ES 2304792 T3

@ Numero de publicacién: 2 304 792

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
C12N 15/53 (2006.01)
ESPANA C12N 9/04 (2006.01)

C12P 19/02 (2006.01)
C12N 1/21 (2006.01)

@) TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 98115231 .7
Fecha de presentacién : 13.08.1998

Numero de publicacién de la solicitud: 0897984
Fecha de publicacion de la solicitud: 24.02.1999

Titulo: Gen D-sorbitol deshidrogenasa.

Prioridad: 21.08.1997 EP 97114432 @ Titular/es: DSM IP Assets B.V.
Het Overloon 1
6411 TE Heerlen, NL

Fecha de publicacién de la mencion BOPI: @ Inventor/es: Hoshino, Tatsuo;
16.10.2008 Ojima, Setsuko;

Shinjoh, Masako;

Tomiyama, Noribumi y

Miyazaki, Taro

Fecha de la publicacion del folleto de la patente: Agente: Lehmann Novo, Maria Isabel
16.10.2008

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2304792 T3

DESCRIPCION

Gen D-sorbitol deshidrogenasa.

La presente invencion se refiere a un nuevo cédigo de ADN para sorbitol deshidrogenasa de un microorganismo
perteneciente a las bacterias de dcido acético incluyendo el género Gluconobacter y el género Acetobacter, un vector
de expresion conteniendo dicho ADN, y organismos recombinantes conteniendo dicho vector de expresion. Ademas
la presente invencidn se refiere al proceso para producir D-sorbitol deshidrogenasa recombinante y el proceso para
producir L-sorbosa utilizando dichas enzimas recombinantes u organismos recombinantes conteniendo dicho vector
de expresion.

L-Sorbosa es un intermediario importante en el proceso actual industrial de produccién de la vitamina C, el cual
es principalmente practicado por el método de Reichstein (Helvetica chimica Acta, 17: 311, 1934). En el proceso, la
Unica transformacién microbiana es la produccion de L-sorbosa a partir de D-sorbitol por cepas de Gluconobacter o
Acetobacter. La transformacién se considera que es llevada a cabo por la D-sorbitol deshidrogenasa (SLDH) indepen-
diente de NAD/NADP. L-Sorbosa es también un sustrato bien conocido en el arte para producir microbiolégicamente
el 4cido 2-ceto-L-guldnico, el cual es un intermediario ttil en la produccién de vitamina C.

Es conocido que existen D-sorbitol deshidrogenasa independiente de NAD/NADP, las cuales catalizan la oxida-
cion de D-sorbitol a L-sorbosa. Dicha D-sorbitol deshidrogenasa fue aislada y caracterizada a partir de Gluconobacter
suboxydans var @ IFO 3254 (E. Shinagawa y otros, Agric Biol. Chem., 46: 135-141, 1982), y se encontré que es-
td compuesta de tres subunidades con pesos moleculares de 63 kDa, 51 kDa y 17 kDa; la mayor subunidad es la
deshidrogenasa conteniendo a FAD como un cofactor, la segunda de ellas es citocromo ¢ AB/vs/26.6.98 y la mas
pequefia es una proteina con funcién desconocida; y muestra su pH 6ptimo a 4.5. Tal SLDH también fue purificada
y caracterizada a partir de G. suboxydans ATCC 621 (KCTC 2111) (E-S Choi y otros, FEMS Microbiol. Lett. 125;
45-50, 1995) y se encontré que estd compuesta de tres subunidades con pesos moleculares de 75 kDa, 50 kDa y
14 kDa; la mayor subunidad es la deshidrogenasa conteniendo a la pirroloquinolina quinona (PQQ) como un cofac-
tor, la segunda de ellas es citocromo ¢ y la mds pequefia es una proteina con funcién desconocida. Los inventores
también purificaron y caracterizaron la SLDH NAD/NADP-independiente a partir de G. suboxydans IFO 3255(T.
Hoshino y otros, EP 728840; la SLDH estd compuesta de un tipo de subunidad con peso molecular de 79.0 +/-
0.5 kDa y muestra su pH 6ptimo de 6 a 7 y muestra actividad deshidrogenasa en manitol y glicerol asi como en
D-sorbitol.

Aunque diversas SLDHs han sido purificadas, sus genes no han sido clonados atin. Es titil clonar el gen de SLDH
para una produccion eficiente de la enzima SLDH y para construir organismos recombinantes que tengan una activi-
dad SLDH intensificada para mejorar el rendimiento productivo de L-sorbosa. Es ttil también introducir el llamado
gen SLDH dentro de organismos deseados, por ejemplo Gluconobacter transformando L-sorbosa en 4cido 2-ceto-L
gulénico para construir microorganismos recombinantes los cuales producen directamente el dcido 2-ceto-L gulénico
a partir del D-sorbitol.

La presente invencion proporciona el cddigo de secuencia nucledtida (gen) para D-sorbitol deshidrogenasa (SLDH)
originando a partir de un microorganismo perteneciente a las bacterias de acido acético incluyendo el género Gluco-
nobacter y el género Acetobacter; una molécula de ADN que comprende la secuencia nucleétida asi como la llamada
combinacién de dicho ADN con un ADN que comprende la secuencia nucleétida de una proteina funcional activando
in vivo la llamada SLDH, vectores de expresion que portan el ADN que comprende la secuencia nucleétida SLDH o
dicha combinacién de ADNs; organismos recombinantes que portan los vectores de expresion; un proceso para pro-
ducir el SLDH recombinante; y un proceso para producir L-sorbosa utilizando el SLDH recombinante y una proteina
la cual es funcional activando in vivo SLDH.

Ademads la presente invencién estd dirigida a secuencias de ADN que codifican los polipéptidos con actividad
SLDH y polipéptidos funcionales activando in vivo dicha SLDH, como es divulgado por ejemplo en la lista de se-
cuencia como SEQ ID NO:2 y NO:3 asi como sus cadenas complementarias, o aquellas en las cuales incluye estas
secuencias, secuencias de ADN las cuales se hibridan bajo condiciones rigurosas con tales secuencias.

Un hombre especializado en el arte estd familiarizado con la hibridacién rigurosa y las condiciones rigurosas de
lavado, las cuales se describen, por ejemplo en Sambrook y otros, Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, New York, USA, second edition, 1989.

Seguidamente una breve descripcién de los dibujos se presenta.

La Figura 1 ilustra las secuencias parciales de aminoacidos de polipéptidos SLDH y oligonucleétidos. Las secuen-
cias de aminodcidos en negritas en la figura fueron usadas para sintetizar dos secuencias de oligonucleétidos (S7 y
S6R) por PCR. Las flechas muestran la direccién de sintesis de ADN. Todos los cebadores fueron mezclas de ADN
degenerado que tienen errores para el codén de uso de Gluconobacter.

La Figura 2 ilustra un mapa de restriccién del gen SLDH clonado en la presente invencién y la estructura génica
de la region de ADN que codifica para SLDH y ORF2.
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La Figura 3 ilustra la secuencia nucleétida que codifica para SLDH y ORF2 con secuencias aguas arriba y aguas
abajo e ilustra la secuencia de amino4cidos inferida de SLDH y ORF2. La Figura 3 ilustra también los supuestos
sitios de enlace ribosomal (secuencias SD) de los genes SLDH y ORF2 y las posibles secuencias terminales de la
transcripcion.

La Figura 4 ilustra los pasos para la construccién de los pldsmidos pTNB114, pTNB115, y pTNB116 para la
expresion de los genes de SLDH y/o ORF2 en E. coli bajo el control del promotor lac.

La Figura 5 ilustra los pasos para la construccién del plasmido pTNB110 el cual porta los genes de SLDH y/o
ORF2 bajo el control de un promotor comtin pA (descrito abajo en el ejemplo 6) y pTNB143 el cual porta el gen de
ORF?2 bajo el control de pA localizado contiguo al gen en la secuencia aguas arriba y el gen SLDH bajo el control de
otro promotor pA localizado contiguo al gen SLDH en su secuencia aguas arriba.

Los inventores han aislado el gen de SLDH junto con el gen funcional que desarrolla in vivo la actividad de SLDH
por técnicas de ADN recombinante y determinaron la secuencia nucleétida.

La presente invencién proporciona las secuencias de ADN que codifican para SLDH de Gluconobacter y un gen
funcional que desarrolla in vivo actividad de SLDH después indicada aqui como gen ORF2, los vectores de expresion
conteniendo dicho ADN para SLDH y las células huésped portando dichos vectores de expresion.

Brevemente, el(los) gen(es) de SLDH y/o ORF2, la molécula de ADN conteniendo dicho(s) gen(es), el vector
de expresion recombinante y el organismo recombinante utilizado en la presente invencidon pueden obtenerse por los
siguientes pasos:

(1) Aislamiento del ADN cromosémico a partir de los microorganismos los cuales pueden proporcionar actividad
de SLDH que transforma D-sorbitol en L-sorbosa y construccion de la biblioteca genémica con el ADN cromosémico
en una célula huésped apropiada, por ejemplo E. coli.

(2) Clonacién del(de los) gen(es) SLDH y/o ORF2 a partir del ADN cromosémico por hibridacién de colonias,
placas, o Southern-blot, clonacién por PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa), andlisis Western-blot y similares.

(3) Determinacion de la secuencia nucleétida del (de los) gen(es) SLDH y/o ORF2 obtenidos anteriormente por
métodos convencionales para seleccionar la molécula de ADN conteniendo dicho(s) gen(es) SLDH y/o ORF2 y cons-
truccion del vector de expresién recombinante en el cual el(los) gen(es) SLDH y/o ORF2 pueden expresarse eficien-
temente.

(4) Construccion de organismos recombinantes que portan el(los) gen(es) SLDH y/o ORF2 por un método apropia-
do para introducir el ADN dentro de la célula huésped, por ejemplo, transformacién, transduccion, transconjugacién
y/o electroporacion.

Los materiales y técnicas empleadas en el aspecto anterior de la presente invencién son ejemplificados en detalle
como sigue:

El ADN cromosémico total puede ser purificado por un procedimiento bien conocido en el arte. El gen objetivo
puede ser clonado en cualquiera de los vectores pldsmidos o fagos a partir del ADN cromosdémico total tipicamente
por cualquiera de los siguientes métodos ilustrados:

(1) La secuencia parcial de aminoécidos es determinada a partir de las proteinas purificadas o fragmentos de pép-
tidos de las mismas. Tal proteina entera o fragmentos de péptidos pueden ser preparados por el aislamiento de tal
proteina entera o por tratamiento con peptidasas a partir del gel después de la electroforesis en gel SDS-poliacrila-
mida. De este modo la proteina obtenida o los fragmentos de ella son aplicados al secuenciador de proteina como
el Applied Biosystems secuenciador automatico de fase gaseosa 470A. La secuencia de aminodcidos puede ser utili-
zada para disefiar y preparar sondas de oligonucleétidos y/o cebadores con el sintetizador de ADN como el Applied
Biosystems secuenciador automético de ADN 381A. Dichas sondas pueden ser empleadas para el aislamiento de clo-
nes que portan el gen objetivo a partir de la biblioteca gendémica de la cepa que porta el gen objetivo con la ayuda de
la hibridacién de placas, colonias, o Southern-blot.

(i) Alternativamente, para el propdsito de seleccién de clones que expresan la proteina objetivo a partir de la
biblioteca gendmica, métodos inmunoldgicos con anticuerpos preparados contra la proteina objetivo pueden ser apli-
cados.

(iii) El fragmento de ADN del gen objetivo puede ser amplificado a partir del ADN cromosémico por el método
PCR con un conjunto de cebadores, es decir dos oligonucleétidos sintetizados de acuerdo con la secuencia de aminoé-
cidos determinada como anteriormente. Luego el clon que porta el gen objetivo entero puede ser aislado a partir de
la biblioteca gendmica construida, por ejemplo en E. coli por hibridacién de placas, colonias, o Southern-blot con el
producto PCR obtenido anteriormente como la sonda.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2304792 T3

(@iv) El camino adicional alternativo a la clonacién es el tamizaje de clones complementando cepas deficientes de
SLDH construidas por mutacién convencional con mutagénesis quimica o por técnicas de ADN recombinante, por
ejemplo con transposon Tn5 para afectar el gen objetivo.

Secuencias de ADN las cuales pueden ser logradas por la reaccién en cadena de la polimerasa empleando cebadores
disenados sobre la base de las secuencias de ADN divulgadas alli por métodos conocidos en el arte también son un
propésito de la presente invencidn. Estd implicito que la secuencia de ADN de la presente invencion también puede
ser lograda sintéticamente como es descrito, por ejemplo en EP 747 483.

El anticuerpo mencionado anteriormente puede ser preparado con proteina SLDH purificada o sus fragmentos de
péptidos como antigeno por tal método descrito en Methods in Enzymology, vol. 73, p 46, 1981.

Una vez que el clon que porta el gen deseado es obtenido, la secuencia nucledtida del gen objetivo puede ser
determinada por el método bien conocido tal como el método terminador de cadena dideoxi con fago M13 (Sanger F.
y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74:5463-5467, 1977).

El gen deseado que expresa actividad de D-sorbitol deshidrogenasa de la presente invencion es ilustrado en la
Figura 2 y la Figura 3. Este gen especifico codifica la enzima SLDH que tiene 716 residuos de aminodcidos junto
con un péptido sefial de 24 residuos de aminoécidos. Los inventores encontraron un marco de lectura abierta justo en
la secuencia aguas arriba de la anterior estructura génica del SLDH y designada ésta como ORF2. Este gen ORF2
codifica una proteina que tiene 126 residuos de aminodcidos y fue sugerido ser funcional en proporcién a la activi-
dad enzimatica deseada para el SLDH recombinante de la presente invencidn, en particular cuando dicho SLDH es
expresado en células huésped de diferentes géneros a partir de bacterias de acido acético.

Para expresar el gen deseado/secuencia nucledtida aislada a partir de bacterias de 4cido acético incluyendo el gé-
nero Gluconobacter y el género Acetobacter eficientemente, varios promotores pueden ser empleados; por ejemplo,
el promotor original del gen, promotores de genes de resistencia a antibidticos tales como el gen resistente a la ka-
namicina de Tn5 (D.E. Berg, and C.M. Berg. 1983. Bio/Technology 1:417-435), gen resistente a la ampicilina de
pBR322, y -galactosidasa de E. coli (lac), promotor trp-, tac-, trc-, promotores de fago lambda y cualquiera de los
promotores que puedan ser funcionales en el organismo huésped. Para este propdsito, el organismo huésped puede ser
seleccionado a partir de de microorganismos que incluyen bacterias tales como Escherichia coli, Pseudomonas puti-
da, Acetobacter xylinum, Acetobacter pateurianus, Acetobacter aceti, Acetobacter hansenii, y Gluconobacter albidus,
Gluconobacter capsulatus, Gluconobacter cerinus, Gluconobacter dioxyacetonicus, Gluconobacter gluconicus, Glu-
conobacter industrius, Gluconobacter melanogenus, Gluconobacter nonoxygluconicus, Gluconobacter oxydans, por
ejemplo, Gluconobacter oxydans DSM 4025, el cual ha sido depositado como DSM 4025 en Marzo 17, 1987 bajo
las condiciones del Tratado de Budapest para Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellculturen GMBH,
Braunschweig, BRD, Gluconobacter oxydans subespecie sphaericus, Gluconobacter roseus, Gluconobacter rubigino-
sus, Gluconobacter suboxydans, células mamiferas y células vegetales.

Para la expresion, otros elementos reguladores, tales como la secuencia Shine-Dalgarno (SD) (por ejemplo, AG-
GAGG etc. incluyendo secuencias factibles naturales y sintéticas en la célula huésped) y un terminador transcripcio-
nal (estructura repetitiva invertida que incluye cualquier secuencia factible natural y sintética en la célula huésped)
los cuales son factibles en la célula huésped dentro de la cual la secuencia que codifican serd introducida pueden ser
empleados con los promotores descritos anteriormente.

Para la expresion de polipéptidos unidos a la membrana, similar a la proteina SLDH de la presente invencién, un
péptido sefal, conteniendo usualmente de 15 a 50 residuos de aminoécidos y totalmente hidrofébico, es de preferencia
asociado. Un ADN que codifica un péptido sefial puede ser seleccionado a partir de cualquier secuencia factible natural
y sintética en la célula huésped deseada.

Una amplia variedad de combinaciones huésped/vectores de clonacién pueden ser usadas en la clonacion de la do-
ble cadena de ADN. El vector de clonacién es generalmente un plasmido o fago que contiene el origen de replicacion,
elementos reguladores, un sitio de clonacién incluyendo un sitio de multi-clonacién y marcadores selectivos tales
como genes de resistencia a antibidticos incluyendo genes de resistencia para ampicilina, tetraciclina, kanamicina,
estreptomicina, gentamicina, espectinomicina, etc.

De preferencia el vector para la expresion del gen de la presente invencion en E. coli es seleccionado a partir
de algunos vectores empleados en E. coli, tales como pBR322 o sus derivados incluyendo pUC18 y pBluescript
IT (Stratagene Cloning Systems, CA, USA), pACYC177 y pACYC184 (J. Bacteriol., 134:1141-1156, 1978) y sus
derivados, y un vector derivado a partir una amplia gama de pldsmidos huéspedes tales como RK2 (C.M. Thomas,
Plasmid 5: 10, 1981) y RSF1010 (P. Guerry y otros, J. Bacteriol. 117: 619-630, 1974). El vector preferido para la
expresion de la secuencia nucleétida de la presente invencién en bacterias incluyendo Gluconobacter, Acetobacter y
P. putida es seleccionado a partir de algunos vectores los cuales pueden replicarse en Gluconobacter, Acetobacter ylo
P. putida, asi como en el organismo de clonacién preferido tal como E. coli. El vector preferido es un vector de amplia
gama huésped como el vector césmido similar a pVK100 (V.C. Knauf y otros, Plasmid. 8: 45-54, 1982) y sus derivados
y RSF1010. El niimero de copias y la estabilidad del vector deberian ser cuidadosamente considerados para una estable
y eficiente expresion del gen clonado y también para un eficiente cultivo de la célula huésped que porta el gen clonado.
Moléculas de ADN conteniendo elementos transponibles tales como el Tn5 que también pueden ser empleadas como
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vector para introducir el gen deseado dentro del huésped preferido, especialmente en un cromosoma. Moléculas de
ADN conteniendo algunos ADNSs aislados a partir del huésped preferido junto con el gen de la presente invencién
también es util para introducir este gen dentro del huésped preferido aplicando alguno de los métodos convencionales,
por ejemplo, transformacion, transduccidn, transconjugacién o electroporacidn, los cuales son bien conocidos para
aquellos especializados en el arte, considerando la naturaleza del huésped y la molécula de ADN.

Huéspedes utiles pueden incluir microorganismos, células de mamiferos, células vegetales y similares. Dentro
de los microorganismos preferidos, aqui pueden ser mencionadas las bacterias tales como E. coli, P. putida, A. xyli-
num, A. pateurianus, A. aceti, A. hansenii, Gluconobacter albidus, Gluconobacter capsulatus, Gluconobacter cerinus,
Gluconobacter dioxyacetonicus, Gluconobacter gluconicus, Gluconobacter industrius, Gluconobacter melanogenus,
Gluconobacter nonoxygluconicus, Gluconobacter oxydans y Gluconobacter oxydans subespecie sphaericus, Glucono-
bacter roseus, Gluconobacter rubiginosus, Gluconobacter suboxydans y algunas bacterias capaces de expresar SLDH
recombinante y/o gen(es) ORF2. Equivalentes funcionales, subcultivos, mutantes y variantes de dichos microorganis-
mos también pueden ser empleados en la presente invencidn. La cepa preferida es la E. coli K12 o sus derivadas, P.
putida, Gluconobacter o cepas Acetobacter.

Los genes y secuencias nucleétidas de SLDH y/o ORF2 proporcionados en esta invencién estdn ligados dentro
de un vector adecuado conteniendo regiones reguladoras tales como un promotor, un sitio de enlace ribosomal y un
terminador transcripcional factible en las células huéspedes descritas anteriormente con métodos bien conocidos en
el arte para producir un vector de expresion. Cuando los genes de SLDH y ORF2 son clonados en combinacion,
cualquiera de los dos genes puede ser clonado en serie o separadamente en el mismo pldsmido también en el ADN
cromosOmico. Las Figuras 4 y 5 ejemplifican la forma de la clonacién combinada de los genes SLDH y ORF2 en el
plasmido. También se puede clonar un gen en el plasmido y el otro en el ADN cromosémico.

Para construir un microorganismo recombinante que porte un vector de expresion recombinante, varios métodos de
transferencia de genes incluyendo transformacion, transduccién, apareamiento conyugal (Capitulos 14 y 15, Methods
for general and molecular bacteriology, Philipp Gerhardt ez al. ed., American Society for Microbiology, 1994) y elec-
troporacién pueden ser empleados. Los métodos para construir el organismo recombinante pueden ser seleccionados a
partir de métodos bien conocidos en el campo de la biologia molecular. Sistemas de transformacion usuales pueden ser
empleados para E. coli. Pseudomonas, Gluconobacter y Acetobacter. El sistema de transduccion puede ser empleado
para E. coli. El sistema de apareamiento conyugal puede ser ampliamente empleado en bacterias Gram positivas y
Gram negativas incluyendo E. coli. P. putida, y Gluconobacter. El apareamiento conyugal preferido es divulgado en
WO089/06688. La conjugacién puede ocurrir en medio liquido o en una superficie sélida. El receptor preferido para la
produccién de SLDH y/o ORF2 se selecciona a partir de E. coli. P. putida, Gluconobacter y Acetobacter. Al receptor
para el apareamiento conyugal, un marcador selectivo es usualmente adicionado; por ejemplo, la resistencia contra el
acido nalidixico o la rifampicina es usualmente seleccionada. La resistencia natural también puede ser empleada; por
ejemplo resistencia contra polimixina B es ttil para muchas Gluconobacters.

La presente invencion proporciona un proceso para producir SLDH recombinante. Se puede aumentar el rendi-
miento productivo de la enzima SLDH introduciendo el gen de SLDH proporcionado en la presente invencién dentro
de organismos incluyendo bacterias de 4cido acético del género Gluconobacter y el género Acetobacter. También
se puede producir SLDH activa en microorganismos ademds de Gluconobacter empleando el gen de la SLDH de la
presente invencién en combinacién con el gen de ORF2 de la presente invencién. El recombinante de SLDH puede
ser inmovilizado en un portador s6lido para una reaccién enzimatica en fase sélida. La presente invencién también
proporciona organismos recombinantes. Se puede producir L-sorbosa a partir de D-sorbitol con los organismos re-
combinantes. También se puede producir L-sorbosa a partir de D-sorbitol incluso en un organismo huésped ademads de
las bacterias de dcido acético introduciendo el gen SLDH en combinacién con el gen ORF2 de la presente invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1
Determinacion de la secuencia de aminodcidos de SLDH
(1) Andlisis de la secuencia de aminodcidos N- terminal de polipéptidos SLDH tratados con lisilendopeptidasas

Secuencias parciales de aminoécidos de los péptidos No.1, 3 y 8 preparadas a partir de la proteina SLDH fueron
determinadas (Fig. 1; SEQ ID NO:4 a 6).SLDH purificada de G. suboxydans IFO 3255 (T. Hoshino y otros, EP 728840)
fue digerida con lisilendopeptidasa; la mezcla de reaccién (25 ml) contenia 1.2 mM de lisilendopeptidasa y 3 nmol de
la proteina SLDH en buffer Tris-HCI 100 mM, pH 9.0, y la reaccién fue llevada a cabo a 37°C durante 15 horas. Los
fragmentos de péptido resultantes fueron separados por HPLC (columna: protein C-4, VYDAC, California, USA) con
gradiente de acetonitrilo/isopropanol en TFA 0.1% a un velocidad de flujo de 1.0 ml/min. La elusién de los péptidos fue
monitoreada por absorbancia UV a 214 nm, y las fracciones de los picos fueron colectadas manualmente y sometidas
a andlisis de secuencia de aminodcidos N- terminal con un secuenciador de aminodcidos (Applied Biosystems model
470A, The Perkin Elmer Corp., Conn., USA).
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Ejemplo 2
Clonacion del gen parcial de SLDH por PCR

La PCR fue conducida con el ADN cromosémico de G. suboxydans IFO 3255 y cebadores de oligonucledtidos
de ADN degenerados, s7 y s6R cuyas secuencias son mostradas en la Fig. 1. La amplificacién por PCR fue llevada
a cabo con Amplitaq polimerasa termoestable (Perkin-Elmer, Roche Molecular Systems Inc., NJ, USA), empleando
un termociclador (ZYMOREACTOR II AB-1820, ATTO, Tokio, Japan). Seguidamente la mezcla de reaccién (50
ul) fue empleada para PCR: 200 M de dNTPs, 10-20 pmol de cada cebador (degeneraciéon 54-288), 6 ng de ADN
cromosémico de G. suboxydans IFO 3255 y 0.5 unidades de ADN polimerasa en el buffer proporcionado por el
proveedor. La reaccién consté de 30 ciclos de 1) paso de desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto; 2) paso de
templado a 48°C durante 1 minuto; 3) paso de sintesis a 72°C durante 2 minutos. Por consiguiente un ADN de 1.6
kb fue amplificado y clonado en un vector de E. coli, pUC57/T (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania), el cual tiene
un extremo terminal 3’-ddT para ligamento directo de un fragmento de ADN amplificado y obtener el pldsmido
recombinante pMT20. El ADN clonado fue sometido a la secuenciacién de nucleétidos por el método de terminador
de cadena dideoxi (F. Sanger y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74:5463-5467, 1977); el fragmento de 1.6 kb que
codifica los péptidos No.3 y No.8.

Ejemplo 3
Clonacion completa del gen de SLDH
(1) Construccion de la biblioteca genomica de G. suboxydans IFO 3255

El ADN cromosémico de G. suboxydans IFO 3255 fue preparado a partir de células cultivadas en placas de agar
MB durante 2 dias. El ADN cromosémico (160 ug) fue parcialmente digerido con 20 unidades de Eco RI en 500
ul de mezcla de reaccidon. Porciones de muestras fueron retiradas a los 5, 10, 15, 30 y 60 minutos y el grado de
digestion fue detectado por electroforesis en gel de agarosa. Las primeras cuatro porciones que contenian fragmentos
de ADN parcialmente digeridos fueron combinadas y sometidas a una electroforesis en gel preparativo (agarosa:
0.6%). Fragmentos de 15-35 kb fueron recortados y electroeluidos a partir del gel. El eluato fue filtrado y precipitado
con acetato de sodio y etanol a -80°C. Los fragmentos de ADN fueron colectados por centrifugacién y suspendidos en
200 pd de buffer Tris-HC1 10 mM, pH 8.0, conteniendo EDTA 1 mM.

En paralelo, 1.8 ug de vector césmido pVK100 fue completamente digerido con Eco Rl y tratado con fosfata-
sa alcalina de intestino de ternero. El pVK100 linealizado y defosforilado fue ligado con fragmentos Eco RI de 15-
35 kb del ADN cromosémico de de G. suboxydans IFO 3255 (5 ug) con el kit de ligamento (Takara Shuzo, Kyo-
to, Japan) en 20 tubos separados bajo las condiciones recomendadas por el proveedor para la obtencién del ADN
altamente polimerizado. El ADN ligado fue entonces empleado para el empaquetamiento in vitro de acuerdo con el
método descrito por el proveedor (Amersham Japan). Las particulas de fago resultantes fueron empleadas para infec-
tar E. coli ED8767, el huésped para la biblioteca gendémica. Por consiguiente, 4,271 colonias fueron obtenidas y de
todas las colonias probadas (20 colonias) posefan los insertos de ADNs con la talla promedio de aproximadamente
25 kb.

(2) Hibridacion de colonia para obtencion del gen SLDH completo

La biblioteca de cdsmidos descrita anteriormente fue tamizada para aislar el clon portando el gen SLDH completo
por el método de hibridacién de colonias con ADN de pMT20 de 1.6 kb marcados con P*. Un clon fue aislado y
designado como pSLII, el cual porta un inserto de aproximadamente 25 kb en el vector pVK100. A partir de pSLII,
el fragmento Pst I de 6.2 kb fue aislado y clonado dentro de pUC18 para obtener el pldsmido pUSLIIP. El fragmento
Pst 1 de 6.2 kb conteniendo los genes SLDH y ORF2 fue aislado a partir de pUSLIIP y subclonado dentro del vector
pCRII (Invitrogen Corporation, CA, USA) para producir pCRSLIIP. A partir del pldsmido resultante, el fragmento de
ADN conteniendo el fragmento Psz I de 6.2 kb fue aislado como fragmento Hind I1I-Xho 1 y clonado entre los sitios
Hind Il y Xho I de pVK100 para obtener pVKSLIIP.

(3) Expresion del gen SLDH en E. coli

Para confirmar si el fragmento Pst I de 6.2 kb codifica el SLDH objetivo, células de E. coli IM109 portando pUS-
LIIP fueron sometidas a andlisis por Western-blot con anticuerpos anti-SLDH como descrito anteriormente. Proteinas
inmuno-positivas con peso molecular de aproximadamente 80 kDa fueron observadas en el transformante, indicando
que el fragmento Pst I codifica los polipéptidos con el peso molecular del SLDH intacto (79 kDa +/- 0.5 kDa).

(4) Construccion del Gluconobacter deficiente de SLDH, cepa 26A11, como la cepa prueba para la complemen-
tacion de la actividad SLDH

La mutagénesis del transposon Tn5 fue realizada con G. melanogenus IFO 3293 como la madre. Tn5, un elemento
transponible y codifica para Kmr, causa mutaciones nulas al azar en el ADN de su organismo huésped y ampliamente
empleado como mutdgeno en bacterias Gram-negativas. La IFO 3293 fue seleccionada como madre por las razones
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siguientes: (i) produjo L-sorbosa a partir de D-sorbitol, (ii) mostré polipéptidos inmuno-positivos con peso molecular
de aproximadamente 80 kDa en andlisis por Western-blot con los anticuerpos preparados contra SLDH purificada a
partir de G. suboxydans IFO 3255 y (iii) su frecuencia para generar mutantes Tn5 fue mucho mayor que la de G.
suboxydans IFO 3255.

G. melanogenus IFO 3293 fue cultivada en tubos de prueba conteniendo 5 ml de medio MB, conteniendo 25 g/l de
manitol, 5 g/l de extracto de levadura (Difco Laboratorios), 3 g/l de Bactopeptona (Difco) a 30°C toda la noche. E. coli
HB101 (pRK2013) [D.H. Figurski, Proc, Natl. Acad. Sci. USA 76: 1648-1652, 1979] y E. coli HB101 (pSUP2021) [R.
Simon, y otros, BIO/TECHNOL. 1: 784-791, 1983] fueron cultivadas en tubos de prueba conteniendo 5 ml de medio
LB con 50 pg/ml de kanamicina a 37°C toda la noche. Las células fueron colectadas separadamente por centrifugacién
y suspendidas en la mitad del volumen del medio MB. Cada suspensién celular fue mezclada en la proporcién 1:1:1 'y
la mezcla fue colocada en filtro de nitrocelulosa sobre la superficie de la placa de agar MB. Las placas fueron incubadas
a 27°C toda la noche y las células resultantes en el filtro fueron raspadas, suspendidas en un volumen adecuado de
medio MB y extendidas en la placa elegida (placa MPK), MB conteniendo 10 pg/ml de polimixina B y 50 pg/ml de
kanamicina. La placa MPK fue incubada a 27°C de 3 a 4 dias.

Los 3,436 mutantes Tn5 resultantes fueron sometidos al tamizaje por inmuno-dot blot con el anticuerpo anti-
SLDH. Las células de cada cepa fueron suspendidas independientemente en 50 ul de buffer Laemmli compuesto
de Tris-HC1 62.5 mM (pH®6.5), glicerol 10%, SDS 2% y - mercaptoetanol 5% en placas de microtitulacién de 96-
pocillos e incubada a 60°C durante 2 horas. Los Extractos Libres de Células (CFEs) fueron estampados en filtros de
nitrocelulosa y las muestras inmuno-positivas en los CFEs fueron tamizadas con el kit de sustrato conjugado AP (Bio-
RAD Laboratorios, Richmond, Calif., USA). Como resultado, solo una cepa 26A11 sin sefial positiva en el tamizaje
por inmuno-dot blot fue obtenida.

La deficiencia de SLDH en la cepa 26A11 fue confirmada por andlisis de Western-blot; este expresé al menos la
cantidad de 1/500 de SLDH comparado con su cepa madre. 26A11 no fue una cepa deficiente del SLDH completo,
sino la cepa con el gen SLDH reprimido por la insercién de Tn5; el sitio de insercién fue encontrado siendo préximo
del C- terminal por determinacidon de la secuencia nucleétida alrededor del punto de insercién TnS. A continuacidn, la
reaccion celular restante fue conducida para examinar la actividad SLDH total en 26A11 y de las cepas Gluconobacter
salvajes. En el buffer fosfato de potasio 100 mM (pH7.0) conteniendo D-sorbitol 2%, 26A11 convirti6 ligeramente
D-sorbitol a L-sorbosa, mientras las cepas salvajes IFO 3293 y IFO 3255 lo hicieron completamente en 39.5 horas a
30°C.

(5) Expresion del gen SLDH en la cepa 26A11

Para confirmar la actividad SLDH de los clones SLDH obtenidos, la prueba de complementacién fue conducida.
Los plasmidos pSLII y pVKSLIIP fueron introducidos dentro de 26A11 por el apareamiento conyugal. El trans-
conjugante portando pSLII o pVKSLIIP regeneré la actividad SLDH en la reaccién celular mini-restante y mostrd
polipéptidos inmuno-reactivos de aproximadamente 80 kDa en el andlisis por Western-blot.

(6) Secuenciacion de nucleotidos del gen SLDH

El plasmido pUSLIIP fue empleado para la secuenciaciéon de nucleétidos de los genes de SLDH y ORF2. La
secuencia nucledtida determinada (SEQ ID NO: 1; 3,481 pb) revel6 que el ORF del gen SLDH (2,223 pb, nucleétido
No0.572 22794 en SEQ ID NO: 1) que codifica el polipéptido de 740 residuos de aminodcidos (SEQ ID NO: 2), en la
cual estuvieron tres secuencias de aminoacidos (Péptidos No.1, 3 y 8 mostrados en SEQ ID NO: 4 al 6) determinadas
a partir del polipéptido SLDH purificado. Adicionalmente al ORF SLDH, uno més ORF, ORF2, fue encontrado justo
aguas arriba del ORF SLDH como es ilustrado en las Figuras 2 y 3. E1 ORF y ORF2 (381 pb, nucleétido No.192 a
572 en SEQ ID NO: 1) codifican el polipéptido de 126 residuos de aminoécidos (SEQ ID NO: 3).

La 4" secuencia de aminodacidos del polipéptido No.1 fue determinada como Glu por el secuenciador de aminoa-
cidos, pero esta fue Ala de acuerdo con la secuencia de ADN. La 11™ secuencia de aminodcidos del polipéptido No.3
fue determinada como Gln por el secuenciador de aminodacidos, pero esta fue Pro de acuerdo con la secuencia de
ADN. La regién similar al péptido sefial (SEQ ID NO: 8) estd posiblemente incluida en la secuencia de aminodcidos
deducida: esta contiene (i) muchos residuos hidrofébicos, (ii) residuos positivamente cargados cerca del N-terminal,
y (iii) el sitio Ala-Xaa-Ala como una sefial clave. La verdadera secuencia sefial fue determinada como es descrito
en el ejemplo 3 (7). El supuesto sitio del enlace ribosomal (Shine-Dalgarno, SD, secuencia) para el gen SLDH fue
localizado a 8 pb aguas arriba del codén de iniciacion (AGAGGAG en nucleétido No.558-564 de Seq ID NO: 1).
La supuesta secuencia SD para el gen ORF2 fue localizada a 10 pb aguas arriba del codén de iniciacién (GGGAGG
en el nucledtido No.177-182 de Seq ID NO: 1). Estuvieron algunas secuencias repetitivas invertidas inmediatamente
aguas abajo de la estructura génica de SLDH (secuencia nucledtida del No.2803-2833 y del No.2838-2892) como es
ilustrado en la Figura 3; las mismas funcionan como lazos terminadores de la transcripcion para el gen SLDH. Para el
gen ORF2, la secuencia repetitiva invertida fue encontrada en el No.684-704.

Busquedas homélogas para SLDH y ORF2 fueron realizadas con los programas mpBlast (NCBI, Bethesda, Md.
USA) y Motifs in GCG (Genetics Computer Group, University Research Park, Md. USA). El polipéptido SLDH tuvo
una secuencia cominmente conservada en quinoproteina en la region cerca del C-terminal (dentro de los residuos de
aminodcidos No.632 al 692 de la SEQ ID No.2) y otra secuencia identificada como una quinoproteina motivo (Prosite
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No. PS00363: [DN]W.{3}G[RK].{6}[FY]S.{4}[LIVM]N.{2}NV.{2}L[RK]; residuo de aminoacido No.79 al 107 de
la SEQ ID No.2).

ORF2 mostré homologia con la regién N-terminal de la D-glucosa deshidrogenasa (GDH) dependiente del PQQ
unida a la membrana de G. oxydans, E. coli, A. calcoaceticus, la cual es conocida como una regién extendida de
membrana para la unién del GDH a la membrana. Las identidades de ORF2 para la region N- terminal de las GDHs
de G. oxydans, E. coli, A. calcoaceticus fueron 30%, 32%, y 37%, respectivamente. La proteina ORF2 funciona como
una proteina dncora para lograr unién tipo del SLDH a la membrana.

Ejemplo 4
Determinacion de la secuencia N-terminal y C- terminal del polipéptido SLDH maduro

La secuenciacion directa del N-terminal no dio resultado, indicando que el N-terminal estd bloqueado. Luego, el
polipéptido SLDH fue tratado con la endoproteinasa Lys-C (Wako, Osaka Japan) en Tris-HC1 0.1 M a 37°C por 20
horas con una proporcién sustrato para enzima de 20:1 (p/p). El total digerido fue analizado por HPLC fase reversa
(RP300, 1 mm x 25 cm, Applied Biosystems, Foster City, CA) y cada pico fue sometido a espectrometria de masa
(instrumento de triple cuddruplo TSQ700, Finningan-MAT, San Jose, California) para determinar el peso molecular.
Uno de los digeridos descrito como SEQ ID No.7 fue asignado como la secuencia N-terminal por andlisis de espectro-
metria de masa y andlisis de la composicién de aminodcidos junto con la composicion de aminodcidos pronosticada a
partir de la secuencia nucledtida determinada que se muestra como SEQ ID NO:1. Andlisis adicional con la disocia-
ci6n inducida colisional (CID) fue llevado a cabo para confirmar la identidad del péptido con secuencia N-terminal.
El N-terminal fue determinado siendo un residuo piroglutamil.

Desde que el N-terminal de SLDH fue determinado siendo Gln-Phe-Ala-Pro-Ala-Gly-Ala-Gly-Gly-Glu-Pro-Ser-
Ser-Ser-Val-Pro-Gly-Pro-Gly-Asn-Ala-Ser-Glu-Pro-Thr-Glu-Asn-Ser-Pro-Lys como se muestra en SEQ ID NO.7,
la secuencia sefial fue confirmada siendo largos residuos de 24 aminodcidos con la secuencia de Met-Arg-Arg-Pro-
Tyr-Leu-Leu-Ala-Thr-Ala-Ala-Gly-Leu-Ala-Leu-Ala-Cys-Ser-Pro-Leu-Ile-Ala-His-Ala listada como SEQ ID NO:8.
La secuencia C-terminal también fue determinada empleando los péptidos recuperados a partir de la digestién con
proteasa V8 siendo Pro-Asp-Ala-lIle-Lys-Gln (SEQ ID NO:9).

Ejemplo 5
Expresion de los genes SLDH y/o ORF2 en E. coli

A partir del pCRSLIIP descrito en el ejemplo 3 (2), los pldsmidos que portan el gen SLDH con y sin el gen ORF2
bajo el control del promotor lac fueron construidos como es ilustrado en la Figura 4. Los tres plasmidos resultantes
son pTNB114 portando los genes de SLDH y ORF2, pTNB115 portando el gen SLDH y el gen ORF2 truncadosen
su N-terminal conteniendo el sitio de enlace ribosomal y el codén de iniciacién (ATG) y pTNB116 portando el gen
ORF2 truncado en su mayoria y el gen SLDH intacto. Estos tres pldsmidos fueron introducidos dentro de E. coli
por transformacién convencional. La produccién del polipéptido SLDH fue detectada por anélisis Western-blot con
extractos libres de células de los transformantes resultantes y la actividad de SLDH fue ensayada con las células
restantes. La reaccién celular restante fue llevada a cabo en la mezcla de reaccién compuesta de NaCl 0.3%, CaCO,
1%, D-sorbitol 4% y PMS 1 mM con y sin 1 ug/ml de PQQ a temperatura ambiente por 17 horas. La actividad de
SLDH para producir L-sorbosa fue analizada por ensayo TLC con gel de silice 60 Fys,, 0.25 mm, Merk con el solvente
revelador compuesto de n-propanol-H,O-H;PO,-HCOOH 1% (400:100:10:1) y reactivo en aerosol de naftoresorcinol.
Por consiguiente, el polipéptido SLDH fue detectado en todos los transformantes, incluso sin expresion génica de
ORF2, en andlisis por Western-blot, pero la actividad de SLDH para producir L-sorbosa fue detectada solo en el
transformante portando pTNB114 conteniendo el gen ORF2 intacto bajo condiciones de reaccion celular restante en
presencia de PQQ.

Ejemplo 6
Expresion de los genes SLDH y/o ORF?2 en E. coli

La Figura 5 ilustra los pasos para la construcciéon de pTNB110 y pTNB143. El plasmido pTNB110 portando los
genes ORF2 y SLDH bajo el control del promotor del gen de la enzima A (pA) de DSM4025 (T. Hoshino y otros,
European Patent Application No.9611500.8) fue construido por la insercién del fragmento Hind I1I-Kpn I conteniendo
PA, fragmentos Kpn 1-Xho I a partir de pTNB114 entre los fragmentos de Hind 11I-Xho 1 de pUC18. El pldsmido
pTNB143 portando los genes ORF2 y SLDH como unidades de expresién independiente, gen ORF2 con pA y gen
SLDH con pA, fue construido por insercién del fragmento Sal I de 0.9 kb a partir de pTNB 141 y el fragmento Hind I11-
Xho I de 3.2 kb a partir de pTNB 135 dentro del vector hibrido pUCS57/pCRII (fragmento Sca I-Hind 111 con plac a partir
de pUCS57 y el fragmento Xho I a Sca I sin plac a partir de pCRII) como se muestra en la Figura 5. Los pldsmidos,
pTNB110 y pTNB143, fueron introducidos dentro de E. coli por transformacién convencional. Los transformantes
resultantes fueron sometidos a andlisis por Western-blot y a la reaccidn celular restante como descrito en el ejemplo
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5. Por consiguiente, ambos transformantes portando pTNB110 y pTNB143 produjeron proteina SLDH y mostraron
actividad SLDH para producir L-sorbosa a partir de D-sorbitol en presencia de PQQ.

Ejemplo 7
Expresion del gen SLDH en G. oxydans DSM 4025

El plasmido pTNB136 para la expresion del gen SLDH en G. oxydans DSM 4025 tiene intensas actividades L-
sorbosa y L-sorbosona deshidrogenasa junto con débil actividad D-sorbitol deshidrogenasa para producir L-sorbosa,
fue construido por la insercion del fragmento Hind I1I-Xho 1 a partir de pTNB 135 (Figura 5) entre los sitios de Hind 111
y Xho 1de pVK100. El plasmido pTNB136 y su vector pVK100 fueron introducidos por apareamiento conyugal dentro
de la cepa GOBAK, la cual es un mutante de G. oxydans DSM 4025 cuyo gen de la enzima B (EP 832 974) tiene D-
sorbitol deshidrogenasa para producir L-sorbosa es eliminado por sustitucién de dos fragmentos Eco RI conteniendo
gen de la Enzima B con el casete génico de resistencia a kanamicina (fragmento Eco RI 1.28 kb de pUC4K; Pharmacia
Uppsala, Sweden). La afectacién génica fue conducida por técnicas de ADN recombinante bien conocidas en el arte.
El transconjugante resultante, GOBAK portando pTNB 136 o pVK100, produjo 5 g/L o por debajo de 2 g/l de 2KGA en
D-sorbitol 10%, respectivamente, por fermentacién en frasco conducida a 30°C durante 4 dias (medio: D-sorbitol 10%),
urea 1.6%, glicerol 0.05%, MgSO,-7H,0 0.25%, licor de maiz en remojo 3%, células hiimedas de levadura panadera
6.25% y CaCO; 1.5%). Andlisis por Western-blot con anticuerpos anti-SLDH revelaron que los transconjugantes
portando pTNB136 expresaron los polipéptidos SLDH inmuno-reactivos.
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REIVINDICACIONES

1. ADN que codifica una proteina que tiene actividad D-sorbitol deshidrogenasa cuando es clonado dentro de una
bacteria de acido acético, hibridable bajo condiciones rigurosas, con un ADN de acuerdo con la SEQ ID NO:1.

2. ADN que codifica una proteina funcional activando in vivo D-sorbitol deshidrogenasa, hibridable bajo condi-
ciones rigurosas, con un ADN de acuerdo con la SEQ ID NO:1.

3. Un vector de expresién comprendiendo un ADN de acuerdo con las reivindicaciones 1 y/o 2.

4. Célula huésped transformada con un ADN de acuerdo con las reivindicaciones 1 y/o 2 o un vector de acuerdo a
la reivindicacién 3.

5. Célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 4 seleccionada a partir de un grupo compuesto por bacterias de
acido acético incluyendo el género Gluconobacter y el género Acetobacter.

6. Un proceso para producir D-sorbitol deshidrogenasa recombinante que comprende los pasos de cultivar la célula
huésped que comprende el ADN de acuerdo con las reivindicaciones 1 y 2 en un medio apropiado, y recobrar una
proteina con actividad de D-sorbitol deshidrogenasa a partir del cultivo.

7. Un proceso el cual comprende la conversién de D-sorbitol en L-sorbosa con la ayuda de una proteina codificada
por un ADN de acuerdo con las reivindicaciones 1 y 2 o con la célula huésped comprendiendo un ADN de acuerdo
con las reivindicaciones 1 y 2.

8. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 7 en el que dicha L-sorbosa es ademads convertida en 2-KGA y/o
vitamina C.
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TCGGCCCGACCATCCTTCGCATTC TCGTTGCCCTGACCATTCCGG TCCTCCCCCGCATGGR
G P T1I L 66 I L VA L T X P Vv L R R M E

SD para el gen SLDH
558 560 s7p |SLDH ORF 590 600
AMAGCCGTCGTR CAGAGGAGECT! TGCGCCGGCCTTACCTTCTAGCAACAGE
S R RTL KG AV R P Y L L A T 2
610 620 630 640 650 660
CGCAGGACTCGCCCTTGCCTGTTCGCCGCTCATOGCTCATGCACAGTT TGCTCCCGCAGS
A 6 L A L A C S F L I A H A F A P R G

Secuencia sefial (24 A.A.) N-terminal

670 680 690 700 710 720

GGCTGGCGGCGARCCTTCCTCE TCAGTTCCTGGGC CAGGAAATGCGAGCGAGCCCACCEA
AGGEPSS S VPGPGNASTET PTE

730 740 750 IRl 550 770 780
AAACTCTCOGARAAGTCAGAGCTACTTCGCACGACCOTCGCCCTATGCCOCGCAGCETCC
N § P K S S Y F A G P2 S P Y AP Q AP

LT YT T T XY Y Y Yo - .- i wrw—w e

Péptido No. 3
750 800 810 820 830 B4O

TGGCCTAAACGCAGCCAACCTGCCGGACATTGAGTCAATCCGATCCCTCCCAGGTCCCGGC
G VN A ANIL P DI £ S I D P S QV P 3

850 860 870 880 890 900
CATGGCTCCGCAGCAGAGTGCCAATCCGGCACGTGGAGACTGGGTIGCTTACGGACGTGA
M A P Q Q S A N P ARG D W ¥V A ¥ G R D

Figura 3a
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910 920 9130 940 950 960
CGATCATCAGACGCGATACTCTCCCCTTTCCGAAATCACGCCTGAGAAC GCAAGCAAGTT
D H Q TR Y § P L 8 E I TP E N A S K L

970 980 390 1000 1010 1020
CAAGGTCOCTITTCGTCTACCACACGEGGAGTTATCCGCCTCCGGGACAGGTGANCAAATG
K VA F VY H T GG S Y P R P G Q V N K W

Péptido No. 1
1030 1040 1050 1060 1070 1080

GGCCGCCGAAACCACGCCGATCAAGG TTCSTGACGGTCTCTACACATG TICCGCCATGAA
A A ETT ®? 1 XKV &D G L Y TC S A M N
1090 1100 1110 1120 1130 1140
CGACATCATCAAGCTGGATCCGGC TACGGGTAAGC AGATC TGGCGTCGGAACGTGGATGT
p I 1 R L D P A T G XK Q I " RRNWV DV

1150 1160 1170 1180 1190 1200
CRAATACCACTCCATTCCCTATACCGCTGCCTIGTAAGGGTGTGACGTATTITCACGTCCTC
XK Y #H S I P Y T A A C X G V ™Y F T s 8§

1210 1220 1230 1240 1250 1260
CGTGGTGCCGGAAGGCCAGCCOTGCCACRATCGCCTTATCGAAGGCACGCTGGATATGCG
v vV P E G Q P C 8 N R L I E GG T L D M R

1270 1280 1280 1300 1310 1320
TCTGATTGCGGTTGACGCGGAGACAGGGCGATTTCTGCCCTAATTTCCGTCATGCCTGGTCA
L I A VD A ETSGUDVFC P NTF G B G G Q

1330 1340 1350 1360 1370 1380
GGTCARCCTGATGCAGGGICTGEGTGAGTCTETTCCGGGCTTCGTCTCCATGACGGCALT
vV NL MQG L G E S V P GF V S M T AP

1380 1400 1410 1420 1430 1440
TCCACCGETCATCAACGELGTCGTGGTTGTAAACCACGAAGTGCTCGACGGTCAGCGCOG
P P VvV I NG V V V V NHE VLD G Q R R

1450 1490 1470 1480 1490 1500
CTCGGCTCCGTCCGCTGTGATCCGTGGTTACGATGCTGARAGTGGCARATTCGTATGGGC
W A P § GV I R G Y D A E S G K F V W A

1510 1520 1530 1540 1850 1560
CTGGGACGTCAACAATTCCCGACCATCACAGCCAGCCTACCGGG TARCCGTCATTACAGC
W DV N N S G R S Q P A Y RV T V I T 2

1570 1580 1590 1600 1610 1620
CGTGGAACGCCGAATTCCTGGGC TACCTGACAGGCGACAACGAGGAGGSTCTCGTTITACG
V ERRI P?P 6L P D RR QR GG S R L R

1630 1640 1650 1860 1670 1680
TCCCGACAGGAACTCTGCTGCTGACTATTACAGCGCCCTGCGTAGTGATOCTGAAARCAA
P DR NS A A D Y Y S AL R S D AENK

16930 1700 1710 1720 1730 1740
GGTGTCCTCCGCTGTTGTCGCCATTGACGTCAAGACGGGTTCTCCGCGCTGGGTCTTCCA
vV 8 8 AV V A 1 DV KT G S P R W V F Q

1750 175¢ 177¢ 1780 1730 1800
GACGGCTCATAAGCACGTCTGGCATTATGACATCECTTCACACGCCACCCTGATCCATAT
T A H K D V w D Y D I & S Q A T L M D M

Figura 3b
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1810 1820 1830 1840 1850 1860
GCCTGCECCCGGATGGCCAGACGE TTOCTGCTCTCATCATGCCGACCAAGCGTGGCCAGAS
P G P DG Q TV P AL I M P T KRGQT

1870 1880 1890 1300 1910 1920
GTTCETGCTTGACCGTCGTACCGGCAAGCCARTTCTGCCGGTICAAGAACGCCCAGCTCE
F v L 0 R R T G K P I L P V E E R P A P

1930 1940 1950 1960 1870 1980
GTCCCCTGGTGTTATTCCGGE TGACCCCCCTTCTCCGACGCAGCCATGGTCCG TCOGGAT
S P G V I P G D PR S P TQ P W S V 6 M

1990 2000 2010 2020 2030 2040
GCCGGCCCTTCGCOTGCCGGATC TGARAGAGACAGACATGTGGGGTATGTCCCCCATCGA
P A L RV 2 DL XK E T DMWGEG X 5 p 1 D

2050 2060 2070 2080 20%0 2100
TCAGCTCTTCTGCCGTATCAAGTTCCGCCGTGCGAACTATCTCGGTCACTICACACCACS
Q L F €C R I K F R RAMNDNY V G £ F T P P

2110 2120 2120 2140 2150 2160
GAGCGTTGACAAGCCGTGGATTGAATATCCGCGCTATAACGG TGGCAG TGACTGGGGLTC
S vV D K P W I £ Y 2 G Y N GG 8 D W G 8

2170 2180 2150 2200 210 2220
CATGTCCTATGATCCGCAGCTCCGGCATCCTGATTGCGAACTGGAACATCACACCGATGTA
» S Y P P @Q S 6 I L I A N WNTI T P MY

2230 2240 2250 2260 2270 2280
COACCAGCTCSTAACCCGCAAGAAGGCAGACTCCCTCGGTCTGATGCCGATCCATGACCC
P Q L VTR KK AD S L GGL M P I DDCP

232940 2300 2310 2320 233¢ 2340
CAARCTTCAAGC CAGGTGGCEGTIGTCCTCGARCGEGTAACCGCGCTATGGACCGE AN GTCTTA
N F X P G G G G A E G N G A M D G T P Y

2350 2360 2370 2380 2390 2400
CGGTATCGTCGTGACACCGTTCTGGGATCAGTACACGGECATGATGTGCAACCGTCCGCC
G I v VT P F WD QY T G M M C NUR P P

2410 2420 2430 2440 2450 2460
CTACGGTATGATCACAGCCATOGACATGAAGCACGGCCAGAAGGTTCTGTGGCAGCATCC
Y 6 M I T AIDMEKTEHG QXV L W .0 HE

Péptido No. 8

2470 2480 2490 2500 2510 2520
GCTCGGAACGECTCGCGCCAACGGTCCATEGEG TCTGCCARCAGG TCTGCCATGGGAAAT
L G T ARANGPWGUL PTOGLPWETI

2530 2540 2550 2560 23570 2580
CGGCACTCCGAACAATGGTGGTTCGGTTGTGACCGETGGCGGTCTGATCTTCATC GGTGE
G T P N NG G S VVTGG G L I P I 6 A

2590 2600 2610 2620 2630 2640
GGCAACGGATAACCAGATCCGCGCGATTGATGAACACACTGCCAAGGTTGCTC TGGAGCGC
A T DN Q I R A I D EH TG KV V W 5 &

2650 2660 2670 2680 2690 2700
AGTCCTCCCCGGCGGOGETCAGGCCAATCCGATGACGTATGARGCCAATGG TCACCAGTA
V L P G G G Q A NUPMMTVYTEA ANGHUG QY

Figura 3¢
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2710 2720 2730 2740 2750 2760
CGTTGCCATCATOGCTGGCGETCATCACTTCATGATGACGCCAGTGTCTGACCAGCTTGT
v A I M A G G H H F M M T & V S D Q L V

2770 2780 2790 2800 2810 2820
GGTTTACGCACTGCCGGATGCCA AATTAAGTCCTGTGGCGGATCTGTCATG
v Y AL PDATI K Q TR2

2830 2840 2850 2860 2870 2880
CATATCCGCCACACTCCATCGTCAGARGGAGACTTTCGTGCTAGCCATGCAGOGARGTCT
2890 2900 2910 2020 ™2 '3070 2940
CCTITTCACGTTTTTCCCTC I TICC AGCGAGCGGGCAGTCTGARACGGGGCTTICGTCTGS

2950 2960 287Q 2980 239%0 3000
CTCCTACTTTCAGAATGGCTCOTCGCACCCTCATGACTCCCCACTCCCCCGTTATCTTGL

3010 3020 3030 3040 3050 3060
AGGTTCTGCCAGCCCTCAGCACGGGCGGCCTGGAGCGGGCAGCTATTGAAAT TCCGGCTG

3070 3080 3090 3100 3110 3120
CCATCACACAGGCTGGTGGCAAGGCCATTGTCGCTTCGAAGACGGGTCCTCTTCTTGTGC

3130 3140 3150 3160 3170 3le0
ARCTCCGCCACGTCGGAGCAGTGCATGTGCCGC TGGATC TCAAATCGAAATCGCCGTTTT

3180 3200 3210 3220 3230 3240
CTICTTCGGCGCOGTGCCCGTGAACTOCAGAAACTGATCOCCCGAGCAGCAGGTTGATC TGS

3250 3260 3270 3280 3290 3300
TTCACGCCCGG TCCCG TATTCCGGRATEGECCECCTGGCTCGCCTGCCGCCGCRAGAACA

310 3320 3330 3340 3350 3360
TTCCTTTCGTGACAACGTGGCATGGCETCCACGAGECTGECTGGTGCCGCARGARATTICT

3370 3380 3390 3400 3410 3420
ACAATTCGGTGCTEGCCCBEGETECAAGGETCATCCCAAT T TCCCACTACATTTCOCGGGE

3430 - 3440 3450 3460 3470 3480
GTCTTICAGGGCAGTACCGCGTICAGECAGATCETCTTCGARCCATTCCGCCTCETECCG

1
:‘8 ez IRl y IR2 (0 2°) son repetitivas

invertidas como posibles terminadores

de la transcripcion para los genes
SLDH II y ORF2 respectivamente,

Figura 3d
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL

@

(i)

(iii)
(iv)

)

SOLICITANTE

NOMBRE: F. HOFFMANN-LA ROCHE AG
CALLE: Grezacherstrasse 124
CIUDAD: Basle

PAIS: Suiza

CODIGO POSTAL: CH-4002
TELEFONO: 061-688 25 11

FAX: 061-688 13 95

TELEX: 962292/965542 hlr ¢
TITULO DE LA INVENCION:

Gen de la D-Sorbitol deshidrogenasa
NUMERO DE SECUENCIAS: 9

FORMA LEGIBLE POR COMPUTADORA:
(A) TIPO DE MEDIO: Disquete
(B) ORDENADOR: Macintosh
(C) SISTEMA OPERATIVO:
(D) SOFTWARE: MS word ver 5.1a

DATOS DE LA APLICACION EN CURSO:
(A) NUMERO DE LA APLICACION:
(B) DATOS CLASIFICADOS:
(C) CLASIFICACION:

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:1

®

(i)
(iii)

(iv)

CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 3481 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico
(C) HEBRA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
FUENTE ORIGINAL:

ORGANISMO: Gluconobacter suboxydans
CEPA: IFO 3255

RASGOS:

RASGOS CLAVES: CDS

POSICION: 192..572

METODO DE SECUENCIACION: E
RASGOS CLAVES: CDS

POSICION: 572..2794
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METODO DE SECUENCIACION: E

ACAAATCATA CTGGCGGOGC TGTAGTGACA

GOTGACAGGT

ACGAAGTCCG

CGCATTUGET

TTCTCGGGGT

CGATSCTGGG

TATTCATSCT

CGTGGGTCTG

TCGGCCTGAC

BAAGCCGTCG

CGCAGGACTC

SGCTGGCGET

ARACTCTCCG

TGGCGTAAARC

CATGGCTCCG

CAATCATCAG

CAAGGTCECT

GGCCRCCGAA

CGACATCATC

CARATACCAC

CGTGETGCCE

TCTGATTGCG

GGTCRACCTG

TCCACCGGTC

CPRGGOTCCE

CTGGGACGTC

CGTGGAACGC

TCCCGACAGG

CACRATAMAT

ATGGACCTGA

TATGCCAAAT

CATCGTCCTT

CGGCTCTARLC

CATEGGCCGT

GTCCTICTGS

CATCCTTCGC

TACTCTCAGA

GCCCTTGCCT

GAACCTTCCT

AAAAGTCACGA

GCAGCCAACC

CAGCAGAGTG

ACGCGATACT

TPCGTCTACC

ACCACGCOGR

ARGCTGGATC

TCCATICCCT

GARGGCCAGT

STTGACGEGG

ATGCAGGGTC

ATCARACGGCG

TCCGGTGTGA

AACBATTICCC

CGARTICCTG

AACTCTGCTG

TTTIGTTACC

ACTGAATATG

CTTCAAGGTA

CTTEPGEECC

TACTATGTTC

ACGOTTGGTG

GAAGTCGGTT

ATTCTCGTTG

GGAGCCGTCT

GTTCGLCGCT

CGTCAGTTCC

GCTACTTCGC

TGCCGGACAT

CCAATCCGGT

CTCCGCTTTC

ACACGGGGAG

TCAAGGTTGG

CGGCTACGEG

ATACCGCTGC

CCTGUCACAR

AGACAGGGGA

TGGGTGAGTC

TCGTGGITGT

TCCGTGGTTA

GACGAPCACA

GGCTACCTGA

CTGACTATTA

ATICCGGCGG

TCAAKRCACAG

GATTTACCGT

ATAGGACTCT

TGTICTTCGT

TCTGTGGCAT

CCTTCCTGTA

TCRGCCCCAT

CCOTGACCAT

GATCCECCEE

CATCOGCTCAT

TGGGCTAGRA

AGGACCGTCG

TGAGTCANRTC

ACGTGGAGAC

GGAAATCACG

TTATCCGCGT

TGACGETCTIC

TAAGCRGATC

CTGTAAGGGT

TCGCCTTATC

TITTCIGCCCT

TCTTCCGGGT

APAACCACGHA

CGATGCTGAA

CCCACCCTAL

CAGGCGACAA

CAGCGCCCTG

GTTARAGAGA
TTTTGTTAGA
CCGBAGEATT
GACGGAGTSG

CATTGGGGGT
CCTCCTEGTT
TOPEGETGCC
CGATCTTCTG
TCCGGTCCTG
CCTTACCTIC
SCACAGITIG
AATGCGAGCG
CCCTATGCCC

GATCCCTCGS
TGGGTTGCTT
CCTGAGAACG

CCGGGACAGE
TACACATGTT
TGOCETCGGA
GTGACGTATT
GAAGGCACHC
RATTICGGTC
TICGTCTCCA
GTGCTCGACG
AGTGGCAMAT
CRGGTAALCG
UEAAEGAGEGT

CETAGTGATG

ATATPTTTTT

GCATITGAAR

CAGTTTGCEGA

CIBACGCTGC

GCTGACCICE

GCTAGTGESG

CTGGOCTACA

CCCCECaCTT

TAGCAACAGC

CTCCCGCAGS

AGCCCACCGA

CGTAGGCTCC

AGGTCCCGGC

ACGGACGTGA

CHRAGCAAGCT

TGAACAAATG

CCGCCATGAA

ACGTGGATGT

TCACGTICTC

TGGATATGCG

ATGGTGGTCA

TGACGRCACT

GTCAGCGCLCH

TCETATGGGE

TCRTTACAGC

CTCGTTTACG

CTGARARACRA

80

12¢

180

240

300

i6¢

420

480

540

500

8§60

720

T80

84¢C

900

360

1020

i080

1140

1230¢

1260

1320

ilso

1440

1500

1560

1620

1680
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GGTGTCCTCC

GACGGTTCAT

GCCTGRCCee

GTTCGTCCTT

GECCCCTGET

GUCGLCCCTT

TCAGCTCTTC

GAGCGTTGRC

CATGTCCTAT

CGACCAGCTIC

CAACTTCAAG

CGGTATCGTC

CTACGGTATG

GCTCGGAACG

CGGCACTCCG

GGCAACGGAT

AGTCCTCCCC

CGTTGCCATC

GGTTTACGCA

CATATCCGCC

GCTGTTETCG

AAGGACGTCT

GATGGCCAGA

GACCGTCGTA

GTTATTCCRG

CGCETGLCGE

TGCCGTATCA

AAGCCGTGGA

GATCCGCAGT

BTAACCCGCA

CCAGGTGGCG

GTGACACCGT

ATCACAGCCA

GCTCGCGLCA

AACAATGGTG

BARCCAGATCC

GGCGGOGGTC

ATGGCTGGCG

CTGCCGGATS

ACACTCCATC

CCTTTTGACG

CTCGTACTTT

AGGTTCTGCC

CCATCACACA

TTTTIGGCTC

CAGRATGGCT

AGCCCTCAGC

GGCTGGTGGC

ES 2304 792 T3

CCATTCACGT

GGGATTATGA

CGGTTCLCTGC

CCGGCAMCC

GTGACCCGOR

ATCTGAAAGA

AGTTCCGCCG

TTGAATATCC

CCCGCATCCT

AGARAGGCAGA

GTGGTGCCGA

TCTGGGATCA

TCGACATGAA

ACGGTCCATG

GTTCGGTTCT

GCGCGATTGA

AGGCCAATCC

GTCATCACTT

CCATCAAGCA

GTCAGAAGGA

TTTCCAGCGA

CETCGCACCC

ACGGGCGGCC

AAGGCCATTG

CAAGACGGGT

CATCGGTTCA

TCTCATCATG

AATTCTGCCE

TTCTCCGACG

GQACRGACATG

TGOGAACTAT

GGGCTATAAC

GATTGCGARC

CICCCTCGGT

AGGTAACGGC

GTACACGGGC

GCACGGCCAG

GGGTCTGCCA

GACCGRTGGC

TGRACACACT

GATGACGTAT

CATGATGACG

GTAATTAAGT

GACTTTCGTG

GCGGGCAGTC

TCATGACTGC

TGGAGCGGGG

TCGCTTCGAA

TCTCCCCGLT

CAGGCGALCC

CCGACCAAGC

GTTGARGAAC

CAGCCATGGT

TGGGGTATGT

GTGGGTGAGT

GGTGRCAGTG

TGGAACATCA

CTGATGCCGA

GCCATCGACG

ATGATGTGCA

AAGGTTCTGT

ACAGGTCTGC

GGTCTGATCT

GGCARGGTTG

GAAGCCAATG

CCRAGTGTCTG

CCIGTGGCGG

CTAGCCATGC

TGAMCGGGG

CCACTCCCCC

AGCTATTGAA

GACGGGTCCT

GGGTCTICCA

TGATGGATAT

GTGOCCAGAC

GCCCAGCTCC

CCGTCGGGAT

CCCCCATCOGA

TCACACCACC

ACTGGGGCTC

CACCGATGTA

TCGATGACCC

GAACGCCTTA

ACCGTCCGOC

GGCAGCATCC

CATGGGAAAT

TCATCGGTGC

TCTGGAGCGC

GTCACCAGTA

ACCAGCTTGT

ATGTGTCATG

AGGGAAGTCT

CTTCCTICTGG

GTTATCTTGC

ATTCCGECTG

CTTCTTGTGC

1740

1800

1860

1820

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120
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RACTCOGCCR

CTGTTCGGLG

TTCACGLCCG

TTCCTTICGT

ACRRITCGET

CTCTTTCAGG

A

ES 2304792 T3

COTCOGGAGCA GTGCATETGL CGCTGGATCT CAAATCGAAA TCGCCSTIMT 3180

CCGTGCCOGT GAACTCCAGA AACTGATCCG

GTCCCGTATY CCGGCATGEGE CCGTCTERLCT

GACAACGTGGE CATGGCGTCC ACGAGGCTGG

GOTGECLCEE GATCLAAGGSE TCATCGCART

GCAGTACGGEL GTTCAGECAG ATCGICTICG

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:2:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 740 residuos
(B) TIPO: aminoacidos
(C) TOPOLOGIA: lineal (ii)

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(iii) FUENTE ORIGINAL.:
ORGANISMO: Gluconobacter suboxydans
CEPA: TIFO 3255

(iv) RASGOS:

RASGOS CLAVES: péptido sig

POSICION:

-24..-1

METODO DE SECUENCIACION: E
RASGOS CLAVES: péptido mat
POSICION: 1..716

METODO DE SECUENCIACION: E

Met Arg Arg Pro Tyr Leu Leu Ala Thr Ala Ala Gly Leu Ala

-24

Ala Cys Ser Pro Leu Ile Ala His Ala Gln Phe Xla Pro Ala

-20

-3

GGAGCAGCAG GTTGATCIGS 324D

CGCCTGUCGC COTGAGAACA 3300

CTGGTGGEGEC AAGAAATTCT 3360

PTTCGCALTAC ATTTCCGGES 3420

AACCATTCCG COTGCGTGCCE 3480

-15

Leu

(&5

10
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Ala Gly

Sear Glu

Gly Pro

Asn Leu

Met Ala

Ala Tyx

Glu Ile

T™yr His

Ala Ala

Cys Ser

Lys Gln

Gly

Pro

Ser

Pro

Pro

Thx

Thr

Glu

Ala

lle

Glu

10

Thr

25

Pro

40

Asp

55

Gln

70

Axg

85

Pro

100

Gly

118

Thy

130

Met

145

Trp

160

Pro

Glu

Ilie

Gln

Asp

Glu

Ser

Thr

Asn

ES 2304 792 T3

Ser

Asn

Ala

Glu

Ser

Asp

Asn

Asp

Ser Ser Val Pro

Ser

Pro

Sex

Ala

His

Ala

Pro

Ile

Asn

15

Pro Lys Ser

Gln

Ile

Asn

Gln

Ser

Lys

Ile

val

30

Ala

45

Asp

60

Pro

75

Thy

80

Lys

105

Pro

120

val

135

Lys

150

Asp

16%

Pro

Pro

Ala

Leu

Gly

Gly

Leu

val

Gly Pro Gly Asn Ala
20

Glin Ser Tyxr Phe Ala
35

Gly val Asn Ala Ala
50

Ser Gln val Pro Ala
65

Arg Gly Asp Trp Val

80

Tyr Ser Pro Leu Ser
95

Lys Val Ala Phe Val
110

Gln vVal Asn Lys Trp
125

Asp Gly Leu Tyr Thr
140

Asp Pro Ala Thr Gly
155

Lys Tyr His Ser Ile

170
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Pro Tvry

val Val

Thr Leu

Phe Cys

Gly Leu

Pro Pro

Asp Gly

Asp 2la

Ser Gly

val Glu

Gly Ser

Thy

Pro

Asp

Pro

Gly

val

Gln

Glu

Arg

Ala

175

Glu

190

Met

208

AsSn

220

Glu

235

Ile

250

Axrg

265

Ser

280

Ser

285

Arg

310

Leu

325

Ala

Gly

Arg

Phe

Ser

Asn

Gly

Gln

Ile

Arg

ES 2304 792 T3

Cys

Gln

Lew

Gly

val

Gly

Txp

Lys

Pro

Pro

Prc

Lys

Pro

Tle

His

Pro

Val

Ala

Phe

Ala

Gly

Asp

Gly

Cys

Ala

Gly

Gly

val

Pro

val

leu

Arg

val

180

His

1985

val

210

Gly

228

Phe

240

val

255

Ser

270

285

Arg

300

315

Asn

330

Thr

Asn

Asp

Gln

val

val

Gly

Ala

Val

Asp

Ser

Tyr

Arg

Ala

val

Ser

Asn

val

Txp

Thr

Ala

Phe

Leu

Glu

Asn

Met

His

Ile

Asp

Val

Axrg

Ala

Thr §

Ile

Leu

Glu

val

Ile

Gln

aAsp

185

Glu

200

Gly

215

Met

230

Ala

245

val

Thx

305

Axrg

320

TYX

3135

: Ser

Gly

AsSp

Gln

Pro

Leu

Asn

Ala

Gly
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Sex

val

Thy

Leu

Sex

Trp
Gen

450

Ile

Ser

Ala

ala

Ala

Leu

Ile

Leu

lle

Met

Met

Gly

Gly

370

Asp

385

Pro

400

Lys

415

val

430

Ser Val Gly

Ser

val

Asp

Met

Pro

Ile

ES 2304 792 T3

Asp

Lys

Val

Pro

Lys

Ile

Pro

Gly

Axrg

L.eu

Gly

Met Pro Ala

D-Sorbitol deshidrogenasa

455

Asp Met Trp Gly Met

460

Lys Phe Arg Arg Ala

val Asp Lys Pro Trp I

475

490

Ser

Asn

Glu

Gly

Pro

Gly

Pro

Asp

Leu

Pro

Tyrx

> Glu

375

Asp

350

Gln

405

vVal

420

Pro

Ile

465

val

480

Tyr

495

Lys val

Pro Arg

Asp Ile

Gly Gln

Thr Phe

Glu Glu

Arg Ser

val Pro

445

Asp Gln

Gly Glu

Tro Gly

Trp

Gly

Thr

Val

Asp

Leu

Phe

Tyr

- Ser

Val

Ser

val

Leu

Pro

Thx

Leu

Phe

Thr

Asn

Ala

350

Phe

Gln

380

Pro

395

Asp

410

Ala

425

Gln

440

Lys

Cys
470

Pro

val

Gln

‘Ala

Ala

Pro

Pro

Glu

Pro

Gly
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Ile

Arg

Asn

AsSp

Tyr

aAla

Leu

Leu

Thr

Ile

Asp

Ala

Lys

Phe

Gly

Thr

Ile

Gly

Gly

Arg

Trp

Asn

Lys

Lys

Thr

Gly

Asp

Thr

Trp

Gly

Ala

Gly
505
Trp
520
Ala
535
Pro
550
Pro
565
Met
580
Met
585
Ala
610
Glu
625
Gly
640
Ile

655

Ser

Asn

Asp

Gly

Tyx

Met

Lys

Arg

Ile

Leu

Asp

ES 2304 792 T3

Met

Ile

Serxr

Gly

Gly

Cys

His

Ala

Gly

Ile

Glu

Ser

Thr

Leu

Gly

Ile

Asn

Gly

Asn

Phe

His

Pro

Gly

Gly

val

Arg

Gln

Gly

Pro

Ile

Leu
540
Ala
555
val
570
Pro
585
Lys
600
Pro
615
Asn
630
Gly
645
Gly

660

Pro

Tyr

Met

Glu

Thr

Pro

val

Trp

Asn

Ala

Lys

Gln

AsSp

Pro

Gly

Pro

Leu

Gly L

Gly

2Ala

val

Ser

Gln

Ile

aAsn

Phe

Gly

Trp

Gly

val

Gly

Leu

Asp

Gly

Trp

Met

Gln

Pro

Ser

Asp

Trp

Ile

515

val

560

Asp

575

Ile

590

His

665

Thr

€20

val

635

Asn

650

Ser

665

Leu

T™hr

Pro

Met

Gln

Thr

bPro

Gly

val

Gln

Ala
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val Leu Pro

Asn Gly Bis

Met Met Thr

Asp Ala Ile

ES 2304792 T3

Gly Gly Gly Gin Ala Asn Pro Met Thr Tyr Glu Ala
670 675 680

Gln Tyr Val Ala Tle Met Ala Gly Gly His His Phe
685 690 695

Pro Val Sexr Asp Gln Leu Val val Tyr ala Leu Pro
700 705 710

Lys Gln

715 716

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:3:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 126 residuos
(B) TIPO: aminoacidos
(C) TOPOLOGIA: lineal (ii)

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(iii) TIPO DE FRAGMENTO: fragmento interno
(iv) FUENTE ORIGINAL.:

ORGANISMO: Gluconobacter suboxydans

CEPA: IFO 3255
(v) RASGOS:

RASGOS CLAVES: péptido mat

POSICION: 1..126

METODO DE SECUENCIACION: E

Ket Pro Asn

1

Leu Leu Leu

Ile Gly Gly

Val Leu Cys

Leu Gln Gly Asn Arg Thr Leu Thr Glu Trp Leu Thr
5 10 15

Gly val Ile val Leu Leu Val Gly Leu Phe Phe Val
20 25 3C

Ala Asp Leu Ala Met Leu Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr
35 40 45

Gly Ile Leu Leu Val Ala Sexr Gly val Phe Met Leu

50 60

w
(54
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Mat Gly Arg Thr Leu Gly Ala Phe Leu Tyr Leu Gly Ala Leu 2la
65 70 75
Tyr Thy Trp Val Trp Ser Phe Trp Glu val Gly Phe Sexr Pro Ile
80 85 90
Asp Leu Leu Pro Arg Ala Phe Gly Pro Thr Ile Leu Gly Ile Leu
35 100 105
val Ala Leu Thr Ile Pro Val Leu Arg Arg Met Glu Ser Arg Arg

110 115 12¢

Thr Leu Arg Gly Ala val

125 126

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:4:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 8 residuos
(B) TIPO: aminoacidos
(C) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) TIPO DE FRAGMENTO: fragmento interno
(iv) FUENTE ORIGINAL.:
ORGANISMO: Gluconobacter suboxydans
CEPA: TFO 3255
(v) RASGOS:
METODO DE SECUENCIACION: E

Lys Trp Ala Glu Glu Thr Xaa Pro

1 5 8
INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:5:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 residuos

(B) TIPO: amino4cidos
(C) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) TIPO DE FRAGMENTO: fragmento interno
(iv) FUENTE ORIGINAL.:

ORGANISMO: Gluconobacter suboxydans

10
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CEPA: IFO 3255
(v) RASGOS:
METODO DE SECUENCIACION: E

Iys Ser Gln Ser Tyr Phe Ala Gly Pro Ser Gln Tyr Ala Pro Gln

1 5

Ala Pre Gly Val Asn Ala Xaa Asn Leu

20

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:6:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 16 residuos
(B) TIPO: aminoacidos
(C) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) TIPO DE FRAGMENTO: fragmento interno
(iv) FUENTE ORIGINAL:
ORGANISMO: Gluconobacter suboxydans
CEPA: IFO 3255
(v) RASGOS:
METODO DE SECUENCIACION: E

24

10

135

Lys Val Leu Trp Gln His Pro Leu Gly Thr Ala Arg Xaa Asn Gly

1 5
Pro

16

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:7:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 30 residuos
(B) TIPO: aminoacidos
(C) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) TIPO DE FRAGMENTO: fragmento N-terminal

(iv) FUENTE ORIGINAL:
ORGANISMO: Gluconobacter suboxydans

11

10

15
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ES 2304792 T3

CEPA: IFO 3255
(v) RASGOS:
METODO DE SECUENCIACION: E

Gln Phe Ala Pro Ala Gly Ala Gly Gly Glu Pro Ser Ser Ser Val

1 S

10

15

Pro Gly Pro Gly Asm Ala Ser Glu Pro Thr Glu Asn Ser Pro Lys

20

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:8:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 residuos
(B) TIPO: aminoacidos
(C) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) FUENTE ORIGINAL:
ORGANISMO: Gluconobacter suboxydans
CEPA: IFO 3255

(iv) RASGOS:
RASGOS CLAVES: péptido sig
POSICION: 1..24
METODO DE SECUENCIACION: E

25

30

Met Arg Axg Pro Tyr Leu Leu Ala Thr Ala Ala Gly Leu Ala Leu

1 5

Ala Cys Ser Pro Leu Ile Ala His Ala

20

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:9:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6 residuos
(B) TIPO: aminoacidos
(C) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) TIPO DE FRAGMENTO: fragmento C-terminal

(iv) FUENTE ORIGINAL:

12

24

1C

15
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ES 2304792 T3

ORGANISMO: Gluconobacter suboxydans
CEPA: IFO 3255

(v) RASGOS:
METODO DE SECUENCIACION: E

Pro Asp Ala Ile Lys Gln

1

13

5

6
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