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DESCRIPCION
Polimero bioabsorbible que contiene mondmeros de 2-hidroxiacido
Antecedentes de la invencion

La presente invencion esta generalmente en el campo de los métodos para fabricar monémeros de 2-hidroxiacido y
los polimeros de polihidroxialcanoato resultantes.

Numerosos microorganismos tienen la capacidad de acumular reservas intracelulares de polimeros de poli[(R)-3-
hidroxialcanoatos] ("PHA"). Los PHA son materiales termoplasticos biodegradables, producidos a partir de recursos
renovables, con una amplia variedad de aplicaciones biomédicas e industriales (Williams y Peoples, 1996,
CHEMTECH 26, 38-44). Aproximadamente 100 monoémeros distintos se han incorporado en polimeros PHA, como se
informa en la bibliografia (Steinblchel y Valentin, 1995, FEMS Microbiol. Lett. 128; 219-228) y recientemente se ha
revisado la biologia y genética de su metabolismo (Huisman y Madison, 1998, Microbiology and Molecular Biology
Reviews, 63: 21-53).

Se han desarrollado procesos de fermentacion y recuperacion para un abanico de tipos de PHA usando una diversidad
de bacterias incluyendo Azotobacter, Alcaligenes latus, Comamonas testosteroni 'y E. coli y Klebsiella disefiadas por
ingenieria genética, como recientemente se revisé por Braunegg et al., 1998, Journal of Biotechnology 65: 127-161;
Choi y Lee, 1999, Appl. Microbiol. Biotechnol. 51: 13-21. Se han examinado también enfoques mas tradicionales de
sintesis de polimeros, incluyendo la condensacion directa y polimerizacion por apertura de anillo de las lactonas
correspondientes (Jesudason y Marchessault, 1994, Macromolecules 27: 2595-2602).

Se ha descrito la sintesis de polimeros de PHA que contienen el monémero 4-hidroxibutirato (PHB4HB, Doi, Y.1995,
Macromol. Symp. 98, 585-599) o poliésteres de PHA que contienen 4-hidroxivalerato y 4-hidroxihexanoato (Valentin
et al., 1992, Appl. Microbiol. Biotechnol. 36, 507-514 y Valentin et al., 1994, Appl. Microbiol. Biotechnol. 40, 710-716).
Los copolimeros PHB4HB pueden producirse con una diversidad de composiciones de mondmeros que proporcionan
un abanico de propiedades poliméricas (Saito, Y, Nakamura, S., Hiramitsu, M. y Doi, Y., 1996, Polym. Int. 39: 169).

El documento WO 99/32536 desvela homo-y co-polimeros de PHA biocompatibles, basados en acido 4-hidroxibutirico,
que tienen velocidades de degradacion controladas. Estas composiciones pueden usarse en aplicaciones médicas,
tales como ingenieria de tejidos, administracion de farmacos y técnicas de formacion de imagenes. El

homopolimero de poli(4-hidroxibutirato), o P4AHB, se ha sintetizado en E. coli recombinante (Hein et al., 1997, FEMS
Microbiol. Lett. 153:411-418) usando PHA sintasa de Ralstonia eutropha procedente de plasmido (phaC) y los genes
de 4HB-CoA transferasa de Clostridium kluyveri (orfZ).

Se han descrito también copolimeros PHA de 3-hidroxibutirato-co-3-hidroxipropionato (Shimamura et. al., 1994,
Macromolecules 27: 4429-4435; Cao et. al., 1997, Macromol. Chem. Phys. 198: 3539-3557). El nivel mas alto de 3-
hidroxipropionato incorporado en estos copolimeros es el 88 % en moles (Shimamura et. al., 1994, 27: 4429-4435
Macromoléculas).

El documento WO 02/08428A2 de Metabolix Inc. describe bacterias disefiadas por ingenieria genética para la
produccién de copolimeros de PHA a partir de materias primas de poliol. Aunque se han incorporado mas de 100
monomeros diferentes en PHA en organismos, nunca se ha informado de la presencia de acido glicélico en un PHA
biosintético. El acido glicolico es el mas sencillo de los hidroxiacidos, y previamente se han sintetizado quimicamente
polimeros que contienen acido glicdlico. Por ejemplo, los polimeros de acido glicélico de alto peso molecular se
preparan de forma preferencial por polimerizacion por apertura de anillo a partir del dimero ciclico, glicélido. Los
polimeros que contienen acido glicélico se usan en suturas absorbibles, dispositivos de fijacion interna, andamiajes
de ingenieria de tejidos, matrices de liberacién de farmacos, etc. Véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N.°
3.867.190; la patente de EE.UU. N.° 3.736.646; Fukuzaki, et al., “A new biodegradable copolymer of glycolic acid and
lactones with relatively low-molecular weight prepared by direct copolycondensation in the absence of catalysts” en J.
Biomed. Mater. Res. 25(3):315-28 (1991). Se han usado polimeros sintéticos que contienen acido glicélico para
dispositivos médicos absorbibles desde los afios 70. Véase, por ejemplo, Chujo, et al., “Ring-opening polymerization
of glycolide” en Makromol. Chem. 100:262-6 (1967); Fukuzaki, et al., “Direct copolymerization of glycolic acid with
lactones in the absence of catalysts” en Eur. Polym. J. 26(4):457-61 (1990); Kricheldorf, et al., “Polylactones, 2.
Copolymerization of glycolide with [-propiolactone, y-butyrolactone or &-valerolactone” en Makromol. Chem.
186(5):955-76 (1985); Kricheldorf, et al., “Polylactones, 3. Copolymerization of glycolide with L,L-lactide and other
lactones” en Makromol. Chem. 12 (Polym. Specific Prop.):955-76 (1985); Nakayama, et al., “Synthesis and
biodegradability of novel copolyesters containing y-butyrolactone units” en Polymer 39(5):1213- 1222 (1998);
Nakayama, et al., “Syntheses of biodegradable polyesters and effect of chemical structure on biodegradation” en
Nippon Kagaku Kaishi 1:1-10 (2001). Sin embargo, los copolimeros formados a partir de acido glicolico y diversas
lactonas por sintesis quimica tienen pesos moleculares relativamente bajos. Ademas, es dificil controlar la
estereoconfiguracion de las unidades de lactona en los copolimeros formados por sintesis quimica.

Seria util ser capaces de incorporar acido glicolico en polimeros de PHA en los sistemas de produccion de bacterias.
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Esto expandiria mas el abanico de propiedades fisicas disponibles de la familia de polimeros de PHA y la presencia
de los monémeros de acido glicdlico proporcionaria un medio para controlar la velocidad de degradacion de los PHA
para usos biomédicos e industriales. En concreto, la incorporacion de acido glicélico en PHA proporcionaria un medio
para controlar la velocidad de degradacion in vivo de dispositivos biomédicos de PHA que usan un mondmero que ya
tienen antecedentes de uso seguro en implantes médicos.

Es por tanto un objetivo de la presente invencion proporcionar un método para la biosintesis de PHA que contienen
acido glicdlico.

Es otro objetivo de esta invencion proporcionar métodos para la biosintesis de PHA que contienen acido glicélico y al
menos un mondémero distinto tales como acido 3-hidroxibutirico, acido 3-hidroxipropiénico, acido 3-hidroxivalérico,
acido 3-hidroxihexanoico, acido 3-hidroxioctanoico, acido 3-hidroxidecanoico, acido 4-hidroxibutirico o acido 4-
hidroxivalérico. Los PHA que contienen acido glicélico especificos de interés incluyen acido poli-3-hidroxibutirico-co-
acido glicdlico y acido poli-4-hidroxibutirico-co-acido glicdlico.

Es ademas un objetivo de la presente invencién proporcionar PHA que contienen 2-hidroxiacidos por biosintesis para
aplicaciones médicas e industriales.

Sumario de la Invenciéon

Se ha desarrollado una clase de copolimeros PHA que contienen acido glicolico y un método de fabricacion y uso de
los mismos. Los copolimeros que contienen acido glicdlico pueden sintetizarse a través de biosintesis por la accion
de una PHA polimerasa en una célula viva. Al cambiar el fondo genético de las células uno puede controlar rutas
metabodlicas especificas que producen el tioéster de Coenzima A de acido glicélico que puede incorporarse en
polimeros PHA por una enzima PHB o PHA sintasa.

En consecuencia, en un primer aspecto, la presente invencion proporciona un método de produccion de un polimero
de polihidroxialcanoato que contiene acido glicolico, de acuerdo con la reivindicacion 1.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona el uso de un organismo, seleccionado del grupo que
consiste en levaduras, bacterias, hongos y plantas, para convertir un sustrato en glicoil-CoA y de esta manera producir
un polimero de polihidroxialcanoato que contiene acido glicélico de acuerdo con la reivindicacion 2.

El método y el uso descritos en el presente documento producen polimero que contiene acido glicélico expresando en
un organismo genes que codifican polihidroxialcanoato sintasa (PHA sintasa) y enzimas para la formacion de glicolil-
CoA. La PHA sintasa puede ser una PHB o PHA sintasa. Las enzimas para la formacién de glicolil-CoA incluyen, por
ejemplo, aldehido deshidrogenasa, diol oxidoreductasa y/o acil-CoA transferasa. Pueden usarse también genes
adicionales que codifican acetoacetil-CoA reductasa y beta-cetoacil-CoA tiolasa para proporcionar otros precursores
de comondémero de PHA tal como 3-hidroxibutiril-CoA. En una realizacion preferida, los PHA resultantes contienen
acido glicélico y al menos un monémero diferente tales como acido 3-hidroxibutirico, acido 3-hidroxipropiénico, acido
3-hidroxivalérico, acido 3-hidroxihexanoico, acido 3-hidroxioctanoico, acido 3-hidroxidecanoico, acido 4-hidroxibutirico
o acido 4-hidroxivalérico. Los PHA que contienen acido glicolico especificos de interés incluyen acido poli-3-
hidroxibutirico-co-acido glicdlico y acido poli-4-hidroxibutirico-co-acido glicdlico.

El organismo puede ser una planta transgénica, hongo, levadura o bacteria. Preferentemente, el organismo es una
bacteria. Mas preferentemente, el organismo es E. coli. En una realizaciéon mas preferida, la E. coli tiene mutaciones
que expresan constitutivamente rutas de oxidacién de acidos grasos.

Los polimeros que contienen mondmeros de acido glicélico pueden usarse para formar diversos dispositivos médicos
tales como para la liberacion controlada de agentes terapéuticos, profilacticos o diagndsticos, administracion de
farmacos, andamiajes de ingenieria de tejidos, encapsulacion celular; administracion dirigida, revestimientos
biocompatibles; implantes biocompatibles; regeneracion guiada de tejidos; apdsitos para heridas; dispositivos
ortopédicos; protesis y cementos 6seos; o diagndsticos.

Los polimeros de PHA que contienen acido glicolico pueden usarse para formar fibras, peliculas, espumas o articulos
moldeados usando técnicas industriales convencionales de extrusion en estado fundido que incluyen hilado por fusion,
soplado por fusién, moldeo por inyeccion, pelicula colada de moldeo por soplado o moldeo por soplado segun sea
apropiado. Las fibras hechas de PHA que contienen acido glicélico pueden usarse para fabricar articulos no tejidos o
tejidos utiles para ropa, toallitas desechables y/o articulos sanitarios tales como pafales o articulos de higiene
femenina. Los polimeros que contienen acido glicélico pueden combinarse con otros materiales incluyendo polimeros
biodegradables tales como acido polilactico, almidén o almidones quimicamente modificados o poliésteres sintéticos
que contienen acido tereftalico, acido succinico, 1,4-butanodiol o acido adipico tales como bloques de construccion y
que pueden ser biodegradables. Los polimeros que contienen acido glicdlico pueden formularse con diversos
adyuvantes de proceso incluyendo nucleantes, plastificantes, agentes reticulantes, estabilizantes térmicos, colorantes,
cargas y agentes anti-bloqueo.
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Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la estructura quimica de poli(4-hidroxibutirato-co-glicolato).

La Figura 2 es la ruta para producir poli(4-hidroxibutirato) en MG1655/pFS73.

La Figura 3 ilustra la ruta para producir poli(4-hidroxibutirato) a partir de 1,4-butanodiol.

La Figura 4 ilustra la ruta para oxidacion de 4-hidroxibutiril-CoA por medio de los sistemas fad y afo.
La Figura 5 muestra la ruta para produccion de poli(4-hidroxibutirato-co-glicolato).

Descripcion Detallada de la Invenciéon
I. Definiciones

El término P4HB como se usa en el presente documento se refiere a un polihidroxialcanoato formado a partir de un
monomero que tiene cuatro atomos de carbono y un grupo hidroxilo en la posicion 4 del hidroxiacido, que es poli(4-
hidroxibutirato) (P4HB). El término P4HBGA se refiere a un copolimero de polihidroxialcanoato formado por un
monomero que tiene cuatro atomos de carbono y un grupo hidroxilo en la posicién 4 del hidroxiacido, que es acido 4-
hidroxibutirico, y un monémero que tiene dos atomos de carbono y un grupo hidroxilo en la posicion 2 del hidroxiacido,
que es acido glicélico. Por lo tanto, el término P4HBGA se refiere a poli(4-hidroxibutirato-co-glicolato) (P4HBGA)
(Figura 1).

El término “MG1655/pFS73” como se usa en el presente documento se refiere a una cepa de E. coli que utiliza acido
4-hidroxibutirico (4HB) como un suministro para producir 4-hidroxibutiril-CoA que puede polimerizarse por una PHB o
PHA sintasa y se describe en el documento W0/0208428 A2.

Il. Las composiciones de copolimero de poli(hidroxialcanoato-co-acido glicélico)

(1) Composiciones de Polimero

Como se usa en el presente documento, los “materiales de PHA” contienen entre 10 y 100.000 y preferentemente
entre 100 y 30.000 unidades, de la siguiente férmula I:

-OCR'R*(CR3R*),CO-;
y entre 1y 100.000 y preferentemente entre 10 y 30.000 unidades, de la siguiente formula II:
-OCR'R?CO-;

en donde n es un nimero entero entre 1y 15y en una realizacion preferida, entre 1y 4; y

en donde R', R? R3, y R* se selecciona cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrogeno o
radicales de hidrocarburo que incluyen radicales de hidrocarburo de cadena larga; radicales sustituidos con halo e
hidroxi; radicales hidroxi; radicales halégeno; radicales sustituidos con nitrégeno; y/o radicales sustituidos con
oxigeno.

Como se usa en el presente documento, la formula -(CR3R*),- se define incluyendo las siguientes formulas:
-CR3R*-
(en donde n=1);
-CR3R*CR¥R*-
(en donde n=2); y
-CR3RACR¥R*CR¥'R¥-
(en donde n=3);
en donde R3, R4, R¥, R*, R¥ y R* pueden ser independientemente radicales de hidrocarburo que incluyen radicales
de hidrocarburo de cadena larga; radicales sustituidos con halo e hidroxi; radicales hidroxi; radicales haldgeno;
radicales sustituidos con nitrégeno; radicales sustituidos con oxigeno; y/o atomos de hidrégeno. Asi, la formula | incluye

unidades derivadas de 3-hidroxiacidos (n=1), 4-hidroxiacidos (n=2) y 5-hidroxiacidos (n=3).

Los polimeros normalmente tienen un peso molecular por encima de 300, por ejemplo entre 300 y 108, y en una
realizacién preferida de 10.000 a 10.000.000 Dalton.

En una realizacién preferida, el copolimero es un copolimero que contiene mondmeros de 3-hidroxiacido o 4-
hidroxiacido y monémeros de glicolato. En una realizacion especificamente preferida, el copolimero es poli-4-
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hidroxibutirato-co-glicolato (P4HBGA).
lll. Método para la biosintesis de PHA que contienen monémero de 2-hidroxiacido
(1) Sintesis de polihidroxialcanoato

Durante mediados los afios 80, varios grupos de investigacion estuvieron activamente identificando y aislando los
genes y productos génicos responsables de sintesis de PHA. Estos esfuerzos llevaron al desarrollo de sistemas
transgénicos para la produccion de PHA tanto e microorganismos como en plantas, asi como métodos enzimaticos
para la sintesis de PHA. Dichas rutas podrian aumentar mas los tipos de PHA disponibles. Estos avances se han
revisado en Williams & Peoples, CHEMTECH, 26:38-44 (1996) y Williams & Peoples, Chem. Br. 33:29-32 (1997).

Los métodos que pueden usarse para producir polimeros de PHA adecuados para la modificacién posterior para alterar
sus velocidades de degradacion se describen, por ejemplo, en la Patente de EE.UU. N.° 4.910.145 de Holmes, et al ;
Byrom, “Miscellaneous Biomaterials” en Biomaterials (Byrom, Ed.), pp. 333-59 (MacMillan Publishers, Londres 1991);
Hocking & Marchessault, “Biopolyesters” en Chemistry and Technology of Biodegradable Polymers (Griffin, Ed.),
pp.48-96 (Chapman y Hall, Londres 1994); Holmes, “Biologically Produced (R)-3-hydroxyalkanoate Polymers and
Copolymers” en Developments in Crystalline Polymers (Bassett Ed.), vol. 2, pp. 1-65 (Elsevier, Londres 1988); Lafferty
et al., “Microbial Production of Poly-b-hydroxybutyric acid” en Biotechnology (Rehm & Reed, Eds.) vol. 66, pp. 135-76
(Verlagsgesellschaft, Weinheim 1988); Miller & Seebach, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 32:477-502 (1993);
Steinblichel, “Polyhydroxyalkanoic Acids” en Biomaterials (Byrom, Ed.), pp. 123-213 (MacMillan Publishers, Londres
1991); Williams & Peoples, CHEMTECH, 26:38-44, (1996); Steinbuichel & Wiese, Appl. Microbiol. Biotechnol., 37:691-
697 (1992); Patentes de EE.UU. N.° 5.245.023; 5.250.430; 5.480.794; 5.512.669; y 5.534.432; Agostini, et al., Polym.
Sci., Part A-1, 9:2775-87 (1971); Gross, et al., Macromolecules, 21:2657-68 (1988); Dubois, et al., Macromolecules,
26:4407-12 (1993); Le Borgne & Spassky, Polymer, 30:2312-19 (1989); Tanahashi & Doi, Macromolecules, 24:5732-
33 (1991); Hori, et al., Macromolecules, 26:4388-90 (1993); Kemnitzer, et al., Macromolecules, 26:1221-29 (1993);
Hori, et al., Macromolecules, 26:5533-34 (1993); Hocking, et al., Polym. Bull., 30:163-70 (1993); Xie, et al,
Macromolecules, 30:6997-98 (1997); Patente de EE.UU. N.° 5.563.239 de Hubbs; Patentes de EE.UU. N.° 5.489.470
y 5.520.116 de Noda, et al. Los PHA derivados de estos métodos pueden estar en cualquier forma, incluyendo en
forma de latex o sdlida.

La identificacion, clonacion y expresion de los genes implicados en la biosintesis de PHA de varios microorganismos
dentro de organismos recombinantes permiten la produccion de PHA dentro de organismos que no son productores
de PHA nativos. Un ejemplo preferido es E. coli, que es un hospedador bien reconocido para la produccion de
productos biofarmacéuticos y PHA para aplicaciones médicas. Dichos organismos recombinantes proporcionan a los
investigadores un mayor grado de control del proceso de produccién de PHA porque estan libres de actividades
enzimaticas de fondo para la biosintesis de precursores de PHA indeseados o degradacion del PHA. Adicionalmente,
la seleccién adecuada de un organismo recombinante puede facilitar la purificacion de, o permitir la biocompatibilidad
aumentada, del PHA producido.

Los requisitos minimos para la sintesis de PHA en un organismo recombinante son una fuente de hidroxialcanoil-CoA
y una PHA sintasa apropiada (Gerngross & Martin, Proc. Natl. Acad Sci. 92:6279-83(1995)). Los productores de PHA
recombinante requieren de esta manera una ruta biosintética para un monémero de hidroxialcanoil-CoA y una PHA
sintasa adecuada. La produccién de un homopolimero requiere que el organismo produzca solamente un sustrato
adecuado para la PHA sintasa, ya que la produccion de multiples sustratos da como resultado la formacién de un
copolimero de PHA. Por ejemplo, los organismos recombinantes que contienen un transgén que codifica una PHA
sintasa son suficientes para la produccion de P4HB.

En una realizacion, la ruta que da lugar a la produccién de poli-4-hidroxibutirato (P4HB) en la cepa MG1655/pFS73 de
E. coli genéticamente disefiada que utiliza acido 4-hidroxibutirico (4HB) como alimento se describe en el documento
WO/0208428 A2 (Figura 2). Cuando se usa 4HB como alimento, el P4HB se acumula en las células por una ruta que
implica la activacion del 4HB a 4HB-CoA por una reaccion de transesterificacion con acetil-CoA catalizada por una
acil-CoA transferasa codificada por el gen orfZ y la posterior polimerizacion de 4HB-CoA por la PHA sintasa (phaC)
(Figura 2). Tal como muestra la Figura 3, esta ruta puede modificarse para permitir la produccion de P4HB a partir de
1,4-butanodiol. Esta ruta modificada implica que los productos de dos genes adicionales (dhaT y aldH) oxiden el 1,4-
butanodiol in situ a 4HB. La formacion de P4HB avanza como en MG1655 a través de orfZ y phaC.

(2) Sintesis de PHA que contienen monoémero de 2-hidroxiacido

Las rutas que dan lugar a la sintesis de PHA pueden modificarse para incorporar glicolato para formar copolimeros
que contengan unidades de 2-hidroxiacido. Por ejemplo, bajo ciertas condiciones de fermentacion, las cepas de E.
Coli disefiadas genéticamente construidas previamente para la produccion de P4HB y poli(3-hidroxibutirato-co-4-
hidroxibutirato) (PHB4HB) (documento WO 0208428A2) pueden producir una nueva composicion de PHA, poli-4-
hidroxibutirato-co-glicolato (P4HBGA) (Figura 1).

La incorporacion de monémeros de acido glicolico puede lograrse co-expresando, por ejemplo, una PHA sintasa y
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enzimas dando lugar a la formacién de glicolil-CoA en un organismo tal como E. coli. Adicionalmente, controlando el
fondo genético de las cepas del organismo, uno puede controlar la capacidad de las células para incorporar unidades
de glicolato dentro del PHA. Por lo tanto, cambiando el contexto genético de las células, uno puede controlar rutas
metabdlicas especificas para controlar el nivel del co-mondmero de glicolato en el polimero de PHA.

Las rutas que dan lugar a la produccion de PHA que contienen mondmeros de acido glicélico pueden expresarse en
un organismo tales como levadura, bacterias, hongos y plantas, preferentemente bacterias, lo mas preferentemente
E. coli. Por ejemplo, las cepas de produccion de E. coli pueden disefiarse por ingenieria basandose en una cepa
parental con gen o genes adicionales para incorporar monémeros de acido glicélico. Las rutas también pueden
construirse para generar Glicolil-CoA, in situ. Por ejemplo, Glicolil-CoA, el monémero de glicolato en la biosintesis de
PHA que contienen unidades de glicolato, puede formarse co-expresando enzimas que catalizan la oxidacién de
butanodiol. Pueden construirse otras rutas para la produccion de PHA para incorporar genes mediante la expresion
de enzimas, por ejemplo, acil transferasas, que catalizan la formacion de glicolil-CoA a través de suministro externo,
por ejemplo, suministro de acido glicdlico.

La metodologia descrita puede utilizarse para biosintetizar copolimeros que tengan unidades de 2-hidroxiacido y otras
unidades de hidroxiacidos tales como 3-hidroxiacido por expresion de genes codificantes, por ejemplo, PHA sintasas,
y genes que dan lugar a la formacién de 3-hidroxiacil-CoA, y 2-hidroxiacil-CoA tales como genes de oxidacion de
butanodiol (dhaT y aldH).

Ademas de usar rutas bioldgicas para la sintesis de copolimeros de PHA que contienen unidades de 2-hidroxiacido,
también pueden derivarse copolimeros de PHA por sintesis quimica. Un enfoque ampliamente usado implica la
polimerizacién por apertura de anillo de monémeros de lactona con o sin diversos catalizadores o iniciadores (véase,
por ejemplo, Chuijo, et al., “Ring-opening polymerization of glycolide” en Makromol. Chem. 100:262-6 (1967); Fukuzaki,
et al., “Direct copolymerization of glycolic acid with lactones in the absence of catalysts” en Eur. Polym. J. 26(4):457-
61 (1990); Kricheldorf, et al., “Polylactones, 2. Copolymerization of glycolide with B-propiolactone, y-butyrolactone or
O-valerolactone” en Makromol. Chem. 186(5): 955-76 (1985); Kricheldorf, et al., “Polylactones, 3. Copolymerization of
glycolide with L,L-lactide and other lactones” en Makromol. Chem. 12(Polym. Specific Prop.):955-76 (1985);
Nakayama, et al., “Synthesis and biodegradability of novel copolyesters containing y-butyrolactone units” en Polymer
39(5):1213-1222 (1998); Nakayama, et al., “Syntheses of biodegradable polyesters and effect of chemical structure on
biodegradation” en Nippon Kagaku Kaishi 1:1-10 (2001)). Un segundo enfoque implica la polimerizacién por
condensacion de ésteres y se describe en la Patente de EE.UU. N.° 5.563.239 de Hubbs, et al. Los investigadores
también han desarrollado métodos quimioenzimaticos para preparar PHA. Por ejemplo, Xie et al., Macromolecules,
30:6997-98 (1997) desvelan una polimerizacion por apertura de anillo de beta-butirolactona por lipasas termdfilas para
producir PHB.

IV. Composiciones de copolimero de PHA y el uso de las mismas como dispositivos médicos

Los polimeros descritos en el presente documento pueden formar diversas composiciones de polimero, que son utiles
para preparar diversos dispositivos médicos biodegradables. Los dispositivos preparados a partir de los copolimeros
de PHA descritos en el presente documento pueden usarse para un amplio abanico de diferentes aplicaciones
médicas. Algunos ejemplos de tales aplicaciones incluyen la liberacion controlada de agentes terapéuticos,
profilacticos o de diagnostico; administracion de farmacos, andamiajes en ingenieria de tejidos; encapsulacion de
células; administracion dirigida, revestimientos biocompatibles; implantes biocompatibles; regeneracion guiada de
tejidos; apdsitos para heridas; dispositivos ortopédicos; protesis y cementos 6seos (incluyendo adhesivos y/o relleno
estructural; y diagnosticos.

Los copolimeros de PHA descritos en el presente documento pueden usarse para encapsular, mezclarse con, o
acoplarse ionica o covalentemente con cualquiera de diversos agentes terapéuticos, profilacticos o de diagnéstico.
Una amplia diversidad de materiales bioldgicamente activos puede encapsularse o incorporarse, bien para suministro
a un lugar por el polihidroxialcanoato, o para impartir propiedades al polimero, tales como bioadhesion, adherencia
celular, aumento del crecimiento celular, inhibicién del crecimiento bacteriano y prevencion de formacion de coagulos.

Algunos ejemplos de agentes terapéuticos y profilacticos adecuados incluyen compuestos inorganicos y organicos
sintéticos, proteinas y péptidos, polisacaridos y otros azucares, lipidos y secuencias de acidos nucleicos ADN y ARN
que tienen actividades terapéuticas profilacticas o de diagnostico. Las secuencias de acido nucleico incluyen genes,
moléculas antisentido que se unen a ADN complementario para inhibir la transcripcion, y ribozimas. Los compuestos
con un amplio intervalo de peso molecular pueden encapsularse, por ejemplo, entre 100 y 500.000 gramos o mas por
mol. Algunos ejemplos de materiales adecuados incluyen proteinas tales como anticuerpos, ligandos de receptores y
enzimas, péptidos tales como péptidos de adhesién, sacaridos y polisacaridos, farmacos organicos o inorganicos
sintéticos y acidos nucleicos. Algunos ejemplos de materiales que pueden encapsularse incluyen enzimas, factores
de coagulacién sanguinea, inhibidores o agentes de disolucion de coagulos tales como estreptoquinasa y activador
del plasmindégeno de tejido; antigenos para inmunizacion; hormonas y factores de crecimiento; polisacaridos tales
como heparina; oligonucledtidos tales como oligonucleétidos antisentido y ribozimas y vectores retroviricos para su
uso en terapia génica. El polimero también puede usarse para encapsular células y tejidos. Algunos agentes de
diagndstico representativos son agentes detectables por rayos x, fluorescencia, formaciéon de imagenes por resonancia
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magnética, radioactividad, ultrasonido, tomografia computarizada (CT) y tomografia por emisién de positrones (PET).
Algunos agentes de diagndstico de ultrasonidos son normalmente un gas tales como aire, oxigeno o
perfluorocarbonos.

En el caso de la liberacién controlada, puede incorporarse un amplio abanico de diferentes compuestos bioactivos en
un dispositivo de liberacién controlada. Estos incluyen macromoléculas hidréfobas, hidrofilas y de alto peso molecular
tales como proteinas. El compuesto bioactivo puede incorporarse dentro de los PHA en una carga en porcentaje de
entre el 0,1 % y el 70 % en peso, mas preferentemente entre el 5 % y el 50 % en peso. Los PHA pueden estar casi en
cualquier forma fisica, tales como polvo, pelicula, articulo moldeado, particulas, esferas, latex y materiales cristalinos
o amorfos. Pueden combinarse con materiales adicionales distintos de PHA, por ejemplo, otros polimeros. Son
adecuados para su uso en aplicaciones que requieren materiales de lenta degradacion, biocompatibles, moldeables,
por ejemplo, dispositivos médicos. Algunos ejemplos de dispositivos médicos que puede prepararse a partir de los
polimeros incluyen varillas, tornillos dseos, grapas, suturas quirirgicas, endoprotesis vasculares, dispositivos de
ingenieria de tejidos, apositos de heridas y parches tales como parches para hernias y parches pericardicos.

Algunos implantes degradables fabricados con los copolimeros de PHA descritos en el presente documento pueden
usarse en un amplio intervalo de aplicaciones ortopédicas y vasculares, ingenieria de tejidos, regeneracion guiada de
tejidos y aplicaciones actualmente ofrecidas por otros elastémeros termoplasticos (McMillin, Rubber Chem. Technol.,
67:417-46 (1994)). Los implantes pueden incluir otros factores para estimular la reparacién y la curacion. Algunos
dispositivos preferidos son tubos adecuados para el paso de fluidos corporales. Estos dispositivos pueden modificarse
con factores de adherencia celular, factores de crecimiento, péptidos y anticuerpos y sus fragmentos.

Los métodos preferidos de fabricacion de dispositivos médicos incluyen la colada de disolventes, procesamiento en
estado fundido, moldeo por extrusién, por inyeccion y por compresion y secado por pulverizacion. Las particulas
preferentemente se preparan directamente a partir de un proceso basado en fermentaciéon, o por una técnica de
evaporacion de disolventes, técnica de doble emulsiéon o por microfluidizacion, usando métodos disponibles en la
técnica (Koosha, F. Ph.D. Dissertation, 1989, Univ. Nottingham, Reino Unido, Diss. Abstr. Int. B 51:1206 (1990); Bruhn,
B.W. y Mueller, B.W. Proceed. Intern. Symp. Control. Rel. Bioact. Mater. 18:668-69 (1991); Conti, B. et al., J
Microencapsulation, 9:153-166 (1992); Ogawa, Y. et al., Chem. Pharm. Bull., 36:1095-103 (1988); Mathiowitz, E. y
Langer, R. “Polyanhydride microspheres as drug delivery systems” M. Donbrow Ed., en “Microcapsules Nanopart. Med.
Pharm.” CRC, Boca Raton, Florida, 1992, Cap. 5, pp. 99-123.)

Los copolimeros de PHA descritos en el presente documento pueden fabricarse en dispositivos adecuados para la
curacion de heridas. Por ejemplo, pueden prepararse materiales de fibra no tejidos para este fin a partir de polimeros
produciendo primero fibras de polimero, presionando los polimeros a través de una salida perforada, utilizando
procedimientos conocidos por los expertos en la materia. Las fibras pueden fabricarse después en una membrana
porosa (pafo) extendiéndolas después sobre un soporte solido y sometiéndolas a moldeo por compresion. El espesor
del dispositivo es preferentemente menos de 500 um. El dispositivo de curacién de heridas puede prepararse también
perforando una pelicula o membrana usando un laser para lograr porosidad, o usando una técnica de lixiviado para
preparar un material poroso. El tamafo de los poros idealmente deberia ser lo suficientemente pequefo para bloquear
células y otra materia de tejido. Los dispositivos de curacion de heridas pueden colocarse in vivo para separar tejidos
y estimular la regeneracion de tejidos.

Los copolimeros de PHA descritos en el presente documento pueden usarse para encapsular células. Usando
procesos conocidos por los expertos en la materia, las células pueden pre-revestirse en primer lugar. Maysinger,
Reviews in the Neurosciences, 6:15-33 (1995). Usando un procedimiento de encapsulacion de particulas tales como
la técnica de doble emulsion, las células pueden encapsularse después por PHA. Ogawa, et al., Chem. Pharm. Bull.,
36:1095-103 (1988). Las células encapsuladas pueden después implantarse in vivo.

Los copolimeros de PHA descritos en el presente documento pueden fabricarse a partir de andamiajes de ingenieria
de tejidos usando un amplio abanico de técnicas de procesado de polimeros. Algunos métodos preferidos de
fabricacion de andamiajes de ingenieria de tejidos de PHA incluyen colada de disolventes, procesamiento en estado
fundido, procesamiento/hilado/tejido de fibras, moldeo por extrusion, por inyeccion y por compresion, y lixiviado/colada
con disolventes. Dichos métodos son conocidos por los expertos en la materia.

Un método preferido para la fabricacion de un andamiaje de ingenieria de tejidos de copolimeros de PHA descritos en
el presente documento implica la utilizacion de una extrusora, tales como una extrusora Brabender. Por ejemplo, esta
técnica puede usarse para preparar tubos extruidos adecuados para implantacion en un intervalo de longitudes y
tamanos.

Otro método preferido implica preparar un andamiaje de PHA no tejido a partir de fibras. Las fibras pueden producirse
a partir del fundido o de la solucién, y procesarse en productos no tejidos usando métodos conocidos por los expertos
en la materia. Las propiedades de los productos no tejidos pueden ajustarse variando, por ejemplo, el material de
PHA, las dimensiones de las fibras, la densidad de las fibras, el espesor del material, la orientacion de las fibras y el
método del tratamiento de las fibras. Las membranas porosas pueden, si se desea, procesarse adicionalmente. Por
ejemplo, estas membranas pueden darse forma de tubos huecos.
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Otro método preferido implica procesar en estado fundido o con disolvente un PHA adecuado en un molde apropiado
y perforar el material usando un laser u otro medio para lograr la porosidad deseada. También se prefieren métodos
que incluyen enrollar una lamina de PHA moldeada por compresion en un bucle y sellar térmicamente. La lamina de
PHA puede opcionalmente enrollarse con otro material, tales como un segundo polimero biodegradable. Por ejemplo,
el ultimo material podria ser un producto no tejido de acido poliglicélico, acido polilactico, o un copolimero de acidos
glicodlico y lactico. Dicho procedimiento deberia proporcionar un tubo laminado adecuado para su uso en el disefio de
nuevos vasos, conductos y tubos. Los PHA también pueden usarse para revestir otros andamiajes de ingenieria de
tejidos. Dichos materiales podrian derivar de otros polimeros degradables. El revestimiento puede realizarse, por
ejemplo, con una solucién de base disolvente, o por técnicas de fusion, o utilizando un latex de PHA.

Los dispositivos de ingenieria de tejidos descritos en el presente documento pueden sembrarse con células antes de
la implantacién o después de la implantacion. Las células pueden cosecharse de una seccion saludable de tejido del
donante, expandirse in vitro usando técnicas de cultivo de células y sembrarse después en un andamiaje (o matriz)
bien antes o después de la implantacion. Alternativamente, las células pueden obtenerse de tejido de otro donante o
de lineas celulares existentes.

Los copolimeros de PHA descritos en el presente documento pueden usarse para revestir otros dispositivos y
materiales. Dichos revestimientos pueden mejorar sus propiedades para la aplicaciéon médica, por ejemplo, mejorar
su biocompatibilidad y propiedades mecanicas, y personalizar su degradacion y perfiles de liberacion controlada. Los
copolimeros de PHA descritos en el presente documento pueden revestirse sobre otros dispositivos usando los
procedimientos de fabricacion descritos anteriormente. El espesor del revestimiento puede ajustarse a las necesidades
de la aplicacion especifica cambiando el peso del revestimiento o la concentracion aplicada, y/o por sobre-
revestimiento.

Los copolimeros de PHA descritos en el presente documento pueden fabricarse en endoprétesis vasculares usando
un amplio abanico de técnicas de procesamiento de polimeros. Los métodos preferidos de fabricacion de endoprotesis
vasculares de PHA incluyen colada de disolvente, procesamiento en estado fundido, procesamiento/hilado de fibras,
extrusion, moldeo por inyeccion y moldeo por compresion. Dichos métodos son conocidos por los expertos en la
materia.

Previo a la implantacion, un articulo polimérico biorreabsorbible debe esterilizarse para prevenir la enfermedad y la
infeccion del receptor. La esterilizacion se realiza antes de sembrar un dispositivo polimérico con células. La
esterilizaciéon térmica de articulos que contienen PHA es a menudo poco practica puesto que el tratamiento térmico
podria deformar el articulo, especialmente si el PHA tiene una temperatura de fusion por debajo de la requerida para
el tratamiento de esterilizacion térmica. Este problema puede resolverse utilizando gas de 6xido de etileno frio como
agente de esterilizacion. La exposicion de un articulo que contiene PHA a vapores de 6xido de etileno antes de la
implantacion esteriliza el articulo haciéndolo adecuado para la implantacion. Durante la esterilizacion con gas de éxido
de etileno frio, el articulo que contiene PHA mantiene su forma. Este tipo de tratamiento es adecuado idealmente para
esterilizacion de articulos moldeados o preformados donde la forma del articulo juega un papel importante en su
correcto funcionamiento.

Los dispositivos descritos en el presente documento pueden administrarse sistémica o localmente, o incluso usarse in
vitro, particularmente para cultivo celular. Los métodos preferidos para administrar sistémicamente los dispositivos son
por inyeccion, inhalacién, administracion oral e implantacion. Otros métodos adecuados para administrar los
dispositivos incluyen administrar los dispositivos tépicamente, como una locion, pomada, parche, o aposito.

Los polimeros PHA descritos en el presente documento son ampliamente Utiles como sustitutos de los polimeros
petroquimicos tradicionales en un abanico de aplicaciones con particular utilidad cuando es ventajosa la
biodegradabilidad o produccion a partir de recursos renovables.

Los siguientes ejemplos ilustran ademas los métodos desvelados en el presente documento y los copolimeros
formados a partir de los mismos.

Ejemplos
Ejemplo 1. Producciéon de P4HB en MBX1928

Descripcion de las Cepas MBX1628 y MBX1928

MBX1928 se basa en la cepa MG1655 (CGSC#6300) de Escherichia coli de tipo silvestre y expresa cuatro genes
insertados: aldH (aldehido deshidrogenasa) de E. coli, dhaT (diol oxidoreductasa) de Klebsiella pneumoniae (Johnson
y Lin, 1987, J. Bacteril. 169:2050-2054), orfZ (acil-CoA transferasa) de Clostridium kluyveri (S6hling y Gottschalk, 1996,
J Bacteriol. 178:871-880) y phaC (PHA sintasa) de Ralstonia eutropha. Los genes aldH y dhaT se insertan en el
cromosoma (junto con el gen marcador de resistencia a la tetraciclina del transposén Tn10) y los genes orfZ y phaC
estan presentes en un plasmido, junto con el marcador de resistencia a la kanamicina del plasmido pACYC177.
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MBX1628 tiene los mismos genes insertados que MBX1928, excepto que se basa en la cepa LS5218 (CGSC#6966)
de Escherichia coli. LS5218 y MG1655 estan estrechamente relacionadas con la excepcion destacada de que LS5218
contiene dos mutaciones, fadR601 y atoCcon. Como resultado de estas mutaciones, el gen represor fadR para el
sistema fad no esta activo, y el sistema fad no esta reprimido, mientras que el inductor para el sistema afo (atoC) se
expresa constitutivamente, de modo que el sistema afo es constitutivo.

MBX1870 es idéntica a MBX1628, excepto que expresa el gen alkK (acil-CoA transferasa) de Pseudomonas
oleovorans (van Bellen et al., 1992, Mol. Microbiol. 6:3121-3136) en lugar del gen orfZ de Clostridium kluyveri.

Las cepas anteriormente descritas se resumen en la Tabla 1. Los genes insertados permiten que estas cepas
produzcan PHA cuando se les suministra una materia prima apropiada, tales como 1,4-butanodiol.

Tabla 1. Descripcion de las cepas de E. coli utilizadas.

Cepa Cepa parental | Genotipo relevante Genes insertados

MBX1628 LS5218 fadR601, atoC(con) aldH, dhaT, orfZ, phaC
MBX1870 LS5218 fadR601, atoC(con) aldH, dhaT, alkK, phaC
MBX1928 MG1655 fadR* atoC* aldH, dhaT, orfZ, phaC

La clonacion y el aislamiento de diversos genes necesarios para la construccion de las construcciones génicas
desveladas en el presente documento estan bien documentados (véase, por ejemplo, Skraly et al., Appl. Environ.
Microbiol. 64:98-105 (1998); Sohling y Gottschalk, J. Bacteriol. 178:871-880 (1996); Sambrook et al., Molecular cloning:
A Laboratory Manual, 2a ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989). La construccion
de las diversas construcciones génicas descritas en el presente documento esta también dentro del conocimiento en
la técnica (Herrero et al., J. Bacteriol. 172:6557-67 (1990)). Las técnicas de conjugacion de los genes aldH, dhaT, y
tetA en el cromosoma bacteriano, es decir, de E. coli, y transformacion se describen, por ejemplo, en Herrero et al.,
ibid; Miller, Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1972;
Sambrook et al., supra.

Identificaciéon de PAHB2GA

Diversas pruebas analiticas confirman la presencia de acido glicdlico en el polimero. Después de la extraccion del
polimero de la biomasa y purificacion por precipitacion selectiva, el polimero se analizé6 por resonancia magnética
nuclear (RMN). En el espectro de RMN, la presencia del comonédmero de acido glicélico se indica por un pico unico a
4,6 ppm y dos tripletes adicionales a 4,2 y 2,5 ppm con picos sospechados bajo el multiplete a 1,9 ppm. El pico singlete
procede de acido glicolico mientras que los picos adicionales surgen de diferentes pares de 4HB-GA y GA-4HB.

Las muestras de polimero con un alto contenido de comonémero estaban disponibles de experimentos de velocidad
de suministro baja con la cepa MBX1870. Estas muestras fueron Utiles para identificar el pico de comondmero por GC.
El pico de acido glicdlico tiene un tiempo de retencion relativamente corto de unos 4,0 minutos y una forma de pico
parecida a otros derivados de éster butilico de hidroxiacido. Los patrones de glicélido y el rapido aumento de la muestra
de copolimero confirmaron este pico como glicolato de butilo.

Descripcion general de butandlisis GC

La biomasa de PHA seca (5-20 mg) se digirié a 110 °C durante 2 horas en 3 ml de reactivo de butandlisis (9 partes de
butanol, 1 parte de acido clorhidrico concentrado, que contiene 2 mg/ml de difenilmetano). Tras enfriarse a temperatura
ambiente, la mezcla se lavé con 3 ml de agua y la capa organica superior se retiré para el analisis de GC. El analisis
de GC se realizé en un HP6890 GC equipado con una columna SPB-1 y un detector FID. Las condiciones de GC
fueron como sigue: 80 °C 2 minutos, 10 °C/min hasta 250 °C, 250 °C 2 minutos; gas vehiculo, helio, 2 ml/min; relacion
de division aproximada 1:50; volumen de inyeccién 1 ul. Se realizaron determinaciones cuantitativas mediante
comparaciones de zonas de pico frente a los patrones gamma-butirolactona y glicélido (el dimero ciclico de acido
glicodlico), para los acidos 4-hidroxibutirico y glicélico, respectivamente.

Descripcion general del analisis GPC

Se extrajeron muestras de polimero a partir de la biomasa seca (0,5 g) en cloroformo (10 ml) durante al menos 2 horas.
La solucion resultante se filtré a través de un filtro de papel y el polimero se precipité por adicion de la solucion de
cloroformo a metanol (50 ml). El polimero precipitado se recogié y dejé secar al aire. Se analizé6 una solucion del
polimero en cloroformo (1 mg/ml) a temperatura ambiente por GPC usando un caudal de 1 ml/minuto sobre una
columna mixta de 5 ym PLGel de Polymer Labs (Amherst, MA). Se calcul6 el peso molecular promedio en peso
respecto a patrones de poliestireno de polidispersidad estrecha.

Procesos de fermentaciéon
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Se cultivaron inéculos de fermentacion en 200 ml de medio LB estéril (10 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de levadura,
5 g/l de NaCl) suplementado con 50 mg/l de sulfato de kanamicina y 15 mg/l de clorhidrato de tetraciclina. Cada inéculo
se incubd a 30 °C en un agitador giratorio agitado a aproximadamente 200 rpm durante 16 a 18 horas, después se
uso para inocular un fermentador de 2 o 5 |. El medio de fermentador inicial contenia, por litro: glucosa, 5 g; extracto
de levadura, 20 g; peptona de soja, 20 g; Na (NHs)HPO4, 3,5 g; K:HPO4-3H20, 7,5 g; KH2POs., 3,7 g; MgS0O4, 0,602 g;
FeSO47H,0, 5,56 mg; CoSO4 7H,0, 5,62 mg; ZnSO4 7H,0, 0,58 mg; MnCl;-4H,0, 3,96 mg; CaCl,-2H,0, 3,34 mg;
CuClz-2H20, 0,34 mg; clorhidrato de tiamina, 10 mg; antiespumante MAZU DF-204 o Breox FMT-30, 0,2 ml; sulfato
de kanamicina, 50 mg; clorhidrato de tetraciclina, 15 mg. Las soluciones de suministro de glucosa y 1,4-butanodiol
estaban cada una a una concentracion de 500 g/l.

Condiciones de fermentacion

La fermentaciéon se condujo a 30 °C. El pH se control6 a 7,0 (£ 0,2) por adicién de NH4OH diluido (15 %) o acido
sulfurico diluido (3 %). El flujo de aire se ajusté a un caudal constante (1 vvm). El oxigeno disuelto se control6 al 25 %
de saturacion variando la velocidad del agitador. Las mediciones en linea de pH, temperatura, concentracion de
oxigeno disuelto y agitacion (rpm) se hicieron por adquisicion continua de datos. La concentraciéon de glucosa y la
DOeoo se midieron fuera de linea.

Tras la inoculacién del fermentador, las células se cultivaron a una DOggo de 50 (aproximadamente 4-5 horas). La
produccion de PHA se inici6 por la adicion por lotes de 1,4-butanodiol de 1 a 5 g/l (dependiendo de la velocidad de
suministro deseada de 1,4-butanodiol). En lo sucesivo el fermentador se suplementd con los suministros de glucosa y
1,4-butanodiol. La velocidad de suministro de 1,4-butanodiol se mantuvo a 1 a 5 g/l/h. El suministro de glucosa se
mantuvo a aproximadamente 5 g/l/h. Se midi6 la concentracién de glucosa fuera de linea inicialmente cada hora y la
velocidad de suministro se ajusté para mantener la concentracion de glucosa <1 g/l (preferentemente cerca de 0,1 g/l).
La fermentacion se condujo durante aproximadamente un total de 48 horas. Se recogieron células por centrifugacion
a 5.000 g durante 10 minutos y se lavaron con agua. Los granulos de células se secaron por liofilizacion para posterior
extraccion del polimero en cloroformo y analisis. La composicion y concentracion del polimero en la biomasa se analizé
por butandlisis de GC. El peso molecular del PHA se determiné por analisis GPC de las muestras de polimero
purificadas. Los resultados para las distintas cepas a diferentes velocidades de suministro se muestran en la Tabla 2
a continuacion.

Tabla 2. Analisis de composicion, rendimiento y peso molecular del PHA producido en E. coli disefiada por
ingenieria a diversas velocidades de suministro de 1,4-butanodiol.

Cepa Velocidad de suministro de | Glicolato en PHA Rendimiento de Pm de PHA (g/mol)
1,4-butanodiol (g/I-h) (% en peso) PHA (g/1)

MBX1628* 5 3 57 581.000
MBX1628* 3 2 71 330.000
MBX1870 3 0 18 N.D.**
MBX1870 2 2 25 N.D.**
MBX1870 1 12 15 N.D.**
MBX1928 5 0 31 455.000
MBX1928* 3 0 66 529.000
MBX1928 2 0 42 669.000
* Los valores de los datos son promedios de dos experimentos separados.
**N.D. = no determinado

Las cepas con rutas constitutivas de degradacion de acidos grasos (MBX1628 y MBX1870) incorporaron acido glicolico
en el producto de polimero cuando se suministro 1,4-butanodiol, mientras que la cepa con rutas de tipo silvestre (y por
lo tanto no inducidas) de degradacion de acidos grasos (MBX1928) no incorporaron acido glicélico en las mismas
condiciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir un polimero de polihidroxialcanoato que contiene acido glicélico en un organismo
seleccionado del grupo que consiste en levadura, bacterias, hongos y plantas, comprendiendo el método:

suministrar un sustrato al organismo, en donde el organismo expresa una polihidroxialcanoato (PHA) sintasa; al menos
una enzima seleccionada de aldehido deshidrogenasa, diol oxidorreductasa y/o acil-CoA transferasa; y la ruta para la
degradacion de acidos grasos esta activa en el organismo, en donde el sustrato puede convertirlo in situ, a través de
la ruta para la degradacion de acidos grasos y opcionalmente en donde la ruta comprende ademas aldehido
deshidrogenasa, diol oxidorreductasa y/o acil-CoA transferasa, en glicoil-CoA el organismo para producir de esta
manera el polimero de polihidroxialcanoato que contiene acido glicélico y en donde el polimero de polihidroxialcanoato
que contiene acido glicdlico contiene entre 10 y 100.000 unidades de formula I: -OCR'R?*(CR3R*),CO-; y entre 1y
100.000 unidades de formula Il: -OCR'R2CO-; en donde n es un nimero entero entre 1y 15y en donde R', R?, R3y
R* se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrégeno o radicales de hidrocarburo,
incluyendo radicales de hidrocarburo de cadena larga; radicales sustituidos con halo e hidroxi; radicales hidroxi;
radicales halégeno; radicales sustituidos con nitrégeno; y/o radicales sustituidos con oxigeno.

2. Uso de un organismo, seleccionado del grupo que consiste en levadura, bacterias, hongos y plantas para convertir
un sustrato en glicoil-CoA y de esta manera producir un polimero de polihidroxialcanoato que contiene acido glicdlico,
en donde el organismo expresa una polihidroxialcanoato (PHA) sintasa; al menos una enzima seleccionada de
aldehido deshidrogenasa, diol oxidoreductasa y/o acil-CoA transferasa; y la ruta para la degradacion de acidos grasos
esta activa en el organismo, en donde el sustrato lo convierte in situ, a través de la ruta para la degradacion de acidos
grasos y opcionalmente en donde la ruta comprende ademas aldehido deshidrogenasa, diol oxidorreductasa y/o acil-
CoA transferasa, en glicoil-CoA el organismo para producir de esta manera el polimero de polihidroxialcanoato que
contiene acido glicdlico y en donde el polimero de polihidroxialcanoato que contiene acido glicélico contiene entre 10
y 100.000 unidades de formula I: -OCR'R?(CR3R*),CO-; y entre 1y 100.000 unidades de férmula Il: -OCR'R2CO-; en
donde n es un nimero entero entre 1y 15y en donde R, R?, R® y R* se seleccionan cada uno independientemente
del grupo que consiste en hidrégeno o radicales de hidrocarburo, incluyendo radicales de hidrocarburo de cadena
larga; radicales sustituidos con halo e hidroxi; radicales hidroxi; radicales halégeno; radicales sustituidos con nitrégeno;
y/o radicales sustituidos con oxigeno.

3. El método de la reivindicacion 1 o el uso de la reivindicacién 2, en donde la PHA sintasa es una sintasa de poli(3-
hidroxialcanoato) o poli(4-hidroxialcanoato).

4. El método de las reivindicaciones 1 o 3, o el uso de las reivindicaciones 2 o 3, en donde el organismo expresa una
0 mas enzimas seleccionadas del grupo que consiste en acetoacetil-CoA reductasas y beta-cetoacil-CoA tiolasas.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 0 3 a 4, o el uso de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en
donde la PHA sintasa es poli(3-hidroxialcanoato) sintasa, una poli(4-hidroxialcanoato) sintasa o una poli(4-
hidroxibutirato) sintasa.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 0 3 a 5, o el uso de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en
donde el organismo es una bacteria, preferentemente E. coli, mas preferentemente E. coli que tiene mutaciones
seleccionadas de mutaciones constitutivas fadR601 y atoC.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 3 a 6, o el uso de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en
donde la aldehido deshidrogenasa es de E. coli, en donde la diol oxidoreductasa es de Klebsiella pneumoniae y en
donde la acil-CoA transferasa es de Clostridium kluyveri.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 0 3 a 7, o el uso de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, en
donde el polimero de polihidroxialcanoato que contiene acido glicélico comprende acido glicélico y al menos un
monomero distinto seleccionado del grupo que consiste en acido 3-hidroxibutirico, acido 3-hidroxipropiénico, acido 3-
hidroxivalérico, acido 3-hidroxihexanoico, acido 3-hidroxioctanoico, acido 3-hidroxidecanoico, acido 4-hidroxibutirico y
acido 4-hidroxivalérico.

9. El método o el uso de la reivindicacion 8 en donde el polimero de polihidroxialcanoato que contiene acido glicélico
se selecciona del grupo que consiste en acido poli-3-hidroxibutirico-co-acido glicélico y acido poli-4-hidroxibutirico-co-
acido glicolico

10. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3 a 9, en donde el polihidroxialcanoato que
contiene acido glicolico se forma en un dispositivo médico, por ejemplo un dispositivo médico seleccionado del grupo
que consiste en dispositivos para la administracion de agentes terapéuticos, profilacticos o de diagndstico, andamiajes
o matrices en ingenieria de tejidos, dispositivos para encapsulacion de células, dispositivos para la administracion
dirigida de agentes terapéuticos, profilacticos o de diagndstico, revestimientos biocompatibles; implantes
biocompatibles; apdsitos para heridas; dispositivos ortopédicos; protesis y cementos dseos.
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