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Los Genes que
codifican para estas enzimas pueden ser amplificados por PCR a partir de ADN procedente de cualquier fuente que
contenga la enzima dada, por ejemplo, utilizando cebadores degenerados, como se entendera por un entendido en la
técnica. En algunas realizaciones, el gen que codifica para una enzima dada puede ser sintético. Cualquier medio
para obtener los genes que codifican para las enzimas descritas aqui son compatibles con los aspectos de la
presente invencion.

La presente divulgacion también proporciona polipéptidos aislados codificados por los acidos nucleicos. Tales
polipéptidos son utiles, por ejemplo, solos o como proteinas de fusiéon. Los polipéptidos asociados con la invencion
pueden aislarse a partir de muestras bioldgicas que incluyen homogenatos de tejidos o de células, y también se
pueden expresar de manera recombinante en una variedad de sistemas de expresion procaridtica y eucariodtica
mediante la construccién de un vector de expresion apropiado para el sistema de expresion, introducir el vector de
expresion en el sistema de expresion, y aislar la proteina expresada recombinantemente. Los polipéptidos también se
pueden sintetizar quimicamente utilizando métodos bien establecidos de sintesis de péptidos.

Se pueden utilizar una variedad de metodologias bien conocidas por el entendido en la materia para obtener
polipéptidos aislados asociados con la invencién. El polipéptido puede ser purificado a partir de células que producen
naturalmente el polipéptido por medio cromatografico o reconocimiento inmunoldgico. Alternativamente, se puede
introducir un vector de expresion en células para provocar la produccién del polipéptido. En otro método, los
transcritos de ARNm pueden ser microinyectados o de otra manera introducidos en células para provocar la
produccién del polipéptido codificado. La traduccién de ARNm en extractos libres de células tales como el sistema de
lisado de reticulocitos también se pueden usar para producir polipéptido. Los entendidos en la técnica también
pueden seguir facilmente métodos conocidos para aislar polipéptidos. Estos incluyen, pero no se limitan a,
inmunocromatografia, HPLC, cromatografia de tamafo-exclusion, cromatografia de intercambio iénico y
cromatografia de afinidad-afinidad.

La expresion de las moléculas de la invencion se puede determinar utilizando métodos de rutina conocidos por los
entendidos en la técnica. Estos métodos incluyen, pero no se limitan a: amplificacion directa de ARN, transcripcion
inversa de ARN a ADNc, RT-PCR en tiempo real, amplificaciéon de ADNc, hibridacion, y métodos de ensayo de base
inmunoldgica, que incluyen, pero no se limitan a inmunohistoquimica, ensayo de captura de emparedado de
anticuerpos, ELISA, y Ensayo de inmunospot ligado a enzimas (ensayo de ELISA). Por ejemplo, la determinacién de
la presencia del nivel de moléculas de acido nucleico de la invencion la invencion en un sujeto o tejido puede llevarse
a cabo mediante cualquier ensayo de determinacién de acido nucleico estandar, incluyendo la reaccion en cadena de
la polimerasa, o ensayando con sondas de hibridacion marcadas. Tales métodos de hibridacién incluyen, pero no se
limitan a técnicas de micromatrices.

La presente divulgacion por lo tanto involucra en un aspecto enzimas, genes que codifican aquellas enzimas,
modificaciones funcionales y variantes de lo anterior, asi como usos relacionados con las mismas. Los homdlogos y
alelos de los acidos nucleicos de la invencién pueden ser identificados por técnicas convencionales. También estan
abarcados por la invencioén los acidos nucleicos que se hibridan bajo condiciones rigurosas a los acidos nucleicos
descritos en la presente. El término "condiciones estrictas", como se utiliza en la presente, se refiere a parametros
con los cuales la técnica es familiar. Se pueden encontrar parametros de hibridacion de acidos nucleicos en
referencias que compilan tales métodos, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J Sambrook et al. eds.
Segunda Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989, o Current Protocols in
Molecular Biology, FM Ausubel, et al. eds. John Wiley & Sons, Inc. New York. Mas especificamente, condiciones
severas, como se utiliza en la presente, se refiere, por ejemplo, a la hibridacion a 65° C en tampon de hibridacion (3,5
x SSC, 0,02% de Ficoll, 0,02% de polivinilpirrolidona, 0,02% de Albumina de Suero Bovino, 2,5 mM de NaH,PO, (pH
7), SDS al 0,5%, EDTA 2 mM). EI SSC es cloruro sédico 0,15 M/citrato sddico 0,015 M, pH 7; SDS es dodecilsulfato
sodico; y EDTA es acido etilendiaminotetraacético. Después de la hibridacion, la membrana sobre la cual se
transfiere el ADN se lava, por ejemplo, en 2 x SSC a temperatura ambiente y a continuaciéon a 0,1-0,5 x SSC/0,1 x
SDS a temperaturas de hasta 68° C.
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Existen otras condiciones, reactivos, etc. que pueden utilizarse, lo que da como resultado un grado de rigurosidad
similar. El entendido en la materia estara familiarizado con dichas condiciones, y por lo tanto no se dan aqui. Se
entendera, sin embargo, que el entendido en la materia sera capaz de manipular las condiciones de una manera que
permita al usuario la identificacion clara de homadlogos y alelos de acidos nucleicos de la invencion (por ejemplo,
utilizando condiciones de rigurosidad inferior). EI entendido en la técnica también esta familiarizado con la
metodologia para seleccionar células y bibliotecas para la expresion de tales moléculas que luego se aislan de forma
rutinaria, seguido por aislamiento de la molécula de acido nucleico pertinente y secuenciacion.

En general, los homologos y alelos comparten tipicamente al menos 75% de identidad de nucleétidos y/o al menos un
80% de identidad de aminoacidos con las secuencias de acidos nucleicos y polipéptidos, respectivamente, en
algunos casos, comparten al menos 90% de identidad de nucledtidos y/o al menos 90 o 95% de identidad de
aminodacidos y en todavia otros casos comparten al menos 95% de identidad de nucleétidos y/o al menos 99% de
identidad de aminoacidos. En algunas realizaciones, los homologos y alelos comparten al menos 75%, 76%, 77%,
78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 0 99% de identidad de nucledtidos con las secuencias de acidos nucleicos y/o 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% de identidad con las secuencias de
los polipéptidos.

La homologia se puede calcular utilizando diversas herramientas de software publicamente disponibles desarrolladas
por NCBI (Bethesda, Maryland) que se puede obtener a través del sitio de internet de NCBI. Las herramientas
ejemplares incluyen el software BLAST, también disponible en el sitio de internet NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov). Se
pueden obtener alineamientos Pairwise y ClustalW (matriz BLOSUM30) asi como el analisis hidropatico de
Kyte-Doolittle utilizando el software de analisis de la secuencia del MacVector (Oxford Molecular Group). También se
contemplan en la presente los complementos de Watson-Crick de los acidos nucleicos anteriores.

En la deteccidon e identificacion de genes, técnicas conocidas por los entendidos en la técnica tales como
transferencias Southern, se pueden aplicar transferencias Northern y protocolos de amplificacion tales como la
reaccion en cadena de la polimerasa utilizando cebadores que hibridan con las secuencias presentadas.

La presente divulgacion también incluye acidos nucleicos degenerados que incluyen codones alternativos a los
presentes en los materiales nativos. Por ejemplo, los residuos de serina se codifican por los codones TCA, AGT, TCC,
TCG, TCT Y AGC. Cada uno de los seis codones es equivalente a los fines de codificar un residuo de serina. De este
modo, sera evidente para un entendido en la materia que cualquiera de las que se pueden emplear tripletes de
nucleétidos que codifican serina para dirigir el aparato de sintesis de proteinas, in vitro o in vivo, para incorporar un
residuo de serina en un polipéptido alargador. De manera similar, los tripletes de secuencia de nucledtidos que
codifican para otros residuos de aminoacidos incluyen, pero no se limitan a: CCA, CCC, CCG y CCT (codones de
prolina); CGA, CGC, CGG, CGT, AGA y AGG (codones de arginina); ACA, ACC, ACG y ACT (codones de treonina);
AAC y AAT (codones de asparagina); y ATA, ATC y ATT (codones de isoleucina). Otros residuos de aminoacidos
pueden ser codificados de manera similar por multiples secuencias de nucleétidos. de esta manera, la invencién
abarca acidos nucleicos degenerados que difieren de acidos nucleicos biolégicamente aislados en secuencia de
codones debido a la degeneracion del codigo genético. La invencidon también abarca la optimizacion del codon para
adaptarse al uso de codones 6ptimo de una célula huésped.

La presente divulgacion también proporciona moléculas de acido nucleico modificadas que incluyen adiciones,
sustituciones y deleciones de uno o mas nucleodtidos. En realizaciones preferidas, estas moléculas de acido nucleico
modificadas y/o los polipéptidos que codifican para retener al menos una actividad o actividad funcion de la molécula
de acido nucleico no modificado y/o de los polipéptidos, tales como actividad enzimatica. En ciertas realizaciones, las
moléculas de acido nucleico modificadas codifican polipéptidos modificados, de preferencia polipéptidos que tienen
sustituciones conservadoras de aminoacidos como se describen en otra parte en la presente. Las moléculas de acido
nucleico modificadas estan estructuralmente relacionadas con las moléculas de acido nucleico no modificadas y en
realizaciones preferidas estan suficientemente relacionadas estructuralmente con las moléculas de acido nucleico no
modificadas de manera que las moléculas de acido nucleico modificadas y no modificadas se hibridan bajo
condiciones rigurosas conocidas por un entendido en la técnica.

Por ejemplo, se pueden preparar moléculas de acido nucleico modificadas que codifican polipéptidos que tienen
cambios de aminoacidos Unicos. Cada una de estas moléculas de acido nucleico puede tener una, dos o tres
sustituciones de nucledtidos exclusivas de cambios de nucleétidos correspondientes a la degeneracion del codigo
genético como se describe en la presente memoria. Igualmente, se pueden preparar moléculas de acido nucleico
modificadas que codifican polipéptidos que tienen dos cambios de aminoacidos que tienen, por ejemplo, 2-6 cambios
de nucleétidos. Numerosas moléculas de acido nucleico modificadas como estas seran facilmente contempladas por
un entendido en la técnica, incluyendo, por ejemplo, sustituciones de nucledtidos en codones que codifican los
aminoacidos 2y 3,2y 4,2y 5, 2y 6, y asi sucesivamente. En el ejemplo anterior, cada combinacién de dos
aminoacidos se incluye en el conjunto de moléculas de acido nucleico modificadas, asi como todas las sustituciones
de nucledtidos que codifican las sustituciones de aminoacidos. Las moléculas de acido nucleico adicionales que
codifican polipéptidos que tienen sustituciones adicionales (es decir, 3 o mas), adiciones o deleciones (por ejemplo,
mediante la introduccién de un codén de parada o un sitio de empalme (s)) también se pueden preparar y se abarcan
por la invenciéon como se contempla facilmente por un entendido en la técnica. Cualquiera de los acidos nucleicos o
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polipéptidos anteriores se puede probar mediante experimentacion de rutina para la retenciéon de la relacién o
actividad estructural a los acidos nucleicos y/o polipéptidos descritos en la presente.

La presente divulgacion abarca variantes de los polipéptidos descritos en la presente. Como se utiliza en la presente,
una "variante" de un polipéptido es un polipéptido que contiene una o mas modificaciones a la secuencia de
aminoacidos primaria del polipéptido. Las modificaciones que crean una variante de enzima pueden hacerse a una
enzima, por ejemplo,1) para alterar la distribucion celular de la enzima; 2) para reducir o eliminar una actividad de la
enzima; 3) para mejorar una propiedad de una enzima estabilidad de la proteina en un sistema de expresion o la
estabilidad de la unién de proteina-proteina; 4) para proporcionar una nueva actividad o propiedad a una enzima, tal
como la adiciéon de un epitopo antigénico o adicion de una porcion detectable; o 5) para proporcionar una unién
equivalente o mejor entre una enzima y un sustrato enzimatico.

Las modificaciones de un polipéptido se hacen tipicamente al acido nucleico que codifica el polipéptido, y puede
incluir supresiones, mutaciones puntuales, truncaciones, sustituciones de aminoacidos y adiciones de aminoacidos o
restos no-aminoacidos. Alternativamente, se pueden hacer modificaciones directamente al polipéptido, tal como por
escision, adicion de una molécula enlazadora, adicion de una porcién detectable, tal como biotina, adiciéon de un acido
graso y similares. Las modificaciones también abarcan proteinas de fusién. Un entendido en la técnica estara
familiarizado con métodos para predecir el efecto sobre la conformaciéon de proteinas de un cambio en la secuencia
de proteinas, y, por lo tanto, "disefiar" un polipéptido variante de acuerdo con métodos conocidos. Un ejemplo de tal
método se describe por Dahiyat y Mayo en Science 278: 82-87, 1997, por lo que las proteinas pueden disefiarse de
novo. El método puede aplicarse a una proteina conocida para variar solamente una porciéon de la secuencia
polipeptidica. Aplicando los métodos de calculo de Dahiyat y Mayo, las variantes especificas de un polipéptido se
pueden proponer y examinar para determinar si la variante retiene una conformacion deseada.

En general, las variantes incluyen polipéptidos que se maodifican especificamente para alterar una caracteristica del
polipéptido no relacionada con su actividad fisiolégica deseada. Por ejemplo, los residuos de cisteina pueden ser
sustituidos o suprimidos para evitar enlaces disulfuro no deseados. de manera similar, ciertos aminoacidos pueden
ser cambiados para mejorar la expresion de un polipéptido eliminando la proteolisis por proteasas en un sistema de
expresion (por ejemplo, residuos de aminoacidos dibasicos en sistemas de expresion de levaduras en los que esta
presente la actividad de la proteasa KEX2).

Las mutaciones de un acido nucleico que codifican un polipéptido para preservar preferentemente el marco de lectura
de aminoacidos de la secuencia codificante, y, preferentemente, no crean regiones en el acido nucleico que
probablemente se hibridan para formar estructuras secundarias, tales como puas o bucles, pueden ser perjudiciales
para la expresion del polipéptido variante.

Las mutaciones se pueden realizar mediante la seleccion de una sustitucién de aminoacido, o mediante mutagénesis
aleatoria de un sitio seleccionado en un acido nucleico que codifica el polipéptido. Los polipéptidos variantes se
expresan entonces y se analizan para una o mas actividades para determinar qué mutacién proporciona un
polipéptido variante con las propiedades deseadas. Otras mutaciones pueden hacerse a variantes (o a polipéptidos
no-variantes) que son silenciosas en cuanto a la secuencia de aminoacidos del polipéptido, pero que proporcionan
codones preferidos para la traduccion en un huésped particular. Los codones preferidos para la traduccion de un
acido nucleico en, por ejemplo, E. coli, son bien conocidos por los entendidos en la técnica. Todavia otras mutaciones
pueden hacerse a las secuencias no codificadoras de un gen o clon de ADNc para mejorar la expresion del
polipéptido. La actividad de variantes de polipéptidos puede ser ensayada mediante la clonacién del gen que codifica
el polipéptido variante en un vector de expresion bacteriano o mamifero, introducir el vector en una célula huésped
apropiada, que expresa el polipéptido variante, y la prueba de una capacidad funcional de los polipéptidos como se
describe en la presente.

Los entendidos en la materia también se daran cuenta de que se pueden hacer sustituciones conservadoras de
aminoacidos en polipéptidos para proporcionar variantes funcionalmente equivalentes de los polipéptidos anteriores,
es decir, las variantes retienen las capacidades funcionales de los polipéptidos. Como se utiliza en la presente, una
"sustitucion conservativa de aminoacidos" se refiere a una sustitucion de aminoacido que no altera la carga relativa
del aminoacido o caracteristicas de tamano de la proteina en la que se hace la sustitucién de aminoacidos. Variantes
pueden prepararse de acuerdo con métodos para alterar la secuencia polipeptidica conocida por un entendido en la
técnica, tales como las que se encuentran en las referencias que compilan tales métodos, por ejemplo, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, J Sambrook et al. eds. Segunda Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, New York, 1989, o Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel, et al. eds. John Wiley & Amp;
Sons, Inc. New York. Variantes funcionalmente equivalentes ejemplares de los polipéptidos incluyen sustituciones
conservadoras de aminodacidos en las secuencias de aminoacidos de proteinas descritas en la presente.
Sustituciones conservadoras de aminoacidos incluyen sustituciones hechas entre aminoacidos dentro de los
siguientes grupos: (a) M, I, L, V; (b) F, Y, W; (c) K, R, H; (d) A, G; () S, T; (f) Q, N; y (9) E, D.

En general, se prefiere que menos de todos los aminoacidos se cambien cuando se preparan polipéptidos variantes.
En donde se sabe que los residuos de aminoacidos particulares confieren funcién, dichos aminoacidos no seran
reemplazados, o alternativamente, se sustituiran por sustituciones conservadoras de aminoacidos. Preferiblemente, 1,
2,3,4,56,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 residuos pueden cambiarse al preparar polipéptidos
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variantes. Se prefiere en general que se realice el numero menor de sustituciones. de esta manera, un método para
generar polipéptidos variantes es sustituir todos los otros aminoacidos para un aminoacido individual particular,
después la actividad de ensayo de la variante, luego repetir el proceso con uno o mas de los polipéptidos que tienen
la mejor actividad.

Las sustituciones de aminoacidos conservadoras en la secuencia de aminoacidos de los polipéptidos para producir
variantes funcionalmente equivalentes de polipéptidos que se realizan tipicamente por alteracion de un acido nucleico
que codifica un polipéptido. Tales sustituciones se pueden hacer por una variedad de métodos conocidos por un
entendido en la técnica. Por ejemplo, se pueden hacer sustituciones de aminoacidos por mutacion dirigida por PCR,
mutagénesis dirigida al sitio de acuerdo con el método de Kunkel (Kunkel, Proc. Nat. Acad. Sci. Estados Unidos
(1985) 82: 488-492), o mediante sintesis quimica de un gen que codifica un polipéptido.

Vectores y construcciones de expresion para uso en la presente invencion

Los vectores Uutiles para la transformacion de un fragmento de ADN aislado que codifica una proteina de fusion de la
presente invencion en células huésped adecuadas son bien conocidos en la técnica. Como se utiliza en la presente,
un "vector" puede ser cualquiera de un niumero de acidos nucleicos en los cuales una secuencia o secuencia deseada
las secuencias se pueden insertar por restriccion y ligacion para el transporte entre diferentes entornos genéticos o
para la expresion en una célula huésped. Los vectores se componen tipicamente de ADN, aunque también estan
disponibles vectores de ARN. Vectores que incluyen, pero no se limitan a: plasmidos, fosmidos, fagémidos, genomas
de virus y cromosomas artificiales. Tipicamente el vector contiene secuencias que dirigen la transcripcion y traduccion
del gen relevante, marcador seleccionable, y secuencias que permiten la replicacion auténoma o la integracion
cromosomica. Los vectores adecuados comprenden una region 5' del gen que alberga los controles de iniciacion de la
transcripcion y una region 3' del fragmento de ADN que controla la terminacion de la transcripcion. También se
pueden usar vectores que promueven la integracion del gen quimérico que codifica una proteina de fusién de la
invencion en el genoma de la célula huésped. Tales vectores pueden ser para la integracion aleatoria, la integracion
dirigida al sitio, o para la recombinacion homdloga. Un vector puede tener caracteristicas que permiten diferentes
tipos de recombinacion homdloga o doble-cruzamiento de recombinacién homoéloga. Se pueden integrar una o
multiples copias en un genoma de células huésped.

Un vector de clonacién es uno que es capaz de replicarse autbnomamente o integrarse en el genoma en una célula
huésped, y que ademas se caracteriza por uno o mas sitios de restriccion de endonucleasa en los cuales el vector se
puede cortar de una manera determinable y en el cual una secuencia de ADN Deseada puede ligarse de manera que
el nuevo vector recombinante retenga su capacidad de replicarse en la célula huésped. En el caso de plasmidos, la
replicacion de la secuencia deseada puede ocurrir muchas veces al aumentar el plasmido en nimero de copias
dentro de la bacteria huésped o solo un solo tiempo por huésped antes de que el huésped reproduzca por mitosis. En
el caso de fagos, la replicacion puede ocurrir activamente durante una fase litica o pasivamente durante una fase
lisogénica.

Un vector de expresion es aquel en el cual se puede insertar una secuencia de ADN deseada por restriccion y
ligacion de manera que se une operablemente a secuencias reguladoras y se puede expresar como un transcrito de
ARN. Los vectores pueden contener ademas una o mas secuencias marcadoras adecuadas para utilizarse en la
identificacion de células que tienen o no han sido transformadas o transfectadas con el vector. Marcadores incluyen,
por ejemplo, genes que codifican proteinas que aumentan o disminuyen la resistencia o sensibilidad a antibioticos u
otros compuestos, genes que codifican enzimas cuyas actividades son detectables por ensayos estandar conocidos
en la técnica (por ejemplo, B-galactosidasa, luciferasa o fosfatasa alcalina) y genes que afectan visiblemente al
fenotipo de células transformadas o transfectadas, huéspedes, colonias o placas (por ejemplo, proteina verde
fluorescente). Los vectores preferidos son aquellos capaces de replicacion autdbnoma y expresion de los productos
génicos estructurales presentes en los segmentos de ADN al que estan unidos operativamente.

Como se utiliza en la presente, una secuencia de codificacion y secuencias reguladoras se dice que estan
"operablemente" unidas cuando estan covalentemente enlazadas en tal VT a fin de colocar la expresion o
transcripcion de la secuencia codificante bajo la influencia o control de las secuencias reguladoras. Si se desea que
las secuencias codificantes se traduzcan en una proteina funcional, se dice que dos secuencias de ADN se unen
operablemente si la induccién de un promotor en las secuencias reguladoras 5' da como resultado la transcripciéon de
la secuencia codificante y si la naturaleza del enlace entre las dos secuencias de ADN no lo hace (1) resultado en la
introduccion de una mutacion de marco-desplazamiento, (2) interfiere con la capacidad de la regién promotora para
dirigir la transcripcion de las secuencias codificantes o (3) interfiere con la capacidad del transcrito de ARN
correspondiente que se va a traducir en una proteina. de esta manera, una regiéon promotora estaria unida
operativamente a una secuencia de codificacion si la region promotora es capaz de efectuar la transcripcion de esa
secuencia de ADN de manera que el transcrito resultante pueda traducirse en la proteina o polipéptido deseado.

Cuando la molécula de acido nucleico que codifica cualquiera de las enzimas de la invencion reivindicada se expresa
en una ceélula, una variedad de secuencias de control de ftranscripcion (por ejemplo, secuencias
promotoras/potenciadoras) se pueden utilizar para dirigir su expresion. El promotor puede ser un promotor nativo, es
decir, el promotor del gen en su contexto enddgeno, que proporciona una regulacion normal de la expresion del gen.
En algunas realizaciones, el promotor puede ser constitutivo, es decir, el promotor no es regulado permitiendo la
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transcripcion continua de su gen asociado. También se pueden utilizar una variedad de promotores condicionales,
tales como promotores controlados por la presencia o ausencia de una molécula.

La naturaleza precisa de las secuencias reguladoras necesarias para la expresion del gen puede variar entre
especies o tipos de células, pero, en general, incluird, segin sea necesario, secuencias no transcriptas 5' y no
traducidas 5' implicadas en la iniciacion de la transcripcion y traduccion, respectivamente, tal como una caja TATA,
una secuencia de remate, una secuencia CAAT Y similares. En particular, dichas secuencias reguladoras no
transcritas 5'incluiran una region promotora que incluye una secuencia promotora para el control transcripcional del
gen unido operativamente. Las secuencias reguladoras también pueden incluir secuencias potenciadoras o
secuencias activadoras corriente arriba segun se desee. Los vectores de la invencion pueden incluir opcionalmente
secuencias lideres o de sefial 5'. La eleccioén y disefio de un vector apropiado se encuentra dentro de la capacidad y
discrecion de un entendido en la técnica.

Los vectores de expresion que contienen todos los elementos necesarios para la expresion estan disponibles
comercialmente y son conocidos por los entendidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al. Molecular
Cloning: Laboratoty Manual, Segunda Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. Las células se modifican
genéticamente mediante la introduccion en las células de ADN (o ARN) heterdlogo. ADN (o ARN heterélogo) se
coloca bajo el control operable de los elementos de transcripcion para permitir la expresion del ADN heterdlogo en la
célula huésped. En algunas realizaciones, dos o mas de los acidos nucleicos de la invencion pueden clonarse en el
mismo vector de expresiéon o plasmido.

Los métodos de la invencion pueden hacer uso de la expresion constitutiva o regulada de diversas secuencias de
codificacion. La expresion puede ser regulada por diversas indicaciones, por ejemplo, por induccion por productos
quimicos, cambio de fase de crecimiento, agotamiento de un nutriente, cambios de temperatura y/o luz. En algunas
realizaciones, los promotores inducibles se regulan por la presencia de un agente inductor, por ejemplo, un producto
quimico tal como lactosa, arabinosa o tetraciclina, como se conoce en la técnica. Tipicamente en donde se indica la
expresion de " alto nivel ", la concentracion de la proteina expresada en la célula es al menos aproximadamente 2
veces por encima de los niveles basales; al menos aproximadamente 10 veces por encima de los niveles basales; al
menos aproximadamente 25 veces por encima de los niveles basales; al menos aproximadamente 50 veces por
encima de los niveles basales; o mas, por ejemplo, entre aproximadamente 2 veces hasta aproximadamente 100
veces por encima de los niveles basales.

Los vectores de expresion y clonacion usualmente contienen un promotor que es reconocido por el organismo
huésped y esta operablemente enlazado a la secuencia codificante de interés. Los promotores son secuencias no
traducidas localizadas corriente arriba (5') al codén de inicio de un gen estructural que controla la transcripcion de una
secuencia de acido nucleico particular a la que estan operablemente enlazados. Tales promotores caen tipicamente
en dos clases: inducible y constitutivo. Los promotores inducibles son promotores que inician niveles incrementados
de transcripcion a partir del ADN bajo su control en respuesta a algin cambio en las condiciones de cultivo, por
ejemplo, Presencia o ausencia de un nutriente o un cambio de temperatura. En este momento se conocen bien un
gran numero de promotores reconocidos por una variedad de células huésped potenciales, por ejemplo, para E. coli
véase, por ejemplo, Hawley y McClure Nucleic Acids Res (1983) 11: 2237-55; para B subtilis véase, por ejemplo, Ishii
et al. Nucleic Acids Res (2001) 29: 278-280; Saccharomyces cerevisiae véase, por ejemplo, Chang et al., Nucleic
Acids Res. (2011) 39:D647-52. Véase también Madigan, Martinko, and Parker, eds., Brock Biology of Microorganisms.
9a Ed. Prentice Hall. Upper Saddle River, NJ. Asi como se puede usar el promotor nativo, para la mayoria de los fines
se prefieren los promotores heterdlogos, ya que generalmente permiten una mayor transcripcion y mayores
rendimientos.

Promotores adecuados para uso con huéspedes procarioticos incluyen los sistemas promotores de la beta-lactamasa
y lactosa, fosfatasa alcalina, un triptéfano (trp) sistema promotor y numerosos promotores hibridos tales como el
promotor tac. Sin embargo, también son adecuados otros promotores bacterianos o bacteriéfagos conocidos, por
ejemplo, El promotor lacl, el promotor lacZ, el promotor T3, el promotor T7, el promotor arabinosa, el promotor gpt, el
promotor lambda PR, el promotor lambda PL, promotores de operones que codifican enzimas glicoliticas tales como
3-fosfoglicerato quinasa (PGK) y el promotor de fosfatasa acida. Se han publicado sus secuencias de nucleétidos,
permitiendo de esta manera un entendido en la materia los ligarlos operablemente a una secuencia de interés
utilizando enlazadores o adaptadores. Promotores para uso en sistemas bacterianos también contendran un
Shine-Dalgarno (S.D.) secuencia enlazada operativamente a la secuencia codificante (véase, por ejemplo, Shine y
Dalgarno, Nature (1975) 254: 34-8; Madigan, Martinko y Parker, eds. Brock Biology of Microorganisms. 9% ed.
Prentice Hall. Upper Saddle River, NJ). En ciertos casos, también, la célula huésped puede ser modificada
genéticamente para ajustar las concentraciones de las proteinas del transportador de metabolito o inductor de
manera que todas las células en un cultivo seran inducidas equivalentemente.

También se conocen en la técnica promotores adecuados para células eucarioticas, por ejemplo, células de levadura.
Virtualmente todos los genes eucarioéticos tienen una region rica en AT localizada aproximadamente de 25 a 30 bases
corriente arriba del sitio en donde se inicia la transcripciéon. Otra secuencia encontrada de 70 a 80 bases corriente
arriba del inicio de la transcripcion de muchos genes es una region CXCAAT donde X puede ser cualquier nucleotido.
En el extremo 3' de la mayoria de los genes eucariotas se encuentra una secuencia AATAAA que puede ser la sefial
para la adicién de la cola poli A al extremo 3' de la secuencia codificante. Todas estas secuencias se insertan
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adecuadamente en vectores de expresion eucariotas. Los ejemplos de secuencias promotoras adecuadas para uso
con huéspedes de levadura incluyen los promotores para la 3-fosfogliceratasa u otras enzimas glicoliticas, tales como
enolasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, hexoquinasa, piruvato descarboxilasa, fosfofructoquinasa,
glucosa-6-fosfato isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa, piruvato quinasa, triosefosfato isomerasa, fosfoglucosa
isomerasa y glucoquinasa.

Otros promotores de levadura, que son promotores inducibles que tienen la ventaja adicional de la transcripcion
controlada por condiciones de crecimiento, son las regiones promotoras del alcohol deshidrogenasa 2, isocitocromo
C, fosfatasa acida, enzimas degradativas asociadas con el metabolismo de nitrégeno, metalotioneina y enzimas
responsables de la utilizacion de maltosa y galactosa. Los mejoradores de la levadura también se usan
ventajosamente con promotores de levadura.

Puede ser deseable ajustar experimentalmente la velocidad de expresién para optimizar la eficiencia de exportacion.
Una mala translocacién puede dar como resultado una capacidad insuficiente de maquinaria de exportacion. Los
métodos para el ajuste de la velocidad de expresion incluyen, sin limitacion, modificacion del nimero de copias del
plasmido que lleva el gen que codifica para la proteina a ser exportada al periplasma. Replicones conocidos y
utilizados en la técnica incluyen P15A (10 copias/célula), ColA (30 copias/célula), ColEl (40 copias/célula) y RSF1030
(> 100 copias/célula). El sitio de unién al ribosoma en la 5'UTR del gen que codifica para la proteina a ser exportada al
periplasma puede ser modificado, en donde se puede crear y probar una biblioteca de sitios de unién a ribosoma con
resistencias variables; ver, por ejemplo, Salis et al, Nature Biotechnology (2009) 27: 946-950; y Simmons et al. Nature
Biotechnology (1996) 14: 629-634, cada uno de los cuales se incorpora aqui por referencia. La region promotora
corriente arriba del gen que codifica la proteina a ser exportada puede ser modificada para ajustar la velocidad de
transcripcion, en donde se puede crear y probar una biblioteca de regiones promotoras con resistencias variables; ver,
por ejemplo, Alper et al. PNAS (2005) 102: 12678-12683; y De Mey et al. BMC Biotechnology (2007) 7: 34.

Flujo metabdlico

"Flujo" o "flujo metabdlico" se refiere a la velocidad de que las moléculas pasan a través de una ruta o reaccion de
interés. Entre los factores que el flujo de control es la velocidad de catalisis de enzimas en la ruta, la disponibilidad de
sustrato, la concentracion de enzimas en una célula y/o la proximidad de enzimas en una ruta.

En tanto es deseable una alta velocidad de flujo a través de una ruta de interés, al mismo tiempo puede crear
problemas de toxicidad si un producto que no se acumula normalmente a altos niveles en la célula se produce a una
alta velocidad con relacion a la que se produce en condiciones normales. Se entiende que una alta velocidad de flujo
es especifica de la ruta, y se refiere a la concentracion del producto de ruta a lo largo del tiempo, tal como, por
ejemplo, la produccién de un producto a una velocidad de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 20 gramos de
producto/L/h

Una célula sometida a esfuerzo produce un nimero de proteinas indeseables para mantener biocatalisis activa, tales
como nucleasas, proteinas de choque térmico, proteasas y similares.

Los métodos de la invencion proporcionan un medio para controlar el flujo a través de una ruta, de tal manera que una
célula sana (por ejemplo, con fisiologia sustancialmente normal) se puede cultivar a alta densidad, por ejemplo, de
aproximadamente 30 a aproximadamente 300 ODsso) durante cuyo periodo de tiempo se incrementa la concentracion
de enzimas implicadas en una ruta deseada sin dar como resultado un efecto perjudicial (para la salud de las células)
aumento en el flujo de ruta o acumulacion téxica de productos metabolicos. ODsso se refiere a la densidad optica a
550 nm, en la que 1 ODsso es aproximadamente 10° células/mL (E. coli).

Los métodos para determinar las velocidades de flujo son conocidos y usados en la técnica; véase, por ejemplo,
Wiechert et al, Metab. Eng. (2001) 3: 265-283,y Wiechert et al. Metab. Eng. (2001) 3: 195-206; y textos de ingenieria
metabdlicos tales como Lee y Papoutsakis, Eds., Metabolic Engineering, Marcel Dekker, Inc. New York (1999);
Stephanopoulos, Nielsen, y Aristidou, Eds., Metabolic Engineering: Principles and Methodology, Academic Press,
New York (1998); Nielsen y Eggeling, Eds., Metabolic Engineering, Springer, London (2001), cada una de las cuales
se incorpora en la presente por referencia. El flujo se puede calcular a partir de cantidades medibles utilizando
técnicas tales como el analisis flujo metabdlico (MFA), por ejemplo, por medicion directa de la velocidad de
conversion del sustrato isotépicamente marcado.

Rutas de Interés

Como se utiliza en la presente, el término "ruta de enzima" o "ruta de interés" se refiere a un sistema celular para
convertir un sustrato a un producto de interés, donde el sistema comprende una pluralidad de enzimas y puede
comprender adicionalmente sustratos accionados por una o mas de las enzimas, productos de las reacciones
catalizadas por enzimas, co-factores utilizados por las enzimas y similares. El sistema puede estar presente en una
célula intacta, o en un lisado de una célula. Se conocen muchas rutas metabdlicas y se han descrito en sistemas
microbianos, y son accesibles en bases de datos publicas; véase, por ejemplo, Smolke, Ed., The Metabolic Pathway
Engineering Handbook: Tools and Applications, CRC Press, New York (2009); Stephanopoulos, Nielsen, and
Aristidou, Eds., Metabolic Engineering: Principles and Methodology, Academic Press, New York (1998); Greenberg,
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Metabolic Pathways: Energetics, Tricarboxylic Acid Cycle, and Carbohydrates, Academic Press, New York (1967); la
coleccion de D. M. Greenberg titulada Metabolic pathways, volimenes 1-7.

Las rutas de interés incluyen, por ejemplo, rutas involucradas en carbohidratos, aminoacido, acido nucleico, esteroide,
acido graso, y la biosintesis del producto natural, y abarca la sintesis de diversos compuestos y materiales quimicos,
que incluyen, pero no se limitan a:

a) antibidticos; por ejemplo, actinomicina, bleomicina, rifamicina, cloranfenicol, tetraciclina, lincomicina, eritromicina,
estreptomicina, ciclohexida, puromicina, cicloserina, bacitracina, penicilina, cefalosporina, vancomicina, polimixina y
gramicidina;

b) biotensioactivos; por ejemplo, ramnolipidos, soforolipidos, glicolipidos y lipopéptidos;
c) combustibles bioldgicos; por ejemplo, bioetanol, biodiesel y biobutanol;

d) aminoacidos; por ejemplo, L-glutamato, L-lisina, L-fenilalanina, acido L-aspartico, L-isoleucina, L-valina,
L-triptéfano, L-prolina (hidroxiprolina), L-treonina, L-metionina y D-p-hidroxifenilglicina;

e) acidos organicos; por ejemplo, acido citrico, acido lactico, acido gluconico, acido acético, acido propiodnico, acido
succinico, acido fumarico y acido itaconico;

f) acidos grasos; por ejemplo, acido araquidénico, acido graso poliinsaturado (PUBA) y acido gamma-linoleico;

g) alcoholes y polioles, por ejemplo, glicerol, manitol, eritritol, xilitol, poli-3-hidroxibutirato, isobutanol y 1-butanol;

h) sabores y fragancias; por ejemplo, vainillina, benzaldehido, dihidroxi-acetona, 4-(R)-decanolida y 2-actil-1-pirrolida;
i) nucledtidos; por ejemplo, acido 5'- guanilico y acido 5'- inosinico;

j) vitaminas; por ejemplo, vitamina C, vitamina F, vitamina B2, provitamina D2, vitamina B12, acido fdélico, nicotinamida,
biotina, acido 2-ceto-L-gulonico y provitamina Q10;

k) pigmentos; por ejemplo, astaxafina, B-caroteno, leucoponeno, montantubrina, y rubristatina;
1) azlcares y polisacaridos; por ejemplo, ribosa, sorbosa, xantano, gelan y dextrano; y
m) biopolimeros y plasticos; por ejemplo, polihidroxialcanoatos (PHA), acido poli-gamma-glutamico y 1,3-propanodiol.

Otros ejemplos de rutas de interés incluyen la sintesis de diversos metabolitos de E coli. Un metabolito es cualquier
sustancia usada o producida durante el metabolismo (es decir, una enzima, sustrato o producto). Para los fines de la
presente invencién, a menudo se trata de un metabolito, aunque no siempre, el producto de una enzima en la ruta de
interés. Los metabolitos de E coli ejemplares incluyen, pero no se limitan a, acido 2,3-dihidroxibenzoéico,
2-cetoglutarato, 3-fosfoglicerato, 4-hidroxibenzoato, 6-fosfogluconato, acetoacetil-CoA, acetil-CoA, acetilfosfato,
adenina, adenosina, fosfosulfato de adenosina, ADP, ADP-glucosa, alanina, AMP, antranilato, arginina, asparagina,
aspartato, ATP, carbamilaspartato, cis-aconitato, citrato, citrulina, CMP, coenzima A, CTP, AMP ciclico, citidina,
citosina, dAMP, dATP, dCTP, desoxiadenosina, desoxiguanosina deoxirribosa-5-P, dGMP, dihidroorotato,
dihidroxiacetona-fosfato, dTDP, dTTP, etirrosa-4-fosfato, FAD, flavina-mononucledtido, fructosa-1,6-bisfosfonato,
fructosa-6-fosfato, fumarato, GDP, gluconato, gluconolactona, glucosamina-6-fosfato, glucosa-6-fosfato,
glucosa-1-fosfato, glutamato, glutamina, glutation, disulfuro de glutation, gliceraldehido-3-fosfato, glicerato,
glicerol-3-fosfato, GMP, GTP, guanina, guanosina, histidina, histidinol, homocisteina, difosfato de inosina,
monofosfato de inosina, trifosfato de inosina, isoleucina, lisina, malato, malonil-CoA, metionina, mio-inositol,
N-glucosamina-1P, N-Acetil-ornitina, NAD +, NADH, NADP +, NADPH, ornitina, oxaloacetato, fenilalanina,
fenilpiruvato, fosfoenolpiruvato, prolina, propionil-CoA, PRPP, Piruvato, quinolinato, riboflavina, ribosa-5-fosfato,
ribulosa-5-fosfato, S-adenosil-L-metionina, serina, acido shikimico, succinato, succinil-CoA, treonina, triptéfano,
tirosina, UDP, UDP-glucosa, UDP-glucuronato, UDP-N-acetilglucosamina, uridina, UTP, valina y xilulosa-5-fosfato.

En ciertas realizaciones, la ruta de interés proporciona la sintesis de acido shikimico y/o shikimato (shikimato es la
forma anidnica del acido shikimico) e intermedios sintéticos A los mismos (por ejemplo, como se proporciona en la
Figura 4), un isoprenoide o terpeno (por ejemplo, amorfadieno, farneeno, licopeno, astaxantina, vitamina A, mentol,
Beta-caroteno), poli-3-hidroxibutirato, isobutanol y 1-butanol (véase, por ejemplo, los Ejemplos 1-5 y las Figuras 4 y 5,
proporcionados en la presente memoria).

Un numero de reacciones pueden ser catalizadas por enzimas en una ruta de interés. Clases amplias de enzimas,
que pueden ser identificadas por el nimero de clasificacion de enzimas, entre paréntesis, se incluyen, pero no se
limitan a:

(EC 1) oxidorreductasas; por ejemplo, deshidrogenasas, oxidasas, reductasas, oxidorreductasas, sinasas,
oxigenasas, monooxigenasas, dioxigenasas, lipoxigenasas, hidrogenasas, transhydrogenasas, peroxidasas,
catalasas, epoxidasas, hidroxilasas, desmetilasas, desaturasas, dismutasas, hidroxitransferasas, deshalogenasas y
desyodasas;

13



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2718 844 T3

(EC2) transferasas; por ejemplo, transaminasas, quinasas, diquinasas, metiltransferasas, hidroximetiltransferasas,
formy-transferasas, forminotransferasas, carboxitransferasas, carbamoiltransferasas, amidino-transferasas,
transaldolasas, transcetolasas, acetiltransferasas, aciltransferasas-palmitoiltransferasas, succiniltransferasas,
maloniltransferasas, galetransferasas transferasas, sinaposiltransferasas, tigloilo transferasas,
tetradecanosiltransferasas, hidroxicinamoiltransferasas, feruloiltransferasas, micoly transferasas, benzoiltransferasas,
piperiltransferasas, trimetiltridecanoiltransferasa, miristoiltransferasas, cumarinas-transferasas, tiolasas,
aminoaciltransferasas, fosforilasas, hexosy-transferasas, pentsiltransferasas, sialiltransferasas, piridinilasas,
difosforilasas, cicltransferasas sulfurilasas, adenosinas, carboxiviniltransferasas, isopentosinas, aminocarboxipropy
transferasas, dimetilaliltransferasas, farnesiltranferasas, hexapreniltranferasas, desfosforilacion de
pentapeniltranferasas, pentapreniltrantranferasas, transferasas de nonaprenilo, geranilgeraniltransferasas,
aminocarboxipropiltransferasas, oximino-transferasas, purinetransf-erasas, fosfodimutasas, fosfotransferasas,
nucleotidtransferasas, polimerasas, colinefosfotransferasas, fosforiimutasas, sulfurotransferasas, sulfo-transferasas y
CoA-transferasas;

(EC3) hidrolasas; por ejemplo, lipasas, esterasas, amilasas, peptidasas, hidrolasas, lactonasas, deacilasas,
desacetilasas, pheoporidasas, depolimerasas, tiolesterasas, fosfatasas, difosfatasas, trifosfatasas, nucleotiasas,
fitasas, fosfodiesterasas, fosfolipasas, sulfatasas, ciclasas, peptidasas, ribonucleasas, exonucleasas, endonucleasas,
glicosidasas, nucleoidasas, glicosilasas, aminopeptidasas, dipeptidasas, carboxipeptidasas, metalocarboxipeptidasas,
omega-peptidasas, endopeptidasas de serina, endopeptidasas de cisteina, endopeptidasas asparticas,
metaloendopeptidasas, endopeptidasas de treonina, aminasas, amidasas, dessuccinilasas, desformasas, acilasas,
deimasas, desaminasas, dihidroasas, ciclohidrolasas nitrasas, ATPasas, GTPasas, halidasas, deshalogenasas y
sulfohidrolasas;

(EC 4) liasas; por ejemplo, descarboxilasas, carboxilasas, carboxiquinasas, aldolasas, epoxidasas, oxoacido-liasas,
liasas de carbono-carbono, deshidratasas, hidratasas, sinasas, endolasas, exolasas, amoniaco-liasas, amidina-liasas,
aminas-liasas, liasas de carbono-azufre, liasas de carbono-haluro, liasas de fésforo-oxigeno y deshidroclorasas;

(EC 5) isomerasas, por ejemplo, isomerasas, racemasas, mutasas, tautomerasas, fosfomutasas, fosfoglucomutasas,
aminomutasas, cicloisomerasa, ciclasas, topoisomerasas; y

(EC 6) ligasas; por ejemplo, sintetasas, tARN-ligasas, acido-tiol ligasas, amidasas amida, peptidil-sinasas,
cicloligasas, carboxilasas, ADN-ligasas, ARN-ligasas y ciclasas.

Las clases mas especificas de enzimas incluyen, sin limitacion, sub-clases de oxidorreductasas, transferasas, liasas,
isomerasas y ligasas, como se proporciona a continuacion.

Las oxidorreductasas ejemplares incluyen, pero no se limitan a:

(EC 1.1) oxidorreductasas que actudan sobre el grupo CH-OH de donadores, y un aceptor;

(EC 1.2) oxidorreductasas de que actuan sobre el grupo aldehido u oxo de donadores, y un aceptor;

(EC 1.3) oxidorreductasas que actdan sobre el grupo CH-CH de donadores, y un aceptor;

(EC 1.4) oxidorreductasas que actdan sobre el grupo CH-NH2 de donadores, y un aceptor;

(EC 1.5) oxidorreductasas que actuan sobre el grupo CH-NH de donadores, y un aceptor;

(EC 1.6) oxidorreductasas que actian sobre NADH o NADPH, y un aceptor;

(EC 1.7) oxidorreductasas que actian sobre otros compuestos nitrogenados como donadores, y un aceptor;
(EC 1.8) oxidorreductasas que actuan sobre un grupo azufre de donadores, y un aceptor;

(EC 1.9) oxidorreductasas que actdan sobre un grupo hemo de donadores, y un aceptor;

(EC 1.1) oxidorreductasas que actuan sobre difenoles y sustancias relacionadas como donadores, y un aceptor;
(EC 1.11) oxidorreductasas de que actuan sobre un peréxido como aceptor;

(EC 1.12) oxidorreductasas de que actuan sobre hidrégeno como donador, y un aceptor;

(EC 1.13) oxidorreductasas que actian sobre donantes sencillos con incorporacion de oxigeno molecular,
incorporando uno o dos atomos de oxigeno;

(EC 1.14) oxidorreductasas que actian sobre donantes apareados, con incorporacion o reduccion de oxigeno
molecular, siendo el donante 2-oxoglutarato, NADH, NADPH, flavina reducida, flavoproteina, pteridina, proteina de
hierro-azufre, ascorbato;

(EC 1.15) oxidorreductasas que actian sobre radicales superéxido como aceptor;
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(EC 1.16) oxidorreductasas oxidantes de iones metalicos, y un aceptor;

(EC 1.17) oxidorreductasas que actian sobre grupos CH o CH2, y un aceptor;

(EC 1.18) oxidorreductasas que actian sobre proteinas de hierro-azufre como donadores, y un aceptor;
(EC 1.19) oxidorreductasas que actuan sobre la flavodoxina reducida como donante, y un aceptor;

(EC 1.2) oxidorreductasas que actian sobre fésforo o arsénico en donadores, y un aceptor; y

(EC 1.21) oxidorreductasas que actuan sobre X-H y Y-H para formar un enlace X-Y, y un aceptor; donde los
aceptores para cada categoria donante pueden incluir, sin limitacion: NAD, NADP, proteina hemo, oxigeno, disulfuro,
quinona, una proteina de hierro-azufre, una flavina, un grupo nitrogenado, un citocromo, dinitrogeno y H+.

Las transferasas ejemplares incluyen, pero no se limitan a:

(EC 2.1) transferasas que transfieren grupos de un carbono;

(EC 2.2) transferasas que transfieren grupos aldehido o ceténicos;
(EC 2.3) aciltransferasas;

(EC 2.4) glucosiltransferasas;

(EC 2.5) transferasas que transfieren grupos alquilo o arilo, distintos de grupos metilo;
(EC 2.6) transferasas que transfieren grupos nitrogenados;

(EC 2.7) transferasas que transfieren grupos que contienen fésforo;
(EC 2.8) transferasas que transfieren grupos que contienen azufre; y
(EC 2.9) transferasas que transfieren grupos que contienen selenio.
Las hidrolasas ejemplares incluyen, pero no se limitan a:

(EC 3.1) hidrolasas que actian sobre enlaces éster;

(EC 3.2) glicosilasas;

(EC 3.3) hidrolasas que actuan sobre enlaces de éter;

(EC 3.4) hidrolasas que actuan sobre enlaces peptidicos (peptidasas);
(EC 3.5) hidrolasas que actian sobre enlaces de carbono-nitrégeno, distintos de enlaces peptidicos;
(EC 3.6) hidrolasas que actian sobre anhidridos de acido;

(EC 3.7) hidrolasas que actuan sobre enlaces carbono-carbono;

(EC 3.8) hidrolasas que actuan sobre enlaces haluro;

(EC 3.9) hidrolasas que actuan sobre enlaces de fosforo-nitrégeno;
(EC 3.1) hidrolasas que actian sobre enlaces de azufre-nitrégeno;
(EC 3.11) hidrolasas que actuan sobre enlaces carbono-fésforo;

(EC 3.12) hidrolasas que actuan sobre enlaces de azufre-azufre; y
(EC 3.13) hidrolasas que actuan sobre enlaces carbono-azufre.

Las liasas ejemplares incluyen, pero no se limitan a:

(EC 4.1) liasas de carbono-carbono;

(EC 4.2) liasas de Carbono-oxigeno;

(EC 4.3) liasas de Carbono-nitrégeno;

(EC 4.4) liasas de Carbono-azufre;

(EC 4.5) liasas de carbono-haluro de; y
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(EC 4.6) liasas de fosforo-oxigeno.

Las isomerasas ejemplares incluyen, pero no se limitan a:
(EC 5.1) racemasas y epimerasas;

(EC 5.2) cis-trans-Isomerasas;

(EC 5.3) isomerasas intramoleculares;

(EC 5.4) transferasas Intramoleculares (mutasas); y

(EC 5.5) liasas intramoleculares.

Las ligasas ejemplares incluyen, pero no se limitan a:
(EC 6.1) ligasas que forman enlaces de carbono-oxigeno;
(EC 6.2) ligasas que forman enlaces carbono-azufre;

(EC 6.3) ligasas que forman enlaces de carbono-nitrégeno;
(EC-6.4) ligasas que forman enlaces carbono-carbono;
(EC 6.5) ligasas que forman enlaces de éster fosforico; y
(EC 6.6) ligasas que forman enlaces nitrégeno-metal.

Las isozimas (también conocidas como isoenzimas) son enzimas que difieren en la secuencia de aminoacidos, pero
catalizan la misma reaccién quimica. En algunos puntos en una ruta de interés, pueden estar presentes dos o mas
isozimas. Las isozimas pueden presentar diferentes parametros cinéticos, o diferentes propiedades reguladoras.

Las enzimas involucradas en una ruta de interés o ruta asociada pueden también ser clasificadas de acuerdo con el
papel de la enzima. Enzimas de implicacion directa (clase 1) en una célula o lisado celular catalizan una reaccion en
la ruta. Es tipico de rutas que tales enzimas directas son una de una cadena, donde un producto de una primera
enzima es el sustrato de una segunda enzima, el producto de la segunda enzima es el sustrato de una tercera enzima,
y asi sucesivamente Que eventualmente da como resultado el producto de interés. Enzimas de implicacion indirecta
(clase2) en una célula o un lisado celular que reacciona en una ruta asociada, usualmente en la produccion de un
sustrato utilizado en la ruta de interés. Puede ser una caracteristica de una enzima en estas dos clases que la
sobreproduccion (“sobreexpresion”) de la enzima es toxica para la célula, incluso 2 veces, 3 veces o mas
sobreproduccion. Tal toxicidad puede ser el resultado de la sobreproduccién de un producto que es toxico a altas
concentraciones, o que la enzima desvia los recursos a una velocidad que impacta la fisiologia normal de las células.
La expresion de tales enzimas se beneficia de la acumulacion selectiva modulada en un compartimiento separado
con los métodos de la invencion, tal como mediante el uso de un promotor inducible, con el fin de evitar tensiones
indeseables en la célula.

Dentro de una ruta, las enzimas variaran en velocidad de renovacion y la efectividad con la cual se produce un
producto. Como resultado, ciertas enzimas en una ruta se convierten en la velocidad-limitante. Incrementar la
concentracion de enzimas limitantes de velocidad en una ruta (con relacion a enzimas no limitantes de velocidad)
permite un flujo incrementado a través de la ruta de interés (véase, por ejemplo, Zamboni et al Nature. Protocols
(2009) 4: 878-892). Las enzimas no limitantes con frecuencia se asocian con la toxicidad cuando se produce
sobre-producida, y por lo tanto las concentraciones disponibles de tales enzimas se modulan deseablemente por los
métodos de la invencién para incrementar selectivamente la acumulacién de la actividad limitante de la velocidad en
un punto de tiempo seleccionado y posiblemente también mientras que se secuestra a un compartimiento separado.

Una tercera clase de enzimas en un lisado celular o celular son enzimas competentes (clase3), que utilizan un
sustrato o producto de la ruta de interés. Una caracteristica de una enzima competitiva es que la cinética de la
conversion del sustrato es suficientemente alta para que la presencia de la enzima disminuya el rendimiento global
y/o la velocidad de produccion del producto final deseado catalizado por la ruta de interés. Una célula normal puede
requerir la expresion de enzimas competentes, y por lo tanto en lugar de detonar completamente la expresion de
enzimas competentes, es deseable disminuir selectivamente la concentracion de la enzima; ver, por ejemplo, la
publicacion PCT No. WO 2010/077806.

Por conveniencia de la denominacion, una enzima en la ruta puede ser categorizada como una primera, enzima de
entrada de ruta, o una enzima o enzimas posteriores. Por conveniencia, la enzima de entrada de ruta puede ser
referida en la presente como E;, y las enzimas aguas abajo pueden ser numeradas consecutivamente, Ey, Es. E,. Vias
de interés para uso en los métodos de la presente invencién normalmente comprenderan al menos una enzima, al
menos dos enzimas, al menos tres enzimas, al menos cuatro enzimas, o mas, por ejemplo, entre 1 y 50 enzimas,
entre 1y 40 enzimas, entre 1y 30 enzimas, entre 1y 20 enzimas, entre 1y 10 enzimas, entre 1y 5 enzimas, entre 1y
2 enzimas, entre 2 y 50 enzimas, entre 2 y 40 enzimas, entre 2 y 30 enzimas, entre 2 y 20 enzimas, entre 2 y 10
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enzimas Entre 2 y 5 enzimas, entre 2 y 4 enzimas, entre 5 y 50 enzimas, entre 5 y 40 enzimas, entre 5 y 30 enzimas,
entre 5y 20 enzimas, entre 5y 10 enzimas, entre 5y 8 enzimas, entre 10 y 50 enzimas, entre 10 y 40 enzimas, entre
10 y 30 enzimas, o entre 10 y 20 enzimas, inclusive.

Las enzimas en una ruta pueden ser naturales o modificadas para optimizar una caracteristica particular de interés,
por ejemplo, especificidad del sustrato, cinética de reaccién, solubilidad y/o insensibilidad a la inhibicion de la
retroalimentacion. Ademas, en algunos casos, el gen que expresa la enzima se optimizara para el uso de codones
dentro de la célula huésped. En algunas realizaciones, la ruta completa comprende enzimas de un solo organismo,
sin embargo, no se requiere, y se combinan enzimas de multiples organismos contemplados. Para algunas
finalidades, una ruta puede ser enddgena a la célula huésped, pero esto tampoco es necesario, y una ruta o
componentes completos de una ruta pueden introducirse en una célula huésped. En donde el sistema se proporciona
en una celda intacta, generalmente el conjunto completo de enzimas de la ruta de interés estara presente en la célula.
Para fines de produccion libre de células, se pueden afadir una o mas enzimas al lisado, o alternativamente puede
ser producida por el lisado, para completar la ruta.

En el sistema de ruta, un primer sustrato (S1) por la enzima de entrada de la ruta, y se convierte en un primer producto,
aunque se entendera por un entendido en la técnica que una enzima puede actuar sobre mas de un sustrato
simultaneamente, y puede producir mas de un producto, de manera que dos o mas rutas puedan estar
interconectadas en una sola enzima. El primer producto es un sustrato (Sz) para la enzima de corriente abajo Es, y se
convierte en un segundo producto por E,. En funcién de la complejidad de la ruta, el segundo producto puede ser el
producto final (PF), o puede ser un sustrato (S3) para una tercera enzima corriente abajo (Es), y se convierte en un
tercer producto por Es, que puede ser un sustrato (S4) para una cuarta enzima. La enzima final en la ruta, que puede
ser Ey, Es, Es4, etc. produce el producto de interés (PF). Una caracteristica de las rutas enzimaticas es que el producto
de una enzima es el sustrato para la siguiente enzima. Los productos pueden ser estables o relativamente labiles,
pero en general, el producto final es suficientemente estable para que pueda ser aislado de la célula, lisado celular o
mezcla de reaccion. Las enzimas competentes utilizan un sustrato o producto de la ruta de interés, que puede incluir
cualquiera de PF, S1, Sy, Sz y/o S4, y puede referirse como enzimas competentes (E).

En algunas realizaciones de la invencion, el sustrato inicial, S1, es un metabolito central, o "mercancia" celular. Las
rutas centrales de metabolismo incluyen glicdlisis y el ciclo de acido citrico. Tales compuestos de S1 no son
generalmente especificos para la ruta de interés, pero son compuestos ampliamente encontrados en diversas células
y son sustratos para multiples enzimas y rutas. Los ejemplos de substratos de mercancia incluyen, sin limitacion,
glucosa, ATP, piruvato, fosfoenol piruvato, y similares. Una enzima de entrada de ruta, E+, puede convertir un sustrato
de mercancia a un producto en que es un sustrato selectivo para uno o un numero relativamente pequefio de
enzimas.

En general, una enzima de entrada clave se define como una que realiza la primera etapa comprometida en una ruta
a un producto de interés. Esta etapa generalmente involucra el compromiso bioquimico de un compuesto a la ruta de
un producto de interés. Los ejemplos de enzimas de entrada clave incluyen, pero no se limitan a, los expuestos en la
tabla 2.

Tabla 2: lista Ejemplar de enzimas de ruta de entrada clave

Enzima E.
coli

Enzima(s) de entrada clave Ruta biosintética Productos ejemplares

amidofosforibosil transferasa GMP, GDP, GTP, dGDP, dGTP, PurF
AMP, ADP, ATP, dADP, dATP,

monofosfato de inosina

biosintesis de purina

orotato fosforribosiltransferasa biosintesis de UMP, UDP, UTP, CDP, CTP PyrE
pirimidina
2-dehidro-3-deoxifosfoheptonato de biosintesis de Shikimate, tirosina, fenilalanina, AroE,F,G
aldolasa corismato triptéfano
fosforribosiltransferasa HisG biosintesis de histidina | Histidina HisG
acetolactato/acetohidroxibutanoato biosintesis de Isoleucina, leucina, valina IlvH,M,N
sintasa isoeucina, leucina,
valina
UDP-N-acetilglucosamina biosintesis de Lipido A disacarido LpxA

aciltransferasa

lipopolisacaridos
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aspartato aminotransferasa biosintesis de lisina, Lisina, treonina, metionina AspC
treonina y metionina

arginina descarboxilasa biosintesis de Putrescina SpeA
putrescina
GTP ciclohidroasa | biosintesis de Tetrahidrofolato FolE

tetrahidrofolato

acetil-CoA carboxilasa biosintesis de acidos Malonil-CoA AccA,B,C,D
grasos

Un ejemplo no limitativo especifico de una ruta, proporcionado con fines ilustrativos, es la ruta para la sintesis de
acido shikimico (véase figura 4). En esta ruta, por ejemplo, una reaccién entre los compuestos de mercancia celular
fosfoenolpiruvato (Sia) y eritrosa-4-fosfato (Sig) es catalizada por la enzima DAHP Sintasa (E1) para formar
3-desoxi-D-arabinosheptulosa-7-fosfato (DAHP). DAHP (S) se transforma en 3-deshidroquinato (3-DHQ) por la
segunda enzima en la ruta, DHQ sintasa (E;). Se deshidrata 3-DHQ (S3) a 3-deshidroshikimato por la tercera enzima
en la ruta, 3-DHQ deshidratasa (Esz). El 3-deshidroshikimato (S4) se reduce al acido shikimico (PF) por la cuarta
enzima en la ruta, shikimato deshidrogenasa (Es), utilizando NADPH como cofactor. Las enzimas de la ruta son
conocidas en la técnica y se han caracterizado en un nimero de organismos, incluyendo, por ejemplo, E Coli, en la
que las enzimas son codificadas por los loci genéticos como sigue: DAHP sintasa (aroG, aroF, aroH); DHQ sintasa
(aroB); 3-DHQ deshidratasa (aroD); shikimato deshidrogenasa (aroE); véase, por ejemplo, la publicacion PCT N°
W0O2010/074760.

Métodos de produccién

La produccion de alto rendimiento de un producto de interés se logra proporcionando una célula en la cual se
expresan enzimas citoplasmicas que comprenden una ruta de interés, por ejemplo, a niveles fisiol6gicamente
normales, o a niveles mayores que fisioldgicamente normales; y en donde al menos una enzima clave de la ruta es (a)
expresada a altos niveles y (b) reubicada a un compartimiento distinto del compartimiento de origen natural. En
algunas realizaciones la enzima clave es secuestrada en el periplasma. La enzima clave controla el flujo a través de
la ruta de interés, y puede ser una enzima de entrada de ruta y/o una enzima limitante de la velocidad. Una
contraparte natural a la(s) enzima(s) clave se expresa usualmente en niveles normales en el citoplasma. Durante el
cultivo celular puede ser deseable controlar los componentes del medio de crecimiento de las células para evitar la
exposicion de la enzima secuestrada periplasmica a condiciones que pueden disminuir su actividad, por ejemplo,
exposicion a metales y similares. Por ejemplo, se ha encontrado que la DAHP sintasa en la ruta del acido shikimico
puede desactivarse a través de la oxidacién catalizada con cobre, y por lo tanto es deseable modificar las condiciones
de cultivo aumentando la concentracion de manganeso y de metales de magnesio en el medio de crecimiento para
superar el cobre disponible (véase, por ejemplo, Bauerle et al., J Bacteriol. (1999) 181: 1636-1642; y Stadtman et al. J
Biol. Chem (1991) 266: 2005-2008). En otras realizaciones, el cofactor (s) se proporciona o se alteran
concentraciones de co-factor(es) en el medio de crecimiento para mejorar la activacion enzimatica en el periplasma u
otro sitio reubicado de enzima.

Para fines de produccion, se utiliza un lisado de la célula, en donde la enzima perplasticamente secuestrada se pone
en contacto operable con las enzimas de la ruta de interés expresada en el citoplasma. Las células se lisan por
cualquier método conveniente que mantenga sustancialmente la actividad enzimatica, por ejemplo, sonicacion,
prensa francesa, y similares como se conoce en la técnica. El lisado se puede fraccionar, secar la materia particulada,
0 se puede usar en ausencia de etapas de procesamiento adicionales. El lisado celular se puede combinar
adicionalmente con uno o mas sustratos, enzimas, nutrientes, co-factores, tampones, agentes reductores y/o
sistemas generadores de ATP, etc. segun se requiera para la actividad enzimatica. Tal sistema, en ciertas
realizaciones, puede referirse en la presente como un "sistema libre de células", es decir, un sistema aislado que
contiene un lisado o extracto celular disefiado expresamente para sintetizar una enzima o una cascada de enzimas
que, cuando actua en una secuencia dada (por ejemplo, en una ruta enzimatica) y proporcion sobre un sustrato
determinado, resultados en la generacion preferencial de un producto, el compuesto de interés. Un compuesto de
interés es tipicamente una entidad quimica (por ejemplo, una molécula organica pequefia), que se puede usar como
ingrediente farmacéutico activo (API), precursor quimico o intermediario.

Como se utiliza en la presente, un "sustrato" es un compuesto o mezcla de compuestos capaces de proporcionar los
elementos necesarios para sintetizar un compuesto de interés.

Como se utiliza en la presente, una "molécula organica pequefia” o "molécula pequefia" se refiere a una molécula
organica con un peso molecular inferior a 800 g/mol (por ejemplo, menos de 700 g/mol, menos de 600 g/mol, menos
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de 500 g/mol, menos de 400 g/mol, menos de 300 g/mol, menos de 200 g/mol, menos de 100 g/mol, entre 50 y 800
g/mol, inclusive, entre 100 y 800 g/mol, inclusive, o entre 100 y 500 g/mol, inclusive). En ciertas realizaciones, la
molécula organica pequefia es un agente terapéuticamente activo tal como un farmaco (por ejemplo, una molécula
organica pequefia aprobada por la Administracion de Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos como se
proporciona en el Cédigo de Regulaciones Federales (CFR)). La molécula organica pequefia puede comprender
también un metal. En este caso, la molécula organica pequefia es también referida como una "molécula
organometalica pequefa".

Como se utiliza en la presente, un "equivalente reductor” o "agente reductor” es una especie quimica que transfiere el
equivalente de un electron en una reaccion redox. Los ejemplos de equivalentes reductores son un solo electrén (por
ejemplo, en reacciones que involucran iones metalicos), un atomo de hidrogeno (que consiste en un proton y un
electrén), y un ion hidruro (:H-) que lleva dos electrones (por ejemplo, en reacciones que implican NAD). Un "aceptor
equivalente reductor” es una especie quimica que acepta el equivalente de un electrén en una reaccion redox.

Como se utiliza en la presente, un "sistema de regeneracion de trifosfato de adenosina" o "sistema de regeneracion
de ATP es un sistema quimico o bioquimico que convierte la adenosina, AMP y ADP en ATP. Ejemplos de sistemas
de regeneracion de ATP incluyen aquellos que involucran metabolismo de glucosa, metabolismo de glutamato y
fotosintesis.

Los lisados de células de diferentes fondos genéticos (por ejemplo, previamente alterados o genéticamente
modificados por ingenieria genética) o especies, o que se preparan por diferentes estrategias, pueden ser mezcladas
y simultdneamente o en forma continua utilizado secuencialmente en un bioproceso con el lisado celular de la
invencion. El lisado puede estar libre o inmovilizado, y puede reutilizarse o desecharse en cada etapa del proceso.
Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el lisado celular es un lisado de un organismo de E. coli disefiado para
sobreexpresar una 0 mas enzimas en la ruta de interés. En ciertas realizaciones, el lisado celular es una combinacion
de diferentes lisados celulares, por ejemplo, una combinacion de dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o
diez lisados celulares diferentes, obtenidos de dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, o diez diferentes
organismos de E. coli diferentes cada uno disefiado para sobreexpresar una o mas enzimas en la ruta de interés.

Los métodos de la invencion proporcionan altos rendimientos del producto deseado, cuyo rendimiento es mayor que
el rendimiento que se puede lograr con un hospedador microbiano nativo. También se puede incrementar la
productividad (es decir, velocidad de produccion por unidad de volumen o biomasa). En una realizacion de la
invencion, el rendimiento del producto es al menos aproximadamente 2 veces por encima de la velocidad basal, al
menos aproximadamente 5 veces por encima de la velocidad basal, al menos aproximadamente 10 veces por encima
de la velocidad basal, al menos aproximadamente 25 veces por encima de la velocidad basal, por lo menos
aproximadamente 50 veces por encima de la velocidad basal, o mas, por ejemplo, entre aproximadamente 2 veces y
aproximadamente 100 veces por encima de la velocidad basal. En ciertas realizaciones, la velocidad de produccién
del producto utilizando los métodos de la invencion es de 0,1 a 20 gramos de producto/L/h.

Se pueden adaptar inéculos diferentes a condiciones diferentes (por ejemplo, dos lotes cultivados en dos diferentes
fuentes de carbono) o pueden tener diferentes genotipos y luego mezclarse para llevar a cabo el proceso (por
ejemplo, para obtener el consumo simultaneo de una mezcla de fuentes de carbono o procesamiento secuencial de
un metabolito a través de una ruta dividida en dos lotes separados de células). Un proceso también puede llevarse a
cabo secuencialmente permitiendo que un conjunto de reacciones proceda en un recipiente y luego transfiriendo el
sobrenadante a un segundo recipiente.

Las reacciones pueden utilizar un reactor a gran escala, pequefia escala, o pueden multiplexarse para realizar una
pluralidad de sintesis simultaneas. Las reacciones continuas utilizaran un mecanismo de alimentacién para introducir
un flujo de reactivos, y puede aislar el producto final como parte del proceso. Los sistemas discontinuos también son
de interés, en donde se pueden introducir reactivos adicionales con el tiempo para prolongar el periodo de tiempo
para la sintesis activa. Un reactor se puede ejecutar en cualquier modo tal como lote, lote extendido, semi-discontinuo,
semi-continuo, alimentado-discontinuo, y continuo, y que se seleccionara de acuerdo con el propésito de la solicitud.

Las reacciones pueden ser de cualquier volumen, ya sea en una escala pequefia (por ejemplo, por lo menos
aproximadamente 1 ml y no mas de aproximadamente 15 ml) o en una reaccion de escala (por ejemplo, donde el
volumen de reaccion es de al menos aproximadamente 15 ml, usualmente al menos aproximadamente 50 ml, mas
usualmente al menos aproximadamente 100 ml, y puede ser 500 ml, 1000 ml, o mayor hasta muchos miles de litros
de volumen). Las reacciones se pueden llevar a cabo a cualquier escala.

Se pueden incluir sales y tampones diversos, donde las especies idnicas se optimizan tipicamente con respecto a la
produccién de productos. Cuando se cambia la concentracion de un componente particular del medio de reaccién, se
puede cambiar de manera acorde otro componente. Ademas, los niveles de concentracion de los componentes en el
reactor pueden variar con el tiempo. El ajustador del potencial de oxidacion/reduccion de tiol/disulfuro puede ser
ditiotreitol, acido ascorbico, glutation y/o sus formas oxidadas. También se pueden usar otros ajustadores del
potencial redox general.

En un modo de operacion semi-continua, el reactor puede ser operado en dialisis, lote de diafiltracion o modo de
carga-carga. Una solucion de alimentacion puede suministrarse al reactor a través de la misma membrana o una
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unidad de inyeccion separada. El producto sintetizado se acumula en el reactor, y luego se aisla y purifica de acuerdo
con el método habitual para la purificacién después de la finalizacién de la operacién del sistema. Alternativamente, el
producto puede ser retirado durante el proceso ya sea en un modo continuo o discontinuo de la opcién de devolver
parte o todos los compuestos restantes al reactor.

En donde existe un flujo de reactivos, la direccion del flujo de liquido puede ser perpendicular y/o tangencial a una
membrana. El flujo tangencial es efectivo para reciclar el ATP y para evitar el taponamiento de la membrana y puede
sobreponerse en un flujo perpendicular. El flujo perpendicular a la membrana puede ser provocado o efectuado por
una bomba de presién positiva o una bomba de succién de vacio o aplicando presién de transmembrana utilizando
otros métodos conocidos en la técnica. La solucién en contacto con la superficie exterior de la membrana puede
cambiarse ciclicamente, y puede estar en un flujo tangencial constante con respecto a la membrana. El reactor puede
agitarse interna o externamente.

La cantidad de producto producido en una reaccién puede medirse de diversas maneras, por ejemplo, mediante
ensayos enzimaticos que producen un producto coloreado o fluorométrico o por métodos de HPLC. En ciertas
realizaciones, el producto se mide utilizando un ensayo que mide la actividad o concentracion del producto particular
que se produce.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se exponen para proporcionar los entendidos en la técnica con una descripcion completa y
descripcion de como hacer y usar la presente invencion, y no se pretende que limiten el alcance de la invencion o
para representar que los experimentos a continuacién son todos o los Unicos experimentos realizados. Se han
realizado esfuerzos para asegurar la precisién con respecto a los numeros utilizados (por ejemplo, Cantidades,
temperatura y similares), pero pueden estar presentes algunos errores y desviaciones experimentales. A menos que
se indique lo contrario, las partes son partes en peso, peso molecular es peso molecular promedio en peso,
temperatura en grados Celsius, y la presion se encuentra en o cerca de la presion atmosférica.

Ejemplo 1 Produccion de acido shikimico

El acido shikimico es un intermediario en la ruta biosintética del chorisato, donde la enzima de entrada clave es
2-deshidro-3-desoxifosfoheptonato aldolasa (3- desoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato, DAHP, sintasa). La DAHP
sintasa cataliza la primera etapa comprometida en la produccién de shikimato convirtiendo los metabolitos centrales
fosfoenolpiruvato (PEP) y eritrosa-4-fosfato (E4P) a DAHP. En E. Coli, existen tres enzimas de DAHP sintasa-AroG,
AroE, y AroF-codificados por genes aroG, aroE y aroF, respectivamente. Es comun que las versiones resistentes a la
retroalimentacion de estas enzimas (Kikuchi et al., Appl. Environ. Microbiol. (1997) 63: 761; Ray et al., J Bacteriol
(1988) 170: 5500; Weaver y Herrmann, J. Bacteriol. (1990) 172:6581) se utilicen para asegurar la maxima actividad.

En este ejemplo, se modifica un gen DAHP sintasa para contener diversas secuencias de sefal periplasmica
(péptidos lider periplasmicas) dirigir la enzima al periplasma. Optimizacion de la expresion, evaluacion de diversas
sintasas DAHP, y la identificacion y eliminacion del sitio de la proteasa periplasmica se utilizan para tratar riesgos
potenciales y retos asociados con la expresion periplasmica objetivo. Expresion de DAHP sintasa activa en el
periplasma, y acoplado con la expresion de cioplasmica de los genes de la ruta corriente abajo para demostrar un
crecimiento mas robusto de la cepa modificada post-induccién (con relaciéon a una ruta de genes de seleccion que
sobre expresa la solamente en el citoplasma), seguido por demostracion de un flujo incrementado al producto de
interés después de la lisis en una reaccién activa, libre de células.

El AroG se dirige para la expresion en el periplasma de E. coli. Las secuencias de ADN que codifican varios péptidos
lider periplasmicos se afiaden al gen aroG a través de la amplificacion por PCR para crear una biblioteca de
secuencias de ADN que codifican AroG con diferentes péptidos lider periplasmicos en la region N-terminal de la
proteina (biblioteca de PerS-AroG). Alternativamente, se crean secuencias de ADN que codifican para la biblioteca de
PerS-AroG mediante sintesis de ADN. Se analizan varias secuencias de sefal periplasmica para determinar que es
mas eficiente para producir el nivel mas alto de enzima activa en el periplasma. Las guias periplasmicas adecuadas
se exponen en las tablas 4 y 5 del ejemplo 2. Las secuencias de ADN que codifican para la biblioteca de PerS-AroG
se insertan en vectores de expresion adecuados para crear una biblioteca de vectores de expresion de PerS-AroG.
La biblioteca de vectores de expresion se utiliza para transformar una cepa adecuada de E. Coli que se recubre y se
criba para la expresion de PerS-AroG y localizacion periplasmica de AroG. La construccion seleccionada se puede
optimizar adicionalmente para la expresion mediante la prueba de una pluralidad de promotores y sitios de unién a
ribosomas.

Por ejemplo, las secuencias de ADN que codifican para la biblioteca de PerS-AroG se clonan en un vector pDuet para
la expresion inducible del promotor T7/acO. La cepa de E. coli BL21 (DE3), o cepa similar que expresa la polimerasa
T7, se transforma con plasmidos que contienen la biblioteca PerS-AroG. La modificacion de la expresion se logra
mediante el uso de niveles variables del inductor isopropil-3-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG), a través del uso de
promotores variantes y sitios de unién a ribosomas, asi como a través del uso de variacién del niumero de copias
entre diferentes vectores pDuet. También se pueden utilizar otros plasmidos, sistemas de expresion, o cepas
familiares para los entendidos en la técnica.
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Varias cepas se crean con versiones de AroG-expresadas por pDuet con diversas guias periplasmicas, y sin lider
periplasmico. Cultivo de la densidad dptica intermedia en medio definido rico antes de la induccion de la expresion
con IPTG 0,05-1 mM. La expresién se induce durante varias horas para permitir la acumulaciéon de DAHP sintasa en
el periplasma. La DAHP sintasa periplastica se extrae utilizando choque osmético, u otros métodos conocidos por los
entendidos en la técnica. Verificacion de la expresion de proteina de longitud completa se determina mediante
electroforesis en gel de proteina desnaturalizante con estandares apropiados. Se pueden usar diversos métodos para
optimizar la expresion o plegamiento de la DAHP sintasa periplasmicamente dirigida (u otras enzimas). Estos
incluyen, pero no se limitan a, los siguientes: i) la optimizacion de la expresion mediante el uso de niveles de IPTG
variables, diferentes origenes de replicacion de plasmidos, y/o modificacion de RBS y/o promotores, ii) la
identificacion y eliminacion de sitios conocidos para proteasas periplasmicas especificas a través de sustituciones
conservadoras de aminoacidos, vy iii) el uso de enzimas ortdlogos. Los datos indican la expresion periplasmica de
AroG de longitud completa cuando se usan secuencias de sefial periplasmica de OmpA y STIl, como se muestra en la
figura 1.

La actividad especifica de la DAHP sintasa periplasmicamente dirigida se determina en la célula entera o en el
extracto periplasmico utilizando un ensayo espectrofotométrico continuo que monitoriza la absorbancia a 232 nm para
medir la conversion de PEP (con E4P) a DAHP. Por ejemplo, la célula entera o extracto periplasmico contiene
Tris-HCI 10 mM (pH 7,5) con fosfato potasico 35 mM (pH 7,0) y PEP-K 500 uM para estabilizar la proteina. Antes del
ensayo, el extracto se hace pasar a través de una columna Sephadex G-25 equilibrada con la misma solucion tampdn
para eliminar aminoacidos y otras moléculas menores de 5 kDa. Se afiade un microlitro de extracto purificado a 99
microlitros de mezcla de reaccion (100 uM PEP-K, 300 pM de E4P-Na, 10 mM de 1,3-bis
[tris(hidroximetil)metilamino]propano, MgCl, 10 uM, pH 7,0) y la absorbancia a 232 nm se monitoriza en el transcurso
de 0,5-2 horas. Los extractos de control apropiados de cepas que no expresan AroG, asi como las reacciones de
control realizadas sin E4P, se incluyen para la normalizacion. La concentracion de proteina total en la célula entera o
extracto periplasmico se determina utilizando un ensayo de Bradford estandar familiar para los entendidos en la
técnica. La fraccion de la célula entera o proteina periplamica que es AroG se determina mediante el analisis de
imagenes de geles de poliacrilamida tefiidos con coomassie de células enteras o extracto periplasmico.

Debido a que es conocido que Cu™" provoca la inactivacion irreversible de mediciones DAHP sintasa (Park y Bauerle,
J. Bacteriol (1999) 181:1636) tales como limitar el contenido de Cu*" del medio de crecimiento e incrementar las
concentraciones de otros cationes divalentes tales como Mn*" para favorecer la activacion completa de la enzima, asi
como para conservar su actividad. Demostraciéon de la actividad de un AroG periplasticamente expresado, enzimas
adicionales en la ruta bioguimica para el acido shikimico utiles para proporcionar precursores de ruta u otros sustratos
de ruta (listados a continuacion) se subclonan en los vectores pDuet para la sobreexpresion citoplasmatica en E. Coli
BL21 (DE3) como se describié anteriormente.

Tabla 3.

EC# Enzima E. coli Accesion de Genbank N°.
2211 transcetolasa TktA AAT48155.1

4234 deshidroquinato sintasa AroB AAC76414.1

4.2.1.10 deshidroquinato deshidratasa AroD AAC74763.1

1.1.1.25 shikimato deshidrogenasa AroE AAC76306.1

La sobreexpresion de una o varias de estas enzimas ha demostrado mejorar la produccion de acido shikimico in vivo
(Patnaik y Liao, Appl. Environ. Microbiol. (1994) 60: 3903; Flores et al. Nat. Biotechnol. (1996) 14: 620; Herrmann,
Plant Physiol. (1995) 107: 7; Bongaerts et al. Met. Eng. (2001) 3: 289; Kramer et al. Met. Eng. (2003) 5: 277). En el
caso de la transcetolasa (TktA), una enzima con el propésito de incrementar el suministro de un precursor de ruta
(4-fosfato eritrosa), la enzima sera exportada al periplasma si se observa que la sobreexpresion de la transqueasa es
perjudicial para el crecimiento del organismo. En un ejemplo similar, el producto génico de la transcripcion de
nucledtido soluble (gen SthA) también puede evaluarse para la sobreexpresion ya sea en el citoplasma o en el
periplasma para evaluar el efecto de su sobreexpresion citoplasmica sobre el crecimiento. Adicionalmente, se incluye
un vector que contiene una DAHP sintasa citoplasticamente dirigida para servir como control de crecimiento celular.
Cada vector pDuet puede expresar dos genes de promotores individuales, asegurando la maxima expresion de todas
las proteinas con hasta tres vectores. La disposicion policistronica de genes para expresar todos los genes de un
Unico vector si es necesario para un crecimiento celular mejorado.
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Se realiza la electroforesis en gel de proteina desnaturalizante con patrones apropiados para asegurar la expresion
de proteina de longitud completa en el citoplasma. Tras la confirmacion de la expresion de la proteina de longitud
completa, los plasmidos se cotransforman en BL21(DE3) y se seleccionan co-transformantes sobre medios
antibidticos apropiados para asegurar la presencia de todos los plasmidos. Como se ha descrito anteriormente, las
células se hacen crecer en medio definido rico a densidad 6ptica intermedia, y la sobreexpresion se induce mediante
la adicién de IPTG 0,05-1 mM. La medicion espectrofotométrica de la densidad 6ptica del cultivo a intervalos definidos
para determinar el tiempo de generacién para células que sobreexpresan TktA, AroB, Ard y AroE en el citoplasma
junto con DAHP sintasa sobre-expresada en el citoplasma (control) o periplasma.

En diversos puntos de tiempo después de la induccion, las células son cosechadas, lisadas mediante el uso de un
homogeneizador de alta presién, y se mezcla con glucosa, glutamato y otros sustratos que se van a usar en una
reaccion libre de células para la produccion de shikimato. Los niveles de shikimato (e intermedios que incluyen
3-deshidroquinato y 3-deshidroshikimato) se miden mediante HPLC utilizando métodos familiares para los entendidos
en la materia. La velocidad y grado de crecimiento, asi como los niveles y velocidad de produccién de shikimato en el
lisado se comparan cuando DAHP sintasa se expresa en el periplasma con relaciéon a los obtenidos cuando se
expresa DAHP sintasa en el citoplasma.

Ejemplo 2. Efectos de Crecimiento y actividad de periplasmicamente de expresion AroG

Expresion periplasmica de DAHP sintasa. Se construye una biblioteca de plasmidos que contiene el gen que codifica
AroG (Genbank Acc. No AAC73841.1) modificado con diversas secuencias de sefial periplasmica que dirigen la
enzima al periplasma. Las secuencias de ADN de los cebadores usados para construir las secuencias de codificacion
para las guias periplasmicas probadas se exponen en las tablas 4 y 5. Las secuencias de ADN que codifican para un
conjunto de secuencias de sefial periplasmica se agregan al gen aroG a través de la amplificacion de PCR utilizando
los siguientes cebadores:

Tabla 4. Cebadores utilizados para agregar sefiales de orientacion periplasmica a aroG

Guia Cebador Secuencia

F5 gcaattcggtctcccatgaattatcagaacgacgatttacgcatc (SEQ ID NO:11)
ninguna

R 3 gaattcgcggccgcttaccecgegacgcegctittac (SEQ ID NO:12)

F 5 gcaattcggtctcccatgaaaaaaacggcaattgcgatageg (SEQ ID NO:13)
OmpA

R 3 gaattcgcggccgcttaccecgegacgcegctittac (SEQ ID NO:14)

F 5 gcaattcggtctcccatgaaaaaaaatattgctttcctgetcg (SEQ ID NO:15)
Stll

R 3 gaattcgcggccgcttaccecgegacgcegctittac (SEQ ID NO:16)

F 5 gcaattcggtctcccatgaaaaagatttggctggegetg (SEQ ID NO:17)
DsbA

R 3 gaattcgcggccgcttaccecgegacgcegctittac (SEQ ID NO:18)

F5' gcaattcggtctcccatgaaaataaaaacaggtgcacgcatce (SEQ ID NO:19)
MalE

R 3 gaattcgcggccgcttaccecgegacgcegctittac (SEQ ID NO:20)

F 5 gcaattcggtctcccatgaaacaaagcactattgcactgge (SEQ ID NO:21)
PhoA

R 3 gaattcgcggccgcttaccecgegacgcegctittac (SEQ ID NO:22)

F 5 gcaattcggtctcccatgatgactaaaataaagttattgatgctc (SEQ ID NO:23)
SfmC

R 3 gaattcgcggccgcttaccecgegacgcegctittac (SEQ ID NO:24)

Tabla 5. Cebador inverso para la adicién de la etiqueta 6xHis del término C a todas las construcciones
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Guia [Secuencia
R 3 |GAATGCGGCCGCTTAGTGGTGATGATGGTGATGCCCGCGACGCGCTTTTAC (SEQ ID NO:25)

Se digieren las construcciones de aroG PCR-amplificadas utilizando los cebadores en las tablas 4 y 5 con Bsal/Notl y
se subclonaron en un vector pDuet Digerido con Ncol-Notl para la expresion Inducible. Cepa BL21 (DE3) de E. coli se
transforma con plasmidos que contienen el AroG subclonado, periplasticamente-dirigido. La modificacion de la
expresion se logra mediante el uso de niveles variables de IPTG, asi como a través del uso de variacion del nimero
de copias entre diferentes vectores pDuet. También se pueden utilizar otros plasmidos, sistemas de expresion, o
cepas familiares para los entendidos en la técnica.

Cultivos de células madre de trabajo congelado de las siguientes cepas:
a. BL21 (DE3): pACYC-Duet 1 (control del vector vacio)
b. BL21 (DE3): pACYC-AroG (sin secuencia de sefial periplasmica)
c. BL21 (DE3): pACYC-OmpA-AroG (que contiene AroG Con una secuencia de sefial periplasmica de OmpA)
d. BL21 (DE3): pACYC-STII-AroG (que contiene AroG con secuencia de sefial periplasmica de STII)

se inocularon a una densidad 6ptica a 600 nm de 0,0025 en 250 ml de medio definido en EZ Rich (Neidhardt et al. J.
Bacteriol. (1974) 119:736) que contiene 34 ug/mL cloramfenicol. Después del crecimiento a 37° C a OD600 0,6, se
afnadio IPTG 0,1 mM para inducir la expresion de la proteina. El crecimiento y la induccion se llevaron a cabo después
durante 16 h a 25° C.

Las fracciones de células enteras, periplasmicas y citoplasmicas se obtuvieron utilizando métodos familiares para los
entendidos en la técnica (por ejemplo, véase Chen et al. Biochem. Eng. J (2004) 19: 211; Soares et al. Prot. Eng.
(2003) 16: 1131). Especificamente, se obtuvieron fracciones de células enteras recogiendo 12 ml de cultivo a 3000 x
g durante 30 min. a 4° C.Los sedimentos celulares se resuspendieron en 12 ml de Tris-HCI 1 mM, pH 7,0. Las células
resuspendidas se lisaron en dos pasadas a través de un homogeneizador de alta presion EmulsiFlex-C3 (Avestin,
Canada) a 15000-17000 psi. Para eliminar los restos celulares, las muestras se centrifugaron a 21.000 x g durante 15
min. Se obtuvieron fracciones periplasmicas y citoplasmicas como sigue: se cosecharon 200 ml de cultivo a 3000 x g
durante 30 min a 4° C. Los sedimentos celulares se resuspendieron suavemente 4°C en 2 ml de Tris-HCI 1 mM de pH
7,0, después se centrifugd a 3000 x g durante 30 minutos. El sobrenadante se utilizé6 como fraccion periplasmica y la
pella se proceso6 adicionalmente para obtener la fraccién citoplasmica. La resuspension vigorosa del sedimento en 11
ml de Tris-HCI 50 mM y NaCl 50 mM, seguido por aplicacién de lisis y clarificacion como se describe para el extracto
de células enteras, produjo la fraccion citoplasmica.

Verificacion de la expresion de proteina de longitud completa se determina mediante electroforesis en gel de proteina
desnaturalizante con estandares apropiados. Especificamente, 19,5 ul de tampdn que funciona con SDS-PAGE que
contiene ditiotreitol (DTT) 0,04 M) a 39 ul de extracto, después se incubd 5 mina 99° C las muestras se realizaron en
geles de Bis-Tris al 10% a 200 V durante 55 minutos. Las transferencias Western se realizaron transfiriendo proteinas
sobre una membrana de nitrocelulosa utilizando el médulo de transferencia XCell IITM a 30 V durante 90 minutos.
Las membranas se lavaron luego dos veces con PBS (solucién salina tamponada con fosfato) durante 5 min seguido
de 1 h de etapa de bloqueo con PBS y 1% de leche seca no grasa (temperatura ambiente en un agitador orbital). Se
diluyé un C-terminal anti-His-HRP (peroxidasa de rabano picante) anticuerpo (Invitrogen) a 1:5000 en tampoén de
bloqueo y se incubd con la membrana lavada para las proteinas 1 h que contenian Se observé proteinas que
contenian un marcador His en el extremo C-terminal en la que membrana de nitrocelulosa después de la incubacién
en solucion de transferencia-transferencia de TMB (Invitrogen). Los datos indican la expresion periplasmica de AroG
de longitud completa cuando se usan secuencias de sefial periplasmica de OmpA y STIl, como se muestra en la
figura 1.

Actividad de DAHP sintasa expresada periplasmicamente. Cultivos de BL21 (DE3) Que expresa OmpA-aroG, o que
contenian un control del vector vacio pACYC en 50 ml de medio definido rico en EZ suplementado con 50 uM de
MnCl, a 37° C. Los cultivos se indujeron con IPTG 0,1 mM cuando la DO600 alcanzé 0,3 y se hizo crecer durante 3 h
adicionales a 30° C. Los cultivos se cosecharon por centrifugacion a 3000 x g durante 20 min seguido por
resuspension en 13 ml de tampon de fosfato potasico 35 mM, pH 7, y PEP 0,5 mM. Las células se lisaron mediante
homogenizacion a 15000 psi. La Figura 2 contiene datos de crecimiento de estas cepas, lo que indica que la
expresion periplasmica de AroG no tiene ningun efecto negativo en el crecimiento celular.

La actividad especifica de la DAHP sintasa dirigida periplasmaticamente se determina utilizando un ensayo
espectrofotométrico continuo que controla la absorbancia a 232 nm para medir la conversion de PEP (con E4P) a
DAHP. Los ensayos de actividad de la sintasa de DAHP se realizaron en fracciones de proteinas de extracto de
células completas de cepas BL21(DE3) que expresan OmpA-aroG, o que contienen un control de vector vacio
pACYC. Las fracciones de proteinas se purificaron por filtracion en gel utilizando columnas SpinTrap G-25 PD (GE
Healthcare). Las mezclas de reaccion contenian 100 uM de PEP, 300 uM E4P, tampdn de bis-tris propano 10 mM (pH
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7), 50 uM MnCl; y fraccion de proteina 50 ug/ml. Las reacciones se incubaron a 25°C. La actividad especifica de la
sintasa de DAHP expresada periplasmaticamente se muestra en la Figura 3.

Ejemplo 3. Produccion libre de células de isobutanol y/o 1-butanol.

Los métodos actuales para la produccion de isobutanol en E. coli se basan en la sobreexpresion de las enzimas de E.
coli de la biosintesis de valina llvl, H, C, D en concierto con la sobreexpresion de dos enzimas heterdlogas: la enzima
alcohol deshidrogenasa 2 de S. cerevisiae (ADH2, GenBank AAA34411.1) y la enzima descarboxilasa de 2-cetoacido
de L. lactis (KivD, GenBank CAG34226.1) (véase, por ejemplo, Atsumi et al, Nature (2008) 451: 86). De forma similar,
la produccion de 1-butanol requiere la sobreexpresion de las mismas dos enzimas heterdlogas (ADH, KivD)
combinadas con la sobreexpresion de lIvA y las enzimas de LeuABCD de la biosintesis de isoleucina y leucina en E.
coli (Atsumi ibid). La acumulacién de alcoholes superiores (por ejemplo, isobutanol, 1-butanol, n-butanol) es téxico a
niveles muy bajos, 2% (p/v) (Atsumi ibid; Reyes et al, Plos One (2011) 6: e17678) que produce un crecimiento celular
deficiente y un producto pobre titulos cuando estas rutas son activas en el crecimiento de E. coli.

La reubicacion periplasmica de la enzima clave que desvia el flujo de precursores de la biosintesis de aminoacidos a
isobutanol o 1-butanol eliminaria la acumulacién del producto durante el crecimiento celular, y permite la post-lisis de
la produccién libre de células en una cepa disefiada para sobreexpresar enzimas de ruta como se describe en Atsumi
et al., Nature (2008) 451: 86. Se cred una biblioteca de la enzima de entrada clave, KivD, con diversas secuencias de
sefial periplasmica siguiendo los métodos descritos en los ejemplos 1 y 2. Posteriormente a la seleccién del miembro
de biblioteca que exhibe la expresién periplasmica mas eficiente, y la verificacion de la actividad, se modificaria una
cepa disefiada para producir isobutanol y 1-butanol, como se describe en lo que antecede, para incluir
KivD-expresada periplasmicamente. El crecimiento metabdlicamente saludable de E coli disefiado para producir
isobutanol y 1-butanol, a medida que la ruta seria inactiva con una KivD periplasmicamente expresado. Tras la lisis
celular, se combind el contenido periplasmico y citoplasmatico se combinaria activando el isobutanol y la produccién
de 1-butanol a partir de la glucosa.

Ejemplo 4. Procedimiento para la produccion libre de isoprenoides y terpenos

La sobreproduccion de isoprenoides en E. coli requiere uno de dos métodos generales: (1) el uso de la
desoxi-xilulosa -5 fosfato de E. coli nativa (DXP) ruta, o (2) el uso del mevalonato no-nativo (MEV)-dependiente
(véase, por ejemplo, Martin et al., Nat. Biotechnol. (2003) 21: 796-802). El amorfadieno, el precursor para la atermal
ina terpenoide antimalaria ha sido producido por la ruta MEV en E. coli mediante sobre-expresion de los genes
nativos atoB, idi, ispA, asi como los genes para los S. cerevisiae. EIl hidrometilglutaril (HMG)-CoA sintasa (ERG13,
GenBank CAA90557.1), una HMG-CoA reductasa truncada (HMGR, GenBank CAA86503.1), mevalonato quinasa
(ERG 12, GenBank CAA39359.1), quinasa de fosfomevalonato (ERG8, GenBank CAA90191.1), pirofosfato de
mevalonato descarboxilasa (MVD1, GenBank CAA66158.1) y una version de la Artemisia annua amorfadieno sintasa
(ADS, GenBank AAK15697.1) coddn-optimizado para la expresion en levadura (véase, por ejemplo, Martin et al., Nat.
Biotechnol. (2003) 21: 796-802 y Figura 5).

Los intermediarios de difosfato de prenilo y la HMG-CoA en la ruta isoprenoide descrita son, sin embargo, toxico y se
ha demostrado que se acumulan si la actividad de la sintasa (ADS para este terpenoide) y otras enzimas en la ruta
estan desequilibradas (véase, por ejemplo, Martin et al., Nat. Biotechnol. (2003) 21: 796-802; Withers et al. Appl.
Environ. Microbiol. (2007) 73: 6277-6283). La reubicacion de la enzima de entrada clave de esta ruta, AtoB, evitaria la
necesidad de una expresion de sintonizacion fina con el fin de evitar estos problemas de toxicidad durante el
crecimiento celular. Especificamente, una biblioteca de la enzima de entrada clave, AtoB, con diversas secuencias de
sefial periplasmica se crearon siguiendo los métodos descritos en los ejemplos 1y 2. después de La seleccion del
miembro de biblioteca que exhibe la expresion periplasmica mas eficiente, y la verificacion de la actividad, una cepa
de E. coli disefiada para producir isoprenoides (véase, por ejemplo, Martin ibid) se modificaria con AtoB
periplasmicamente expresado.

El crecimiento metabdlicamente saludable de esta cepa se lograria, ya que la ruta seria inactiva con un AtoB peri
plasticamente expresado. En la lisis celular, el contenido periplasmico y citoplasmatico se combinaria activando la
produccion isoprenoide a partir de glucosa.

Ejemplo 5. Produccion libre de células de poli-3-hidroxibutirato

El E. coli se manipulé metabdlicamente para producir poli-3-hidroxibutirato (PHB), un bloque de construccion de
biopolimero importante, utilizando una ruta de tres etapas a partir de acetil-CoA (Tyo et al.). Las tres enzimas
heterélogas involucradas son la R-eutropha beta-cetotiolasa (PhaA, GenBank CAJ92573.1) y acetoacetil-CoA
reductasa (PhaB, GenBank AAA21973.1) y el Allochromatium vinosum PHB sintasa subunidad PhaE, Gen Bank
ABK60192.1; subunidad PhaC, GenBank ABK60193.1).

Cuando esta ruta es activa en E. coli, la velocidad de crecimiento se relaciona inversamente con el flujo de PHB
debido a la desviacion del carbono de la biomasa y/o la acumulaciéon de grandes, granulos de PHB tdxicos en el
citoplasma (véase, por ejemplo, Tyo et al. Metabolic Engineering (2010) 12: 187-195). La reubicacion de la enzima de
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entrada clave de esta ruta, PhaA, eliminaria los problemas de toxicidad durante el crecimiento celular. Una biblioteca
de la enzima de entrada clave, PhaA, con diversas secuencias de sefial periplasmica se crearon siguiendo los
métodos descritos en los ejemplos 1 y 2. Posteriormente a la seleccion del miembro de biblioteca que exhibe la
expresion periplasmica mas eficiente, y la verificacion de la actividad, una cepa de E. coli manipulada para producir
PHB (véase, por ejemplo, Tyo ibid) se modificaria con PhaA periplasmicamente expresado. El crecimiento
metabdlicamente saludable de esta cepa se lograria, ya que la ruta seria inactiva con un PhaA periplasticamente
expresado. Tras la lisis celular, el contenido periplasmico y citoplasmatico se combinaria activando la produccion de
PHB a partir de glucosa.

Otras realizaciones

Como se utiliza en la presente, "a" o "un" significa "un" al menos uno "0" uno o mas" a menos que se indique lo
contrario.

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente tienen el
mismo significado que la que se entiende cominmente por un entendido en la técnica a la cual pertenece esta
invencion.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para producir un producto de una ruta biosintética de interés, el cual comprende:

(a) células bacterianas en crecimiento que expresan enzimas de una ruta biosintética de interés para la produccién de
un producto, en donde al menos una de las enzimas:

(i) es una enzima que controla el flujo metabdlico en la ruta biosintética y

(i) es una enzima que se modifica genéticamente para contener una secuencia peptidica de orientacion periplasmica
y se reubica en el periplasma de la célula;

produciendo asi células bacterianas que contienen al menos una enzima modificada que es secuestrada en el
espacio periplasmico, en donde la modificacion genética y el secuestro periplasmico no tienen efecto negativo sobre
el crecimiento de las células bacterianas;

(b) lisar las células bacterianas, produciendo asi un lisado celular que contiene las enzimas de la ruta biosintética y la
al menos una enzima secuestrada con periplasma genéticamente modificada; y

(c) combinar el lisado celular con una o mas sustancias seleccionadas de sustratos, enzimas, nutrientes, cofactores,
tampones, agentes reductores y sistemas generadores de ATP;

(d) incubar el lisado celular durante un periodo de tiempo en condiciones suficientes para producir enzimaticamente
dicho producto,

en el que el producto se selecciona del grupo que consiste en antibiéticos; biosurfactantes; combustibles biolégicos,
aminoacidos, acidos organicos, acidos grasos, alcoholes, polioles, sabores, fragancias, nucleétidos, vitaminas,
pigmentos, azUcares, polisacaridos, biopolimeros, plasticos, isoprenoides, terpenos y metabolitos celulares.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la enzima que se modifica genéticamente se selecciona del grupo que
consiste en una oxidorreductasa (EC 1), una transferasa (EC 2), una hidrolasa (EC 3), una liasa (EC 4), una
isomerasa (EC 5) y una ligasa (EC 6).

3. El método de reivindicacion 1 o 2 , en el que el producto de la ruta biosintética es un metabolito celular
seleccionado del grupo compuesto por acido 2,3-dihidroxibenzoico, 2-cetoglutarato, 3-fosfoglicerato,
4-hidroxibenzoato, 6-fosfogluconato, acetoacetil-CoA, acetil-CoA, acetilfosfato, adenina, adenosina, fosfosulfato de
adenosina, difosfato de adenosina (ADP), glucosa ADP, alanina, monofosfato de adenosina (AMP), antranilato,
arginina, asparagina, aspartato, trifosfato de adenosina (ATP), aspatato de carbamilo, parafosfato de carburo de
silicio, cis-aconito, citrato, citrulina, monofosfato de citosina (CMP), Coenzima A, trifosfato de citosina (CTP), AMP
ciclico, citidina, citosina, monofosfato de deoxiadenosina (dAMP), trifosfato de deoxiadenosina (dATP), monofosfato
de deoxicitosina (dCTP), deoxiadenosina, desoxiguanosina, desoxirribosa-5-fosfato, monofosfato de deoxiguanosina
(dGMP), dihidrooroestato, fosfato de dihidroxiacetona, difosfato de deoxitimidina (dTDP), eritrosa-4-fosfato,
trifosfato de deoxitimidina (dTTP), dinucledtido de flavina adenina (FAD), mononucledtido de flavina,
fructosa-1,6-bisfosfato, fructosa-6-fosfato, fumarato, difosfato de guanosina (GDP), gluconato, guconolactona,
glucosamina-6-fosfato, glucosa-6-fosfato, glucosa-1-fosfato, glutamato, glutamina, glutationa, disulfuro de glutationa,
gliceraldehido-3-fosfato, glicerato, glicerol-3-fosfato, guanosina monofosfato (GMP), trifosfato de guanosina (GTP),
guanina, guanosina, histidina, histidinol, homocisteina, difosfato de inosina, monofosfato de inosina, trifosfato de
inosina, isoleucina, lisina, malato, malonil-CoA, metionina, mio-inositol, N-acetil-glucosamina-1-fosfato,
N-acetil-ornitina, dinucleétido de nicotinamida adenina (NAD+), nicontinamida adenina dinucleétido hidrato (NADH),
+), nicontinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP +), +), nicontinamida adenina dinucleétido hidrégeno-fosfato
(NADPH), ornitina, oxaloacetato, fenilalanina, fenilpiruvato, fosfoenolpiruvato, prolina, propionil-CoA, pirofosfato de
fosforibosilo (PRPP), piruvato, quinolinato, riboflavin, ribosa-5-fosfato, ribulosa-5-fosfato, S-adenosil-L-metionina,
serina, acido shikimico, shikimato, succinato, succinil-CoA, treonina, triptéfano, tirosina, difosfato de urindina (UDP),
UDP-glucosa, UDP-glucuronato, UDP-N-acetilglucosamina, uridina, trifosfato de uridina (UTP), valina vy
xilulosa-5-fosfato

4. El método de la reivindicacién 3, en el que el metabolito celular es acido shikimico o shikimato.

5. El método de la reivindicacion 3, en el que las enzimas de la ruta biosintética se seleccionan del grupo que consiste
en 3-deoxi-D-arabinoheptulosonato 7-fosfato sintetasa, 3-deshidroquinato sintetasa, 3-deshidroquinato deshidratasa
y shikimato deshidrogenasa.

6. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas combinar el lisado celular con uno o mas lisados
celulares adicionales.

7. El método de la reivindicacion 1, en el que la al menos una enzima que esta modificada genéticamente es una
enzima de entrada a la ruta biosintética o una enzima limitante de la velocidad.
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8. El método de la reivindicacion 1, en el que la al menos una enzima que esta modificada genéticamente es una
enzima que aumenta la velocidad de dicho sustrato o cofactor suministrado a la ruta biosintética.

9. El método de la reivindicacion 1, en el que una contraparte nativa de la enzima modificada genéticamente se
expresa a niveles citoplasmicos normales.

10. El método de la reivindicacion 9, en el que se elimina la contraparte nativa de la enzima modificada
genéticamente.

11. El método de la reivindicacion 1, en el que la enzima modificada genéticamente se sobreexpresa en la célula
bacteriana.

12. El método de la reivindicacion 1, en el que al menos dos enzimas en la ruta de interés se modifican genéticamente
para comprender una secuencia de direccionamiento periplasmico peptidico.

13. El método de la reivindicacion 1, en el que las células bacterianas se cultivan en un medio de crecimiento que se
ha modificado mediante la adicion o mejora de un factor que aumenta o conserva la actividad de la enzima modificada
genéticamente.

14. El método de la reivindicacion 1, en el que la secuencia de orientacion periplasmica se selecciona del grupo que
consiste en:

MKIKTGARILALSALTTMMFSASALA (SEQ ID NO:1),
MKQSTIALALLPLLFTPVTKA (SEQ ID NO:2),
MMITLRKLPLAVAVAAGVMSAQAMA (SEQ ID NO:3),
MNKKVLTLSAVMASMLFGAAAHA (SEQ ID NO:4),
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA (SEQ ID NO:5),
MKKIWLALAGLVLAFSASA (SEQ ID NO:6),

MMTKIKLLMLIIFYLIISASAHA (SEQ ID NO:7),
MKQALRVAFGFLILWASVLHA (SEQ ID NO:8),

MRVLLFLLLSLFMLPAFS (SEQ ID NO:9), y
MANNDLFQASRRRFLAQLGGLTVAGMLGPSLLTPRRATA (SEQ ID NO:10).
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Figura 1

Transferencia Western de AroG con marcador H (expresado de médula pET)
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Figura 3
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Figura 4

CO,H COH

OH
(S3) (S4)

31

COZH

HO,,
E
(Es) Es
07 " “oH 07 oH HO™ Y NoH
OH OH

Acido shikimico
(PF)



ES 2718 844 T3

Figura 5
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