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PROCEDIMIENTO DE INACTIVACION DE GENES QUE CODIFICAN PARA
ENZIMAS DEL CATABOLISMO DEL FENILACETATO, PLASMIDOS QUE
INTERVIENEN Y CEPAS TRANSFORMADAS CON LOS MISMOS.

Campo de la invencidén

La presente invencidén se basa en la caracterizacién de
nuevos compuestos de ADN y moléculas de ADN recombinante
que codifican para la enzima fenilacetato 2-hidroxilasa

obtenidos de los hongos filamentosos Aspergillus nidulans vy
bPenicillium chrysogenum. La transformacién de cepas produc-

toras de penicilina con los compuestos de ADN anteriormente
mencionados, permite ‘incrementar la produccién de este
antibibético.

Estado de la técnica

El dultimo paso de la ruta biosintética de bencil-
penicilina (penicilina G) en ciertos hongos filamentosos
consiste en la conversidén de isopenicilina N en penicilina
G. Esto implica una reaccibén de transacilacién, en la cual
la cadena lateral de L-amincadipato de la isopenicilina N
es substituida por otra de &acido fenilacético. La enzima
que cataliza esta reaccidén (acil-CoA:isopenicilina N acil-
transferasa) wutiliza &cido fenilacético activado en forma
de un tioéster de coenzima A (CoA) como uno de sus subs-
tratos.

Penicillium chrysogenum, el hongo utilizado para la
produccién industrial de penicilina, asi como Aspergillus

nidulans, son incapaces de sintetizar fenilacetato. Por

consiguiente, para favorecer la biosintesis de penicilina
G, es preciso afiadir un exceso de fenilacetato a los cul-

tivos industriales de P. chrysogenum. Este exceso, que im-

pide la biosintesis no deseada de otras penicilinas con
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cadenas laterales alifaticas, incrementa los costes finales
del proceso de fermentacidn.
Una parte del fenilacetato afiadido a los cultivos de
produccién de penicilina puede ser metabolizada. Es un
hecho perfectamente establecido que en las fermentaciones

de P. chrysogenum se acumula una cantidad considerable de

2-hidroxifenilacetato. Esta fraccién de precursor de la ca-
dena lateral obviamente no contribuye a la biosintesis de

penicilina G.

Tanto Aspergillus nidulans como P. chrysogenum sinte-
tizan penicilina a partir de tres aminodcidos precursores a
rravés de los mismos pasos enzimadticos. Asimismo, al igual

que P. chrysogenum, A. nidulans convierte una fraccidén de

fenilacetato en 2-hidroxifenilacetato cuandc se aiflade el
primer compuesto en exceso a los cultivos. Ademas de con-

vertir el fenilacetato en 2-hidroxifenilacetato, A. nidu-
lans puede catabolizar también este iltimo compuesto y, de

hecho, es capaz de usar fenilacetato como Gnica fuente de

carbono.
l,a ruta catabdlica en A. nidulans se describe en el

siguiente esquema:

Fenilacetato

7 fenilacetato hidroxilasa

2-hidroxifenilacetato

7 2-hidroxifenilacetato hidroxilasa
Homogentisato
7 homogentisato dioxigenasa

Maleillacetoacetato

v maleilacetoacetato isomerasa
Fumarilacetoacetato

7 fumarilacetoacetato hidrolasa

Fumarato + Acetocacetato
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La orto-hidroxilacién del fenilacetato es el primer
paso de esta ruta. Una segunda reaccidn hidroxilante con-
vierte el 2-hidroxifenilacetato en 2,5-dihidroxifenilace-

tato (= homogentisato). El homogentisato es catabolizado a

1]

través de fumarilacetoacetato en fumarato y acetoacetato,
los cuales se incorporan en el ciclo de Krebs (véase
Fernandez Cafién y Pefialva, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
92:9132-9136, 1995).

La capacidad de los citados hongos filamentosos para
catabolizar parcial o totalmente fenilacetato es una carac-
teristica perjudicial en la produccidén de penicilina. Por
lo tanto, la eliminacién total o parcial de esta caracte-
ristica daria como resultado cepas con capacidad de produc-
cién de penicilina G mejorada.

L,a eliminacién mediante mutagénesis cléasica de esta
caracteristica perjudicial (es decir, de la capacidad para
catabolizar parcial o totalmente fenilacetato) en los hon-
gos productores de penicilina, exigiria enormes esfuerzos
de seleccidn entre un gran numero de cepas. Por otra parte,
dicha mutagénesis con frecuencia origina segundas mutacio-
nes que podrian eliminar caracteristicas ttiles de las ce-
pas parentales, generando, por ejemplo, mutaciones auxotro-
ficas o mutaciones que disminuyan el vigor de crecimiento o
conidiacién criticos para la fermentacién industrial. Por
lo tanto, es adecuado usar técnicas de ingenieria genética,
carentes de las citadas limitaciones, para eliminar la ca-
pacidad de catabolizar total o parcialmente fenilacetato.
Un requisito esencial para realizar ingenieria genética
dirigida es la clonacién y la caracterizacidén del o de 1los
genes que median la anteriormente mencionada caracteristica

perjudicial de los hongos productores de penicilina.

Descripcidn detallada de la invencidn

E1l objeto de la presente invencidén pretende resolver
los problemas existentes del Estado de la Técnica anterior-

mente enumerados. Consiste en caracterizar un gen fungico
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que codifica para una actividad fenilacetato 2-hidroxilasa,
enzima que cataliza el primer paso enzimdtico del catabo-

lismo de fenilacetato en Aspergillus y Penicillium y sSu uso

para eliminar el gen presente en el genoma de los hongos
productores de penicilina mediante tecnologia de ADN recom-
binante. La presente patente describe coémo este gen es
inactivado en una cepa construida por ingenieria genética.
Esta cepa, que es incapaz de catabolizar fenilacetato, pro-
duce niveles mas altos de penicilina que la cepa parental.
Ademas, la produccidén méxima de penicilina de esta cepa re-
combinante reguiere un menor exceso de fenilacetato que el
que necesita la cepa parental. La inactivaciéon del cata-
bolismo de fenilacetato usando el (los) anterior(es) com-
puesto(s) de ADN tiene como resultado una mejora importante
de la produccidén de penicilina.

La secuencia de un fragmento de ADN gendémico de 1.986

pares de bases (pb) de A. nidulans, que incluye el nuevo

gen usado para la presente invencidén se muestra en SEQ ID

NO:1. El gen se denominé phacA (phac por la utilizacidn de

phenylacetate (fenilacetato)) y codifica para una enzima
que orto-hidroxila fenilacetato (siendo dicha reaccidén el

primer paso del catabolismo de fenilacetato en A. nidu-
lans). La secuencia de nucledtidos de los clones de ADN

complementario (cADN) que cubren la regidén codificante com-
pleta y su posterior alineamiento con la secuencia de ADN
genémico revelaron las sigulentes caracteristicas de este
gen:

- El gen codifica para un polipéptido de 518 aminoacidos.
La primera metionina estd codificada por un triplete ATG
en posicidén 82, mientras que el coddén de fin (TAG) esta
situado en la posicién 1810. Estas posiciones se corres-
ponden con la secuencia de nucledtidos que se muestra en
SEQ ID NO: 1.

- La regién codificante estad interrumpida por tres intrones
de 65, 56 y 53 nucledtidos de longitud (SEQ ID NO. 1).
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- El polipéptido deducido de 518 residuos se muestra en el
coédigo de aminoacidos de tres letras, debajo de sus corres-
pondientes exones en SEQ ID NO: 1 y también, en un contexto
aislado, en SEQ ID NO: 2. El peso molecular de la proteina
deducida es de 58.495 g/mol. Una bisqueda realizada utili-
zando el servidor de acceso piblico BLAST del Centro Na-
cional de Informacién de Biotecnologia (NCBI, USA) en las
bases de datos de secuencias de proteinas (por ejemplo
SwissProt y PIR) y en la traduccidén conceptual de bases de
datos de secuencias de ADN (por ejemplo las bases de datos
GenBank y EMBL) en los seis marcos de lectura posibles,
revelaron similaridad de la secuencia de aminodcidos con
miembros de la familia del citocromo P450 (proteina hemo-
tiolada). Estas proteinas intervienen generalmente en pro-
cesos oxidativos. De hecho, las secuencias entre los resi-
duos 431 a 439 corresponden al péptido que contiene el ami-
noacido cisteina Gly-X-Gly-X-X-X-Cys-X-Gly (donde X indica
cualquier aminodcido) que interviene en la unidén del grupo
hemo, el cual es caracteristico de estas proteinas hemotio-
ladas.

El nuevo compuesto de ADN, cuya estructura se describe
con detalle en SEQ ID NO:1 y que se aisldé de un micro-
organismo natural, puede ser sintetizado totalmente utili-
zando sintetizadores de ADN automaticos. Ademas, debido a
la naturaleza degenerada del cédigo genético, la proteina
codificada por el nuevo compuesto de ADN podria ser codifi-
cada por secuencias de ADN alternativas. Estas se incluyen
en la presente invencién. Por otro lado, cualquier variante
genética natural derivada del nuevo compuesto de ADN ante-
riormente descrito se considera equivalente al mismo. Estas
variantes genéticas incluyen genes homélogos en organismos

estrechamente relacionados con A. nidulans en términos
evolutivos, tales como P. chrysogenum. Estos genes pueden

ser facilmente identificados usando el compuesto de ADN de

A. nidulans como sonda de hibridacién tal y como se descri-

bird a continuacidn.
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El gen phacA de A. nidulans puede ser utilizado como

sonda molecular para la bisqueda de genes homdlogos funcio-
nales en genotecas gendmicas o de cADN de otras especies
fiingicas mediante hibridacidén. Asi por ejemplo, en la pre-
sente patente se describe su utilizacidn para rastrear una

genoteca de P. chrysogenum, demostrando que el gen homblogo
al phacA de A. nidulans puede ser aislado de cepas indus-
triales de P. chrysogenum. La secuencia de un fragmento de
ADN gendémico de 2.558 pb de P. chrysogenum aislado por hi-
bridacidén con una sonda del gen phacA se muestra en SEQ ID
NO:3. El gen de P. chrysogenum homdélogo al phacA de A.
nidulans se designd pahA (por phenylacetate hydroxilation
(hidroxilacién de fenilacetato)). El gen pahA de P. chryso-
genum codifica para un polipéptido de 516 amincacidos que

muestra un 84 % de identidad con la secuencia de amino-

dcidos de PhacA, el producto proteico del gen phacA de A.
nidulans. La secuencia del producto del gen pahA de P.
chrysogenum se muestra en SEQ ID NO:4. Como se ha indicado
anteriormente, este nuevo compuesto de ADN aislado de P.
chrysogenum también se incluye en la presente invencidn,

asi como los demas genes hombdlogos que se puedan aislar de
otras especies de hongos por procedimientos similares.

Los genes clonados pueden ser usados para generar mu-
taciones de pérdida de funcidén mediante genética inversa.
Para ello, se puede construir una nueva molécula de ADN

recombinante en un vector de Escherichia coli, portador de

una versidén truncada del gen fingico, el cual puede ser
usado para inactivar el gen endégeno por transformacién.
Por ejemplo, este plasmido recombinante puede contener la

regién 5' del gen phacA de A. nidulans, seguida de una mo-
dificacién en la regidén codificante del gen phacA consis-
tente en que el fragmento NaeI-KpnI de 289 pb se substituya

por un fragmento XbaI de 3.2 kb que contenga el gen argB’ de
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A. nidulans (véase la Fig. 1). A continuacidn se dispone la
regién 3' del gen phacA. La expresidén de este gen phacA

mutante tendria como resultado una proteina PhacA truncada
en el residuo 297 y, por lo tanto, carente de 221 residuos
carboxiterminales. Estos ultimos residuos, ausentes en la
proteina mutante, comprenden al anteriormente mencionado
péptido que incluye el residuo Cys, el cual interviene en
la unién de grupos hemo y es esencial para la actividad de
este tipo de proteinas.

Un fragmento lineal de ADN que contenga las regiones
anteriormente mencionadas se puede separar de las secuen-
cias del vector por medio de enzimas de restriccidn adecua-
das y seguidamente purificarse por técnicas estandar. Este
fragmento lineal puede utilizarse para la transformacidén de

una cepa argB de A. nidulans en prototrofa para arginina.

Como el ADN utilizado en la transformacidén carece de se-
cuencias requeridas para su replicacién autdnoma, los
transformantes protétrofos resultan de la integracién del
fragmento de ADN en el genoma. Uno de los posibles modos de

integracién que originarian un fenotipo argB’ ocurriria a

través de un doble entrecruzamiento entre la molécula de
ADN lineal y el locus phacA residente en el genoma del
hongo, tal como se esquematiza en la Figura 1. Este acon-
tecimiento de doble entrecruzamiento tiene como resultado
la substitucién del gen phacA original por el gen truncado
generado 1in vitro, originando la pérdida de la funcioén

phacA. Los transformantes portadores de dicha substitucién

(es decir, con la mutacién de pérdida de funcién) pueden
ser reconocidos por su patrédn de hibridacién cuando su ADN
genémico es digerido «con las enzimas de restriccidn
adecuadas y analizado mediante hibridacién por la técnica

de Southern, utilizando como sondas los genes phacA o argB

marcados radiactivamente con *?P. De esta forma, los pa-
trones de hibridacidén de otros tipos de transformantes pue-
den ser distinguidos con facilidad de los correspondientes

a una substitucidén génica. Los transformantes dJque carecen
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de la funcién proporcionada por el gen phacA pueden ser

purificados para posteriores ensayos utilizando técnicas
estandar.

En contraste con la cepa de tipo silvestre, los trans-
formantes de A. nidulans generados por genética inversa.que
carecen de la funcién del gen phacA no pueden crecer en
fenilacetato como Tunica fuente de carbono. Sin embargo,
crecen en 2-hidroxifenilacetato o 2,5-dihidroxifenilaceta-
to. Esto demuestra que el nuevo compuesto de ADN (el gen
phacA de A. nidulans) codifica para una actividad enzima-
tica requerida para la orto-hidroxilacién de fenilacetato,

paso esencial para la utilizacién de fenilacetato en A.
nidulans. P. chrysogenum no usa fenilacetato como dUnica

fuente de carbono pero, como anteriormente se muestra, con-
tiene un gen que codifica para un homélogo de la enzima

PhacA. Por tanto, el nuevo compuesto de ADN proporciona un

método para eliminar conversiones metabdlicas laterales que
puedan disminuir la acumulacién de fenilacetato disponible

para la biosintesis de penicilina.

En P. chrysogenum se puede aplicar una metodologia si-
milar a la descrita, para inactivar el gen pahA, usando el
nuevo compuesto de ADN de P. chrysogenum incluido en esta

invencién y cualquiera de los marcadores de transformacidn

yva disponibles para P. chrysogenum, por ejemplo el gen
trpC. También se apreciard que se podrian utilizar otros
marcadores de transformacidén diferentes de argB (en A.
nidulans) o trpC (en P. chrysogenum) para interrumpir la

regién codificante del nuevo compuesto de ADN. Estos inclu-

yen otros marcadores auxotrbéficos (por ejemplo pyrG O
riboB) y genes de resistencia a antibidticos (por ejemplo,

los genes que confieren resistencia a fleomicina o higromi-
cina B en hongos). Tales métodos, basicamente equivalentes
a los usados aqui, estéan comprendidos también en la presen-

te invencién. La Figura 2 muestra uno de dichos métodos, el
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cual se puede usar para alterar el gen pahA de P. chryso-
genum. En este caso, en la construccidén de inactivacifdn, se
ha substituido una regién interna del gen pahA por un gen
quimérico donde el promotor del gen gdh de P. chrysogenum

(gen que codifica para la actividad enzimatica glutamato
deshidrogenasa) controla la expresién del gen bacteriano

ble’, el cual confiere resistencia al antibidtico fleomi-

cina. El plasmido que incluye la construccién de inactiva-
cién se denomina pALP696. Por tanto, los transformantes se
pueden seleccionar por su capacidad para crecer en medios
, Punt, P.J., van del
Hondel, C.A.M.J.J. y Schwab, H. Gene 62: 127-134, 1.988).

gque contengan fleomicina (Kolar, M.

Adicionalmente se pueden usar otras estrategias para
generar, por genética inversa, mutaciones de pérdida de
funcién en un gen que haya sido clonado y caracterizado.
Por ejemplo, la transformacién con un plasmido circular
portador de un fragmento interno del gen diana origina,
tras la integracién homdéloga de una sola copia del ADN
transformante, dos copias incompletas del gen carentes de
funcionalidad si se elige adecuadamente el fragmento in-
cluido en el plésmido. Los métodos que utilizan éstas u
otras estrategias diferentes para generar una mutacidén de
pérdida de funcidén en el gen deseado por medio de genética
inversa también se incluyen en esta invencidn.

Las cepas filngicas en las que se han eliminado las
enzimas gque intervienen en la modificacidén o catabolismo de
fenilacetato muestran propiedades mejoradas de produccidn
de penicilina. No obstante, su capacidad de crecimiento en
los medios de produccién de penicilina es indistinguible
de la de la cepa parental. Por ejemplo, los transformantes

de A. nidulans con la substitucién del gen phacA anterior-

mente descrita (es decir, carente de actividad fenilace-
tato 2-hidroxilasa) producen de 3 a 8 veces méds penicilina
que la cepa parental y son menos dependientes de la canti-
dad de fenilacetato adicionada (véase la Figura 3). De este

modo, mientras que la reduccién de fenilacetato desde el
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0,125 % (p/v) al 0,0625 % (p/v) da como resultado una
importante disminucién de los niveles de produccién de
penicilina en la cepa silvestre, los transformantes que
carecen de la funcién del gen phacA producen niveles de
penicilina elevados, ccn ambas concentraciones de feﬁil—
acetato.

Finalmente, esta invencién no s6lo concierne al gen

phacA y sus homblogos. Utilizamos aqui el gen que codifica

para fenilacetato 2-hidroxilasa, porque esta enzima cata-
liza el primer paso de la ruta catabdlica de fenilacetato y

las cepas de produccién de P. chrysogenum secretan cantida-

des importantes de 2-hidroxifenilacetato. Una vez caracte-
rizados, se podrian inactivar otros genes que intervienen
en el metabolismo de fenilacetato utilizando un método si-
milar al aqui descrito. Esta invencién, es decir, que la
productividad de penicilina de los organismos fingicos
puede ser mejorada inactivando genes individuales del meta-
bolismo del fenilacetato mediante el uso de genética inver-

sa, también cubre estas posibilidades altermativas.
Ejemplos

EJEMPLO 1. CLONACION Y CARACTERIZACION DEL GEN phacA de A.

nidulans.

Los clones de cADN correspondientes al gen phacA se

aislaron mediante seleccién diferencial de una genoteca de

cADN, siguiendo los pasos que se describen a continuacion:

a) Obtencién de una poblacién de cADN correspondiente a
transcritos de genes que se expresan preferentemente al
cultivar el hongo en presencia de fenilacetato (para su uso
como sonda "mads" en el rastreo de la genoteca).

La cepa de A. nidulans A26 de la coleccidn Fungal

Genetics Stock Center (Departamento de Microbiologia, Cen-

tro Médico de la Universidad de Kansas) se cultivd a 37° C
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en medio minimo adecuadamente suplementado que contenia (en
g/l) KPOH,, (13,6), (NH,),S0,, 2,0; MgsSO, x 7H,0, 0,25 y Fe x
7H,0, 0,0005, con glucosa al 0,3 % (p/v) como fuente de car-
bono. El momento en que se consumid la glucosa se determind
analizando la concentracién de glucosa en el medio de
cultivo (utilizando un "kit" enzimdtico). Esto ocurrid ge-
neralmente a las 18 horas de incubacién con agitacidén cons-
tante. Dos horas después se afiadié fenilacetato al cultivo,
hasta una concentracién final de 10 mM y el cultivo se
agité a 37°C durante 1 hora mis con el fin de inducir la
expresién de los genes mencionados. Después de este tiempo,
se recogié el micelio por filtracidén, se lavd con agua, se
congeld en nitrdogeno liquido, se liofilizd y se usd para
aislar ARN total. Esta preparacién de ARN total se usd para
aislar mMARN poli(A’) mediante cromatografia de afinidad en
oligo-dT celulosa. Se prepard cADN monocatenario en presen-

cia de transcriptasa inversa del virus de la mieloblastosis

aviar (de origen comercial), utilizando como molde 2 pg de
dicho mARN aisladc ae micelio inducido con fenilacetato y
oligo-dT (15-mer) como iniciador. La reaccidn se incubb
durante 1 hora a 42°C en un tampén que contenia 10 mM Tris-
HCl pH 8,8 (a 25°C), 50 mM KCl, 0,1 % Triton X-100, 5 mM
MgCl,, 10 mM de cada dNTP y 0,5 unidades de ARNgin. Tras la
sintesis de la primera cadena, se elimindé el ARN molde
mediante incubacidén durante 1 hora a 60°C con NaOH 3M. Des-
pués de la neutralizacidén (con acido acético), el ADN mono-
catenario se recuperd por centrifugacién mediante precipi-
tacién con 2,5 volUmenes de etanol absoluto durante 2 horas
a -80°C. Este cADN se sustrajo con un exceso de 30 veces de
ARN poli(A’) aislado del micelio recogido en el momento del
agotamiento de la glucosa, siguiendo el procedimiento
descrito por Sargent, T.D., Methods Enzymol. 152: 423-432,
1.987. Las moléculas hibridas cADN-ARN se separaron por
cromatografia en hidroxiapatito a 68°C y se desecharon. El
cADN restante se hibridé como se ha mencionado, con un
exceso de ARN poli(A') procedente de micelio cultivado en

ausencia de fenilacetato. De nuevo se desecharon las mo-
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léculas hibridas cADN-ARN como se ha indicado y se recogid
la poblacién de cADN monocatenario resultante, la cual
representaba transcritos de genes expresados preferente-

mente en presencia de fenilacetato. Este cADN fue marcado

uniformemente con [a**P]dCTP y exceso de todes los demas
dNTPs, en presencia del fragmento Klenow de la ADN polime-
rasa Yy hexanucleétidos de secuencia aleatoria como
"primers". La poblacién obtenida de cADNs wmarcados con 2p
(actividad especifica > 10° cpm/mg) se usdé como sonda para
rastrear una genoteca de cADN construida como se describe
en el apartado c).

b) Obtencién de una sonda de cADN correspondiente a genes
transcritos en ausencia de fenilacetato (sonda "menos") .

Se sintetizé cADN monocatenario y se marcd con P como
se describe en el apartado a), pero usando mARN procedente
de micelio cultivado hasta el agotamiento de la glucosa del
medio de cultivo e incubado durante 1 hora mas a 37°C en

ausencia de fenilacetato.

c) Construccién de una genoteca de cADN en el vector

Agt10, usando cADN obtenido de micelio cultivado en presen-
cia de 10 mM de fenilacetato como tnica fuente de carbono.
Para construir esta genoteca se realizd la reaccibn de
sintesis de la primera cadena de cADN tal y como se des-
cribe anteriormente. El hibrido cADN-ARN obtenido se con-
virtid® en cADN de doble cadena introduciendo roturas alea-
torias en la cadena de ARN con ARNasa H, las cuales se uti-
lizaron como puntos iniciadores por la ADN polimerasa I de

Escherichia coli. Para afiadir extremos EcoRI a este prepa-

rado romo de cADN, se incubaron adaptadores sintéticos que

contenian el extremo fosforilado romo y el saliente ECORI

con el cADN de doble cadena en presencia de T4 ADN ligasa.

A continuacién, se purificaron los cADNs de extremo EcoRI y
se fosforilaron con T4 polinucledtido guinasa y ATP. EI

cADN fosforilado se mezclé con los brazos del vector AgtlO
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previamente digeridos con EcORI Yy desfosforilados y la mez-

cla se incubdé con T4 ADN ligasa. Las moléculas de ADN re-
combinante se empaquetaron in vitro, utilizando extractos
de empaquetamiento comerciales. Los fagos recombinantes en

los que un inserto de cADN habia inactivado el gen clI (en
el cual estd presente el sitio EcoRI) se seleccionaron por
su fenotipo litico en una cepa de E. coli hfl (F-, thi-1,
thr-1, leuBé6, lacYl, tonA2l, supE44, hf1A150, [chr::Tnl0].

De esta forma se obtuvieron un total de 10" clones

recombinantes.

a) Rastreo de la genoteca.

La genoteca de cADN se plaqued utilizando la cepa E.
coli C600 hfl y las placas de lisis obtenidas fueron trans-

feridas por duplicado a filtros de nitrocelulosa. Una de
las réplicas fue hibridada con la sonda CADN "mas" (des-
crita en a)) y la segunda réplica se hibriddé con la sonda
oADN "menos" (descrita en b)). Seguidamente se selecciona-
ron y purificaron los clones que hibridaron con la sonda

"mads" y no hibridaron con la sonda "menos'.

e) Identificacién del cADN correspondiente al gen phacA.

Los insertos de cADN se escindieron del vector me-

diante digestién con la endonucleasa NotlI, utilizando los
sitios de corte NotI incluidos en el adaptador EcoRI. Los

insertos de los clones seleccionados fueron subclonados en

plasmido pBluescript SK(+) digerido con NotI y seguidamente

fueron secuenciados por procedimientos esténdar. Las se-
cuencias de los insertos de cADN fueron traducidos en los
seis posibles de marcos de lectura y se compararon usando
el algoritmo BLAST con la traduccién conceptual en los seis
marcos de lectura de las bases de datos de secuencia de ADN
de acceso plblico GenBank y EMBL o con las bases de datos
de secuencia de proteina SwissProt y PIR. Una de las se-

cuencias de los insertos de cADN generd un extenso marco de
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lectura abierto, no interrumpido por codones de termina-
cién. La secuencia de aminodcidos deducida mostrd una
identidad significativa con secuencias de aminoadcidos de
las proteinas de la familia del citocromo P450, las cuales
intervienen generalmente en reacciones de oxidaciédn. Como
se demostraria mas adelante (véase el Ejemplo 3), el marco
de lectura abierto codifica para una fenilacetato 2-hidro-
xilasa. Este inserto de cADN se utilizd para obtener por
hibridacién nuevos clones de cADN correspondientes a este
gen. Estos clones se secuenciaron por ambas cadenas y la
secuencia de nucleétidos obtenida mostrdé un marco de lec-
tura abierto completo de 1.554 pb de longitud (sin el codén
de terminacién de 1la traduccidén) que codifica para un
polipéptido de 518 aminodcidos (SEQ ID NO: 2). La identidad
de esta secuencia con miembros de la familia de las pro-
teinas citocromo P450 establecidé sin ambigiedad que esta
proteina deducida representa un nuevo miembro de esta fami-

lia.

£) Clonacién del gen phacA.

Una genoteca de ADN genémico de A. nidulans construida

en el vector AEMBL4 se rastred con una sonda de CADN
marcada con *’P correspondiente al transcrito casi completo.
Se purificaron los clones positivos y sus insertos fueron
caracterizados mediante digestién con enzimas de restric-
cién e hibridacién con la sonda anteriormente mencionada.
De esta forma se mapeé la zona de hibridacién de dos frag-

mentos contiguos BamHI de 2,4 y 1,9 kb de longitud. En la

Fig. 4 se muestra un mapa de restriccidn de la regién genod-
mica que contiene estos fragmentos. Dichos fragmentos BamHI
se subclonaron en pBluescript SK(+). El plasmido recombi-

nante que contenia el fragmento BamHI de 2,4 kb se designd

pBS-FG4A, mientras que el plasmido que portaba el fragmento
BamHI de 1,9 kb se designd® pBS-FG4B.
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EJEMPLO 2. CLONACION Y CARACTERIZACION DEL GEN pahA DE P.

chrysogenum, HOMOLOGO FUNCIONAL DEL GEN phacA DE A.

nidulans.

a) Clonacién y determinacién de la secuencia de nucled-

tidos del gen pahA de P. chrysogenum.

Una genoteca gendémica de P. chrysogenum Wisconsin 54-
1255, construida con fragmentos parciales Sau3A clonados en
el sitio BamHI de AEMBL4, fue rastreada con una sonda

marcada radiactivamente (con **P) consistente en un cADN de

longitud casi completa del gen phacA. Alrededor de 12.000

clones fueron transferidos a filtros de celulosa por medio
de técnicas estandar. Seguidamente se hibridaron durante 24
h a 37°C en un tampén que contenia 50 % de formamida, 5 X
solucién de Denhart, 5 x SSC, 0,1 % de SDS, 50 ug/ml de ADN
monocatenario de esperma de arenque sonicado y 50 ng de la
sonda marcada. El lavado final de los filtros hibridados se
reélizé en 0,2 x S88C, 0,1 % SDS a 37°C. Mediante este
procedimiento se purificaron 10 clones y su ADN fue aisla-
do. Seguidamente los insertos de dichos clones fueron ca-
racterizados mediante digestién con enzimas de restriccidn
e hibridacién con la sonda antedicha. La regién de hibri-

dacién se localizd en un fragmento XhoI de 2,55 kb, cuyo

mapa de restriccién se muestra en la Fig. 5. Este fragmento
de ADN se subcloné en el plésmido pBluescript SK(+) dando
lugar al pléasmido denominado pALP520. La secuencia nucleo-
tidica del fragmento XhoI que incluia el gen pahA (Fig. 5)
se determind por el método del didesoxinucleétido (Sanger,

F., Nicklen, S. y Coulson, A.R. (1.977) Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 74, 5463-5467).

b) Construccién de una genoteca de cADN de P. chrysogenum

a partir de ARN purificado en condiciones de produccién de
penicilina. Caracterizacion del cADN correspondiente al gen
pahA.
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El wicelio procedente de cultivos en fermentador de

una cepa industrial de P. chrysogenum, cultivada en condi-

ciones de produccién de penicilina G, se recogio a las 100,
124 y 148 horas de incubacién y se utilizd para obtener
MARN poli(A’) con el "Poly (A) Quick mRNA Purification Kit"
(Stratagene) . Este poli(A+) mARN se utilizdé como molde para
la construccidén de una genoteca de cADN utilizando el "ZAP-
cDNA Synthesis Kit" (Stratagene) segin las recomendaciones
del fabricante. E1 cADN de doble cadena se insertd entre

los sitios de restriccién EcoRI y XhoI del vector fagico

MZAP, situando la regién 5' de los transcritos al lado del

sitio EcoRI. La genoteca fue empaquetada con extractos de

empaguetamiento "Gigapack II Gold" (Stratagene) generando
alrededor de 10° clones independientes.

El rastreo de esta genoteca de cADN se realizd con-
., Fritsch,
E.F. y Maniatis, T. (1.989) Molecular Cloning: A Laboratory

forme a procedimientos estandar (Sambrook, J

Manual, 2°* ed., Cold Spring Harbour Laboratory Press, New
vYork), utilizando como sonda un fragmento EcoRV de 1.174 pb

interno al gen pahA (Figura 5). De esta forma se aislaron

doce clones recombinantes positivos, (denominados desde #1
hasta #12) y se eligidé para su caracterizacién el clon con
el inserto de mayor tamafio (aproximadamente 1.600 pb). Se-
guidamente se determind la secuencia de nucledtidos com-
pleta de este clon, observando que incluia un marco abierto
de lectura (ORF) de 1.548 pb, el cual codifica para un
polipéptido de 516 aminocdcidos con un peso molecular de
58.112 Da y una identidad del 84 % con la secuencia de ami-

noacidos de la proteina codificada por el gen phacA de A.
nidulans. Como ocurria con su gen homblogo de A. nidulans,

la investigacién de las bases de datos mostrd una identidad

considerable de la proteina PahA con miembros de la familia
de proteinas P450. La proteina PahA contiene la secuencia

Gly-X-Gly-X-X-X-Cys-X-Gly (residuos 430-438, SEQ 1ID NO:4)

que caracteriza este tipo de proteinas (véase la Descrip-
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cidén Detallada de esta invencidn). De estos resultados se
concluye que el gen pahA de P. chrysogenum es el homélogo

del gen phacA de A. nidulans.

EJEMPLO 3. INACTIVACION DEL GEN phacA DE A. nidulans
MEDIANTE GENETICA INVERSA.

El alelo silvestre del gen phacA de A. nidulans fue

sustituido por un alelo mutado, en el cual se habia supri-
mido parte de su regidén codificante, presumiblemente esen-
cial para su funcién (residuos 298 a 392 en SEQ ID NO:1),

siendo sustituida por el gen argB. Por lo tanto, esta mani-
pulacién genética trunca el gen phacA en el coddn 297

generande un alelo mutado nulo.

Por otra parte, se purificé un fragmento KpnI-EcoRI de

1,7 kb, a partir de pBS-FG4B (Figura 4) y se subclond en
pUC18 digerido con estas dos enzimas, originando el plas-

mido pUCB. Seguidamente, se purificé un fragmento Nael de

1,9 kb a partir de pBS-FG4A (Figura 4) y se clond en

pBluescript SK(+) digerido con SmaI. Se selecciond un
plasmido en el que la cadena codificante del gen phacA in-
completo (comenzando en el sitio NaeI) se encontraba en la

misma orientacién que el gen que codifica para B-galacto-
sidasa en el vector. Este plésmido fue denominado pBSA.

Se purificé un fragmento de ADN de XbaI-HindIII a partir de
pBSA vy se insertd en pUCB digerido con XbaI-HindIII, ori-

ginando el plésmido pUCA-B. Finalmente, se insertd un frag-
mento de ADN de 3,2 kb, que contenia el gen argB® de A.

nidulans en el f{nico sitio XbaI de pUCA-B, para dar
pPhacA::argB’. Comenzando a partir del promotor lacz de

pUC18, pPhacA::argB incluye un fragmento de 0,94 kb de la
regién 5' del gen phacA, seguido secuencialmente por los
primeros 297 codones de su secuencia gendmica, el fragmento

de 3,2 kb que contiene el gen argB, la secuencia gendmica
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del gen phacA correspondiente a los codones 393-518 y 1,2

kb de la regién 3' del gen phacA. Un fragmento lineal que

contenga todas estas regiones puede purificarse a partir

del plésmido mediante digestidén EcoRI (Figura 6).

Asimismo, se puede construir por transformacién una

cepa de A. nidulans que incluya una mutacién de disrupcidn-
delecién en el gen phacA utilizando este fragmento lineal de
EcoRI y siguiendo la estrategia resumida en esquema descrito
anteriormente. Para ello, se transformaron protoplastos de
la cepa de A. nidulans biAl, methGl, argB2, con 2 ug de

dicho fragmento de ADN, utilizando el protocolo de Tilburn,
J., Scazzocchio, C., Taylor, G.G., Zabicky-Zissman, J.H.,
Lockington, R.A. y Davies, R.W. (1.983) Gene 26: 205-211.
Los transformantes se seleccionaron por prototrofia de
arginina usando un medio selectivo apropiado y seguidamente
se purificaron. Se aislé ADN del micelio correspondiente a

una serie de transformantes, se digirid con PstI y se ana-
1izé por hibridacién de Southern, utilizando sondas especi-
ficas de los genes phacA y argB. Varios transformantes mos-
traron el patrén de hibridacién esperado para el suceso de
doble entrecruzamiento que se muestra en la Figura 1. Por
ejemplo, usando como sonda el fragmento PstI de 0,9 kb del
gen phacA (véase la Fig. 4), se comprobd que la banda de
hibridacién individual PstI de 0,9 kb de la cepa receptora
habia sido sustituida por una banda de 3,8 kb en los trans-
formantes que presentaban el tipo de integracidn que se

muestra en la Figura 1. Esta banda también hibriddé con la

sonda argB. Dos de estos transformantes se eligieron para su
posterior caracterizacién y fueron designados AphacA #1 Yy

AphacA #2. Estas cepas transformadas poseian capacidad para

crecer en medios de cultive con fenilalanina, 2-hidroxi-
fenilacetato o 2,5-dihidroxifenilacetato como tunica fuente
de carbono, pero por el contrario, no crecian en medios de

cultivo con fenilacetato como tnica fuente de carbono. Esto
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respalda la conclusién de que la enzima citocromo P450

codificada por el gen phacA de A. nidulans (y por extensién
la codificada por el gen pahA de P. chrysogenum) posee una

actividad que hidroxila fenilacetato a 2-hidroxifenilace-
tato, catalizando esta actividad el primer paso de la via de

utilizacién de fenilacetato en A. nidulans (ver Estado de la
Técnica). La cepa de A. nidulans AphacA #1, que era fenoti-

picamente indistinguible de la cepa AphacA #2, se ha deposi-

tado en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT),
Universidad de Valencia, Edificio de Investigacidén, Campus
de Burjasot, 46100, Valencia, con fecha 19 de Junio de 1996,
como A. nidulans biAl veAl methGl argB2 phacA :: [pPhacA

argB’] con el numero de acceso CECT 20195. La obtencibén de

transformantes de P. chrysogenum con el gen pahA inactivado

es muy evidente para cualquier experto en el arte. Simple-

mente consistiria en aislar el gen pahA de P. chrysogenum
por hibridacién con el con el gen phacA de A. nidulans

presente en el transformante CECT 20195 o alternativamente
mediante hibridacidén con oligonucledtidos sintéticos basados
en SEQ ID No:1. Posteriormente y utilizando el pléasmido
pALfleo7 (depositado en la Coleccidén Espafiola de Cultivos
Tipo (CECT), Universidad de Valencia, Edificio de Investiga-
cién, Campus de Burjasot, 46100 Valencia, con fecha 20 de
Febrero de 1997, como CECT 4849) se construiria el plasmido
pALP696 tal y como se indica en la figura 7 de la presente
patente.

EJEMPLO 4. ENSAYO DE LA INACTIVACION DE LA FUNCION DEL GEN
phacA Y DEL INCREMENTO EN LA PRODUCCION DE PENICILINA.

Para comprobar si eliminando la actividad fenilacetato

2-hidroxilasa codificada por el gen phacA se conseguia una

produccién de penicilina mejorada, se realizaron experimen-

tos para medir los niveles de penicilina producidos por la
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cepa AphacA en comparacién con una cepa phacA'. Ambas cepas

fueron comparadas mediante fermentacidn en matraz en un me-
dio minimo que contenia 2,5 % (p/v) de lactosa como prin-
cipal fuente de carbono y 2,5 % (p/v) de corn steep sblido,
con diferentes cantidades de fenilacetato sdédico (en p/v)
segin se indica. Los cultivos se inocularon en todos los
casos con igual ndmero de conidiosporas viables (2 x 10°/ml)
y se incubaron a 37°C con agitacién orbital (250 r.p.m.).
Se tomaron muestras a diferentes tiempos, se filtraron a
través de Miracloth y los sobrenadantes se utilizaron para
medir por biocensayo la penicilina producida.

Para el bioensayo se mezclé 1 ml de un cultivo de

Micrococus luteus crecido hasta una DO*° = 6 con 1 1 del me-

dio Antibiotic N° 1 (Dich) a 50°C. Esta mezcla se vertid
en placas Petri de 13,6 cm (65 ml/placa). En pocillos de 8

mm de didmetro se dispusieron muestras de 100 ul correspon-
dientes a los sobrenadantes de los cultivos (adecuadamente
diluidas en tampén de fosfato sédico 10 mM, pH 6,8). Las
placas se incubaron durante 2 horas a 4°C y a continuacidén
durante otras 22 h a 37°C. Posteriormente se mididé el dia-
metro de losg halos de inhibicién del crecimiento bacteriano
originados por la penicilina presente en las muestras y se
estimd la cantidad de antibidético comparando con una recta
de calibracién realizada con diferentes cantidades de
penicilina G potésica.

La Figura 3 muestra que los niveles mds altos de peni-

cilina correspondientes a la cepa control phacA' se obtuvie-

ron a las 24 horas utilizando un 0,125 % de fenilacetato en
el medio de produccién. El nivel de produccién alcanzado a
este tiempo fue de 1,8 ug/ml penicilina. La disminucidn a
la mitad de la concentracién de fenilacetato redujo los
niveles méaximos de penicilina producidos por esta cepa a
1,1 pg/ml.

La Figura 3 también muestra que, en marcado contraste,

los niveles mas altos de penicilina en un cultiveo de la
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cepa AphacA alcanzaron 5,6 pg/ml, es decir, niveles 3,1 ve-
ces mas altos que los de su cepa parental. Ademas, como
resultado de la inactivacién del gen phacd, el incremento

de produccién de penicilina no se vio afectado por la
reduccién de la concentracién inicial de fenilacetato al
0,0625 %.

Se concluye que una mutacién de disrupcidén-delecidn
del gen phacA que codifica una actividad fenilacetato 2-
hidroxilasa, realizada por medic de técnicas de genética
inversa como se esquematiza en la Figura 1, origina al me-

nos dos ventajas en la produccidén de penicilina por A.
nidulans: (i) los niveles de penicilina se elevan consi-

derablemente y (ii) la produccién de penicilina depende en

menor grado del suministro externo de fenilacetato.

Descripcidn detallada de las figquras.

Figura 1: Estrategia usada para generar una mutacidn de

disrupcién-delecién en el gen phacA de A. nidulans mediante

recombinacién homdloga. Los supuestos entrecruzamientos se
muestran con cruces grandes en negrita.
Figura 2: Estrategia usada para generar una mutacién de

disrupcién-delecién en el gen pahA de P. chrysogenum me-

diante recombinacién homdloga. Los supuestos entrecruza-
mientos se muestran con cruces grandes discontinuas.
Figura 3. Produccién de penicilina de una cepa transformada

phacA::argB de A. nidulans en comparacién con una cepa de
tipo silvestre (phacA’). Abcisas: tiempo en horas (h); Orde-

nadas: produccién de penicilina (pg/ml). Linea continua:
Concentracién de fenilacetato de 0.125%; Linea disconti-
nua : Concentracidn de fenilacetato de 0.0625%.

Figura 4: Mapa de restriccién de la regién genbmica que in-
cluye el gen phacA de A. nidulans, mostrando los fragmentos

gque fueron subclonados para generar pFG4A y pFG4B. En trazo
oscuro los 3 intrones.
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Figura 5: Mapa de restriccién de la regién gendmica que
incluye el gen pahA de P. chrysogenum, mostrando el frag-
mento XhoI de 2,55 kb que fue subclonado para gJgenerar

pALP520. En trazo mas oscuro los 3 intrones.
Figura 6: Mapa de restriccidén y caracteristicas relevantes
de la construccién de inactivacidén pPhacA::argB’. En trazo

oscuro la regién de secuenciacidén gque incluye el gen phacAi;

En trazo blanco las zonas flanqueantes anterior y posterior

al gen phacA; En trazo rayado la regién arghs’.

Figura 7: Mapa de restriccién y caracteristicas relevantes
de la construccién de inactivacidén pALP696. En trazo OscCuro

la regién de secuenciacién que incluye el gen pahA (1.745

pb); En trazo blanco las zonas flangueantes anterior y pos-

terior al gen pahA (4.143 pb); En trazo rayado la regidén de

resistencia a bleomicina, gen ble® (2.048 pb).
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LISTADO DE SECUENCIAS

INFORMACION GENERAL:

SOLICITANTE:
NOMBRE: ANTIBIOTICOS, S.A.U.
CALLE: Avda. de Burgos, 8-A
CIUDAD: Madrid
ESTADO O PROVINCIA: Madrid
PAIS: Espafia
CODIGO POSTAL: 28036
TELEFONO: 91-3841200
FACSIMIL: 91-3841220

TITULO: "PROCEDIMIENTO DE INACTIVACION DE GENES QUE
CODIFICAN PARA ENZIMAS DEL CATABOLISMO DEL
FENILACETATO, PLASMIDOS QUE INTERVIENEN Y
CEPAS TRANSFORMADAS CON LOS MISMOS™.

NUMERO DE SECUENCIAS: 4

DIRECCION PARA CORRESPONDENCIA:
DESTINATARIO: ANTIBIOTICOS, S.A.U.
CALLE: Avda. de Burgcs, 8-A
CIUDAD: Madrid
ESTADO O PROVINCIA: Madrid
PAIS: Espafia
CODIGO POSTAL: 28036

FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:
TIPO DE MEDIO: DISCO 3.5"
ORDENADCR: PC
SISTEMA OPERATIVO: WINDOWS
SOPORTE LOGICO: WORD
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INFORMACION SOBRE EL ABOGADO/AGENTE:
NOMBRE: ALBERTO DE ELZABURU
NUMERO DE REGISTRO: 232/1
NUMERO DE REFERENCIA/REGISTRO: PCT-42

INFORMACION SOBRE TELECOMUNICACIONES:
TELEFONO: 91 7009400
FACSIMIL: 91 3193810

TELEX O CORREO ELECTRONICO: elzaburu@elzaburu.es

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO.: 1

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 1986 pares de bases

TIPO: nucléotidos

NUMERO DE HEBRAS: 2

CONFIGURACION: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADN gendmico
HIPOTETICA: NO

ANTI-SENTIDO: NO

FUENTE DE ORIGEN: Aspergillus nidulans
FUENTE INMEDIATA: plasmido pPhacA::argB’
POSICION EN EL GENOMA: desconocida
CARACTERISTICA:

NOMBRE/CLAVE: secuencia codificante
SITUACION: 82..1810

OTRAS INFORMACIONES: gen phacA

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 1

C CAGCCAGATA TAAAGGCCGT
CCTTAGACGA CTTGATCTTA CTCTGGTTTC TAAAAGTTCA CTGATTATCG CAAGGTATCC
ATG TCT CTT CAA ACA ATC GGG ATC GCC GCT GTC GCG GTG GTC TAT TTT
Met Ser Leu Gln Thr Ile Gly Ile Ala Ala Val Ala Val Val Tyr Phe

5 ” 10 15

21
81
129
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cTC

Leu

CCT

Pro

GAC

Asp

GTT
Val

65

ATC

Ile

GAA

Glu

CAG
Gln
50

TTC

Phe

CGC

Arg

GTT
val
35

CAC

His

CAG
Gln

TAC
Tyr
20

CCA

Pro

GCG

Ala

GTT

vVal

AGAC GACAATATTG

AAC

Asn

CTC
Leu
95

TCT

Ser

CGT

Arg

TCG

Ser

TTG

Leu

TAC
Tyr

175

ACC
Thr
80

ATC

Ile

CAG

Gln

CGT

Arg

TAT

Tyr

CTC
Leu
160
TTC

Phe

TTC
Phe

TCC

Ser

GGA

Gly

CGG

Arg

ATG
Met
145
AGG

Arg

CAG

Gln

GAC

Asp

CGG

Arg

TTC

Phe

AAG
Lys
130
CCT

Pro

GAT

Asp

CGG

Arg

TTC

Phe

GGC
Gly

ACC
Thr

CGC

Arg

AAC

Asn

GTA

val

GTA

Val

ATG
Met

70

CGC

Arg

CCG

Pro

GCG
Ala
55

GGG
Gly

ACA
Thr

ATC
Ile
40

CAG
Gln

AAT

Asn

- 25 -

GAC ATC

Asp
25
TTT

Phe

Lys

AAA

Lys

Ile

GGC
Gly

TGG

Trp

GTGAGTTCAG TGTCTGCATT TGTAAC

CCA

Pro

AAC

Asn

GCG

Ala

CGAGAATAAT TCTGACCTAA CACAG

TCT

Ser

CCG

Pro

ACC
Thr
115
GCT
Ala

ATT

Ile

AGC

Ser

TTC
Phe

GTC

val

ACC
Thr
100
ATC

Ile

GCA

Ala

ATC

Ile

GCG
Ala

GCG
Ala

180

CGT
Arg
85

TTT

Phe

GGA

Gly

GCT

Ala

GAT

Asp

AAT
Asn
165
TTG

Leu

CAG

Gln

CAC

His

ACG

Thr

ACA

Thr

CTT
Leu
150
GGA
Gly

AAC

Asn

CTA

Leu

ACC

Thr

TCG

Ser

GCC
Ala
135
GAG
Glu

ACA
Thr

ACG

Thr

TGG

Trp

TTC

Phe

CCG
Pro
120
TTG

Leu

TCG

Ser

ATG

Met

AGC

Ser

ATC

Ile

CAC
His
105
TGG

Trp

AAC

Asn

ATG

Met

GAT

Asp

TTA
Leu

185

AAG

Lys

CTC

Leu

AAG
Lys
60

CGC

Arg

Lys
90
AGT

Ser

GAC

Asp

CGC

Arg

TCG

Sexr

ATC
Ile
170
ACA
Thr

ATC

Ile

ATC
Ile
45

AAA

Lys

GTT
vVal
75

GAT

Asp

GTA

Val

GAG
Glu

CCG

Pro

AGT
Ser
155
AAC

Asn

TTG

Leu

ARG
Lys
30

CAG

Gln

TTT

Phe

GTC

vVal

Gln

GTT

Val

TCG

Ser

GCT
Ala
140
ATC

Ile

CCG

Pro

ARAC

Asn

PCT/ES98/00101
GGT CTC 177
Gly Leu
CTC GGT 225
Leu Gly
GGA CCT 273
Gly Pro

TTC

Phe

TCC

Ser

TCC

Ser

TGC
Cys
125
ACC
Thr

CGG

Arg

ACA

Thr

TAT

Tyr

GCA

Ala

GCG
Ala

AGC
Ser
110
AAG

Lys

CAG
Gln

GAA

Glu

GCG
Ala

GGA
Gly
190

326

380

428

476

524

572

620

668

716
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ATC

Ile

GAT

Asp

CAG

Gln

GCT

Ala

GAT
Asp
255
ACT

Thr

CGA

Arg

GTC

Val

GAC

Asp

GAG
Glu
240
GTT

Val

GGA
Gly

ATC

Ile

GAG

Glu

TAT
Tyr
225
GAG

Glu

CTC

Leu

AAC

Asn

GAG
Glu

CGC
Arg
210
ATC

Ile

TTC

Phe

AMG

Lys

ATC

Ile

GGC
Gly
195
GGG
Gly

CCG

Pro

CGG

Arg

GAT

Asp

CTC
Leu

275

AAT

Asn

GTG

Val

CTC

Leu

GTG
Val

CGC
Arg
260
ARAR

Lys

GTG

val

TCG

Ser

CTG

Leu

CGG
Arg
245
ATT

Ile

GAC

Asp

CCGTC CGGTCCTGTC CGCGCTTGAA

ATT

Ile

CCG

Pro

CAA

Gln

GAC
Asp
335
GTC

Val

AAR

Lys

GGC

Gly

AGG
Arg
320
GGC

Gly

ACA

Thr

TCG

Ser

AAC
Asn
305
ATC

Ile

GAT

Asp

GCT

Ala

ATC
Ile
290
TTG

Leu

CAG

Gln

GCA

Ala

TTG

Leu

TGC

Cys

ATC

Ile

AAG

Lys

TGG

Trp

GTC
Val

355

TTG

Leu

ATG

Met

CGC

Arg

GAG

Glu

340

Lys

ACC

Thr

GGC

Gly

GCC

Ala

325

Lys

GAA

Glu

AAC

Asn

AAC

Asn

AGA
Arg
230
AGA

Arg

GCA

Ala.

CccT

Pro

GAT

Asp

TTC
Phe
215
ATC

Ile

GAC

Asp

AAG

Lys

GAG
Glu

GAG
Glu
200
CGG

Arg

TTC
Phe

AAG

Lys

GGA
Gly

GCT
Ala
280

CTT

Leu

AGT

Ser

CCG

Pro

TAT

Tyr

ACC
Thr
265
AAG

Lys

TTG

Leu

ACC
Thr

ARG

Lys

CTT
Leu
250
GAC

Asp

CTC

Leu

CGC

Arg

AGC

Ser

ATG
Met
235
ACC
Thr

AAG

Lys

AAT

Asn

GAA
Glu

AAC
Asn
220
AAC

Asn

TAT

Tyr

CCccC

Pro

GAT

Asp

PCT/ES98/00101
ATT GTC 764
Ile Val
205
CAG TGG 812
Gln Trp
CGC GAG 860
Arg Glu
CTT TTG 908
Leu Leu
TGT ATT 956
Cys Ile

270
G GTATG 1004

GGAAAATAAA GATTAACAGA GTCTAG CC

ATG

Met

ATC
Ile
310
CAC

His

TGC

Cys

ACC

Thr

GTC
Val
295
GCG
Ala

GAC

ASp

CTG

Leu

CTC

Leu

TCC

Ser

TAC

Tyr

GAG

Glu

CTC

Leu

CGC
Arg
360

GCC

Ala

CcTC

Leu

ATC

Ile

GAA
Glu
345
TTC
Phe

GGC
Gly

GCC

Ala

ATG
Met
330
GAG
Glu

TGG

Trp

CTC

Leu

TCC

Ser

315

Lys

Lys

ACT

Thr

GAT
Asp
300
GAA

Glu

GTC

Val

GTC

Val

GTC

vVal

Ala
285
ACT

Thr

GAC

Asp

TAC

Tyr

ccc

Pro

ATT
Ile
365

GAG
Glu

GTT
vVal

GGC
Gly

CCG

Pro

TAC
Tyr
350
ccc

Pro

1060

1108

1156

1204

1252

1300
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ATC

Ile

GTT

Val

TAC

Tyr

TAC
Tyr
415
GGC

Gly

TGT

Cys

ATC

Ile

GAC
Asp
400
CTC

Leu

GCG

Ala

CTG

Leu

CCT
Pro
385
GAA
Glu

ACC

Thr

GGC
Gly

CCT
Pro
370
AAG

Lys

ACA

Thr

GCC
Ala

TCG

Ser

ACTG ATTTATTATG

TTC

Phe

AAG

Lys

ATC

Ile

480

Lys

GAG
Glu

AGCGCAATTT ATACTTAGCT GGGACATGGT CGATTGGAGT ATACTGATTT CAGCAACAGC

GCAAATAAAA ATAAGGCAAC CAATAGAAAT GCAACAATAT GCAATCTCCC AAGACCATTA

ACC

Thr

AGG
Arg
465
CCG

Pro

CCG

Pro

AGG

Arg

GCT
Ala
450
GCT
Ala

ACC

Thr

AGA

Arg

ACG

Thr

TAC

Tyr

GAG

Glu

GCT

Ala

GAT

AsSp

AAG
Lys
515

AGA

Arg

GGA

Gly

CAC

His

TCA

Ser

CGC
Arg
435

AAG

GTC
vVal

GAT

AsSp

TTG

Leu

CCT
Pro
500
CAC

His

GAA
Glu

ACG
Thr

TTC
Phe

TCT
Ser
420
ATG

Met

TGC

Cys

CGT

Arg

CGG

Arg

ACG
Thr
485
GTC
val

CTG

Leu

AAC

Asn

ACC

Thr

ACC
Thr
405
GAC

Asp

ACC

Thr

TTT
Phe
390
AAT

Asn

GGC
Gly

AAG
Lys
375
TTC

Phe

CCA

Pro

TCC

Ser

GAT

Asp

ATG

Met

CAC

His

GGC
Gly

ATT

Ile

AAC

Asn

GCC

Ala

ACT
Thr

425

GTC

val

GCC

Ala

TTT
Phe
410
CCA

Pro

TGG

Trp

TAC
Tyr
395
GAA
Glu

CAC

His

AAC
Asn
380
GCT
Ala

CCA

Pro

TAC

Tyr

PCT/ES98/00101
GGA GCC 1348
Gly Ala
GCA GAC 1396
Ala Asp
GAA CGC 1444
Glu Arg
GGC TAC 1492
Gly Tyr

430

GTACCTCCCC CACAACCCAC ATGTTATATA GACAAT

GCT

Ala

-CTG

Leu

CCG
Pro
470
ACG

Thr

TTG

Leu

AAT

Asn

AATGGTTGAT CAGATGATCC CAAG

GGC
Gly

ATC
Ile
455
ATC

Ile

GAG
Glu

GTA

vVal

TAGTTTTTCT TTTCTTTCTT GCGTGCAAGT TAC

TCG
Ser
440
ACA

Thr

CTC

Leu

CCG

Pro

AGG

Arg

CAT

His

GCA
Ala

GAT

Asp

ARG

Lys

ARRA
Lys
505

CTT

Leu

TTT

Phe

GCG

Ala

CcccC
Pro
490
TGG

Trp

GCG

Ala

ACC

Thr

ATT
Ile
475
TTC

Phe

ATT

Ile

AAC

Asn

ATG
Met
460
GAG

Glu

AAG

Lys

GCG

Ala

CGC
Arg
445
CAT

His

TGT

Cys

GTT

Val

GAG

Glu

GAG
Glu

CCA

Pro

AAT

Asn

GGG
Gly

AGT
Ser

510

CTC

Leu

GCT
Ala

GCG
Ala

TTT
Phe
495
GAG
Glu

1546

1596

1644

1692

1740

1788

1842

1902
1962
1986
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INFORMACION PARA LA SEQ ID NO.: 2

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 518 aminoacidos

TIPO: aminocacidos

NUMERO DE HEBRAS: 1

CONFIGURACION: lineal

TIPO DE MOLECULA: péptido

FUENTE DE ORIGEN: Aspergillus nidulans
CARACTERISTICA:

OTRAS INFORMACIONES: secuencia de amincéacidos del

enzima fenilacetato 2 hidroxilasa
CARACTERISTICA:

OTRAS INFORMACIONES: Peso molecular 58455 Da.

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA SEQ ID NO: 2

Met Ser Leu Gln Thr Ile Gly Ile Ala Ala val Ala Val Vval Tyr

Phe Leu Ile Arg Tyr Phe Asn Arg Thr Asp Ile Pro Lys Ile Lys
20 25 30

Gly Leu Pro Glu Val Pro Gly Val Pro Ile Phe Gly Asn Leu Ile
35 40 45

Gln Leu Gly Asp Gln His Ala Thr Val Ala Gln Lys Trp Ala Lys
50 55 60

Lys Phe Gly Pro Val Phe Gln Val Arg Met Gly Asn Lys Arg Val
65 70 75

Val Phe Ala Asn Thr Phe Asp Ser Val Arg Gln Leu Trp Ile Lys
80 85 90

Asp Gln Ser Ala Leu Ile Ser Arg Pro Thr Phe His Thr Phe His
95 100 105

Ser Val Val Ser Ser Ser Gln Gly Phe Thr Ile Gly Thr Ser Pro
110 115 120

Trp Asp Glu Ser Cys Lys Arg Arg Arg Lys Ala Ala Ala Thr Ala
125 130 135

Leu Asn Arg Pro Ala Thr Gln Ser Tyr Met Pro Ile Ile Asp Leu
140 145 150

Glu Ser Met Ser Ser Ile Arg Glu Leu Leu Arg Asp Ser Ala Asn
155 160 165

Gly Thr Met Asp Ile Asn Pro Thr Ala Tyr Phe Gln Arg Phe Ala
170 175 180

Leu Asn Thr Ser Leu Thr Leu Asn Tyr Gly Ile Arg Ile Glu Gly
185 190 195

Asn Val Asn Asp Glu Leu Leu Arg Glu Ile Val Asp Val Glu Arg
200 205 210
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Gly

Ile

Glu

Val

Thr

Glu

Thr

Glu

LS

Glu

Phe

AsSp

Phe

Asn

Pro
Lys

Glu

Val Ser
Pro Leu
Phe Arg
Leu Lys
Gly Asn
Ile Lys
val Pro
Asp Gly
Val Tyr
Lys Val
Trp Thr
Ile Val
Met Asn
Pro His
-Gly Ser
Cys Ala
Val Arg
Glu Asp
Thr Ala
Pro Arg

Glu Arg

Asn
Leu
Val
Asp
Ile
Ser
Gly
Gln
Pro
Pro
Val
Trp
Ala
Ala
Gly
Gly
Leu
Arg
Leu
Asp

Thr

Phe
215
Arg
230
Axrg
245
Arg
260
Leu
275
Ile
290
Asn
305
Arg
320
Asp
335
Tyr
350
Ile
365
Asn
380
Tyr
395
Phe
410
Thr
425
Ser
440
Ile
455
Pro
470
Thr
485
Pro
500
Lys
515

INFORMACION PARA

Arg
Ile
Arg
Ile
Lys
Cys
Leu
Ile
Gly
vVal
Pro
Gly
Ala
Glu
Pro
His
Thr
Ile
Thr
Val

His

LA

Ser

Phe

AsSp

Ala

Asp

Leu

Ile

Gln

Asp

Thr

Ile

Ala

Ala

Pro

His

Leu

Ala

Leu

Glu

Leu

Leu

Thr

Pro

Lys

Lys

Pro

Thx

Met

Lys

Ala

Ala

Cys

Val

Asp

Glu

Tyr

Ala

Phe

Asp

Pro

Val

Asn

SEQ ID

CARACTERISTICAS DE LA

LONGITUD:
TIPO:

nucléotidos
NUMERO DE HEBRAS:
CONFIGURACION: lineal
TIPO DE MOLECULA: ADN genémico

2

Ser
Lys
Tyr
Gly
Glu
Met
Gly
Axg
Trp
Leu
Leu
Ile
Tyr
Arg
Gly
Asn
Thr
Ala
Lys

Arg

NO.:

g9 -

Asn
220
Met
235
Leu
250
Thr
265
Ala
280
Val
295
Ile
310
Ala
325
Glu
340
Val
355
Pro
370
Pro
385
Asp
400
Tyr
415
Tyr
430
Arg
445
Met
460
Ile
475
Pro
490
Lys
505

3

Gln
Asn
Thr
Asp
Lys
Ser
Ala
His
Lys
Lys
Arg
Lys
Glu
Leu
Gly
Glu
His
Glu
Phe

Trp

Trp

Arg

Tyr

Lys

Leu

Ala

Tyr

Asp

Cys

Glu

Glu

"Gly

Thr

Thr

Ala

Leu

Pro

Cys

Lys

Ile

SECUENCIA:

2558 pares de bases

Gln
Glu
Leu
Pro
Asn
Gly
Leu
Glu
Leu
Thr
Asn
Thr
His
Ala
Gly
Phe
Ala
Asn
vVal

Ala

Asp
Ala
Leu
Cys
Asp
Leu
Ala
Ile
Leu
Leu
Thr
Thr
Phe
Ser
Ser
Thr
Lys
Ala
Gly

Glu

PCT/ES98/00101

Tyr
225
Glu
240
Asp
255
Ile
270
Ala
285
ASp
300
Ser
315
Met
330
Glu
345
Arg
360
Lys
375 B
Phe
390
Thr
405
Ser
420
Arg
435
Ala
450
Arg
465
Ile
480
Phe
495
Ser
510
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PCT/ES98/00101
- 30 -
HIPOTETICA: NO
ANTI-SENTIDO: NO
FUENTE DE ORIGEN: Penicillium chrysogenum
FUENTE INMEDIATA: plasmido pALP520
POSICION EN EL GENOMA: desconocida
CARACTERISTICA:
NOMBRE/CLAVE: secuencia codificante
SITUACION: 371..2094
CARACTERISTICA:
OTRAS INFORMACIONES: gen pahA
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA SEQ ID NO: 3
CTCGAGAAGG TCTGTTGACA CGAGTCCACA AGATGTTGCG AAGTATATAA TATGAGAAAT 60
GGATATACAG CGGAAAATTG AAGTTTCATT CCGCGGGGGC GGGGAACAAG AGGAAGCGCG 120
GAATGAACAT TCCGTCTATG CGCGGTGGAG AGATCTTCGA ACTGGGGACT TGTGGACTTG 180
GACCTATGAG AGAGCTGCCT TTACTGATTC TGGGACTTGT GGCCAATGAA ACATGTCATG 240
GATGTTACAG CTTTCTTTAT GCGACTCTCT AAACTCGGAA ATATGCCGTA GCCGAAATGC 300
AGGABAGGCT GGGCTATAAG AGATGCATGC TCCCACCGAA CGTCTGCAAT TCCTTGTTTC 360
ACTCTATATC ATG GCC ATC CAA ACA CTC GCA GTC GCC GTG ATC ACG GTG GTC 412
Met Ala Ile Gln Thr Leu Ala val Ala Val Ile Thr Val val
5 10
TAT TTC GTC ATT CGA TAC TTC AAC CGC ACT GAT ATC CCT AAG ATT AAA 460
Tyr Phe Val Ile Arg Tyr Phe Asn Arg Thr Asp Ile Pro Lys Ile Lys
15 20 25 30
GGC CTC CCG GAG ATT CCT GGT ATA CCC ATA TTT GGC AAT CTA TTG CAG 508
Gly Leu Pro Glu Ile Pro Gly Ile Pro Ile Phe Gly Asn Leu Leu Gln
35 40 45
CTA GGA GAT CAA CAT GCC ACA GTC ACG GGG ARA TGG GCA AAG AAA TTT 556
Leu Gly Asp Gln His Ala Thr Vval Thr Gly Lys Trp Ala Lys Lys Phe
50 55 60
GGC CCA GTT TTC CAA GTG CGC ATG GGA AAC AAG GTAAGTAATC AAATAATCTT 609
Gly Pro val Phe Gln Val Arg Met Gly Asn Lys

65 70
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TTAAATCGGA CATTCTGATA ATCTAATGCC CTTTTAG CGC ATC GTG TTC GCC AAC 664
Arg Ile Val Phe Ala Asn
75

GEC TTT GAC TCC GTT CGT CAA TTG TGG ATT AAG GAC TCG TCG GCT CTG .712
Gly Phe Asp Ser Val Arg Gln Leu Trp Ile Lys Asp Ser Ser Ala Leu

80 85 90 95
ATC TCC CGC CCA ACT TTC CAC ACT TTC CAC AGC GTC GTC TCC AGT TCA 760
Ile Ser Arg Pro Thr Phe His Thr Phe His Ser Val Val Ser Ser Ser

100 105 110

CAG GGC TTC ACG ATC GCGA ACT TCC CCG TGG GAT GAT TCC TGT AAG AARA 808

Gln Gly Phe Thr Ile Gly Thr Ser Pro Trp Asp Asp Ser Cys Lys Lys
115 120 125

CGT CGC AAG GCA GCT GCC ACT GCG CTG AAT CGA CCG GCC GTG CAA TCG 856

Arg Arg Lys Ala Ala Ala Thr Ala Leu Asn Arg Pro Ala Val Gln Ser
130 135 140
TAT ATG CCC ATC ATC GAT CTT GAA TCC AAT TCC AGC ATC ARA GAA CTG 904
Tyr Met Pro Ile Ile Asp Leu Glu Ser Asn Ser Ser Ile Lys Glu Leu
145 150 155

TAC CGG GAC AGC CAA AAT GGC AAA CGT GAT GTG AAT CCC ACT GCA TAC 952
Tyr Arg Asp Ser Gln Asn Gly Lys Arg Asp Val Asn Pro Thr Ala Tyr

160 165 170 175
TTC CAG CGA TAC GCT TTC AAC ACC AGT TTG ACT TTG AAC TAT GGA TTC 1000
Phe Gln Arg Tyr Ala Phe Asn Thr Ser Leu Thr Leu Asn Tyr Gly Phe

180 185 190
CGC ATC GAG GGC AAT GTG GAT GAT ACG CTG CTG CAT GAG ATT GTG GAT 1048
Arg Ile Glu Gly Asn Val Asp Asp Thr Leu Leu His Glu Ile Val Asp
195 200 205
GTG GAG CGT GGT GTG TCC AAC TTC CGC AGC ACT TCG AAC AAC TGG CAG 1096
val Glu Arg Gly Val Ser Asn Phe Arg Ser Thr Ser Asn Asn Trp Gln
210 215 220
GAC TAC ATT CCC CTA TTG CGC ATT TTC CCC AAG ATG AAC AAT GAG GCC 1144
Asp Tyr Ile Pro Leu Leu Arg Ile Phe Pro Lys Met Asn Asn Glu Ala
225 230 235

CCT GAC TTC CGG GGT CGC CGT GAT AAA TAT CTG ACC TAC TTG CTC GAT 1192
Ala Asp Phe Arg Gly Arg Arg Asp Lys Tyr Leu Thr Tyr Leu Leu Asp

240 245 250 255
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ATG

Met

GGT

Gly

CTC

Leu

AAT

Asn

ARG

Lys

ATC

Ile

GAT

Asp

TTG
Leu

275

- 32

CGA ATC GCC ARG GGA ACC

Arg Ile Ala Lys Gly Thr

260

265

AAG GAT CCC GAG GCT AAG

Lys Asp Pro Glu Ala Lys

280

GAT

Asp

CTG

Leu

AAATCTCGCG AAATCTTTGT GAATGTTGGT ATTGAGTACT

GAG
Glu

GTT

Val

GGC

Gly

CCG

Pro

TAT
Tyr
350
CCT

Pro

GCT

Ala

GTG

val

CCG

Pro

CAA

Gln

GAC
Asp
335
GTG

val

ATT

Ile

ACA

Thr

ARA

Lys

GGC
Gly

AGA
Arg
320
GGC
Gly

ACG

Thr

TGT

Cys

ATC

Ile

TCG

Ser

AAC
Asn
305
ATT

Ile

GAT

AsSp

GCA

Ala

CTG

Leu

CCT
Pro

385

ATC
Ile
290
TTG

Leu

CAG

Gln

GCT

Ala

CTG

Leu

CCA
Pro
370
cee

Ala

TGT

Cys

ATT

Ile

Lys

TGG

Trp

GTC
val
355
CGC

Arg

GGG
Gly

TTG

Leu

ATG

Met

AAG

Lys

GAG
Glu
340
ARG

Lys

GAG
Glu

ACG

Thr

ACT

Thr

GGA

Gly

GCC
Ala
325

Lys

GAG

Glu

AGC

Ser

ACC
Thr

ATG

Met

ATT
Ile
310
TAT

Tyr

TGT

Cys

GTC
Val

ACC

Thr

TTT
Phe
390

GTG
Val
295
GCC
Ala

GAT

Asp

TTG

Leu

TTG

Leu

AAG
Lys
375
TTC

Phe

TCG

Ser

TAC

Tyr

GCA
Ala

GTG

val

CGC
Arg
360
GAT

Asp

ATG

Met
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AAG CCT TGC ATC ACT

Lys Pro Cys Ile Thr

AAT GAT G GTGAGTTACA

Asn

Asp

270

CATCTATCGT CTAG

GCT

Ala

CTG

Leu

ATC
Ile

GAG
Glu
345
TTC

Phe

ATC

Ile

GTATGTTGCG CCTTGCTTCT

GGC
Gly

GCa

Ala

ATG
Met
330
GAG
Glu

TGG

Trp

CAG

Gln

CTT

Leu

TCT
Ser
315
GAG
Glu

AAG

Lys

ACG
Thr

TGG

Trp

GAC
AsSp
300
GAA

Glu

GTA
Val

GTC

Val

GTC
Val

AAT
Asn

380

cc
Ala
285
ACC
Thr

GAC

Asp

TAC

Tyr

CCT

Pro

ATT
Ile
365
GGA
Gly

GTCCCTTTCG GGACGTTGCT AACAGGATCT GATAG AAT GTT TGG GCT GCC GAT

Asn Val Trp Ala Ala Asp

395

TAC GAT GAA GAT CAC TTT AAG GAT GCC GAT AAA TTC ATC CCG GAG CGT

Tyr Agp CGlu Asp His Phe Lys Asp Ala Asp Lys Phe Ile Pro Glu Arg

400

405

410

1240

1290

1346

1394

1442

1490

1538

1586

1634

1687

1740

1788
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TAT TTG GAG

Tyr Leu Glu

415

GCG GGA TCA

Ala Gly Ser

TTC ACT GCT

Phe Thr Ala

GAG ACG

Glu Thr

465

ATT CCG ACA

Ile Pro Thr

480

AGT GCA CGC

Ser Ala Arg

495

GAR CGG ACC

Glu Arg Thr

GCC
Ala

CGT

Arg

TTT
Phe
450
GCC

Ala

GCC

Ala

GAC

AsSp

AAA

Lys

AGT

Ser

ATG
Met
435
ATC

Ile

GAC

ASD

TTG

Leu

CCT

Pro

GAT
Asp

515

GAG
Glu
420
TGT

Cys

CGC

Arg

CGA

Arg

ACA

Thr

ARG

Lys

GGT
Gly

GCA

Ala

CTC

Leu

CCG

Pro

ACC
Thr
485
ARG

Lys

500 -

CTA

Leu

GCA
Ala

GGC
Gly

GTC
Val

ATT
Ile
470
GAG

Glu

CTT

Leu

GGC
Gly

TCA

Ser

ACT
Thr
455
CTG

Leu

CCG

Pro

GAG
Glu

ACT

Thr

CAT
His
440
GCT

Ala

AAT

Asn

ARG

Lys

CAG

Gln

CCA
Pro
425
CTC

Leu

TTC
Phe

GCA

Ala

CCA

Pro

TGG
Trp
505

CAC

His

GCC

Ala

AAC

Asn

ATT

Ile

TTC
Phe
490
ATT

Ile

TAT

Tyr

AAT

Asn

ATG

Met

GAG
Glu
475
AAG

Lys

GCT
Ala

GCA

Ala

CGC

Arg

CAC
His
460
TGC

Cys

GTT

Val

GAG
Glu
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TAT GGA 1836
Tyr Gly

430
GAG CTG 1884
Glu Leu
445
ACG GCG 1932
Thr Ala
AAT TTG 1980
Asn Leu
GGC TTT 2028
Gly Phe’
AGC GAT 2076
Ser Asp

510

TAAGAGGAAG TTTTATCTGA TATGATTCCC TTTTTITTTTT

TCGGAGGCTA
ATAGACCTGC
GAACCGAATA
CTAAGATCTG
TCTCTCCTCT
CCTCACCCTT
AATCAATTGC

CGAG

TTTATGTATC
CCAGGTGAGA
GAAATTTGAG
CTAATTCTTA
ATGACTCCCG
TTCTTCCTCT

ATCCCGAAGT

TACTTGAATA
CCTACATGTA
TGATGAAGGG
GACTCCTTTC
GCCTTGTCAC
TCACCCTCTC

CATTTTGGAT

TATGTGARAT
TGTAATCGAC
TGAAGAATAA
CCTGAATTAT
ACCGGCGGAA
CCCATCCACT

GATGAATAAT

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO.: 4

ARAGGCAATG
GTCTCCCAGT
CCTCAGAGAA
TGCCAATTTC
TCTCCCCGCA
TGAAATGAAC

CCGCAGATGT

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD:
TIPO:

aminoacidos

516 pares de bases

AAGTATAGAT
ACCTATTTAG
CATAGGTCTA
CCCAGTTGTC
TTTTCCTCGA
CTCTGATCGC
ACCCTGTCCT

2194
2254
2314
2374
2434
2494
2554

2558
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NUMERO DE HEBRAS: 1

CONFIGURACION: lineal

TIPO DE MOLECULA: péptido

CARACTERISTICA:

OTRAS INFORMACIONES: secuencia de aminoacidos del
enzima fenilacetato 2 hidroxilasa

CARACTERISTICA:

OTRAS INFORMACIONES: peso molecular 58112 Da.

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA SEQ ID NO: 4

Met Ala Ile Gln Thr Leu Ala Val Ala Val Ile Thr Vval Val Tyr Phe

vVal Ile Arg Tyr Phe Asn Arg Thr Asp Ile Pro Lys Ile Lys Gly Leu
20 25 30

Pro Glu Ile Pro Gly Ile Pro Ile Phe Gly Asn Leu Leu Gln Leu Gly

35 40 45
Asp Gln His Ala Thr val Thr Gly Lys Trp Ala Lys Lys Phe Gly Pro
50 55 60

val Phe Gln Val Arg Met Gly Asn Lys Arg Ile Val Phe Ala Asn Gly

65 70 75 80

Phe Asp Ser Val Arg Gln Leu Trp Ile Lys Asp Ser Ser Ala Leu Ile

85 90 95

Ser Arg Pro Thr Phe His Thr Phe His Ser Val Val Ser Ser Ser Gln
100 105 110

Gly Phe Thr Ile Gly Thr Ser Pro Trp Asp Asp Ser Cys Lys Lys Arg

115 120 125
Arg Lys Ala Ala Ala Thr Ala Leu Asn Arg Pro Ala Val Gln Ser Tyr
130 135 140

Met Pro Ile Ile Asp Leu Glu Ser Asn Ser Ser Ile Lys Glu Leu Tyr

145 150 155 160

Arg Asp Ser Gln Asn Gly Lys Arg Asp Val Asn Pro Thr Ala Tyr Phe

165 170 175

Gln Arg Tyr Ala Phe Asn Thr Ser Leu Thr Leu Asn Tyr Gly Phe Arg

180 185 190
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Ile

Glu

Tyr

225

Asp

Leu

AsSn

Ser

Asn

305

Ile

Asp

Ala

Leu

Pro

385

Glu

Glu

Ser

Ala

Thr

465

Glu

Arg

210

Ile

Phe

Ile

290

Leu

Gln

Ala

Leu

Pro

370

Ala

Asp

Ala

Arg

Phe

450

Ala

Gly

195

Gly

Pro

Arg

Asp

Leu

275

Cys

Ile

Lys

Trp

val

355

Arg

Gly

His

Ser

Met

435

Ile

AsSp

Asn

Val

Leu

Gly

Arg

260

Lys

Leu

Met

Lys

Glu

3490

Lys

Glu

Thr

Phe

Glu

420

Cys

Arg

Arg

Val

Ser

Leu

Arg

245

Ile

Asp

Thr

Gly

Ala

325

Lys

Glu

Ser

Thr

Lys

405

Gly

Ala

Leu

Pro

Asp

Asn

Arg

230

Arg

Ala

Pro

Met

Ile

310

Tyr

Cys

Val

Thr

Phe

390

Asp

Ala

Gly

Val

Ile

470

Asp
Phe
215
Ile
Asp
Lys
Glu
val
295
Ala
Asp
Leu
Leu
Lys
375
Phe
Ala
Gly
Ser
Thr

455

Leu

Thr

200

Arg

Phe

Lys

Gly

Ala

280

Ser

Tyr

Ala

val

Arg

360

Asp

Met

Asp

Thr

His

440

Ala

Asn

Leu

Ser

Pro

Tyr

Thr

265

Lys

Ala

Leu

Ile

Glu

345

Phe

Ile

Asn

Lys

Pro

425

Leu

Phe

Ala

Leu

Thr

Lys

Leu

250

Asp

Leu

Gly

Ala

Met

330

Glu

Trp

Gln

Val

Phe

410

His

Ala

Asn

Ile

His

Ser

Met

235

Thr

Lys

Asn

Leu

Ser

315

Glu

Lys

Thr

Trp

Trp

395

Ile

Tyr

Asn

Met

Glu

475

Glu

Asn

220

Asn

Tyr

Pro

Asp

Asp

300

Glu

val

Val

val

Asn

380

Ala

Pro

Ala

Arg

His

460

Cys

Ile

205

Asn

Asn

Leu

Cys

Ala

285

Thr

Asp

Tyr

Pro

Ile

365

Gly

Ala

Glu

Tyr

Glu

445

Thr

Asn

Val

Trp

Glu

Leu

Ile

270

Glu

Val

Gly

Pro

Tyxr

350

Pro

Ala

Asp

Arg

Gly

430

Leu

Ala

Leu
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Asp Val

Gln Asp

Ala Ala

240
Asp Met
255

Thr Gly

Val Lys

Pro Gly

Gln Arg

320

Asp Gly

335

val Thr

Ile Cys

Thr Ile

Tyr Asp

400

Tyr Leu

415

Ala Gly

Phe Thr

Lys Glu

Ile Pro

480
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Thr Ala Leu

Axrg Asp Pro

Thr Lys Asp

515

- 36 - .
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Thr Thr Glu Pro Lys Pro Phe Lys Val Gly Phe Ser Ala

485

490

495

Lys Lys Leu Glu Gln Trp Ile Ala Glu Ser Asp Glu Arg

500

Leu

505

510



10

15

20

25

30

35

WO 98/48019 PCT/ES98/00101

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de inactivacién en wmicroorganis-
mos, de genes que codifican para enzimas del catabolismo
del fenilacetato y que compiten por este compuesto con 1las
enzimas biosintéticas de penicilina, que consiste en una
transformacién integrativa por recombinacién homdloga entre
al menos un compuesto de ADN exbgeno y al menos una parte
de la secuencia del gen que se va a inactivar.

2. Un procedimiento segin la reivindicacién 1, en el
gque el compuesto de ADN transformante es una molécula cir-
cular que contiene al menos un fragmento expresable del gen
que se va a inactivar.

3. Un procedimiento segn la reivindicacién 1, en el
gque el compuesto de ADN transformante es una molécula 1li-
neal que contiene al menos un fragmento de ADN no incluido
en la secuencia del gen a inactivar, pero que contiene al
menos un marcador de transformacidén que interrumpe la se-
cuencia codificante del mismo.

4. Un procedimiento segin las reivindicaciones ante-
riores, en el que la molécula de ADN transformante con-
tiene, total o parcialmente, una copia de la secuencia del
gen que se va a inactivar con una mutacidén, preferentemen-
te, de cambio de marco de lectura, sin sentido o deleccidn,
que tenga como resultado un fenotipo de pérdida de funcién
de dicho gen.

5. Un procedimiento seglin cualquiera de las reivindi-
caciones anteriores, en el que el microorganismo objeto de
transformacién en el que se inactiva el gen es capaz de
producir penicilina G o V.

6. Un procedimiento segin la reivindicacién 5, en el

que el microorganismo productor de penicilina G o V, es un
hongo.
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7. Un procedimiento segiin las reivindicaciones 1 a 6,

en el que el microorganismo transformado es Aspergillus

nidulans.

8. Un procedimiento segin las reivindicaciones 1 a §,

en el que el microorganismo transformado es Penicillium

chrysogenum.

9. Un procedimiento segin las reivindicaciones 1 a 7,
en que el compuesto de ADN transformante utilizado es in-
cluible, total o parcialmente, en un vector, preferentemen-
te en el plasmido pPhacA::argB.

10. Un procedimiento segin las reivindicaciones 1 a 6
vy 8, en que el compuesto de ADN transformante utilizado es
incluible, total o parcialmente, en un vector, preferente-
mente en el plasmido pALP696.

11. Un procedimiento segin las reivindicaciones 1 a 7
v 9, en que el gen que se inactiva estd representado por
SEQ ID NO:1, sus secuencias génicas mutadas y/o genes
homélogos.

12. Un procedimiento segin la reivindicacién 11, en
que el gen que se inactiva codifica para un polipéptido re-
presentado por SEQ ID NO:2, o secuencias similares que
expresen actividad P450 fenilacetato 2-hidroxilasa.

13. Un procedimiento segin las reivindicaciones 1 a 6,
8 y 10, en que el gen que se inactiva estd representado
por SEQ ID NO:3, sus secuencias génicas mutadas y/o genes
hombélogos.

14. Un procedimiento segin la reivindicacién 13, en
que el gen que se inactiva codifica para un polipéptido re-
presentado por SEQ ID NO:4, o secuencias similares que ex-
presen actividad P450 fenilacetato 2-hidroxilasa.

15. Una cepa transformada de Aspergillus nidulans vy

mutantes derivados de la misma que incorpora al menos un
compuesto de ADN exbgeno gque consiste en una secuencia
truncada, incompleta o inactiva de al menos un gen que CO-

difica para una enzima del catabolismo de fenilacetato vy
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que inactiva el gen endbgeno tras su integracidn por recom-
binacién homdloga.

16. Una cepa transformada de A. nidulans segin la rei-

vindicacidén 15, en la gue el gen a inactivar codifica para
una enzima gue media la hidroxilacién de fenilacetato.

17. Una cepa transformada de A. nidulans segin las

reivindicaciones 15 y 16, en la que el gen que se inactiva

es phacd, cuya secuencia y regiones flanqueantes se des-

criben en SEQ ID NO:1, sus secuencias génicas mutadas y
genes homdlogos.

18. Una cepa transformada de A. nidulans segin la rei-

vindicacién 17, en la que el gen que se inactiva es homé-

logo a phacA, de procedencia distinta de A. nidulans y cuya
homologia con la secuencia de ADN del gen phacA de A.
nidulans es suficiente para mediar recombinacién homdloga
con el locus enddgeno de A. nidulans.

19. Una cepa transformada de A. nidulans segun las

reivindicaciones 15 a 18, en la que el gen gque se inactiva
codifica para un polipéptido representado por la secuencia
proteica SEQ ID NO:2, o secuencias similares que expresen
actividad P450 fenilacetato 2-hidroxilasa.

20. Una cepa transformada segin las reivindicaciones

15 a 19, caracterizada por consistir en una cepa pura de A.

nidulans CECT20195, sus mutantes y/o derivados transfor-
mados .

21. Un plasmido pPhacA::argB de inactivacién del gen

phcA de A. nidulans tal y como se muestra en el mapa de

restriccién de la Figura 6 vy que consiste en el plasmido

pUC18 que contiene un inserto EcoRI de 6,8 kb el cual in-
cluye el gen phacA de A. nidulans inactivado mediante la

insercién de un fragmento de 3,2 kb que a su vez contiene

el gen argB de A. nidulans.
22. Una cepa transformada de Penicillium chrysogenum y

mutantes derivados de la misma que contiene un compuesto de
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ADN que consiste en una secuencia truncada, incompleta o
inactiva de un gen que codifica para una enzima del catabo-
lismo de fenilacetato y que inactiva el gen endbégeno tras
su integracién por recombinacién homdloga.

23. Una cepa transformada de P. chrysogenum segﬁﬁ la
reivindicacién 22, en la que el gen a inactivar codifica
para un enzima que media la hidroxilacién de fenilacetato.

24. Una cepa transformada de P. chrysogenum segin las

reivindicaciones 22 y 23, en la que el gen es phcA, cuya

secuencia y la de sus regiones flanqueantes se describen en
SEQ ID NO:3, sus secuencias génicas mutadas vy/o genes
homélogos.

25. Una cepa transformada de P. chrysogenum segun las

reivindicaciones 22 a 24, en la que el gen gque se inactiva
codifica para un polipéptido representado por la secuencia
proteica SEQ ID NO:4, o secuencias similares que expresen
actividad P450 fenilacetato 2-hidroxilasa definida.

26. Una cepa transformada de P. chrysogenum segln la
reivindicacién 24, en la que el gen es phacA de A. nidulans

o cualquier otro compuesto de ADN homélogo aislado de una

fuente distinta de P. chrysogenum y cuya homologia con la
secuencia del ADN de pahA de P. chrysogenum es suficiente

para mediar recombinacién homéloga con el locus enddbgeno de

P. chrysogenum.
27. Un plasmido pALP696 de inactivacién el gen pahA de
P. chrysogenum, tal como se muestra en el mapa de restric-

cién de la Figura 7 y que consiste en el plasmido pBC KS+

que contiene un inserto Sall de 7,9 kb el cual incluye el
gen pahA de P. chrysogenum inactivado mediante la insercidn
de un fragmento de 2,0 kb que a su vez contiene el gen ble
de S. hindustanus expresado bajo el control del promotor gdh

de P. chrysogenum.
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