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Felatorio Descritivo da Patente de Invengio para "ESCHERICHIA
COLI TRANSGENICAS, MOLECULAS DE ACIDO NUCLEICO E PROCESSO
PARA FABRICAGAO DE ACIDO 3-HIDROXIPROPIONICO™.

Campo da Invencao

A invengao refere-se a enzimas e processos que podem ser
usados para produgao de acidos organicos e produtos relacionados.

Referéncia Cruzada a Pedidos de Patente Relacionados

Este pedido de patente reivindica pricridade a partir dos seguin-
tes pedidos de patentes provisorios US, que s80 aqui incorporados por refe-
réncia: pedido de patente provisério US N° DE SERIE 680/252 123, deposita-
do em 20 de novembro de 2000; pedido de patente provisério US N° DE
SERIE 60/285 478, depositado em 20 de abril de 2001; pedido de patente
provisdrio US N° DE SERIE 60/306 727, depositado em 20 de julho de 2001;
e pedido de patente provisério US N° DE SERIE 60/317 845, depositado em
7 de setembro de 2001.

Fundamento

Compostos quimicos orgéanicos tais como acidos organicos, €s-
teres, & polidis podem ser usados para sintese de materiais plasticos e ou-
tros produtos. Para satisfazer a crescente demanda por compostos guimicos
organicos, processos de produgao mais eficientes e de custo mais eficaz
estdo sendo desenvolvidos os quais utilizam materiais brutos baseados em
carboidratos antes que hidrocarbonetos. Por exemplo, certas bactérias tém
sido usadas para produgdo de grandes guantidades de acido latico usado na
producdo de acido poli latico.

Acido 3-hidréxi propiénico (3-HP) é um acido organico. Embora
varias rotas de sintese quimica tenham sido descritas para produ¢éo de 3-
HP, somente uma rota biocatalitica foi anteriormente mostrada
(W0O01/16346 para Suthers, et al). 3-HP tem utilidade para sintese de espe-
cialidades e pode ser convertide a intermediarios comercialmente importan-
tes atraves de técnicas conhecidas na industria quimica, por exempleo, acido
acrilico por desidratagdo, acido maldnico por oxidacao, ésteres por reagbes

de esterificacdo com alcoois, e reducio a 1,3-propanodiol.
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Sumario

A invengao refere-se a processos e materiais envolvidos em
produgéo de acido 3-hidréxi propidnico e outros compostos organicos (por
exemplo, 1,3-propanodiol, acido acrilico, acrilato polimerizado,ésteres de
acrilato, 3-HP polimerizado, ésteres de 3-HP, e acido malbnico e seus éste-
res). Especificamente, a invenc;éo prové moléculas de acido nucléico, poli-
peptideos, células hospedeiras, e processos que podem ser usados para
produgéo de 3-HP e outros compostos organicos tais como 1,3-propanodiol,
acido acrilico, acrilato polimerizado, ésteres de acrilato, 3-HP polime'rizado,
ésteres de 3-HP, e acido malbnico e seus ésteres. 3-HP tem potencial para
ser ambos, bioldgica e comercialmente importante. Por exemplo, a industria
nutricional pode usar 3-HP como um alimento, aditivo de alimentagao ou
conservante, enquanto os derivados mencionados acima podem ser produ-
zidos a partir de 3-HP. As moléculas de acido nucléico aqui descritas podem
ser usadas para engenheirar células hospedeiras com a habilidade de pro-
duzir 3-HP assim como outros compostos orgénicos tais como 1,3-
propanodiol, acido acrilico, acrilato polimerizado, ésteres de acrilato, 3-HP
polimerizado, e ésteres de 3-HP. Os polipeptideos aqui descritos podem ser
usados em sistemas livres de células para obtencdo de 3-HP assim como
outros compostos orgénicos tais como 1,3-propanodiol, acido acrilico, acri
lato polimerizado, ésteres de acrilato, 3-HP polimerizado, e ésteres de 3-HP.
As células hospedeiras aqui descritas podem ser usadas em sistemas de
cultura para producédo de grandes quantidades de 3-HP assim como outros
compostos orgénicos tais como 1,3-propanodiol, acido acrilico, acrilato poli-
merizado, ésteres de acrilato, 3-HP polimerizado, e ésteres de 3-HP.

Um aspecto da invengéo prové células que tém atividade lactil-
CoA desidratase e atividade 3-hidroxi propionil-CoA desidratase, e proces-
sos de fabricacdo de produtos tais como aqueles aqui descritos através de
cultura de pelo menos uma das células que tém atividade lactil-CoA desi-
dratase e atividade 3-hidréxi propionil-CoA desidratase. Em algumas modali-
dades, a célula também pode conter uma molécula de &cido nucléico exdge-

no que codifica um ou mais dos seguintes polipeptideos: um polipeptideo
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tendo atividade ativador E1; um o polipeptideo E2 que é uma subunidade de
uma enzima tendo atividade lactil-CoA desidratase; e B polipeptideo E2 que
é uma subunidade de uma enzima tendo atividade lactil-CoA desidratase; e
um polipeptideo tendo atividade 3-hidréxi propionil-CoA desidratase. Adicio-
nalmente, a célula pode ter atividade CoA transferase, atividade CoA sinte-
tase, atividade poli hidroxi acido sintase, atividade 3-hidréxi propionil-CoA
hidrolase, atividade 3-hidrdxi isobutiril-CoA hidrolase, e /ou atividade lipase.
Além disso, a célula pode conter pelo menos uma molécula de acido nucléi-
co exégeno que expressa um ou mais polipeptideos que tém atividade CoA
transferase, atividade 3-hidréxi propionil-CoA hidrolase, atividade 3-hidroxi
isobutiril-CoA hidrolase, atividade CoA sintetase, atividade poliidroxi acido
sintase, e/ou atividade lipase.

Em uma outra modalidade da invengdo, a célula que tem ativi-
dade lactil-CoA desidratase e atividade 3-hidréxi propionil-CoA desidratase
produz um produto, por exemplo, 3-HP, 3-HP polimerizado, e/ou um éster de
3-HP, tal como hidréxi propionato de metila, hidréxi propionato de etila, hi-
droxi propionato de propila, e/ou hidréxi propionato de butila. Da mesma ma-
neira, a invengdo também prové processos para producao de um ou mais
destes produtos. Estes processos envolvem cultura de célula que tem ativi-
dade lactil-CoA desidratase e atividade 3-hidréxi propionil-CoA desidratase
sob condigdes que permitem que o produto seja produzido. Estas células
também podem ter atividade CoA sintetase e/ou atividade poli hidréxi acido
sintase.

Um outro aspecto da invengéo prové células que tém atividade
CoA sintetase, atividade lactil-CoA desidratase, e atividade poli hidroxi acido
sintase. Em algumas modalidades, estas células também podem conter uma
molécula de &cido nucléico exégeno que codifica um ou mais dos seguintes
polipeptideos: um polipeptideo tendo atividade ativadora E1; um o polipepti-
deo E2 que é uma subunidade de uma enzima tendo atividade lactil-CoA
desidratase; um B polipeptideo E2 que é uma subunidade de uma enzima
tendo atividade lactil-CoA desidratase; um polipeptideo tendo atividade CoA

sintetase; e um polipeptideo tendo atividade poli hidréxi acido sintase.
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Em uma outra modalidade da invengdo, a célula que tem ativi-
dade CoA sintetase, atividade lactil-CoA desidratase, e atividade poli hidroxi
acido sintase pode produzir um produto, por exemplo, acrilato polimerizado.

Um outro aspecto da invencédo prové uma célula compreenden-
do atividade CoA transferase, atividade lactil-CoA desidratase, e atividade
lipase. Em algumas modalidades, a célula também pode conter uma molé-
cula de acido nucléico exdgeno que codifica um ou mais dos seguintes poli-
peptideos: um polipeptideo tendo uma atividade CoA transferase; um poli-
peptideo tendo atividade ativador E1; um alfa polipeptideo E2 que é uma
subunidade de uma enzima tendo atividade lactil-CoA desidratase; um beta
polipeptideo E2 que € uma subunidade de uma enzima tendo atividade lactil-
CoA desidratase; e um polipeptideo tendo atividade lipase. Esta célula pode
ser usada, entre outras coisas, para producéo de produtos tais como ésteres
de acrilato (por exemplo, acrilato de metila, acrilato de etila, acrilato de pro-
pila, e acrilato de butila).

Em algumas modalidades, 1,3-propanodiol pode ser criado tanto
a partir de 3-HP-CoA ou 3-HP via 0 uso de polipeptideos tendo atividade
enzimatica. Estes polipeptideos podem ser usados in vitro ou in vivo. Quan-
do convertendo 3-HP-CoA a 1,3-propanodiol, polipeptideos tendo atividade
oxido redutase ou atividade redutase (por exemplo, enzimas da classe 1.1.1
de enzimas) podem ser usados. Alternativamente, quando criando 1,3-
propanodiol a partir de 3-HP, uma combinagao de (1) um polipeptideo tendo
atividade aldeido desidrogenase (por exemplo, uma enzima da classe
1.1.1.34) e (2) um polipeptideo tendo atividade alcool desidrogenase (por
exemplo, uma enzima da classe 1.1.1.32) pode ser usada.

Em algumas modalidades da invenc¢éo, produtos sao produzidos
in vitro (fora de uma célula). Em outras modalidades da invengao, produtos
s&o produzidos usando-se uma combinacdo de processos in vitro e in vivo
(dentro de uma célula). Ainda em outras modalidades da invencéo, produtos
sé&o produzidos in vivo. Para processos envolvendo etapas in vivo, as células
podem ser celulas cultivadas isoladas ou organismos inteiros tais como
plantas transgénicas, mamiferos ndo-humanos, ou organismos de célula
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simples tais como levedura e bactérias (por exemplo, células de Lactobaci-
llus, Lactococcus, Bacillus e Escherichia). Daqui por diante tais células sao
referidas como células de produgdo. Produtos produzidos através destas
células de produgao podem ser produtos orgénicos tal como 3-HP e/ou as
moléculas de acido nucléico e polipeptideos aqui descritos.

Um outro aspecto da invencao prové polipeptideos tendo uma
sequéncia de aminoacidos que (1) é mostrada em SEQ ID NO: 2, 10, 18, 26,
35, 37, 39, 41, 141, 160 ou 161, (2) € pelo menos 10 residuos de aminoaci-
dos contiguos de uma seqléncia mostrada em SEQ ID NO: 2, 10, 18, 26,
35, 37, 39, 41, 141, 160 ou 161, (3) tem pelo menos 65 por cento de identi-
dade de sequéncia com pelo menos 10 residuos de aminoacidos contiguos
de uma sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 2, 10, 18, 26, 35, 37, 39, 41,
141, 160 ou 161, (4) é uma sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 2, 10, 18,
26, 35, 37, 41, 141, 160 ou 161 tendo substituicbes de aminoéacidos conser-
vativas, ou (5) tem pelo menos 65 por cento de identidade de seqiéncia com
uma seqiéncia mostrada em SEQ ID NO: 2, 10, 18, 26, 35, 37, 39, 41, 141,
160 ou 161. Da mesma maneira, a invengcao também prové sequéncias de
acidos nucléicos que codificam quaisquer dos polipeptideos aqui descritos
assim como especificos agentes ligantes que se ligam a quaisquer dos poli-
peptideos aqui descritos. Da mesma maneira, a invencao prové células
transformadas que contém quaisquer das seqiiéncias de acidos nucléicos
que codificam quaisquer dos polipeptideos aqui descritos. Estas células po-
dem ser usadas para produgdo de moléculas de acido nucléico, polipepti-
deos, e compostos organicos. Os polipeptideos podem ser usados para ca-
talisar a formagéo de compostos organicos ou podem ser usados como anti-
genos para criacdo de especificos agentes ligantes.

Ainda em uma outra modalidade, a invencao prové moléculas de
acido nucléico isoladas que contém pelo menos uma das seguintes seqién-
cias de acidos nucléicos: (1) uma seqluéncia de acidos nucléicos como mos-
trada em SEQ ID NO: 1, 9, 17, 25, 33, 34, 36, 38, 40 ,42, 129, 140, 142, 162
ou 163; (2) uma seqiiéncia de acidos nucléicos tendo pelo menos 10 nucle-
otideos consecutivos a partir de uma seq(iéncia mostrada em SEQ ID NO: 1,



10

15

20

25

30

9, 17, 25, 33, 34, 36, 38, 40, 42, 129, 140, 142, 162 ou 163; (3) uma sequén-
cia de &cidos nuciéicos que hibridiza sob condigdes de hibridizagdo (por
exemplo, condicdes de hibridizagdo moderadamente a altamente rigorosas)
a uma seqiiéncia mostrada em SEQ ID NO: 1, 9, 17, 25, 33, 34, 36, 38, 40,
42, 129, 140, 142, 162 ou 163; (4) uma seqiéncia de acidos nucléicos tendo
65 por cento de identidade de seqliéncia com pelo menos 10 nucleotideos
consecutivos a partir de uma seqiéncia mostrada em SEQ ID NO: 1, 9, 17,
25, 33, 34, 36, 38, 40, 42, 129, 140, 142, 162 ou 163; e (5) uma sequéncia
de acidos nucléicos tendo pelo menos 65 por cento de identidade de se-
quéncia com uma seqiiéncia mostrada em SEQ ID NO: 1, 9, 17, 25, 33, 34,
36, 38, 40, 42, 129, 140, 142, 162 ou 163. Da mesma maneira, a invengéo
também prové uma célula de producdo que contém pelo menos um &acido
nucléico exégeno tendo qualquer uma das sequéncias de acidos nucléicos
providas acima. A célula de producdo pode ser usada para expressar poli-
peptideos que tém uma atividade enzimatica tal como atividade CoA transfe-
rase, atividade lactil-CoA desidratase, atividade CoA sintase, atividade desi-
dratase, atividade desidrogenase, atividade malonil CoA redutase, atividade
beta alanina amédnio liase, e/ou atividade 3-hidroxi propionil-CoA desidrata-
se. Da mesma maneira, a invengdo também prové processos de produgao
de polipeptideos codificados pelas seqgiiéncias de acidos nucléicos descritas
acima.

A inven¢ao também prové varios processos tais como processos
para fabricacdo de 3-HP a partir de lactato, fosfo enol piruvato (PEP), ou pi-
ruvato. Em algumas modalidades, processos para fabricacéo de 3-HP a par-
tir de lactato, PEP, ou piruvato envolvem cultura de uma célula contendo
pelo menos um &acido nucléico exdgeno sob condigbes que permitem a cé-
lula produzir 3-HP. Estes processos podem ser praticados usando-se os va-
rios tipos de células de produgao aqui descritos. Em algumas modalidades,
as células de produgdo podem ter uma ou mais das seguintes atividades:
atividade CoA transferase, atividade 3-hidroxi propionil-CoA hidrolase, ativi-
dade 3-hidréxi isobutiril-CoA hidrolase, atividade desidratase, e/ou atividade
malonil CoA redutase.
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Em outras modalidades, os processos envolvem fabricagcéo de
3-HP onde lactato é contactado com um primeiro polipeptideo tendo ativida-
de CoA transferase ou atividade CoA sintetase de modo que lactil-CoA €
formado, entdo contactando lactil-CoA com um segundo polipeptideo tendo
atividade lactil-CoA desidratase para formar acrilil-CoA, entdo contactando
acrilil-CoA com um terceiro polipeptideo tendo atividade 3-hidréxi propionil-
CoA desidratase para formar acido 3-hidroxi propidnico-CoA, e entao con-
tactando acido 3-hidréxi propidnico-CoA com o primeiro polipeptideo para
formar 3-HP ou com um quarto polipeptideo tendo atividade 3-hidroxi propi-
onil-CoA hidrolase ou atividade 3-hidréxi isobutiril-CoA hidrolase para formar
3-HP.

Um outro aspecto da invengédo prové processos para fabricagéo
de 3-HP polimerizado. Estes processos envolvem fabricacdo de acido 3-
hidréxi propiénico-CoA como descrito acima, e entdo contactam de acido 3-
hidréxi propidnico-CoA com um polipeptideo tendo atividade poli hidroxi aci-
do sintase para formar 3-HP polimerizado.

Ainda em uma outra modalidade da invengdo, processos para
fabricacao de um éster de 3-HP sio providos. Estes processos envolvem
fabricacéo de 3-HP como descrito acima, e entao adicionalmente contactan-
do 3-HP com um quinto polipeptideo tendo atividade lipae para formar um
éster.

A invengéo também prové processos para fabricagao de acrilato
polimerizado. Estes processos envolvem cultura de uma célula que tem am-
bas, atividade CoA sintetase, atividade lactil-CoA desidratase, e atividade
poli hidréxi &cido sintase de modo que acrilato polimerizado seja fabricado.
Da mesma maneira, a invencéo também prové processos de fabricagdo de
acrilato polimerizado onde lactato € contactado com um primeiro polipepti-
deo tendo atividade CoA sintetase para formar lactil-CoA, entdo contactando
lactil-CoA com um segundo polipeptideo tendo atividade lactil-COA desidra-
tase para formar acrilil-CoA, e entao contactando acrilil-CoA com um terceiro
polipeptideo tendo atividade poli hidroxi acido sintase para formar acrilato
polimerizado.
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A invengdo também prové processos de fabricagdo de um éster
de acrilato. Estes processos envolvem cultura de uma célula que tem ativi-
dade CoA transferase, atividade lipase, e atividade lactil-CoA desidratase
sob condigbes que permitem a célula produzir um éster.

Em uma outra modalidade, a invengdo prové processos para
fabricagao de um éster de acritato, onde acrilil-CoA é formada como descrito
acima, e entdo acrilil-CoA é contactada com um polipeptideo tendo atividade
CoA transferase para formar acrilato, e acrilato é contactado com um poli-
peptideo tendo atividade lipase para formar o éster. '

A invencdo também prové processos para fabricagdo de 3-HP.
Estes processos envolvem cultura de uma célula contendo pelo menos um
acido nucléico exdgeno que codifica pelo menos um polipeptideo de modo
que 3-HP é produzido a partir de acetil-CoA ou malonil-CoA.

Modalidades altemativas provém processos de fabricagdo de 3-
HP, onde acetil-CoA é contactada com um primeiro polipeptideo tendo ativi-
dade acetil-CoA carboxilase para formar malonil-CoA, e malonil-CoA é con-
tactada com um segundo polipeptideo tendo atividade malonil-CoA redutase
para formar 3-HP,

Em outras modalidades, malonil-CoA pode ser contactada com
um polipeptideo tendo atividade malonil-CoA redutase de modo que 3-HP
possa ser produzido.

Em uma outra modalidade, a invengdo prové um processo para
fabricacdo de 3-HP que usa um intermediario beta-alanina. Este processo
pode ser realizado através de contato de beta alanina CoA com um primeiro
polipeptideo tendo atividade beta-alanil-CoA amonio liase (tal como um poli-
peptideo tendo a seqliéncia de aminoacidos mostrada em SEQ D NO: 160
ou 161) para formar acrili-CoA, contactando acrilil-CoA com um segundo
polipeptideo tendo atividade 3-HP-CoA desidratasé para formar 3-HP-CoA, e
contactando 3-HP-CoA com um terceiro polipeptideo tendo atividade gluta-
mato desidrogenase para fabricar 3-HP.

A menos que de outro modo definido, todos os termos técnicos e

cientificos aqui usados tém o mesmo significado como comumente entendi-
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do por alguém versado na técnica a qual esta invenc&o pertence. Embora
processos e materiais similares ou equivalentes aqueles aqui descritos pos-
sam ser usados na pratica ou testes da presente inven§éo, processos e
materiais apropriados sdo descritos abaixo. Todas as publica¢des, pedidos
de patentes, patentes, e outras referéncias aqui mencionadas sao incorpo-
radas por referéncia em sua totalidade. Em caso de conflito, o presente re-
tatério descritivo, incluindo definicdes, controlara. Em adigdo, os materiais,
processos, e exemplos sdo somente ilustrativos e n&o-pretendidos serem
limitantes. |

Outras caracteristicas e vantagens da invengao serao aparentes
a partir da seguinte descri¢ao detalhada, e das reivindicagoes.
Descricdo dos Desenhos

A Figura 1 € um diagrama em um caminho para fabricacdo de 3-
HP.

A Figura 2 é um diagrama em um caminho para fabricacéo de 3-
HP polimerizado.

A Figura 3 é um diagrama em um caminho para fabrica¢ao de
ésteres de 3-HP.

A Figura 4 é um diagrama em um caminho para fabricagao de
acido acrilico polimerizado.

A Figura 5 é um diagrama em um caminho para fabricagdo de
ésteres de acrilato.

A Figura 6 € uma listagem de uma seqléncia de acidos nucléi-
cos que codifica um polipeptideo tendo atividade CoA transferase (SEQ ID
NO: 1).

A Figura 7 é uma listagem de uma seqténcia de aminoacidos de
um polipeptideo tendo atividade CoA transferase (SEQ ID NO: 2).

A Figura 8 é um alinhamento das sequéncias de acidos nucléi-
cos mostradas em SEQ ID Nos: 1,3, 4 e 5.

A Figura 9 é um alinhamento das seqliéncias de aminoécidos
mostradas em SEQ ID Nos: 2,86, 7, e 8.

A Figura 10 é uma listagem de uma seqiiéncia de acidos nucléi-
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10

cos que codifica um polipeptideo tendo atividade ativador E1. (SEQ ID NO:
9).

A Figura-11 é uma listagem de uma sequéncia de aminoacidos
de um polipeptideo tendo atividade ativador E1 (SEQ ID NO: 10).

A Figura 12 é um alinhamento das seqliéncias de aminoacidos
mostradas em SEQ ID Nos: 9, 11, 12 e 13.

A Figura 13 € um alinhamento das seqiiéncias de aminodcidos
mostradas em SEQ ID Nos: 10, 14, 15 e 16.

A Figura 14 é uma listagem de uma seqiiéncia de acidos nucléi-
cos que codifica uma subunidade alfa E2 de uma enzima tendo atividade
lactil-CoA desidratase (SEQ ID NO: 17).

A Figura 15 é uma listagem de uma sequiéncia de aminoacidos
de uma subunidade alfa E2 de uma enzima tendo atividade lactil-CoA desi-
dratase (SEQ ID NO: 18).

A Figura 16 € um alinhamento das seq(iéncias de acidos nucléi-

cos mostradas em SEQ ID Nos: 17, 19, 20 e 21.

A Figura 17 é um alinhamento das seqliéncias de aminoacidos
mostradas em SEQ ID Nos: 18, 22, 23, e 24.

A Figura 18 é uma listagem de uma sequéncia de acidos nucléi-
cos que codifica uma subunidade beta E2 de uma enzima tendo atividade
lactil-CoA desidratase (SEQ ID NO: 25). A "G" na posigédo 443 pode ser uma
"A"; e a"A" na posi¢do 571 pode ser uma "G".

A Figura 19 é uma listagem de uma seqiiéncia de aminoacidos
de uma subunidade beta E2 de uma enzima tendo atividade lactil-CoA desi-
dratase (SEQ ID NO: 26).

A Figura 20 é um alinhamento das sequéncias de acidos nucléi-
cos mostradas em SEQ ID Nos: 25, 27, 28, e 29.

A Figura 21 é um alinhamento das seqliéncias de aminoacidos
mostradas em SEQ ID Nos: 26, 30, 31 e 32.

A Figura 22 é uma listagem de uma seqiéncia de acidos nucléi-
cos de DNA gendmico de Megasphaera elsdenii (SEQ ID NO: 33).

A Figura 23 é uma listagem de uma sequéncia de &cidos nucléi-
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11

cos que codifica um polipeptideo de Megasphaera elsdenii (SEQ ID NO: 34).

A Figura 24 é uma listagem de uma sequéncia de amino&cidos
de um polipeptideo de Megasphaera e/sdenii (SEQ ID NO: 35).

A Figura 25 é uma listagem de uma sequéncia de acidos nucléi-
cos que codifica um polipeptideo tendo atividade enzimatica (SEQ ID NO:
36).

A Figura 26 é uma listagem de uma seqiiéncia de aminoacidos
de um pohpeptldeo tendo atividade enzimatica (SEQ ID NO: 37).

A Figura 27 € uma listagem de uma seqliéncia de acndos nucléi-
cos que contém sequéncia ndo-codificante assim como codificante de um
polipeptideo tendo atividade CoA sintase, desidratase, e desidrogenase
(SEQ ID NO: 38). O sitio de partida para a sequéncia codificante esta na
posicdo 480, um sitio de ligagéo de ribossoma esta na posi¢do 466-473, e o
codon de interrupcéo esta na posicao 5946.

A Figura 28 é uma listagem de uma seqiiéncia de aminodcidos
de um polipeptideo tendo atividade CoA sintase, desidratase, e desidroge-
nase (SEQ ID NO: 39).

A Figura 29 é uma listagem de uma sequéncia de acidos nucléi-
cos que codifica um polipeptideo tendo atividade 3-hidréxi propionil-CoA de-
sidratase (SEQ ID NO: 40).

A Figura 30 é uma listagem de uma seqiéncia de aminoacidos
de um polipeptideo tendo atividade 3-hidroxi propionil-CoA desidratase (SEQ
ID NO: 41).

A Figura 31 € uma listagem de uma seqtiéncia de acidos nucléi-
cos que contem sequéncia nao-codificante assim como codificante de um
polipeptideo tendo atividade 3-hidrdxi propionil-CoA (SEQ ID NO: 42).

A Figura 32 é um alinhamento das seqléncias de acidos nucléi-
cos mostradas em SEQ ID Nos: 40, 43, 44, e 45.

A Figura 33 é um alinhamento das seqiéncias de aminoacidos
mostradas em SEQ ID NOs: 41, 46, 47, e 48.

A Figura 34 & um diagrama da construgdo de um éperon sintéti-

co (pTDH) que codifica polipeptideos tendo atividade CoA transferase, ativi-
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dade lactil-CoA desidratase (E1, E2 alfa, e E2 beta), e atividade 3-hidroxi
propionil-CoA desidratase (3-HP-CoA desidratase).

A Figura 35A e B é um diagrama da construgao de um operon
sintético (pHTD) que codifica polipeptideos tendo atividade CoA transferase,
lactil-CoA desidratase (E1, E2 alfa, e E2 beta) e atividade 3-hidroxi propionil-
CoA desidratase (3-HP-CoA desidratase).

A Figura 36A e B é um diagrama da construgdo de um operon
sintético (pENTHrE!) que codifica polipeptideos tendo atividade CoA transfe-
rase, atividade lactil-CoA desidratase (E1, E2 alfa, e E2 beta), atividade 3-
hidréxi propionil-CoA desidratase (3-HP-CoA desidratase).

A Figura 37A e B é um diagrama da construgdo de um éperon
sintético (pEIITHEI) que codifica polipeptideos tendo atividade CoA transfe-
rase, atividade lactil-CoA desidratase (E1, E2 alfa, E2 beta), e atividade 3-
hidréxi propionil-CoA (3-HP-CoA desidratase).

A Figura 38A e B é um diagrama da construgcao de dois plasmi-
deos, pEIITH e pPROEI. O plasmideo pEIITH codifica polipeptidecs tendo
atividade CoA transferase, atividade lactil-CoA desidratase (E2 alfa e E2
beta), e atividade 3-hidroxi propionil-CoA desidratase (3-HP-CoA desidrata-
se), e o plasmideo pPROEI codifica um polipeptideo tendo atividade ativador
E1.

A Figura 39 é uma listagem de uma sequéncia de acidos nucléi-
cos que codifica um polipeptideo tendo atividade CoA sintase, desidratase, e
desidrogenase (SEQ ID NO: 129).

A Figura 40 é um alinhamento das seqliéncias de aminoacidos
mostradas em SEQ ID NOs: 39, 130, e 131. Os residuos de aminoacidos em
caixa alta representam posi¢cdes onde aquele residuo de aminoacido esta
presente em duas ou mais seqiiéncias.

A Figura 41 é um alinhamento das seqiéncias de aminoacidos
mostradas em SEQ ID NOs: 39, 132, e 133. Os residuos de aminoacidos em
caixa alta representam posi¢cbes onde aquele residuo de aminodacido esta
presente em duas ou mais seqléncias.

A Figura 42 é um alinhamento das seqiiéncias de aminodcidos
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mostradas em SEQ ID NOs: 39, 134, e 135. Os residuos de aminoacidos em
caixa alta representam posigdes onde aquele residuo de aminoacido esta
presente em duas ou mais sequéncias.

A Figura 43 é um diagrama em varios caminhos para fabricagao
de compostos organicos usando-se a enzima OS17 multifuncional.

A Figura 44 é um diagrama em um caminho para fabricagao de
3-HP via acetil-CoA e malonil-CoA.

A Figura 45 é um diagrama em construgdes pMSDS8,
pET30a/acc1, pFN4786, e PET286. |

A Figura 46 contém um cromatograma em ion total e cinco es-
pectros de massa de Coenzima A tioésteres. Painel A é um cromatograma
em fon total ilustrando a separagédo de Coenzima A e quatro CoA-tioésteres
orgéanicos: 1 = coenzima A, 2 = lactil-CoA, 3 = acetil-CoA, 4 = acrilil-CoA, 5 =
propionil-CoA. Painel B é um espectro de massa de Coenzima A. Painel C é
um espectro de massa de lactil-CoA. Painel D € um espectro de massa de
acetil-CoA. Painel E € um espectro de massa de acrilil-CoA. Painel F & um
espectro de massa de propionil-CoA.

A Figura 47 contém cromatogramas de ions e espectros de
massa. Painel A é um cromatograma em ions total de uma mistura de lactil-
CoA e 3-HP-CoA. A insercao de painel A & o espectro de massa anotado
sob pico 1. Painel B é um cromatograma em ions total de lactil-CoA. A inser-
cdo de painel B é o espectro de massa anotado sob pico 2. Cada painel,
pico 1 é 3-HP-CoA, e pico 2 é lactil-CoA. O pico rotulado com um asterisco
foi confirmado néao ser um CoA éster.

A Figura 48 contém cromatogramas de ions e espectros de
massa. Painel A € um cromatograma em ions total de CoA ésteres derivados
de um caldo produzido por E. coli transfectado com pENTHrEI. A inser¢ao de
painel A é o espectro de massa anotado sob pico 1. Painel B € um cromato-
grama em ions total de CoA ésteres derivados de um caldo produzido por E.
coli ndo-transfectado com pEIITHrEI. A insergcdo de painel B é o espectro de
massa anotado sob o pico 2. Em cada painel, pico 1 € 3-HP-CoA, e pico 2 é

lactil-CoA. Os picos marcados com um asterisco foram confirmados ndo se-
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rem um CoA éster.

A Figura 49 é uma listagem de uma sequéncia de acidos nuclei-
cos que codifica um polipeptideo tendo atividade malonil-CoA redutase (SEQ
ID NO: 140).

A Figura 50 é uma listagem de uma seqiiéncia de aminoacidos
de um polipeptideo tendo atividade malonil-CoA redutase (SEQ ID NO: 141).

A Figura 51 é uma listagem de uma seqiéncia de acidos nucléi-
cos que codifica uma por¢do de um polipeptideo tendo atividade malonil-
CoA redutase (SEQ ID NO: 142). |

A Figura 52 é um alinhamento das sequéncias de aminoacidos
mostradas em SEQ ID NOs: 141, 143, 144, 145, 146, e 147.

A Figura 53 é um alinhamento das sequéncias de acidos nucléi-
cos mostradas em SEQ ID NOs: 140, 148, 149, 150, 151, e 152.

A Figura 54 é um diagrama em um caminho para fabricagao de
3-HP via um intermedidrio beta-alanina.

A Figura 55 é um diagrama em um caminho para fabricagdo de
3-HP via um intermedidrio beta — alanina.

A Figura 56 € uma listagem de uma seqliéncia de aminoacidos
de um polipeptideo tendo atividade beta-alanil-CoA aménio liase (SEQ ID
NO: 160).

A Figura 57 é uma listagem de uma seqiiéncia de aminoacidos
de um polipeptideo tendo atividade beta-alanil-CoA aménio liase (SEQ ID
NO: 161).

A Figura 58 é uma listagem de uma sequéncia de aminodcidos
que codifica um polipeptideo tendo atividade beta-alanil-CoA aménio liase
(SEQ ID NO: 162).

A Figura 59 é uma listagem de uma seqiéncia de acidos nucléi-
cos que codifica um polipeptideo tendo atividade beta — alanil-CoA aménio
liase (SEQ ID NO: 163).

Descricdo Detalhada
I Termos

Acido Nucléico: O termo "acido nucléico" como aqui usado
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encampa ambos RNA e DNA incluindo, sem limitagdo, cDNA, DNA gendmi-
co, e DNA sintético (por exemplo, quimicamente sintetizado). O &cido nuclei-
co pode ser de fita dupla ou fita simples. Onde de fita simples, o acido nu-
cléico pode ser a fita sentido ou a fita anti — sentido. Em adigc&o, acido nu-
cléico pode ser circular ou linear.

Isolado:O termo ‘“isolado" como aqui usado com referéncia a
acido nucléico refere-se a acido nucléico ocorrendo naturalmente que néo é
imediatamente contiguo com ambas as seqliéncias com as quais ele € ime-
diatamente contiguo (uma na extremidade 5’ e uma na extremidade 3’) no
genoma ocorrendo naturalmente do organismo a partir do qual ele é deriva-
do. Por exemplo, um &acido nucléico isolado pode ser, sem limitagdo, uma
molécula de DNA recombinante de qualquer comprimento, contanto que
uma das seqliéncias de acido nucléico normalmente encontradas flanque-
ando imediatamente aquela molécula de DNA recombinante em um genoma
ocorrendo naturaimente seja removida ou ausente. Assim, um acido nucléico
isolado inclui, sem limitagao, um DNA recombinante que existe como uma
molécula separada (por exemplo, um cDNA ou um fragmento de DNA ge-
ndmico produzido por PCR ou tratamento com endonuclease de restricao)
independente de outras segqliéncias assim como DNA recombinante que é
incorporado em um vetor, um plasmideo replicando autonomamente, um
virus (por exemplo, um retrovirus, adenovirus, ou virus de herpes), ou no
DNA gendmico de um procariota ou eucariota. Em adi¢do, um acido nucléico
isolado pode incluir uma molécula de DNA recombinante que é parte de um
hibrido ou seqliéncia de acido nuciéico de fusao.

O termo "isolado" como aqui usado com referéncia a acido nu-
cléico também inclui qualquer acido nucléico ocorrendo nao-naturalmente
desde que seqliéncias de acidos nucléicos ocorrendo ndo-naturalmente néo
sejam encontradas em natureza e ndo tenham seqUéncias contiguas imedi-
atamente em um genoma ocorrendo naturalmente. Por exemplo, acido nu-
cléico ocorrendo nao-naturalmente tal como um acido nucléico engenheirado
é considerado ser &cido nucléico isolado. Acido nucléico engenheirado pode

ser obtido usando-se técnicas de sinteses de acido nucléico gquimicas ou
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clonagem molecular comuns. Acido nucléico ocorrendo nao-naturalmente
isolado pode ser independente de outras seqliéncias, ou incorporado em um
vetor, um plasmideo replicando autonomamente, um virus (por exemplo, um
retrovirus, adenovirus, ou virus de herpes), ou o DNA de um procariota ou
eucariota. Em adicdo, um acido nuciéico ocorrendo nao-naturalmente pode
incluir uma molécula de acido nucléico que é parte de uma sequéncia de
acido nucléico de fusdo ou hibrida.

Sera visivel para aqueles versados na técnica que um &cido nu-
cléico existindo entre centenas a milhdes de outras moléculas de acidos nu-
cléicos dentro, por exemplo, bibliotecas de cDNA ou gendmico, ou fatias de
gel contendo uma digestao de restricao de DNA gendmico nao é considera-
do um acido nucléico isolado.

Exdgeno: O termo "exégeno" como aqui usado com referén-
cia a acido nucléico e uma célula particular refere-se a qualquer acido nu-
cléico que nao origina-se daquela particular célula como encontrada em na-
tureza. Assim, acido nucléico ocorrendo nao-naturalmente € considerado ser
exégeno para uma célula uma vez introduzido na célufa. Acido nucléico que
estd ocorrendo naturalmente também pode ser exdégeno para uma particular
célula. Por exemplo, um inteiro cromossomo isolado de uma célula de pes-
soa X é um &cido nucléico exégeno com relagéo a uma célula de pessoa Y
uma vez este cromossoma seja intfroduzido em célula Y.

Hibridizacdo: O termo "hibridizacdo" como aqui usado refere-se
a um processo de teste para complementaridade na seqiiéncia de nucleoti-
deos de duas moléculas de acidos nucléicos, baseado na habilidade de DNA
de fita simples complementar e/ou RNA para formar uma molécula daplex.
Técnicas de hibridizagdo de acido nucléico podem ser usadas para obter-se
um acido nucléico isolado dentro do escopo da invengdo. Resumidamente,
qualquer acido nucléico tendo alguma homologia a uma seqiiéncia mostrada
em SEQ ID NO: 1, 9, 17, 25, 33, 34, 36, 38, 40, 42, 129, 140, 142, 162 ou
163 pode ser usada como uma sonda para identificar um acido nucléico si-
milar através de hibridizagdo sob condigbes de rigorosidade moderada a

alta, Uma vez identificado, o acido nucléico entdo pode ser purificado, se-
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quenciado, e analisado para determinar se ele estd dentro do escopo da in-
vencdo aqui descrita.

Hibridizacdo pode ser feita por anélise Southern ou Northern
para identificar segliéncia de DNA ou RNA, respectivamente, que hibridiza a
uma sonda. A sonda pode ser marcada com uma biotina, digoxigenina, uma
enzima, ou um radio isétopo tal como **P. O DNA ou RNA a ser analisado
pode ser separado eletroforeticamente sobre um gel de agarose ou poliacri-
lamida, transferido para membrana de nitrocelulose, nailon ou outra apropri-
ada, e hibridizado com a sonda usando-se técnicas padrdo bem conhecidas
tais como aquelas descritas em se¢des 7.39-7.52 de Sambrook et al., (1989)
Molecular Cloning, segunda edi¢do, Cold Spring Harbor Laboratory, Plainvi-
ew, NY. Tipicamente, uma sonda é pelo menos cerca de 20 nucleotideos em
comprimento. Por exemplo, uma sonda correspondendo a uma seqiiéncia de
20 nucleotideos mostrada em SEQ ID NOs: 1, 9, 17, 25, 33, 34, 36, 38, 40,
42, 129, 140 ou 142 pode ser usada para identificar um acido nucléico idén-
tico ou similar. Em adi¢édo, sondas maiores ou menores que 20 nucleotideos
podem ser usadas.

A invencao também prové seqliéncias de acido nucléico isoladas
que sdo de pelo menos cerca de 12 bases em comprimento (por exemplo,
cerca de 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 100, 250, 500,
750, 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, ou 5000 bases em comprimento) e hi-
bridizam, sob condi¢cdes de hibridizacao, a fita sensi do ou anti — sentido de
um acido nucléico tendo a seqliéncia mostrada em SEQ ID NO: 1, 9, 17, 25,
33, 34, 36, 38, 40, 42, 129, 140, 142, 162 ou 163. As condi¢des de hibridiza-
¢ao podem ser condigdes de hibridizagdo de moderadamente a altamente
rigorosas.

Para os propoésitos desta invencao, condigbes de hibridizacao
moderadamente rigorosas significam que a hibridizacéo é realizada em cer-
ca de 42°C em uma solugéo de hibridizagc@o contendo KPO4 25 mM (pH 7,4),
5X 8S8C, 5X solugédo de Denhart, 50 ug/ml de DNA de esperma de salméao
sonificado, desnaturado, formamida 50%, sulfato de Dextran 10%, e 1-15
ng/ml sonda (cerca de 5x10’ com/ug), enquanto as lavagens séo realizadas
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em cerca de 50°C com uma solug@o de lavagem contendo 2X SSC e dodecil
sulfato de sddio 0,1%.

Condigdes de hibridizagdo altamente rigorosas significam que a
hibridizacdo é realizada a cerca de 42°C em uma solugdo de hibridizagao
contendo KPO,4 25mM (pH 7,4), 5X SSC, 5X solu¢do de Denhart, 50 pg/ml
de DNA de esperma de salmao sonificado, desnaturado, formamida 50%,
Dextran sulfate 10%, e 1-15 ng/ml de sonda (cerca de 5x107 com/ug), en-
quanto as lavagens sao realizadas em cerca de 65°C com uma solu¢édo de
lavagem contendo 0,2X SSC e sulfato de dodecil de sddio 0,1%. |

Purificado: O termo "purificado” como aqui usado nao requer
pureza absoluta; antes, ele é pretendido como um termo relativo. Assim, por
exemplo, uma preparacgdo de acido nucléico ou polipeptideo purificada pode
ser uma na qual o polipeptideo sujeito ou acido nucléico, respectivamente,
esta em uma concentragao maior que o polipeptideo ou acido nucléico pode
estar em seu ambiente natural dentro de um organismo. Por exemplo, uma
preparac¢ao de polipeptideo pode ser considerada purificada se o teor de
polipeptideo na preparagao representa pelo menos 50%, 60%, 70%, 80%,
90%, 92%, 95%, 98%, ou 99% do teor de proteina totalda preparacgéo.

Transformada: Uma célula “"transformada” é uma célula na qual
uma molécula de acido nucléico foi introduzida através de, por exemplo, téc-
nicas de biologia molecular. Como aqui usado, o termo “transformagéo" en-
campa todas as técnicas através das quais uma molécula de acido nucléico
pode ser introduzida em uma tal célula incluindo, sem limitagao, transfecg¢ao
com um vetor viral, conjugacdo, transformagdo com um vetor plasmideo, e
introdugdo de DNA nu através de eletroporacéo, lipofecgdo, e aceleragao
com pistola de particula.

Recombinante: Um acido nucléico "recombinante" &€ um
tendo (1) uma seqiéncia que nao esta ocorrendo naturalmente no organis-
mo no qual ela é expressa ou (2) uma sequéncia obtida através de uma
combinacao artificial de duas seqiiéncias menores, de outro modo separa-
das. Esta combinacao artificial é freqliientemente realizada por sintese qui-

mica ou, mais comumente, através de manipulacéo artificial de segmentos
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isolados de acidos nuciéicos, por exemplo, através de técnicas de engenha-
ria genética. "Recombinante” & também usado para descrever moléculas de
acido nucléico que foram manipuladas artificialmente, mas contém as mes-
mas seqiiéncias reguladoras e regides codificantes que s&o encontradas no
organismo da qual o acido nucléico foi isolado.

Agente ligante especifico: Um "agente ligante especifico" &€ um
agente que é capaz de ligacdo especifica a qualquer um dos polipeptideos
aqui descritos, e pode incluir anticorpos policionais, anticorpos monoclonais
(incluindo anticorpos monoclonais humanizados), e fragmentos de anticor-
pos monoclonais tais como fragmentos Fab, F(ab’), e Fv assim como qual-
quer outro agente capaz de ligagdo especifica a um epitopo de tais poli-
peptideos.

Anticorpos para os polipeptideos aqui providos (ou seus frag-
mentos) podem ser usados para purificar ou identificar tais polipeptideos. As
segliéncias de aminoacidos e acidos nucléicos aqui providas permitem a
producédo de especificos agentes ligantes baseados em anticorpo especifi-
cos que reconhecem os polipeptideos aqui descritos.

Anticorpos monoclonais ou policlonais podem ser produzidos
para os polipeptideos, porcdes dos polipeptideos, ou suas variantes. Otima-
mente, anticorpos elevados contra um ou mais epitopos sobre um antigeno
polipeptideo detectardo especificamente aquele polipeptideo. Ou seja, anti-
corpos elevados contra um particular polipeptideo podem reconhecer e ligar
este particular polipeptideo, e podem substancialmente nao reconhecer ou
nédo se ligar a outros polipeptideos. A determinacdo de que um anticorpo
liga-se especificamente a um particular polipeptideo é feita através de qual-
quer um de um numero de processos padrdes de ensaios imunes; por
exemplo, Western blotting (Ver, por exemplo, Sambrook et al. (ed.), Molecu-
lar Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., vol. 1-3, Cold spring Harbor Labo-
ratory Press, Cold spring Harbor, N.Y., 1989).

Para determinar que uma dada preparagdo de anticorpos (tal
como uma preparacao produzida em um camundongo contra um polipepti-

deo tendo a seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NO: 2) especi-
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ficamente detecta o apropriado polipeptideo (por exemplo, um polipeptideo
tendo a seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NO: 2) atraves de
Western blotting, proteina celular total pode ser extraida de células e sepa-
rada por eletroforese de SDS — gel poliacrilamida. A proteina celular total
separada entao pode ser transferida para uma membrana (por exemplo, ni-
trocelulose), e a preparacéo de anticorpos incubada com a membrana. Apos
lavagem de membrana para remogdo de anticorpos ligados n&o-
especificamente, a presencga de anticorpos ligados especificamente pode ser
detectada usando-se um apropriado anticorpo secundario (por exemplo, um
anticorpo anti-camundongo) conjugado a uma enzima tal como fosfatase
alcalina uma vez que aplicagdo de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato/nitro azul
tetrazélio resulta na produgédo de um composto de cor azul densa através de
fosfatase alcalina imuno - localizada.

Polipeptideos substancialmente puros apropriados para uso
como um imunogénio podem ser obtidos a partir de células transfectadas,
células transformadas, ou células tipo selvagem. Concentracdes de poli-
peptideos na preparacao final podem ser ajustadas, por exemplo, por con-
centragdo sobre um dispositivo de filtro Amicon, para o nivel de uns poucos
microgramas por mililitro. Em adicdo, polipeptideos variando em tamanho de
polipeptideos de inteiro comprimento a polipeptideos tendo tdo poucos como
nove residuos de aminoacidos podem ser utilizados como imunégenos. Tais
polipeptideos podem ser produzidos em cultura de células, podem ser qui-
micamente sintetizados usando-se processos padrdes, ou podem ser obti-
dos através de clivagem de polipeptideos grandes em menores polipepti-
deos que podem ser purificados. Polipeptideos tendo tdo poucos como nove
residuos de aminoacidos em comprimento podem ser imunogénicos quando
apresentados a um sistema imuno no contexto de uma molécula de Comple-
xo Principal de Histocompatibilidade (MHC) tal como uma molécula MHC
classe | ou MHC classe Il. Da mesma maneira, polipeptideos tendo pelo me-
nos 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800,
900, 1000, 1050, 1100, 1150, 1200, 1250, 1300, 1350, ou mais residuos de
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aminoacidos consecutivos de qualquer seqiiéncia de aminodcidos aqui
mostrada podem ser usados como imundgenos para producéo de anticor-
pos.

Anticorpos monoclonais para qualquer um dos polipeptideos
aqui mostrados podem ser preparados a partir de hibridomas murino de
acordo com o processo classico de Kohler & Milstein (Nature 256:495
(1975)) ou um seu derivado.

Anti-soro policlonal contendo anticorpos para os epitopos hete-
rogéneos de qualquer polipeptideo aqui mostrado pode ser preparado atra-
vés de imunizagdo de animais apropriados com o polipeptideo (ou seu frag-
mento), que pode estar ndo-modificado ou modificado para aperfeigoar
imunogenicidade. Um protocolo de imunizagao eficaz para coelhos pode ser
encontrado em Vaitukaitis et al. (J. Clin. Endocrinol. Metab. 33:988-991
(1971)).

Fragmentos de anticorpos podem ser usados no lugar de anti-
corpos inteiros e podem ser facilmente expressos em células hospedeiras
procaridticas. Processos de obtencao e uso de porgdes imunologicamente
eficazes de anticorpos monoclonais, também referidos como "fragmentos de
anticorpos”, sdo bem conhecidos e incluem aqueles descritos em Better &
Horowitz (Methods Enzymol. 178:476-496 (1989)), Glockshuber et al. (Bio-
chemistry 29:1362-1367 (1990), patente US n® 5 648 237 ("Expression of
Functional Antibody Fragments®), patente US n® 4 946 778 ("Single Po-
lypeptide Chain Binding Molecules"), patente US n? 5 455 030 ("Immunothe-
rapy Using Single Chain Polypeptide Binding Molecules"), e referéncias ali
citadas.

Ligado operavelmente: Uma primeira sequéncia de acidos
nucléicos estd "ligada operavelmente" com uma segunda seqiéncia de &ci-
dos nucléicos onde quer que a primeira seqiiéncia de dcidos nucléicos es-
teja colocada em uma relagdo funcional com a segunda seqiiéncia de acidos
nucléicos. Por exemplo, um promotor esta operavelmente ligado a uma se-
qléncia codificante se o promotor afeta a transcricdo da seqiéncia codifi-

cante. Geralmente, sequéncias de DNA ligadas operavelmente s&o conti-
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guas e, onde necessario para unir duas regides codificantes — polipeptideo,
no mesmo quadro de leitura.

Sondas e iniciadores: sondas de acidos nucléicos e inicia-
dores podem ser preparados facilmente baseado nas sequéncias de amino-
acidos e seqiiéncias de acidos nucléicos ali providas. Uma "sonda" inclui um
acido nucléico isolado contendo um marcador detectavel ou molecula re-
pérter. Marcadores tipicos incluem isétopos radioativos, ligantes, agentes
quimioluminescentes, e enzimas. Processos para marcagao e orientagao na
escolha de marcadores apropriados para varios propdsitos sao discutidos
em, por exemplo, Sambrook et al. (ed.), Molecular Cloning: A Laboratory
Manual 2nd ed., vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y., 1989, e Ausubel et al. (ed.) Current Protocols in Molecular Bi-
ology, Greene Publishing and Wiley-Interscience, New York (com periédicas
atualizacoes), 1987.

"Iniciadores" sdo tipicamente moléculas de acido nucléico tendo
dez ou mais nucleotideos (por exemplo, moléculas de acidos nucléicos ten-
do entre cerca de 10 nucleotideos e cerca de 100 nucleotideos). Um inicia-
dor pode ser anelado a uma fita de acido nucléico alvo complementar atra-
vés de hibridizacdo de acido nucléico para formar um hibrido entre o inicia-
dor e a fita de acido nucléico alvo, e entao estendida ao longo da fita de aci-
do nucléico alvo através de, por exemplo, uma enzima DNA polimerase. Pa-
res de iniciadores podem ser usados para amplificagdo de uma seqgiiéncia
de acido nucléico, por exemplo, através de reacao de cadeia polimerase
(PCR) ou outros processos de amplificagdo de acido nucléico conhecidos na
técnica. ,

Processos para preparacdo e uso de sondas e iniciadores sao
descritos, por exemplo, em referéncias tais como Sambrook et al. (ed.), Mo-
lecutar Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., vol. 1-3, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989; Ausubel et al. (ed.}, Cur-
rent Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing and Wiley-
Interscience, New York (com atualizagdes periédicas), 1987; e Innis et al.,
PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Academic Press: San
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Diego, 1990. Pares de iniciadores de PCR podem ser derivados de uma se-
quiéncia conhecida, por exemplo, através do uso de programas de computa-
dor pretendidos para este propésito tais como Iniciador (Version 0,5, CO-
PYRGT. 1991, Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge,
Mass.). Aqueles versados na técnica apreciardo que a especificidade de
uma particular sonda ou iniciador aumenta com o comprimento, mas que
uma sonda ou iniciador pode variar em tamanho a partir de uma sequéncia
de inteiro comprimento para seqiéncias tao curtas como cinco nucleotideos
consecutivos. Assim, por exemplo, um iniciador de 20 nucleotideos conse-
cutivos pode anelar para um alvo com uma maior especificidade que um cor-
respondente iniciadbr de somente 15 nucleotideos. Assim, de modo a obter-
se maior especificidade, sondas e iniciadores podem ser selecionados que
compreendem, por exemplo, 10, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850,
900, 980, 1000, 1050, 1100, 1150, 1200 1250, 1300, 1350, 1400, 1450,
1500, 1550, 1600, 1650, 1700, 1750, 1800, 1850, 1900, 2000, 2050, 2100
2150, 2200, 2250, 2300, 2350, 2400, 2450, 2500, 2550, 2600, 2650, 2700,
2750, 2800, 2850, 2900, 3000, 3050, 3100, 3150, 3200, 3250, 3300, 3350,
3400, 3450, 3500, 3550, 3600, 3650, 3700, 3750, 3800, 3850, 3900, 4000,
5040, 4100, 4150, 4200, 4250, 4300, 4350, 4400, 4450, 4500, 4550, 4300,
4650, 4700, 4750, 4800, 4850 4900, 5000, 5050, 5100, 5150, 5200, 5250,
5300, 5350, 5400, 5450, ou mais nucleotideos consecutivos.

Porcentagem de identidade de segléncia: A '"porcentagem
de identidade de sequéncia” entre uma particular seqiiéncia de acidos nu-
cléicos ou aminoacidos e uma seqliéncia referida por um particular nimero
de identificagdo de seqliéncia é determinada como se segue. Primeiro, uma
sequéncia de acidos nucléicos ou aminodcidos € comparada a seqléncia
mostrada em um particular ndmero de identificagdo de sequéncia usando
BLAST o programa 2 Sequences (B12seq) a partir da versao stand-alone de
BLASTZ contendo BLASTN versao 2.0.14 e BLASTP version 2.0.14. Esta
verséo stand-alone de BLASTZ pode ser obtida de Fish & Richardson’s web
site (www.fr.com) ou de United States government’'s National Center for Bi-



10

15

20

25

30

24

otechnology Information web site (www.ncbj.nim.nih.gov). Instrugdes expli-

cando como usar o programa B12seq podem ser encontradas no arquivo
readme acompanhando BLASTZ. B12seq realiza uma comparagao entre
duas seqliéncias usando tanto o algoritmo BLASTN como BLASTP. BLASTN
é usado para comparar seqiéncias de acidos nucléicos, enquanto BLASTP
é usado para comparar seqliéncias de aminodcidos. Para comparar duas
seqliéncias de acidos nucléicos, as opgdes sdo como se segue: -i é fixado
para um arquivo contendo primeira sequéncia de acido nucléico a ser com-
parada (por exemplo, C\iseq 1 txt); é fixado para um arquivo contendo a se-
gunda seqléncia de acido nucléico a ser comparado (por exemplo, Ciseq
2.txt); blastn; -o é fixado para qualquer desejado nome de arquivo (por
exemplo, C:\output.txt); -q é fixado para —1; -r ¢ fixado para 2; e todas as
outras opgbes sdo deixadas em sua fixagao default. Por exemplo, o seguinte
comando pode ser usado para gerar um arquivo saida contendo uma com-
paracéo entre duas seqiéncias: C:\B12seq-i c\seq1.txt-j C:\seq2.txt biastn-o
c:\output.txt-g-1-r2. Para comparar duas seqliéncias de aminodcidos, as op-
coes de B12seq sdo fixadas como se segue: -i é fixado para um arquivo
contendo a primeira seqiiéncia de aminoéacido a ser comparada (por exem-
plo, C:\seq1.ixt); -j é fixado para um arquivo contendo a segunda sequéncia
de aminodcidos a ser comparada (por exemplo, C:\seg2.ixt); -p € fixado para
blastp; -0 é fixado para qualquer nome de arquivo desejado (por exemplo,
C:\output.txt) ; e todas as outras opgdes sdo deixadas em sua fixacao default.
Por exemplo, o seguinte comando pode ser usado para gerar um arquivo
saida contendo uma comparagdo entre duas seqUéncias de aminoacidos:
C:\B12seq-i c:\seql.txt-j c:\seq2.txt-p blastp-o c:\outpui.txt. Se a duas se-
gléncias comparadas compartiiham homologia, entdo o arquivo de saida
projetado apresentard aquelas regides de homologia como seqiiéncias ali-
nhadas. Se as duas seqléncias comparadas ndo compartilham homologia,
entado o arquivo de saida projetado nao apresentara seqiiéncias alinhadas.
Uma vez alinhadas, o numero de emparelhamentos é determi-
nado através de contagem de numero de posi¢cbes onde um idéntico residuo

de nucleotideo ou aminoécido é apresentado em ambas sequéncias. A por-
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centagem de identidade de sequéncia é determinada pela divisao de numero
de emparelhamentos tanto através do comprimento da sequéncia mostrada
na seqiéncia identificada (por exemplo, SEQ ID NO: 1), como através de um
comprimento articulado (por exemplo, 100 residuos de nucleotideos ou ami-
noacidos consecutivos a partir de uma sequéncia mostrada em uma se-
quéncia identificada), seguido por multiplicagao do resultante valor por 100.
Por exemplo, uma seqliéncia de acido nucléico que tem 1166 emparelha-
mentos quando alinhada com a seqiiéncia mostrada em SEQ ID NO: 1 &
75,0 por cento idéntica & seqliéncia mostrada em SEQ 1D NO: 1 (isto é,
1166+1554 100=75,0). E notado que o valor de porcentagem de identidade
de seqiiéncia é arredondado para o décimo mais proximo. Por exemplo,
75,11, 75,12, 75,13 e 75,14 sao arredondados para baixo para 75,1, en-
quanto 75,15, 75,16, 75,17, 75,18, e 75,19 sao arredondados para 75,2. E
também notado que o valor de comprimento sera sempre um inteiro. Em um
outro exemplo, uma seqiiéncia alvo contendo uma regido de 20 nucleotideos
que alinha-se com 20 nucleotideos consecutivos de uma seqléncia identifi-
cada como se segue contém uma regiao de compartiha 75 por cento de
identidade de seqiiéncia aquela seqUéncia identificada (isto é,
15+20100=75).

Sequéncia alvo 1. 20
AGGTCGTGTACTGTCAGTCA
(N T O I O O O I I I

Seqiiéncia identificada ACGTGGTGAACTGCCAGTGA

Substituigdo conservativa: O termo "substituicdo conservativa"
como aqui usado refere-se a qualquer das substituicdes de aminoacidos
mostradas na Tabela 1. Tipicamente, substituicdes conservativas tém pe-
queno a nenhum impacto sobre a atividade de um polipeptideo. Um poli-
peptideo pode ser produzido para conter uma ou mais substituicdes conser-
vativas através de manipulacdo da sequéncia de nucleotideos que codifica

aquele polipeptideo usando, por exemplo, procedimentos padrdes tais como
mutagénese de sitio direcionado ou PCR.
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~ Tabela 1 |
Residuo Substituicao (0es)
original consecutivas

Ala ser

Arg lys

Asn gln; his

Asp glu

Cys ser

Gln asn

Glu asp

Gly pro

His as; gin

Ile len: val

Leu ile; vat

Lys arg; gl; glu
. Met leu; ile

Phe met; leu; tyr

Ser thr

Thr scr

Trp tyr

Tyr trp; phe

Val ile; leu

1. Caminhos Metabdlicos

A invengdo prové processos e materiais relacionados a produ-
¢do de 3-HP assim como outros compostos organicos (por exemplo, 1,3-
propanodiol, acido acrilico, acrilato polimerizado, ésteres de acrilato, 3-HP
polimerizado, e ésteres de 3-HP). Especificamente, a invencéo prové acidos
nuclgicos isolados, polipeptideos, células hospedeiras, e processos e mate-
riais para producdo de 3-HP assim como outros compostos organicos tais
como 1,3-propanodiol, acido acrilico, acrilato polimerizado, ésteres de acri-
lato, 3-HP polimerizado, e ésteres de 3-HP.

Da mesma maneira, a invengao prové varios caminhos metabé-

licos que podem ser usados para produg@o de compostos organicos a partir
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de PEP (Figuras 1-5, 43-44, 54, e 55). Como mostrado na Figura 1, lactato
pode ser convertido em lactil-CoA através de um polipeptideo tendo ativida-
de CoA transferase (EC 2.8.3.1); o resultante lactil-CoA pode ser convertida
em acrilil-CoA por um polipeptideo (ou complexo polipeptideo multipio tal
como um complexo E2 o e E2 B ativado) tendo atividade lactil-CoA desidra-
tase (EC 4.2.1.54); o resultante acrilil-CoA pode ser convertida em 3-hidroxi
propionil-CoA (3-HP-CoA) por um polipeptideo tendo atividade 3-hidroxi pro-
pionil-CoA desidratase (EC 4.2.1-); e o resultante 3-HP-CoA pode ser con-
vertida em 3-HP por um polipeptideo tendo atividade CoA transferase, um
polipeptideo tendo atividade 3-hidroxi propionil-CoA hidrolase (EC 3.1.2-), ou
um polipeptideo tendo atividade 3-hidrdxi isobutiril-CoA (EC 3.1.2.4).

Polipeptideos tendo atividade CoA transferase assim como écido
nucléico codificando tais polipeptideos podem ser obtidos a partir de varias
espécies incluindo, sem limitacdo, Megasphaera elsdenii, Clostridium propi-
onicum, Clostridium kluyveri, e Escherichia coli. Por exemplo, acido nucléico
que codifica um polipeptideo tendo atividade CoA transferase pode ser obti-
do de Megasphaera elsdenii como descrito no Exemplo 1 e pode ter uma
seqliéncia como mostrado em SEQ ID NO: 1. Em adic¢do, polipeptideos ten-
do atividade CoA transferase assim como codificando tais polipeptideos po-
dem ser obtidos como aqui descrito. Por exemplo, as variagdes para SEQ ID
NO: 1 aqui providas podem ser usadas para codificar um polipeptideo tendo
atividade CoA transferase.

Polipeptideos (ou os polipeptideos de um complexo polipeptideo
multiplo tal como um complexo E2 alfa e E2 beta ativado) tendo atividade
lactil-CoA desidratase assim como acido nucliéico codificando tais polipepti-
deos podem ser obtidos de varias espécies incluindo, sem limitagao, Megas-
phaera elsdenii e Clostridium propionicum. Por exemplo, acido nucléico co-
dificando um ativador E1,uma subunidade E2 alfa, e uma subunidade E2
beta que pode formar um complexo polipeptideo muitiplo tendo atividade
lactil-CoA desidratase pode ser obtido de Megasphaera elsdenii como des-
crito no Exemplo 2. O &cido nucléico codificando o ativador E1 pode conter

uma seqliéncia como mostrado em SEQ ID NO: 9; o acido nucléico codifi-
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cando a subunidade E2 alfa pode conter uma seqléncia como mostrado em
SEQ ID NO: 17; e o acido nucléico codificando a subunidade E2 beta pode
conter uma seqiiéncia como mostrado em SEQ ID NO: 2. Em adig&o, poli-
peptideos (ou os polipeptideos de um complexo polipeptideo miiltipio) tendo
atividade lactil-CoA desidratase assim como &cido nucléico codificando tais
polipeptideos podem ser obtidos como aqui descrito. Por exemplo, as varia-
¢coes para SEQ ID NO: 9, 17, e 25 aqui providas podem ser usadas para co-
dificagdo de polipeptideos de um complexo polipeptideo muiltiplo tendo uma
atividade CoA transferase. |

Polipeptideos tendo atividade 3-hidréxi propionil-CoA desidrata-
se assim como Aacido nucléico codificando tais polipeptideos podem ser obti-
dos de vérias espécies incluindo, sem limitacdo, Chloroflexus aurantiacus,
Candida rugosa, Rhodosprillium rubrum, e Rhodobacter capsulates. Por
exemplo, acido nucléico que codifica um polipeptideo tendo atividade 3-
hidréxi propionil-CoA desidratase pode ser obtido de Chloroflexus aurantia-
cus como descrito no Exemplo 3e e pode ter uma seqiiéncia como mostrado
em SEQ ID NO: 40. Em adigao, polipeptideos tendo atividade 3-hidréxi pro-
pionil-CoA desidratase assim como acido nucléico codificando tais polipepti-
deos podem ser obtidos como aqui descrito. Por exemplo, as variagoes para
SEQ ID NO: 40 aqui providas podem ser usadas para codificar um polipepti-
deo tendo atividade 3-hidroxi propionil-CoA desidratase.

Polipeptideos tendo atividade 3-hidréxi propionil-CoA hidrolase
assim como acido nucléico codificando tais polipeptideos podem ser obtidos
de varias espécies incluindo, sem limitagao, Candida rugosa. Polipeptideos
tendo atividade 3-hidréxi isobutiril-CoA hidrolase assim como acido nucléico
codificando tais polipeptideos podem ser obtidos de varias espécies incluin-
do, sem limitagdo, Pseudomonas fluorescens, rattus, e homo sapiens. Por
exemplo, acido nucléico que codifica um polipeptideo tendo atividade 3-

hidroxi isobutiril-CoA hidrolase pode ser obtido de homo sapiens e pode ter
uma sequéncia como mostrado em GenBank® accession number U66669.

O termo "polipeptideo tendo atividade enzimética" como aqui

usado refere-se a qualquer polipeptideo que catalisa uma reagéo quimica de
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outras substancias sem ele préprio ser destruido ou alterado com término da
reacdo. Tipicamente, um polipeptideo tendo atividade enzimatica catalisa a
formagdo de um ou mais produtos a partir de um ou mais substratos. Tais
polipeptideos podem ter qualquer tipo de atividade enzimatica incluindo, sem
limitacao, a atividade enzimética ou atividades enzimaticas associadas com
enzimas tais como desidratases/hidratases, 3-hidréxi propionil-CoA desidra-
tases hidratases, CoA transferases, lactil-CoA desidratases, 3-hidroxi propi-
onil-CoA hidrolases, 3-hidréxi isobutiril-CoA hidrolases,poli hidréoxi acido sin-
tases, CoA sintetases, malonil-CoA redutases, beta — alanina ambdnio liases,
e lipases.

Como mostrado na Figura 2, lactato pode ser convertido em lac-
til-CoA por um polipeptideo tendo atividade CoA sintetase (EC 6.2.1.-); o
resultante lactil-CoA pode ser convertida em acrili-CoA por um polipeptideo
(ou complexo polipeptideo mdltiplo) tendo atividade lactil-CoA desidratase; o
resultante acrilil-CoA sendo convertida em 3-HP-CoA por um polipeptideo
tendo atividade 3-hidréxi propionil-CoA desidratase; e o resultante 3-HP-CoA
pode ser convertida em 3-HP polimerizado por um polipeptideo tendo ativi-
dade poli hidréxi acido sintase (EC 2.3.1.-). Polipeptideos tendo atividade
CoA sintetase assim como acido nucléico codificando tais polipeptideos po-
dem ser obtidos de varias espécies incluindo, sem limitagcdao, Escherichia
coli, Rhodobacter sphaeroides, Saccharomyces cervisiae, e Salmonelia en-
térica. Por exemplo, acido nucléico que codifica um polipeptideo tendo ativi-
dade CoA sintetase pode ser obtido de Escherichia coli e pode ter uma se-
quéncia como mostrada em GenBank® accesdion number U0O0006. Poli-
peptideos (ou complexos de polipeptideos muiltiplos) tendo atividade lactil-
CoA desidratase assim como acido nucléico codificando tais polipeptideos
podem ser obtidos como aqui provido. Polipeptideos tendo atividade 3-
hidréxi propionil-CoA desidratase assim como acido nucléico codificando tais
polipeptideos também podem ser obtidos como aqui provido. Polipeptideos
tendo atividade poli hidréxi acido sintase assim como acido nucléico codifi-
cando tais polipeptideos podem ser obtidos de varias espécies incluindo,

sem limitacdo, Rhodobacter sphaeroides, Comamonas acidororans, Ralsto-
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nia eutropha, e Pseudomonas oleovorans. Por exemplo, acido nucléico que
codifica um polipeptideo tendo atividade poli hidréxi acido sintase pode ser
obtido de Rhodobacter sphaeroides e pode ter uma seqiéncia como mos-
trado em GenBank accession number X97200.

Como mostrado na Figura 3, lactato pode ser convertido em lac-
til-CoA por um polipeptideo tendo atividade CoA transferase; o resultante
lactil-CoA pode ser convertida em acrilil-CoA por um polipeptideo (ou com-
plexo polipeptideo multiplo) tendo atividade lactil-COA desidratase; o resul-
tante acrilil-CoA pode ser convertida em 3-HP-CoA através de um pdlipeptl’-
deo tendo atividade 3-hidréxi propionil-CoA desidratase; o resultante 3-HP-
CoA pode ser convertida em 3-HP por um polipeptideo tendo atividade CoA
transferase, um polipeptideo tendo atividade 3-hidréxi propionil-CoA hidrola-
se, ou um polipeptideo tendo atividade 3-hidréxi isobutiril-CoA; e o resultante
3-HP pode ser convertido em um éster de 3-HP por um polipeptideo tendo
atividade lipase (EC 3.1.1.-). Polipeptideos tendo atividade lipase assim
como acido nucléico codificando tais polipeptideos podem ser obtidos de
varias espécies incluindo, sem limitagdo, Candida rugosa, Candida tropicalis,
e Candida albicans. Por exemplo, acido nucléico que codifica um polipepti-
deo tendo atividade lipase pode ser obtido de Candida rugosa e pode ter
uma sequéncia como mostrado em GenBank® accession number A81171.

Como mostrado na Figura 4, lactato pode ser convertido em lac-
til-CoA por um polipepetideo tendo atividade CoA sintetase; o resultante lac-
til-CoA pode ser convertida em acrilil-COA por um polipeptideo (ou complexo
polipeptideo multiplo) tendo atividade lactil-CoA desidratase; e o resultante
acrilil-CoA pode ser convertida em acrilato polimerizado através de um poli-
peptideo tendo atividade poli hidréxi acido sintase.

Como mostrado na Figura 5, lactato pode ser convertido em lac-
til-CoA por um polipeptideo tendo atividade CoA transferase; o resultante
lactil-CoA pode ser convertida em acrilil-CoA por um polipeptideo (ou com-
plexo polipeptideo multiplo) tendo atividade lactil-CoA desidratase; o resul-
tante acrilil-CoA pode ser convertida em acrilato por um polipeptideo tendo

atividade CoA transferase; e o resultante acrilato pode ser convertido em um
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éster de acrilato por um polipeptideo tendo atividade lipase.

Como mostrado na Figura 44, acetil-CoA pode ser convertido em
maionil-CoA por um polipeptideo tendo atividade acetil-CoA corboxilase, e o
resultante malonil-CoA pode ser convertido em 3-HP por um polipeptideo
tendo atividade malonil-CoA redutase. Polipeptideos tendo atividade acetil-
CoA carboxilase assim como é&cido nucléico codificando tais polipeptideos
podem ser obtidos de vérias espécies incluindo, sem limitagao, Escherichia
coli e Chloroflexus aurantiacus. Por exemplo, acido nucléico que codifica um
polipeptideo tendo atividade acetil-CoA carboxilase pode ser obtido de Es-
cherichia coli e pode ter uma seqléncia como mostrada em GenBank® ac-
cession number M96394 ou U18997. Polipeptideos tendo atividade malonil-
CoA redutase assim como acido nucléico codificando tais polipeptideos po-
dem ser obtidos a partir de varias espécies incluindo, sem limitagao, Chloro-
flexus aurantiacus, Sulfolobus metacillus, e Acidianus brierleyi. Por exemplo,
acido nucléico que codifica um polipeptideo tendo atividade malonil-CoA re-
dutase pode ser obtido como aqui descrito e pode ter uma sequéncia similar
a sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 140. Em adigdo, polipeptideos tendo
atividade malonil-CoA redutase assim como acido nucléico codificando tais
polipeptideos podem ser obtidos como descrito aqui. Por exemplo, as varia-
¢Oes para SEQ ID NO: 140 aqui providas podem ser usadas para codifica-
cao de um polipeptideo tendo atividade malonil-CoA redutase.

Polipeptideos tendo atividade malonil-CoA redutase podem usar
NADPH como um cofator. Por exemplo, o polipeptideo tendo a seqiiéncia de
aminoacidos mostrada em SEQ ID NO: 141 é um polipeptideo tendo ativida-
de malonil-CoA que usa NADPH como um cofator quando convertendo ma-
tonil-CoA em 3-HP. Da mesma maneira, polipeptideos tendo atividade malo-
nil-CoA redutase podem usar NADH como um cofator. Tais polipeptideos
podem ser obtidos por conversdo de um polipeptideo que tem atividade ma-
lonil-CoA redutase e usa NADPH como um cofator em um polipeptideo que
tem atividade malonil-CoA redutase e usa NADH como um cofator. Qualquer
processo pode ser usado para converter um polipeptideo que usa NADPH
como um cofator em um polipeptideo que usa NADH como um cofator tais
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como aqueles descritos por outros (Eppink et al., J. Mol. Biol., 292(1).87-
96(1999), Hall and Tomsett, Microbiology, 146(Pt 6):1399-406 (2000), e Dohr
et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 98(1):81-86 (2001)). Por exemplo, mutagénese
pode ser usada para converter o polipeptideo codificado pela seqiéncia de
acido nucléico mostrada em SEQ ID NO: 140 em um polipeptideo que,
quando convertendo malonil-CoA em 3-HP, usa NADH como um cofator ao
invés de NADPH.

Como mostrado na Figura 43, propionato pode ser convertido
em propionil-CoA por um polipeptideo tendo atividade CoA sintetase tal
como o polipeptideo tendo a seqliéncia mostrada em SEQ [D NO: 39; o re-
sultante propionil-CoA pode ser convertida em acrilil-CoA por um polipepti-
deo tendo atividade desidrogenase tal como o polipeptideo tendo a sequén-
cia mostrada em SEQ ID NO: 39; e o resuitante acrilil-CoA pode ser conver-
tido em (1) acrilato por um polipeptideo tendo atividade CoA transferase ou
atividade CoA hidrolase, (2) 3-HP-CoA por um polipeptideo tendo uma ativi-
dade 3-HP desidratase (também referida como acrilil-CoA hidratase ou sim-
plesmente hidratase) tal como o polipeptideo tendo a seqiéncia mostrada
em SEQ ID NO: 39, ou (3) acrilato polimerizado por um polipeptideo tendo
atividade poli hidréxi acido sintase. O resultante acrilato pode ser convertido
em um éster de acrilato por um polipeptideo tendo atividade lipase. O resul-
tante 3-HP-CoA pode ser convertido em (1) 3-HP por um polipeptideo tendo
atividade CoA transferase, um polipeptideo tendo atividade 3-hidréxi propio-
nil-CoA hidrolase (EC 3.1.2.-), ou um polipeptideo tendo atividade 3-hidroxi
isobutiril-CoA hidrolase (EC 3.1.2.4), ou (2) 3-HP polimerizado por um poli-
peptideo tendo atividade poli hidréxi acido sintase (EC 2.3.1.-).

Como mostrado na Figura 54, PEP pode ser convertida em beta
— alanina. Beta — alanina pode ser convertida em beta-alanil-CoA através do
uso de um polipeptideo tendo atividade CoA transferase. Beta-alanil-CoA
entdo pode ser convertida em acrilil-CoA através do uso de um polipeptideo
tendo atividade beta-alanil-CoA aménio liase. Acrilil-CoA entdo pode ser
convertida em 3-HP-CoA através do uso de um polipeptideo tendo atividade
3-HP-CoA desidratase, e um polipeptideo tendo atividade glutamato desi-
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drogenase pode ser usado para converter 3-HP-CoA em 3-HP.
Como mostrado na Figura 55, 3-HP pode ser obtido a partir de

beta — alanina através de primeiro contato de beta — alanina com um poli-
peptideo tendo atividade 4,4-amino butirato amino transferase para criar
malonato semi — aldeido. O malonato semi — aldeido pode ser convertido em
3-HP com um polipeptideo tendo atividade 3-HP desidrogenase ou um poli-
peptideo tendo atividade 3-hidréxi isobutirato desidrogenase.

1. Moléculas de acidos nucléicos e polipeptideos

A invencdo prové acido nucléico isolado que contém a inteira
seqliéncia de acidos nucléicos mostrada em SEQ ID NOS: 1, 9, 17, 25, 33, .
34, 36, 38, 40, 42, 129, 140, 142, 162 ou 163. Em adi¢ao, a invengao prové
acido nucléico isolado que contém uma porcao da seqliéncia de acidos nu-
cléicos em SEQ ID NOs: 1, 9, 17, 25, 33, 34, 36, 38, 40, 42, 129, 140, 142,
162 ou 163. Por exemplo, a invengéo prové acido nucléico isolado que con-
tém uma seqiiéncia de 15 nucleotideos idéntica a qualquer seqliéncia de 15
nucleotideos mostrada em SEQ ID NOs: 1, 9, 17, 25, 33, 34, 36, 38, 40, 42,
129, 140, 142, 162 ou 163 incluindo, sem limitacao, a sequéncia partindo no
nucleotideo nimero 1 e terminando em nucleotideo numero 15, a sequéncia
partindo de nucleotideo nimero 2 e terminando em nucleotideo numero 16,
a seqliéncia partindo em nucleotideo nimero 3 e terminando em nucieotideo
numero 17, e assim por diante. Sera apreciado que a invengdo também pro-
vé acido nucléico isolado que contém uma sequéncia de nucleotideos que é
maior que 15 nucleotideos (por exemplo, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, ou mais nucleotideos) em comprimento e idéntica a
qualquer porgao da seqiéncia mostrada em SEQ ID NO: 1, 9, 17, 25, 33, 34,
36, 38, 40, 42, 129, 140, 142, 162 ou 163. Por exemplo, a invencao prové
acido nucléico isolado que contém uma seqliéncia de 25 nucleotideos idénti-
ca a qualquer seqléncia de 25 nucleotideos mostrada em SEQ ID NOS: 1,
9, 17, 25, 33, 34, 36, 38, 40, 42, 129, 140, 142, 162 ou 163 incluindo, sem
limitagao, a seqliéncia partindo do nucleotideo nimero 1 e terminando em
nucleotideo nimero 25, a seqiéncia iniciando em nucleotideo nimero 2 e

terminando em nucleotideo nimero 26, a seqiéncia iniciando em nucleoti-
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deo nimero 3 e terminando em nucleotideo nimero 27, e assim por diante.
Exemplos adicionais incluem, sem limitagéo, acidos nucléicos isolados que
contdm uma seqiiéncia de nucleotideos que é 50 ou mais nucleotideos (por
exemplo, 100, 150,200, 250, 300, ou mais nucleotideos) em comprimento e
idéntica a qualquer porcdo da seqiiéncia mostrada em SEQ ID NO: 1, 9, 17,
05, 33, 34, 36, 38, 40, 42, 129, 140, 142, 162 ou 163. Tais acidos nucléicos
isolados podem incluir, sem limitagdo, aqueles acidos nuciéicos isolados
contendo uma seqiéncia de acidos nucléicos representada em uma linha
simples de seqiiéncia mostrada na Figura 6, 10, 14, 18, 22, 23, 25, 27, 29,
31, 39, 49 ou 51 desde que cada linha de seqléncia mostrada nestas figu-
ras,com a possivel excegdo da Ultima linha,proporcione uma sequéncia de
nucleotideos contendo pelo menos 50 bases.

Em adigao, a invengao prové acido nucléico isolado que contém
uma variacdo da seqiiéncia de acidos nucléicos mostrada em SEQ ID NOs:
1,9, 17, 25, 33, 34, 36, 38, 40, 42, 129, 140, 142, 162 ou 163. Por exemplo,
a invengao prové acido nucléico isolado contendo uma sequiéncia de acidos
nucléicos mostrada em SEQ ID NOs: 1,9, 17, 25, 33, 34, 36, 38, 40, 42, 129,
140, 142, 162 ou 163 que contém uma insergdo simples, uma supressao
simples, uma substituicdo simples, insergdes multiplas, supressoes multi-
plas, substituicdes multiplas, ou qualquer combinagdo das mesmas (por
exemplo, supressdo simples com insercbes muitiplas). Tais moléculas de
acido nuciéico isoladas podem compartilhar pelo menos 60 ,65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 97, 98, ou 99 por cento de identidade de seqliéncia com uma se-
gUéncia mostrada em SEQ ID NOs: 1, 9, 17, 25, 33, 34, 36, 38, 40, 42, 129,
140, 142, 162 ou 163.

A invencao prové exemplos multiplos de acido nuciéico isolado
que contém uma variacdo de uma sequéncia de acido nucléico mostrada em
SEQ ID NOs: 1, 9, 17, 25, 33, 34, 36, 38, 40, 42, 129, 140, 142, 162 ou 163.
Por exemplo, a Figura 8 prové a seqiiéncia mostrada em SEQ ID NO: 1 ali-
nhada com trés outras seqliéncias de 4cidos nucléicos. Exemplos de varia-
¢bes da seqliéncia mostrada em SEQ ID NO: 1 incluem, sem limitacéo,

qualquer variagcdo da seqléncia mostrada em SEQ ID NO: 1 provida na Fi-
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gura 8. Tais variagoes séo providas na Figura 8 em que uma comparagéo do
nucleotideo (ou sua falta) em uma particular posigéo da sequéncia mostrada
em SEQ ID NO: 1 com o nucleotideo (ou sua falta) na mesma posicao ali-
nhada de qualquer das outras trés seqiiéncias de acidos nucléicos mostra-
das na Figura 8 (isto é, SEQ ID NOs: 3, 4, e 5) prové uma lista de especifi-
cas mudancas para a sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 1. Por exemplo,
"a" na posicdo 49 de SEQ ID NO: 1 pode ser substituida com um "c" como
indicado na Figura 8. Também indicado na Figura 8, "a" na posi¢ao 590 de
SEQ ID NO: 1 pode ser substituido com um "atgg"; um “aaac” pode ser inse-
rido antes de "g" na posi¢do 393 de SEQ ID NO: 1; ou “gaa" na posigao 736
de SDEQ ID NO: 1 pode ser suprimido. Sera apreciado que a seqiéncia
mostrada em SEQ ID NO: 1 pode conter qualquer nimero de variagdes as-
sim como qualquer combinagdo de tipos de variagbes. Por exemplo, a se-
quéncia mostrada em SEQ ID NO: 1 pode conter qualquer variagao provida
na Figura 8 ou mais de uma (por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20,
25, 50, 100, ou mais) das variagbes providas na Figura 8. E notado que as
sequéncias de acidos nucléicos providas pela Figura 8 podem codificar poli-
peptideos tendo atividade CoA transferase. A invencao também prové acido
nucléico isolado que contém uma variante de uma porgcao da seqiéncia
mostrada em SEQ ID NO: 1 como mostrada na Figura 8 e aqui descrita.

Da mesma maneira, a Figura 12 prové variagdes de SEQ ID NO:
9 e suas porcoes; a Figura 16 prové variacoes de SEQ ID NO: 17 e suas
porgoes; a Figura 20 prové variagdes de SEQ ID NO: 25 e suas porgoes; a
Figura 32 prové variagdes de SEQ ID NO: 40 e suas porgdes; e Figura 53
prové variagdes de SEQ ID NO: 140.

A invencao prové &cido nucléico isolado que contém uma se-
qléncia de acido nucléico que codifica a inteira seqiiéncia de aminoacidos
mostrada em SEQ ID NOs: 2, 10, 18, 26, 35, 37, 39, 41, 141, 160 ou 161.
Em adigdo, a invengao prové acido nucléico isolado que contém uma se-
qléncia de acido nucléico que codifica uma porcao da seqiiéncia de amino-
acidos mostrada em SEQ ID NOs: 2, 10, 18, 26, 35, 37, 39, 41, 141, 160 ou

161. Por exemplo, a invengao prové acido nucléico isolado que contém uma
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segiiéncia de acido nucléico que codifica uma sequiéncia de 15 aminoacidos
idéntica a qualquer seqiéncia de 15 aminodcidos mostrada em SEQ D
NOs: 2, 10, 18, 26, 35, 37, 39, 41, 141; 160 ou 161 incluindo, sem limitagao,
a seqiiéncia iniciando no residuo de aminoacido nimero 1 e terminando em
residuo de aminoéacido nimero 15, a seqiéncia iniciando no residuo de ami-
nodacido numero 2 e terminando no residuo de aminoacido numero 16, a se-
gléncia iniciando em residuo de aminoacido ndmero 3 e terminando em re-
siduo de aminoAcido numero 17, e assim por diante. Sera apreciado que a
invencdo também prové acido nuciéico isolado que contém uma seqi]éncia
de &cido nucléico que codifica uma sequéncia de aminoacidos que € maior
gue 15 residuos de aminoacidos (por exemplo, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, ou mais residuos de aminoacidos) em compri-
mento e idéntica a qualquer porgédo da seqiiéncia mostrada em SEQ ID NOs:
2, 10, 18, 26, 35, 37, 39, 41, 141, 160 ou 161. Por exemplo, a invengao pro-
vé acido nucléico isolado que contém uma sequéncia de acidos nucléicos
que codifica uma seqiiéncia de 25 aminoéacidos idéntica a qualquer sequén-
cia de 25 aminoacidos mostrada em SEQ ID NOs: 2, 10, 18, 26, 35, 37, 39,
41, 141, 160 ou 161 incluindo, sem limitacao, a seqiiéncia iniciando em resi-
duo de aminoacido nimero 1 e terminando em residuo de aminoacido nume-
ro 25, a sequéncia iniciando em residuo de aminoacido numero 2 e termi-
nando em residuo de aminodcido numero 26, a seqléncia iniciando em resi-
duo de aminoacido niimero 3 e terminando em residuo de aminoacido nime-
ro 27, e assim por diante. Exemplos adicionais incluem, sem limitagao, aci-
dos nucléicos isolados que contém uma seqiiéncia de acidos nucléicos que
codifica uma seqiiéncia de aminoacidos que é 50 ou mais residuos de ami-
nodcidos (por exemplo, 100, 150, 200, 250, 300 ou mais residuos de amino-
acidos) em comprimento e idéntica a qualquer porgdo da seqiiéncia mostra-
da em SEQ ID NOs: 2, 10, 18, 26, 35, 37, 39, 41, 141, 160 ou 161. Tais &ci-
dos nucléicos isolados incluem, sem limitagdo, aqueles acidos nucléicos
isolados contendo uma seqiéncia de acido nucléico que codifica uma se-
guéncia de aminodcidos representada em uma linha simples de sequéncia
mostrada na Figura 7, 11, 15, 19, 24, 26, 28, 30 ou 50 desde que cada linha
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de seqiiéncia mostrada nestas figuras, com a possivel exce¢éo da ultima
linha, prové uma seqiiéncia de aminodcidos contendo pelo menos 50 resi-
duos.

Em adicéo, a invengao prové &cido nucléico isolado que contém
uma seqliéncia de acidos nucléicos que codifica uma seqiéncia de aminoa-
cidos tendo uma variagéo da seqiléncia de aminodcidos mostrada em SEQ
ID NOs: 2, 10, 18, 26, 35, 37, 39, 41, 141, 160 ou 161. Por exemplo, a in-
vencéo prové acido nucléico isolado contendo uma seqiéncia de acidos nu-
cléicos codificando uma seqiéncia de aminodcidos mostrada em SEQ ID
NOs: 2, 10, 18, 26, 35, 37, 39, 41, 141, 160,0u 161 que contém uma inser-
¢éo simples, uma supressdo simples, uma substituicdo simples, insergdes
multiplas, supressdes mliltiplas, substituicdes multiplas, ou qualquer combi-
nagdo das mesmas (por exemplo, supressdo simples junto com multiplas
insergdes). Tais moléculas de acido nucléico isoladas podem conter uma
sequéncia de acidos nuciéicos codificando uma seqiéncia de aminoacidos
que compartilha pelo menos 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 98, ou 99 por
cento de identidade de seqliéncia com uma seqiiéncia mostrada em SEQ ID
NOs: 2, 10, 18, 26, 35, 37, 39, 41, 141, 160 ou 161.

A invengao prové multiplos exemplos de acido nucléico isolado
contendo uma sequéncia de acidos nucléicos codificando uma seqiéncia de
aminoacidos tendo uma variagdo de uma seqiiéncia de aminoacidos mos-
trada em SEQ ID NOs: 2, 10, 18, 26, 35, 37, 39, 41, 141, 160 ou 161. Por
exemplo, a Figura 9 prové a seqiéncia de aminodcidos mostrada em SEQ
D NO: 2 alinhada com as outras trés seqiéncias de aminoéacidos. Exemplos

de variagOes da sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 2 inciluem, sem limita-

- ¢&o, qualquer variagdo da sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 2 provida na

Figura 9. Tais variagbes sado providas na Figura 9 em que uma comparag¢ao
do residuo de aminodcido (ou sua falta) em uma particular posigdo da se-
qléncia mostrada em SEQ ID NO: 2 com o residuo de aminodacido (ou sua
falta) na mesma posi¢ao alinhada de qualquer das outras trés seqléncias de
aminodcidos de Figura 9 (isto €, SEQ ID NOs: 6, 7 e 8) prové uma lista de

especificas mudancgas para a seqléncia mostrada em SEQ ID NO: 2. Por
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exemplo, "k" na posi¢do 17 de SEQ ID NO: 2 pode ser substituido com "p*
ou "h" como indicado na Figura 9. Como também indicado na Figura 9, "v"
na posigdo 125 de SEQ ID NO: 2 pode estar substituido com "i* ou "t*. Sera
apreciado que a sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 2 pode conter qual-
quer nGmero de variagdes assim como qualquer combinagbes de tipos de
variagdes. Por exemplo, a seqléncia mostrada em SEQ ID NO: 2 pode
conter uma variagao provida na Figura 9 ou mais de uma (por exemplo, 2, 3,
4,5,6,7 8,9, 10, 15, 20, 25, 50, 100,0u mais) das variagdes providas na
Figura 9. E notado que as seqiiéncias de aminoacidos providas na F‘igura 9
podem ser polipeptideos tendo atividade CoA transferase.

A invencdo também prové acido nucléico isolado contendo uma
seqiiéncia de acidos nucléicos codificando uma seqiiéncia de aminoacidos
gue contém uma variante de uma porgdo da seqiiéncia mostrada em SEQ ID
NO: 2 como mostrado na Figura 9 e aqui descrito.

Da mesma maneira, a Figura 13 prové variagdes de SEQ ID NO:
10 e suas porgdes; a Figura 17 prové variagbes de SEQ ID NO: 18 e suas
por¢cdes; a Figura 21 prové variagbes de SEQ ID NO: 26 e suas por¢des; a
Figura 33 prové variagbes de SEQ ID NO: 41 e suas por¢des; as Figuras 40,
41 e 42 provém variagdes de SEQ ID NO: 39; e Figura 52 prové variagoes
de SEQ ID NO: 141 e suas porgoes.

E notado que preferéncias de cédon e tabelas de utilizacdo de
cbédon para uma particular espécie podem ser usadas para engenheirar mo-
léculas de acido nucléico isolado que tomam vantagem das preferéncias de
uso de cédon daquelas particulares espécies. Por exemplo, o acido nucléico
isolado aqui provido pode ser projetado para ter cédons que sédo preferenci-
almente usados por um particular organismo de interesse.

A invengdo também prové acido nucléico isolado que é pelo me-
nos cerca de 12 bases em comprimento (por exemplo, pelo menos cerca de
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 100, 250, 500, 750, 1000,
1500, 2000, 3000, 4000 ou 5000 bases em comprimento) e hibridiza, sob
condigbes de hibridizagao, a fita sentido ou anti — sentido de um &cido nu-
cléico tendo a sequiéncia mostrada em SEQ ID NO: 1, 9, 17, 25, 33, 34, 36,
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38, 40, 42, 129, 140, 142, 162 ou 163. As condi¢des de hibridizagdo podem
ser condigbes de hibridizacdo moderadamente ou altamente rigorosas.

A invencdo prové polipeptideos que contém a inteira sequéncia
de aminoacidos mostrada em SEQ ID NOS: 2, 10, 18, 26, 35, 37, 39, 41,
141, 160 ou 161. Em adigdo, a invengéo prové polipeptideos que contém
uma por¢édo da seqiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NOs: 2, 10,
18, 26, 35, 37, 39, 41, 141, 160 ou 161. Por exemplo, a invenc¢éo prové poli-
peptideos que contém uma sequéncia de 15 aminoacidos idéntica a qual-
quer sequéncia de 15 aminodcidos mostrada em SEQ ID NO: 2, 10, 18, 26,
35, 37, 39, 41, 141, 160 ou 161 incluindo, sem limitagdo, a seqténcia inici-
ando em residuo de aminoacido nimero 1 e terminando em residuo de ami-
noacido numero 15, a seqliéncia iniciando em residuo de aminoécido nime-
ro 2 e terminando em residuo de aminoacido nimero 16, a sequéncia inici-
ando em residuo de aminoécido nimero 3 e terminando em residuo de ami-
noacido numero 17, e assim por diante. Sera apreciado que a invengao tam-
bém prové polipeptideos que contém uma seqiéncia de aminodacidos que é
maior que 15 residuos de aminoéacidos (por exemplo, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, ou mais residuos de aminodacidos) em
comprimento e idéntica a qualquer porgao da sequéncia mostrada em SEQ
ID NOs: 2, 10, 18, 26, 35, 37, 39, 41, 141, 160 ou 161. Por exemplo, a in-
vencéo prové polipeptideos que contém uma sequléncia de 25 aminoacidos
idéntica a qualquer sequiéncia de 25 aminoacidos mostrada em SEQ ID
NOs: 2, 10, 18, 26, 35, 37, 39, 41, 141, 160 ou 161 incluindo, sem limitag&o,
a sequéncia iniciando em residuo de aminoacido nimero 1 e terminando em
residuo de aminodcido numero 25, a sequéncia iniciando em residuo de
aminoacido namero 2 e terminando em residuo de aminoacido nimero 26, a
sequléncia iniciando em residuo de aminoéacido nimero 3 e terminando em
residuo de aminoacido numero 27, e assim por diante. Exemplos adicionais
incluem, sem limitacao, polipeptideos que contém uma seqiiéncia de amino-
acidos que é 50 ou mais residuos de aminoécidos (por exemplo, 100, 150,
200, 250, 300, ou mais residuos de aminoacidos) em comprimento e idéntica

a qualquer porgao da sequéncia mostrada em SEQ ID NOs: 2, 10, 18, 26,
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35, 37, 39, 41, 141, 160 ou 161. Tais polipeptidecs podem incluir, sem limi-
tacdo, aqueles polipeptideos contendo uma seqliéncia de aminoacidos re-
presentada em uma linha simples de seqliéncia mostrada na figura 7, 11, 15,
19, 24, 26, 28, 30, ou 50 desde que cada linha de sequéncia mostrada nes-
tas figuras, com a possivel excegdo da dltima linha, proporcione uma se-
gléncia de aminoacidos contendo pelo menos 50 residuos.

Em adicdo, a invengéo prové polipeptideos que apresenta uma
variagdo da sequiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NOs: 2, 10, 18,
26, 35, 37, 39, 41, 141, 160 ou 161. Por exemplo, a invencéo prox}é poli-
peptideos contendo uma seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SQ ID
NOs: 2, 10, 18, 26, 35, 37, 39, 41, 141, 160 ou 161 que contém uma inser-
¢ao simples, uma supressao simples, uma substituicdo simples, insergoes
multiplas, supressOes multiplas, substituicdes multiplas, ou qualquer combi-
nagdo das mesmas (por exemplo, supressao simples junto com insergdes
multiplas). Tais polipeptideos podem conter uma seqiiéncia de aminodcidos
que compartilha pelo menos 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 98, ou 99 por
cento de identidade de segléncia com a seqgiiéncia mostrada em SEQ ID
NO: 2, 10, 18, 26, 35, 37, 39, 41, 141, 160 ou 161.

A invengao prové multiplos exemplos de polipeptideos contendo
uma seqiéncia de aminoacidos tendo uma variagdo de uma seqiéncia de
aminoacidos mostrada em SEQ ID NOs: 2, 10, 18, 26, 35, 37, 39, 41, 141,
160 ou 161. Por exemplo, a Figura 9 prové a sequéncia de aminoacidos
mostrada em SEQ ID NO: 2 alinhada com trés outras seqliéncias de amino-
acidos. Exemplos de variagdes da seqliéncia mostrada em SEQ ID NO: 2
incluem, sem limitag&@o, qualquer variagdo da seqiiéncia mostrada em SEQ
ID NO: 2 provida na Figura 9. Tais variagdes sdo providas na Figura 9 em
que uma comparacao do residuo de aminoacido (ou sua falta) em uma parti-
cular posicdo da seqiéncia mostrada em SEQ ID NO: 2 com o residuo de
aminoéacido (ou sua falta) na mesma posicéo alinhada de qualquer das ou-
tras trés seqliéncias de aminodacidos de Figura 9 (isto é, SEQ ID NOs: 6,7 e
8) prové uma lista de especificas mudancas para a sequéncia mostrada em
SEQ ID NO: 2. Por exemplo, "k" na posigdo 17 de SEQ ID NO: 2 pode ser
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substituido com "p" ou “h" como indicado na Figura 9. Como também indica-
do na Figura 9, "v" na posigdo 125 de SEQ ID NO: 2 pode estar substituido
com um "i* ou "f'. Ser4 apreciado que a seqiéncia mostrada em SEQ ID NO:
2 pode conter qualquer nimero de variagdes assim como qualguer combina-
céo de tipos de variagdes. Por exemplo, a seqliéncia mostrada em SEQ ID
NO: 2 pode conter uma variagdo provida na Figura 9 ou mais de uma (por
exemplo, 2, 3, 4,5, 6,7,8,9, 10, 15, 20, 25, 50, 100 ou mais) das variagoes
providas na Figura 9. E notado que as seq(iéncias de aminodacidos providas
na Figura 9 podem ser polipeptideos tendo atividade CoA transferase.

A invengao também prové polipeptideos contendo uma sequén-
cia de aminoacidos que contém uma variante de uma porgao da sequéncia
mostrada em SEQ ID NO: 2 como mostrado na Figura 9 e aqui descrito.

Da mesma maneira, a Figura 13 prové variagoes de SEQ ID NO:
10 e suas porgdes; a Figura 17 prové variagdes de SEQ ID NO: 18 e suas
porgoes; a Figura 21 prové variagdes de SEQ ID NO: 26 e suas porgdes; a
Figura 33 prové variagdes de SEQ ID NO: 41 e suas porgdes, as figuras 40,
41 e 42 provéem variagdes de SEQ ID NO: 39; e Figura 52 prové variagdes
de SEQ ID NO: 141 e suas porgdes.

Polipeptideos tendo uma seqléncia de aminoacidos variante
podem reter atividade enzimatica. Tais polipeptideos podem ser produzidos
através de manipulacdo de sequéncia de nucleotideos codificando um poli-
peptideo usando-se procedimentos padrao tais como mutagénese de sitio —
direcionado ou PCR. Um tipo de modificagao inclui a substituigio de um ou
mais residuos de aminoacidos por residuos de aminoacidos tendo uma si-
milar propriedade biogquimica. Por exemplo, um polipeptidec pode ter uma
seqliéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NOs: 2, 10, 18, 26, 35, 37,
39, 41, 141, 160 ou 161 com uma ou mais substituicdes conservativas.

- Mudangas mais substanciais podem ser obtidas através de sele-
¢&o de substituicdes que sao menos conservativas que aquelas na Tabela 1,
isto é, selecionando residuos que diferem mais significantemente em seu
efeito sobre rhanutengéo: (a) a estrutura da cadeia principal de polipeptideo

na area da substituicdo, por exemplo, como uma conformacgéo de folha ou
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helicoidal; (b) a carga ou hidrofobicidade do polipeptideo no sitio alvo; ou (c)
o volume da cadeia lateral. As substituicbes que, em geral, sédo esperadas
produzirem as maiores mudangas em fungédo de polipeptideo sao aquelas
onde: (a) um residuo hidrofilico, por exemplo, serina ou treonina é substitui-
do por um residuo hidrofébico, por exemplo, leucina, isoleucina, fenil alanina,
valina ou alanina; (b) uma cisteina ou prolina é substituida por qualquer ou-
tro residuo; (c) um residuo tendo uma cadeia lateral eletropositiva, por
exemplo, lisina, arginina, ou histidina, € substituido por um residuo eletrone-
gativo, por exemplo, acido glutamico ou &acido aspartico; ou (d) um residuo
tendo uma cadeia lateral volumosa, por exeniplo, fenil alanina, é substituido
por um ndo tendo uma cadeia lateral, por exemplo, glicina. Os efeitos destas
substituicdes de aminodcidos (ou outras supressdes ou adigdes) podem ser
avaliados para polipeptideos tendo atividade enzimatica através de andlise
de habilidade do polipeptideo catalisar a conversdo do mesmo substrato
como o polipeptideo nativo relacionado para 0 mesmo produto como o poli-
peptideo nativo relacionado. Da mesma maneira, polipeptideos tendo 5, 10,
20, 30, 40, 50 ou menos substituicdes conservativas séo providos pela in-
vencao.

Polipeptideos e acido nucléico codificando polipeptideo podem
ser produzidos através de técnicas padrao de mutagénese de DNA, por
exemplo, mutagénese de iniciador M13. Detalhes destas técncias sao provi-
dos em Sambrook et al. (ed.), Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd
ed., vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.,
1989, Ch. 15. Moléculas de acidos nucléicos podem conter altera¢des de
uma regiao codificante para adaptar tendéncia de utilizacdo de codon do
particular organismo no qual a molécula € para ser introduzida.

Alternativamente, a regido codificanie pode ser alterada toman-
do-se vantagem da degenerescéncia do cédigo genético para alterar a se-
qléncia codificante em uma maneira tal que, enquanto a seqiiéncia de acido
nucléico é substancialmente alterada, ela nao obstante codifica um poli-
peptideo tendo uma seqliéncia de aminoacidos idéntica ou substancialmente

similar & seqléncia de aminoacidos nativa. Por exemplo, o nono residuo de
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aminoacido da sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 2 é alanina, que e codi-
ficada no quadro de leitura aberto pelo tripleto cédon nucleotideo GCT. De-
vido & degenerescéncia do cédigo genético, trés outros tripletos de cédon de
nucieotideo — GCA, GCC, e GCG - também codificam alanina. Assim, a se-
gliéncia de acidos nucléicos do quadro de leitura aberto pode ser alterada
nesta posicédo para qualquer destes trés cédons sem afetar a segiiéncia de
aminoéacidos do polipeptideo codificado ou as caracteristicas do polipepti-
deo. Baseado na degenerescéncia do cédigo genético, variantes de acidos
nucléicos podem ser derivadas de uma sequéncia de acidos nucléicos aqui
mostrada usando-se uma técnica padrao de mutagénese de DNA como aqui
descrita, ou através de sintese de seqliéncias de acido nucléico. Assim, esta
invengdo também encampa moléculas de acidos nucléicos que codificam o
mesmo polipeptideo mas variam em seqiiéncia de acidos nucléicos em vir-
tude da degenerescéncia do cédigo genético.

V. Processos de fabricacao de 3-HP e outros acidos orgénicos

Cada etapa provida nos caminhos mostrados em Figuras 1-5,
43-44, 54, e 55 pode ser realizada dentro de uma célula (in vivo) ou fora de
uma célula (in vitro, por exemplo, em um recipiente ou coluna). Adicional-
mente, os produtos acidos orgénicos podem ser gerados através de uma
combinagado de sintese in vivo e sintese in vitro. Além disso, a etapa de sin-
tese in vitro, ou etapas, pode ser através reagdo quimica ou reag&o enzima-
tica.

Por exemplo, um microorganismo aqui provido pode ser usado
para desempenhar as etapas providas na Figura 1, ou um extrato contendo
polipeptideos tendo as indicadas atividades enzimaticas pode ser usado
para desempenhar as etapas providas na Figura 1. Em adigcao, tratamentos
quimicos podem ser usados para desempenharem as conversdes providas
nas Figuras 1-5, 43-44, 54, e 55. Por exemplo, acrilil-CoA pode ser converti-
do em acrilato por hidrdlise. Outros tratamentos quimicos incluem, sem limi-
tagao, trans-esterificacdo para converter acrilato em um éster de acrilato.

Fontes de carbono apropriadas como pontos de partida para bi-

oconversao incluem carboidratos e intermediarios sintéticos. Exemplos de
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carboidratos que células sdo capazes de metabolizar a piruvato incluem
aglcares tais como dextrose, triglicerideos e acidos graxos.

Adicionalmente, produtos quimicos intermediarios podem ser
pontos de partida. Por exempio, acido acético e didxido de carbono podem
ser introduzidos em um caldo de fermentagao. Acetil-CoA, malonil-CoA, e 3-
HP podem ser sequencialmente produzidos usando-se um polipeptideo ten-
do atividade CoA sintase, um polipeptideo tendo atividade acetil-CoA carbo-
xilase, e um polipeptideo tendo atividade malonil-CoA redutase. Outros
pontos de partida quimicos intermedidrios Uteis podem incluir acido propioni-
co, acido acrilico, acido piruvico, e beta alanina.

A. Expressao de Polipeptideos

Os polipeptideos aqui descritos podem ser produzidos individu-
almente em uma célula hospedeira ou em combinagdo em uma célula hos-
pedeira. Além disso, os polipeptideos tendo uma particular atividade enzi-
matica podem ser um polipeptideo que esta tanto ocorrendo naturalmente
como ocorrendo nao-naturalmente. Um polipeptideo ocorrendo naturalmente
€ qualquer polipeptideo tendo uma seqléncia de aminoacidos como encon-
trada na natureza, incluindo polipeptideos tipo selvagem e polimérficos. Tais
polipeptideos ocorrendo naturalmente podem ser obtidos a partir de quais-
quer espécies incluindo, sem limitagao, espécies animal (por exemplo, ma-
mifero), planta, fungo, e bacterial. Um polipeptideo ocorrendo nao-
naturalmente € qualquer polipeptideo tendo uma seqiliéncia de aminoacidos
que nao é encontrada em natureza. Assim, um polipeptideo ocorrendo nao-
naturalmente pode ser uma versdao mutante de um polipeptideo ocorrendo
naturalmente, ou um polipeptideo engenheirado. Por exemplo, um polipepti-
deo ocorrendo ndo-naturalmente tendo atividade 3-hidréxi propionil-CoA de-
sidratase pode ser uma versdao mutante de um polipeptideo ocorrendo natu-
ralmente tendo atividade 3-hidréxi propionil-CoA desidratase que retém, pelo
menos, alguma atividade 3-hidréxi propionil-CoA desidratase. Um polipepti-
deo pode sofrer mutacdo através de, por exemplo, adicdes, supressdes,
substituigbes de seqliéncias, ou combina¢cdes das mesmas.

A invencéo prové células geneticamente modificadas que podem
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ser usadas para desempenhar uma ou mais etapas das etapas nos cami-
nhos metabdlicos aqui descritos ou as células geneticamente modificadas
podem ser usadas para produgao de polipeptideos mostrados para subse-
qlente uso in vitro. Por exemplo, um microorganismo individual pode conter
acido nucléico exdgeno de modo que cada um dos polipeptideos necessari-
os para desempenhar as etapas mostradas nas Figuras 1, 2 3, 4, 5, 43, 44,
54 ou 55 seja expresso. E importante notar que tais células podem conter
qualquer numero de moléculas e acido nucléico exégeno. Por exemplo, uma
particular célula pode conter seis moléculas de acido nucléico exégeno com
cada uma codificando um dos seis polipeptideos necessarios para conver-
s&0 de lactato em 3-HP como mostrado na Figura 1, ou uma célula particular
pode produzir endogenamente polipeptideos necessérios para conversao de
lactato em acrilil-CoA enquanto contendo &cido nucléico exégeno que codifi-
ca polipeptideos necessarios para conventer acrilil-CoA em 3-HP.

Em adicdo, uma molécula de acido nucléico exégeno simples
pode codificar um ou mais de um polipeptideo. Por exemplo, uma molécula
de acido nucléico exégeno simples pode conter seqiéncias que codificam
trés diferentes polipeptideos. Ainda, as células aqui descritas podem conter
uma cépia simples, ou multiplas cépias (por exemplo, cerca de 5,10, 20, 35,
50, 75, 100 ou 150 copias), de uma particular molécula de acido nucléico
exdgeno. Por exemplo, uma particular célula pode conter cerca de 50 copias
das construgées mostradas nas Figuras 34, 35, 36, 37, 38 ou 45. Novamen-

te, as células aqui descritas podem conter mais de uma particular molécula

- de &cido nucléico exégeno. Por exemplo, uma célula particular pode conter

cerca de 50 copias de moléculas de acido nucléico exégeno X assim como
cerca de 75 cdpias de moléculas de acido nucléico exégeno Y.

Em uma outra modalidade, uma célula dentro do escopo da in-
vengdo pode conter uma molécula de acido nucléico exdégeno que codifica
um polipeptideo tendo atividade 3-hidréxi propionit CoA desidratase. Tais
células podem ter quaiquer nivel de atividade 3-hidréxi propionil-CoA desi-
dratase. Por exemplo, uma célula contendo uma molécula de acido nucléico

exégeno que codifica um polipeptideo tendo atividade 3-hidréxi propionil-



10

15

20

25

30

46

CoA desidratase pode ter atividade 3-hidréxi propionil-CoA desidratase com
uma atividade especifica maior que cerca de 1mg de 3-HP-CoA formado por
grama em peso de célula seca por hora (por exemplo, maior que cerca de
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 200, 250, 300, 350, 400,
500, ou mais mg de 3-HP-CoA formados por grama em peso de célula seca
por hora). Alternativamente, uma célula pode ter atividade 3-hidroxi propionil-
CoA desidratase de modo que um extrato de célula a partir de 1x1 0° células
tém uma atividade especifica maior que cerca de 1 ug de 3-HP-CoA formado
por mg de proteina total por 10 minutos (por exemplo, maior que cerca de
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 200, 250, 300, 350, 400,
500, ou mais ug de 3-HP-CoA formados por mg de proteina total per 10 mi-
nutos).

Uma molécula de acido nucléico codificando um polipeptideo
tendo atividade enzimatica pode ser identificada e obtida usando-se qual-
quer processo como aqueles aqui mostrados. Por exemplo, moléculas de
acidos nucléicos que codificam um polipeptideo tendo atividade enzimatica
podem ser identificadas e obtidas usando-se procedimentos e técnicas co-

muns de clonagem molecular ou sintese quimica de acido nucléico, incluindo

PCR. Em adicao, técnicas padrdo de seqlienciamento de acido nucléico e

programas de software que traduzem sequéncias de acidos nucléicos em
sequéncias de aminodcidos baseadas em cddigo genético podem ser usa-
dos para determinar se ou ndo um particular acido nucléico tem qualquer
homologia de seqiéncia com polipeptideos enzimaticos conhecidos. Softwa-
re de alinhamento de seqiiéncia tal como MEGALIGN® (DNASTAR, Madi-
son, WI, 1997) pode ser usado para comparar varias seqiiéncias. Em adi-
¢éo, moléculas de acido nucléico codificando polipeptideos enzimaticos co-
nhecidos podem ser mutantes usando-se técnicas comuns de clonagem
molecular (por exemplo, mutagénese de sitio — direcionado). Mutagées pos-
siveis incluem, sem limitagdo, supressdes, insercdes e substituicdes de
base, assim como combinacgdes de supressdes, insergdes e substituicdes de
base. Ainda, bases de dados de acidos nucléicos e aminoacidos (por exem-
plo, GenBank®) podem ser usadas para identificacdo de uma sequiéncia de
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acidos nucléicos que codifica um polipeptideo tendo atividade enzimatica.
Resumidamente, qualquer seqiéncia de aminoacidos tendo alguma homo-
logia a um polipeptideo tendo atividade enzimética, ou qualquer sequéncia
de &acidos nucléicos tendo alguma homologia a uma sequéncia codificando
um polipeptideo tendo atividade enzimdtica pode ser usada como uma duvi-
da para busca em GenBank®. Os polipeptideos identificados entao poedem
ser analisados para determinar se ou néo eles exibem atividade enzimatica.

Em adigcdo, técnicas de hibridizagcdo de &cido nucléico podem
ser usadas para identificar € obter uma molécula de acido nucléico que codi-
fica um polipeptideo tendo atividade enzimatica. Resumidamente, qualquer
molécula de &cido nucléico que codifica um polipeptideo enzimatico conhe-
cido, ou seu fragmento, pode ser usada como uma sonda para identificar
moléculas de acido nucléico similares através de hibridizagao sob condigoes
de rigorosidade moderada a alta. Tais moléculas de acidos nucléicos simila-
res entao podem ser isoladas, sequenciados e analisadas para determinar
se o polipeptideo codificado tem atividade enzimatica.

Técnicas de clonagem de expressdo também podem ser usadas
para identificacdo e obtencdao de uma molécula de acido nucléico que codifi-
ca um polipeptideo tendo atividade enzimatica. Por exemplo, um substrato
conhecido para interagir com um particular polipeptideo enzimatico pode ser
usado para selecionar uma biblioteca de mostra de fago contendo aquele
polipeptideo enzimatico. Bibliotecas de mostra de fago podem ser geradas
como descrito em outro lugar (Burritt et al., Anal. Biochem. 238:1-13 (1990)),
ou podem ser obtidas de fornecedores comerciais como Novagen (Madison,
WI).

Ainda, técnicas de seqglienciamento de polipeptideos podem ser
usadas para identificar e obter uma molécula de acido nucléico que codifica
um polipeptideo tendo atividade enzimatica. Por exemplo, um polipeptideo
purificado pode ser separado por eletroforese de gel, e sua seqléncia de
aminoacidos determinada através de, por exemplo, técnicas de microsse-
glenciamento de aminoacido. Uma vez determinada, a sequéncia de ami-

noacidos pode ser usada para designar iniciadores oligonucleotideo degene-
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rados. Iniciadores oligonucleotideos degenerados podem ser usados para
obter-se o 4cido nucléico codificando o polipeptideo por PCR. Uma vez obti-
do, o &cido nucléico pode ser seqlienciado, clonado em um apropriado vetor
de expressao, e introduzido em um microorganismo.

Qualquer processo pode ser usado para introduzir uma molécula
de acido nucléico exégeno em uma célula. De fato, muitos processos para
introdugdo de acido nucléico em microorganismos, tais como bactérias e
levedura sdo conhecidos por aqueles versados na técnica. Por exemplo,
choque térmico, lipofeccéo, eletroporagao, conjugacéo, fusdo de proioplas-
tos e liberagdo biolistica sdo processos comuns para introdugdo de acido
nucléico em células de bactérias e leveduras. Ver, por exemplo, Ito et al., J.
Bacterol. 153:163-168 (1983); Durrens et al., Curr. Genet. 18:7-12 (1990); e
Becker and Guarente, Methods in Enzymology 194:182-187 (1991).

Uma molécula de acido nucléico exdégeno contida em uma parti-
cular célula da invengao pode ser mantida dentro desta célula em qualquer
forma. Por exemplo, moléculas de acido nucléico exégeno podem ser inte-
gradas no genoma da célula ou mantidas em um estado epissomal. Em ou-
tras palavras a célula da invencdo pode ser um transformante estavel ou
transiente. Novamente, um microorganismo aqui descrito pode conter uma
cOpia simples, ou cépias multiplas (por exemplo, cerca de 5, 10, 20, 35, 50,
75, 100 ou 150 cépias), de uma particular molécula de acido nucléico exé-
geno como aqui desctito.

Processos para expressao de uma sequéncia de aminoacidos a
partir de uma molécula de acido nucléico exégeno sao bem conhecidos por
aqueles versados na técnica. Tais processos incluem, sem limitagao, cons-
trucao de um acido nucléico de modo que um elemento regulador promova a
expressao de uma seqléncia de acido nucléico que codifica um polipepti-
deo. Tipicamente, elementos reguladores sdo seqliéncias de DNA que re-
gulam a expressdo de outras seqliéncias de DNA no nivel de transcrigdo.
Assim, elementos reguladores incluem, sem limitacdo, promotores, aperfei-
¢oadores, e semelhantes. Qualquer tipo de promotor pode ser usado para

expressar uma sequéncia de aminoacidos a partir de uma molécula de acido
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nucléico exégeno. Exemplos de promotores incluem, sem limitag@o, promo-
tores constitutivos, promotores especificos de tecido, e promotores responsi-
VOs ou néo-responsivos a um estimulo particular (por exemplo, luz, oxigénio,
concentragdo quimica e semelhantes). Além disso, processos para expres-
sédo de um polipeptideo a partir de uma molécula de acido nuciéico exdgeno
em células tais como células bacteriais e células de levedura s&o bem co-
nhecidos por aqueles versados na técnica. Por exemplo, constru¢cdes de
acidos nucléicos que sdo capazes de expressar polipeptideos exégenos
dentro de E. coli sdo bem conhecidos. Ver, por exemplo, Sambrook et al.,
Molecular Cloning: a laboratory manual, Cold Spring Harbour Laboratory
Press, New York, USA, segunda edicéo (1989). '

B. Producéo de acidos orgénicos e produtos relacionados via célu-

las hospedeiras
As seqliéncias de acidos nucléicos e aminoacidos aqui providas

podem ser usadas com células para producédo de 3-HP e/ou outros com-
postos orgénicos tais como 1,3-propanodiol, acido acrilico, acrilato polimeri-
zado, ésteres de acrilato, ésteres de 3-HP, e 3-HP polimerizado. Tais células
podem ser de quaisquer espécies incluindo aquelas listadas dentro das pa-
ginas de web de taxonomia no National |nstitute of Health patrocinadas pelo

governo dos Estados Unidos (www.ncbi.nim.nih.gov). As células podem ser

eucaridticas ou procaridticas. Por exemplo, células geneticamente modifica-
das da invengdo podem ser células mamiferas (por exemplo, células huma-
nas, murino e bovinas), células de plantas (por exemplo, células de milho,
trigo, arroz e soja), células de fungos (por exemplo, céluias de Aspergillus e
Rhizopus) células de levedura ou células bacteriais (por exemplo, células de
Lactobacillus, Lactococcus, Bacillus, Escherichia e Clostridium). Uma célula
da invengédo também pode ser um microorganismo. O termo "microorganis-
mo" como aqui usado refere-se a qualquer organismo microscépico incluin-
do, sem limitagdo, bactérias, algas, fungos e protozoarios. Assim, E. coli, S.
cerevisiae, Kluveromyces lactis, Candida blankii, Candida rugosa, e Pichia
postoris sdo considerados microorganismos e podem ser usados como aqui
descrito.
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Tipicamente, uma célula da invengéo é geneticamente modifica-
da de modo que um particular composto organico € produzido. Em uma mo-
dalidade, a invengédo prové células que fabricam 3-HP a partir de PEP.
Exemplos de caminhos biossintéticos que podem ser usados por células
para fabricacao de 3-HP sao mostrados em Figuras 1-5, 43-44, 54 e 55.

Genericamente, células que s@o geneticamente modificadas
para sintetizar um particular composto organico contém uma ou mais mole-
culas de acido nucléico exégeno que codificam polipeptideos tendo especifi-
cas atividades enzimaticas. Por exemplo, um microorganismo pode conter
acido nucléico exodgeno que codifica um polipeptideo tendo atividade 3-
hidroxipropionil-CoA desidratase. Neste caso, acrilil-CoA pode ser convertido
em acido 3-hidréxi propidnico-CoA que pode conduzir a produg¢ao de 3-HP.
E notado que uma célula pode receber uma molécula de acido nucléico exoé-
geno que codifica um polipeptideo tendo uma atividade enzimatica que cata-
lisa a produgdo de um composto normalmente ndo produzido por aquela
célula. Alternativamente, uma célula pode receber uma molécula de acido
nucléico exégeno que codifica um polipeptideo tendo uma atividade enzima-
tica que catalisa a produgcao de um composto que é normalmente produzido
por aquela célula. Neste caso, a célula geneticamente modificada pode pro-
duzir mais do composto, ou pode produzir o composto mais eficientemente,
gue uma célula similar nao tendo a modificagdo genética.

Em uma modalidade, a invencdo prové uma célula contendo
uma molécula de acido nucléico exdégeno que codifica um polipeptideo tendo
atividade enzimatica que conduz a formagédo de 3-HP. E notado que o 3-HP
produzido pode ser secretado da célula, eliminado a necessidade de rompi-
mento de membranas de células para recuperagdo de composto orgénico.
Tipicamente, a célula da invengao produz 3-HP com a concentracdo sendo
pelo menos cerca de 100 mg por L (por exemplo, pelo menos cerca de 1 g/,
5 g/l, 10 g/l, 25 g/l, 50 g/, 75 g/l, 80 g/l, 90 g/l, 100 g/l ou 120 g/l). Quando
determinando o rendimento de um composto organico tal como 3-HP para
uma célula particular, qualquer processo pode ser usado. Ver, por exemplo,
Applied Environmental Microbioly 59(12):4261-4265 (1993). Tipicamente,
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uma célula dentro do escopo da invengao tal como um microorganismo ca-
tabolisa uma fonte de carbono hexose tal como glicose. Uma célula, entre-
tanto, pode catabolisar uma variedade de fontes de carbono tais como agu-
cares pentose (por exemplo, ribose, arabinose, xilose e lixose), acidos gra-
x0s, acetato, ou gliceréis. Em outras palavras, uma célula dentro do escopo
da invencéo pode utilizar uma variedade de fontes de carbono.

Como aqui descrito, uma célula dentro do escopo da invencgao
pode conter uma molécula de acido nucléico exégeno que codifica um poli-
peptideo tendo atividade enzimatica que conduz a formagéao de 3-HP ou ou-
tros compostos orgénicos tais como 1,3-propanodiol, acido acrilico, poli
acrilato, acrilato — ésteres, 3-HP-ésteres, e poli 3-HP. Processos de identifi-
cacdo de células que contém &cido nucléico exégeno sdo bem conhecidos
por aqueles versados na técnica. Tais processos incluem, sem limitag&o,
técnicas de hibridizcado de acido nucléico e PCR tais como analises Nor-
thern e Southern(ver hibridizagdo aqui descrita). Em alguns casos, técnicas
bioguimicas e quimica imuno histo podem ser usadas para determinar se
uma célula contém um particular acido nucléico através de detecao de ex-
pressdo do polipeptideo codificado por aguela particular molécula de acido
nucléico. Por exemplo, um anticorpo tendo especificidade para um polipepti-
deo pode ser usado para determinar se ou ndo uma particular célula contem
acido nucléico codificando aquele polipeptideo. Ainda, técnicas bioquimicas
podem ser usadas para determinar se uma célula contém uma particular
molécula de acido nucléico codificando um polipeptideo tendo atividade en-
zimatica através de detegdo de um produto orgénico produzido como um
resultado da expressdo do polipeptideo tendo atividade enzimatica. Por
exemplo, detecdo de 3-HP apos introdugado de acido nucléico exégeno que
codifica um polipeptideo tendo atividade 3-hidréxi propionil-CoA desidratase
em uma célula que normaimente nao expressa um tal polipeptideo pode in-
dicar que esta célula nao somente contém a molécula de acido nucléico
exodgeno introduzida mas também expressa o polipeptideo codificado a partir
daquela molécula de acido nucléico exégeno introduzida. Processos para

detec@o de especificas atividades enzimaticas ou a presenca de particulares
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produtos organicos sdo bem conhecidos por aqueles versados na técnica.
Por exemplo, a presenca de um composto organico tal como 3-HP pode ser
determinada como descrito em outro local. Ver, Sullivan and Clarke, J. As-
soc. Offic. Agr. Chemists, 38:514-518 (1955).

C. Células com Reduzida Atividade de Polipeptideo

A invengdo também prové células geneticamente modificadas
tendo reduzida atividade de polipeptideo. O termo "reduzida“ como aqui
usado com relagdo a uma célula e uma particular atividade de polipeptideo
refere-se a um menor nivel de atividade que aquele medido em uma célula
comparave!l da mesma espécie. Por exemplo, um particular microorganismo
com falta de atividade enzimatica X é considerado ter reduzida atividade en-
zimatica X se um microorganismo comparavel tem pelo menos alguma ativi-
dade enzimética X. E notado que uma célula pode ter a atividade de qual-
quer tipo de polipeptideo reduzida incluindo, sem limitagé@o, enzimas, fatores
de transcrigdo, transportadores, receptores, moléculas sinais e semelhantes.
Por exemplo, uma célula pode conter uma molécula de &cido nucleico exé-
geno que interrompe uma seqiéncia reguladora e/ou codificante de um poli-
peptideo tendo atividade piruvato descarboxilase ou atividade alcool desi-
drogenase. Interrupgcao de expressao de piruvato descarboxilase e/ou alcool
desidrogenase pode conduzir & acumulagao de lactato assim como produtos
produzidos de lactato tais como 3-HP, 1,3-propanodiol, acido acrilico, poli
acrilato, acrilato ésteres, ésteres de 3-HP e poli 3-HP. E também notado que
reduzidas atividade de polipeptideo podem ser o resultado de menor con-
centragao de polipeptideo, menor atividade especifica de um polipeptideo,
ou suas combinag¢des. Muitos processos diferentes podem ser usados para
obter-se uma ceélula tendo reduzida atividade de polipeptideo. Por exemplo,
uma celula pode ser engenheirada para ter uma seqiiéncia reguladora ou
seqliéncia codificando polipeptideo interrompida usando-se tecnologia de
knock-out ou mutagénese comum. Ver, por exmeplo, Methods in Yeast Ge-
netics (1997 edition), Adams, Gottschling, Kaiser, and Stermns, Cold Spring
Harbor Press (1998). Alternativamente, tecnologia anti-sentido pode ser
usada para reduzir a atividade de um particular polipeptideo. Por exempilo,
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uma célula pode ser engenheirada para conter um cDNA que codifica uma
molécula anti — sentido que evita que um polipeptideo seja traduzido. O ter-
mo "molécula anti-sentido” como aqui usado encampa quaiquer molécula de
acido nucléico ou anélogo de acido nucléico (por exemplo, acidos peptideo
nucléicos) que contém uma seqiiéncia que corresponde a fita codificante de
um polipeptideo endégeno. Uma molécula anti-sentido pode ter sequéncias
flanqueantes (por exemplo, seqléncias reguladoras). Assim, moléculas anti-
sentido podem ser ribozimas ou oligonucleotideos anti-sentido. Uma ribozi-
ma pode ter qualquer estrutura genérica incluindo, sem limitacao, estruturas
de grampo de cabelo, cabeca de martelo, ou cabe¢a de machado, contanto
que a molécula clive RNA. Ainda, silenciamento de gene pode ser usado
para reduzir a atividade de um particular polipeptideo.

Uma célula tendo reduzida atividade de um polipeptideo pode
ser identificada usando-se qualquer processo. Por exemplo, ensaios de ati-
vidade de enzima tais como aqueles aqui descritos podem ser usados para
identificar células tendo uma reduzida atividade de enzima.

Um polipeptideo tendo (1) a seqléncia de aminoacidos mostra-
da em SEQ ID NO: 39 (o polipeptideo OS17) ou (2) uma seqtiéncia de ami-
nodacidos compartilhando pelo menos cerca de 60 por cento de identidade de
seqliéncia com a seqiiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NO: 39
pode ter trés dominios funcionais: um dominio tendo atividade CoA-
sintatase, um dominio tendo atividade 3-HP-CoA desidratase e um dominio
tendo atividade CoA-redutase. Tais polipeptideos podem ser seletivamente
modificados por mutagdo e/ou supresséo de dominios de modo que uma ou
duas das atividades enzimaticas sejam reduzidas. Redugao de atividade de-
sidratase do polipeptideoc OS17 pode fazer com que acrilil-CoA seja criada a
partir de propionil-CoA. A acrilil-CoA entao pode ser contactada com um po-
lipeptideo tendo atividade CoA hidrolase para produzir acrilato a partir de
propionato (Figura 43). Similarmente, acrilil-CoA pode ser criada a partir de
3-HP através de uso, por exemplo, de um polipeptideo OS17 tendo reduzida
atividade redutase.

D. Producédo de Acidos Organicos e Produtos Relacionados através
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de Técnicas In Vitro
Em adicdo, polipeptideos purificados tendo atividade enzimatica

podem ser usados sozinhos ou em combinagdo com células para produgao
de 3-HP ou outros compostos orgénicos tais como 1,3-propanodiol, acido
acrilico, acrilato polimerizado, ésteres de acrilato, ésteres de 3-HP e 3-HP
polimerizado. Por exemplo, uma preparagdo contendo um polipeptideo
substancialmente puro tendo atividade 3-hidréxi propionil-CoA desidratase
pode ser usado para catalisar a formagao de 3-HP-CoA, um precursor para
3-HP. Ainda, extratos livres de célula contendo um polipeptideo tendo ativi-
dade enzimatica podem ser usados sozinhos ou em combinagao com poli-
peptideos e/ou células purificadas para produgéo de 3-HP. Por exemplo, um
extrato livre de célula contendo um polipeptideo tendo atividade CoA transfe-
rase pode ser usado para formar lactil-CoA, enquanto um microorganismo
contendo polipeptideos tem as atividades enzimaticas necessarias para ca-
talisar as reacdes necessarias para formar 3-HP a partir de lactil-CoA pode
ser usado para produzir 3-HP. Qualquer processo pode ser usado para pro-
ducdo de um extrato livre de células. Por exemplo, choque osmdtico, sonifi-
cacgdo, e/ou repetidos ciclos de congelamento — descongelamento seguido
por filtragao e/ou centrifugagdo podem ser usados para produgao de um ex-
trato livre de células a partir de células intactas.

E notado que uma célula, polipeptideo purificado, e/ou extrato
livre de célula pode ser usado para produzir 3-HP que é, por sua vez, quimi-
camente tratado para produzir um outro composto. Por exemplo, um micro-
organismo pode ser usado para produzir 3-HP, enquanto um processo qui-
mico € usado para modificar 3-HP em um derivado tal como 3-HP polimeri-
zado ou um éster de 3-HP. Da mesma maneira, um processo quimico pode
ser usado para produzir um particular composto que é, por sua vez, conver-
tido em 3-HP ou outro composto organico (por exemplo, 1,3-propanodiol,
acido acrilico, acrilato polimerizado, ésteres de acrilato, ésteres de 3-HP, e
3-HP polimerizado) usando uma célula, polipeptideo substancialmente puro,
e/ou extrato livre de célula aqui descrita. Por exemplo, um processo quimico

pode ser usado para produzir acrilil-CoA, enquanto um microorganismo pode
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ser usado para converter acrilil-CoA em 3-HP.
E. Fermentacio de Células Para Producdo de Acidos Orgénicos

Tipicamente, 3-HP é produzido através de provimento de uma

célula de produgdo, tal como um microorganismo, e cultivando o microorga-
nismo com meio de cultura de modo que 3-HP seja produzido. Em geral, os
meios de cultura e/ou condi¢cdes de cultura podem ser tais de modo que os
microorganismos cresgam para uma densidade adequada e produzam 3-HP
eficientemente. Para processos de produgéo de larga escala, qualquer pro-
cesso pode ser usado tais como aqueles descritos em outro lugar (Ménual of
Industrial Microbiology and Biotechnology, 2™ Edition, Editors: A.L. Demain
and J.E. Davies, ASM Press; and Principles of Fermentation Technology,
P.F. Stanbury and A. Whitaker, Pergamon). Resumidamente, uma tanque
grande (por exemplo, um tanque de 100 galdes, 200 galdes, 500 galdes, ou
mais) contendo apropriado meio de cultura com, por exemplo, uma fonte de
carbono glicose é inoculada com um particular microorganismo. Apos ino-
culagdo, os microorganismos sao incubados para permitir que biomassa seja
produzida. Uma vez a desejada biomassa seja atingida, o caldo contendo os
microorganismos pode ser transferido para um segundo tanque. Este se-
gundo tanque pode ser de qualquer tamanho. Por exemplo, o segundo tan-
que pode ser maior, menor, ou do mesmo tamanho como o primeiro tanque.
Tipicamente, o segundo tanque € maior que o primeiro de modo que o meio-
de cultura adicional pode ser adicionado ao caldo a partir do primeiro tanque.
Em adicao, o meio de cultura dentro deste segundo tanque pode ser o mes-
mo, ou diferente, daquele usado no primeiro tanque. Por exemplo, o primeiro
tanque pode conter meio com xilose, enquanto o segundo tanque contém
meio com glicose.

Uma vez transferidos, os microorganismos podem ser incubados
para permitir a producao de 3-HP. Uma vez produzido, qualquer processo
pode ser usado para isolar o 3-HP. Por exemplo, técnicas de separagéo co-
muns podem ser usadas para remover a biomassa do caldo, e procedimen-
tos de isolamento comuns (por exemplo, extragdo, destilagdo e procedi-

mentos de troca de ions) podem ser usadas para obter-se o 3-HP a partir do
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caldo livre de microorga'nismo. Em adigdo, 3-HP pode ser isolado enquanto
ele esta sendo produzido, ou ele pode ser isolado do caldo apés a fase de
produgéo de produto ter sido terminada.

F. Produtos Criados a Partir das Rotas Biossintéticas Mos-
tradas

Os compostos orgéanicos produzidos a partir de qualquer uma
das etapas providas nas Figuras 1-5, 43-44, 54, e 55 podem ser quimica-
mente convertidos em outros compostos organicos. Por exemplo, 3-HP pode
ser hidrogenado para formar 1,3-propanodiol, um mondmero poliéstér valio-
so. Hidrogenagao de um &cido orgénico tal como 3-HP pode ser realizada
usando-se qualquer processo tais como aqueles usados para hidrogenar
acido succinico efou acido latico.Por exemplo, 3-HP pode ser hidrogenado
usando-se um catalisador metal. Em um outro exemplo, 3-HP pode ser desi-
dratado para formar 4cido acrilico. Qualquer processo pode ser usado para
realizar uma reacéo de desidratacdo. Por exemplo, 3-HP pode ser aquecido
na presenca de um catalisador (por exemplo, um metal ou catalisador acido
mineral) para formar acido acrilico. Propanodiol também pode ser criado
usando-se polipeptideos tendo atividade éxido redutase (por exemplo, enzi-
mas classe 1.1.1) in vitro ou in vivo.

V. Resumo de Metodologia Usada Para Criar Caminhos
Biossintéticos Para Fabricagao de 3-HP a Partir de PEP

A invencao prové processos de fabricacdo de 3-HP e produtos
relacionados a partir de PEP através do uso de caminhos biossintéticos.
Exemplos ilustrativos incluem processos envolvendo a produgdo de 3-HP
através de um intermedidrio lactato, um intermediario malonil-CoA, e um
intermediario B-alanina.

A. Caminho Biossintético para fabricagao de 3-HP atravéé
de um intermediario acido latico

Um caminho biossintético que permite a producao de 3-HP a
partir de PEP foi construido (Figura 1). Este caminho envolveu uso de varios
polipeptideos que foram clonados e expressos como aqui descrito. Células
de M. elsdenii (ATCC 17753) foram usadas como uma fonte de DNA geno-
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mico. Iniciadores foram usados para identificar e clonar uma sequéncia de
acido nucléico codificando um polipeptideo tendo atividade CoA transferase
(SEQ ID NO: 1). O polipeptideo foi subsequentemente testado para atividade
enzimatica e verificado ter atividade CoA transferase.

Similarmente, iniciadores PCR foram usados para identificar se-
gléncias de acidos nucléicos a partir de DNA gendmico de M. elsdenii que
codificou um ativador E1, E2 a, e polipeptideos E2 3 (SEQ ID NOs: 9, 17, e
25, respectivamente). Estes polipeptideos foram subsequentemente mostra-
dos terem atividade lactil-CoA desidratase. *

Células de Chloroflexus aurantiacus (ATCC 29365) foram usa-
das como uma fonte de DNA gendmico. Clonagem inicial conduziu a identifi-
cacdo de sequéncias de acidos nucléicos: OS17 (SEQ ID NO: 129) e OS19
(SEQ ID NO: 40). Ensaios subsequentes revelaram que OS17 codifica um
polipeptideo tendo atividade CoA sintase, atividade desidrétase, e atividade
desidrogenase (propionil-CoA sintase). Ensaios subseqiientes também re-
velaram que OS19 codifica um polipeptideo tendo atividade 3-hidréxi propio-
nil-CoA desidratase (também referida como atividade acrilil-CoA hidratase).

Varios dperons foram construidos para uso em E. cofi. Estes
6perons permitem a produgdo de 3-HP em céluias bacteriais. Experimentos
adicionais permitiram a expressao destes polipeptideos em levedura, que
pode ser usada para produzir 3-HP.

B. Caminho biossintético para fabricagdo de 3-HP através
de um intermediario malonil-CoA

Um outro caminho conduzindo a produgao de 3-HP a partir de
PEP foi construido. Este caminho usou um polipeptideo tendo atividade ace-
til CoA carboxilase que foi isolado de E.coli (exemplo 9), e um polipeptideo
tendo atividade malonil-CoA redutase que foi isolado de Chioroflexus au-
rantacius (Exemplo 10). A combinagaco destes dois polipeptideos permite a
producéo de 3-HP a partir de acetil-CoA (Figura 44).

Acido nucigico codificando um polipeptideo tendo atividade ma-
lonil-CoA redutase (SEQ ID NO: 140) foi clonado, seqiienciado e expresso.
O polipeptideo tendo atividade malonil-CoA redutase foi entdo usado para
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fabricar 3-HP.

C. Caminhos biossintéticos para fabricagcdo de 3-HP atra-
vés de um intermediario beta-alanina

Em geral, procariotas e eucariotas metabolizam glicose atravées
do caminho Embden-Meyerhof-Parnas a PEP, um metabolito central em
metabolismo de carbono. PEP gerado de glicose € tanto carboxilada a oxlo
acetato ou é convertida a piruvato. Carboxilagdo de PEP a oxalo acetato
pode ser catalisada por um polipeptideo tendo atividade PEP carboxilato, um
polipeptideo tendo atividade PEP carbéxi cinase, ou um polipeptl’deé tendo
atividade PEP transcarboxilase. Piruvato que é gerado a partir de PEP atra-
vés de um polipeptideo tendo atividade piruvato cinase também pode ser
convertido a oxalo acetato através de um polipeptideo tendo atividade piru-
vato carboxilase.

Oxalo acetato gerado tanto a partir de PEP ou piruvato pode
atuar como um precursor pra producéo de acido aspartico. Esta conversao
pode ser realizada por um polipeptideo tendo atividade aspartato amino
transferase, que transfere um grupo amino de glutamato para oxalo acetato.
Glutamato consumido nesta reagdo pode ser regenerado pela agao de um
polipeptideo tendo atividade glutamato desidrogenato ou através da agéo de
um polipeptideo tendo atividade 4,4-amino butirato amino transferase. A
descarboxilacdo de aspartato a beta-alanina é catalisada por um polipepti-
deo tendo atividade aspartato descarboxilase. Beta alanina produzida atra-
vés desta bioquimica pode ser convertida a 3-HP através de dois caminhos
possiveis. Estes caminhos s&o providos nas Figuras 54 e 55.

As etapas envolvidas na producgdo de beta-alanina podem ser as
mesmas para ambos os caminhos. Estas etapas podem ser realizadas por
polipeptideos enddgenos nas células hospedeiras que convertem PEP a
beta-alanina, ou estas etapas podem ser realizadas com tecnologia de DNA
recombinante usando polipeptideos conhecidos tais como polipeptideos ten-
do atividade PEP-carbéxi cinase (4.1.1.32), atividade aspartato amino
transferase (2.6.1.1), e atividade aspartato alfa-descarboxilase (4.1.1.11).

Como mostrado na Figura 54, um polipeptideo tendo atividade



10

15

20

25

30

59

CoA transferase (por exemplo, um polipeptideo tendo uma sequéncia mos-
trada em SEQ ID NO: 2) pode ser usado para converter beta —alanina a be-
ta-alanil-CoA. Beta-alanil-CoA pode ser convertida a acrilil-CoA através de
um polipeptideo tendo atividade beta-alanil-CoA aménio liase (por exemplo,
um polipeptideo tendo uma seqiéncia mostrada em SEQ ID NO: 160). Acri-
lil-CoA pode ser convertido a 3-HP-CoA usando um polipeptideo tendo ativi-
dade 3-HP-CoA desidratase (por exemplo, um polipeptidec tendo uma se-
glUéncia mostrada em SEQ ID NO: 40). 3-HP-CoA pode ser convertido em 3-
HP através de um polipeptideo tendo uma atividade CoA transferase (por
exemplo, um polipeptideo tendo uma seqliéncia mostrada em SEQ ID NO:
2).

Como mostrado na Figura 55, um polipeptideo tendo atividade
4,4-amino butirato amino transferase (2.6.1.19) pode ser usado para con-
verter beta — alanina em malonato semi-aldeido. O malonato semi-aldeido
pode ser convertido em 3-HP usando-se tanto um polipeptideo tendo ativi-
dade 3-hidréxi propionato desidrogenase (1.1.1.59) como um polipeptideo
tendo atividade 3-hidréxi isobutirato desidrogenase.

Exemplos

Exemplo 1 — Clonagem de moléculas de acido nuciéico que codificam um

polipeptideo tendo atividade CoA transferase
DNA gendmico foi isolado de células de Megasphaera elsdenii

(ATCC 17753) crescidas em meio 1053 reforgado com Clostridium sob con-
digdes anaerdbicas a 37°C em tubos de rolos por 12-14 horas. Uma vez
crescidas, as células foram feitas pélete, lavadas com 5ml de uma solugéo
Tris 10 mM, e novamente feitas péletes. O pélete foi ressuspenso em 1ml de
Gentra Cell Suspension Solution onde foram adicionados 14,2 mg de lisozi-
ma e 4 ul de solugéo de proteinase K 20 mg/ml. A suspensao de células foi
incubada a 37°C por 30 minutos. O DNA gendmico foi entdo isolado usando-
se um Gentra Genomic DNA Isolation Kit seguindo o protocolo provido. O
DNA gendmico precipitado foi reunido e seco ao ar por 10 minutos. O DNA
gendmico foi suspenso em 500 pl de uma solugédo Tris 10 mM e estocado a
4°C.
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Dois iniciadores PCR para frente degenerados (CoAF1 e Co-
AF2) e trés reversos degenerados (CoART, CoAR2 e CoARB3) foram projeta-
dos baseado em seqiiéncias de propionato CoA transferase e aceto acetil
CoA transferase conservadas (CoAF1 5'-GAAWSCGGYSCNATYGGYGG-3,
SEQ ID NO: 49; CoAF2 5-TTYTGYGGYRSBTTYACBGCWGG-3', SEQ ID
NO: 50; CoAR1 5-CCWGCVGTRAAVSYRCCRCARAA-3’, SEQ ID NO: 51;
CoAR2 5-AARACDSMRCGTTCVGTRATRTA-3’, SEQ ID NO: 52; e CoAR3
5-TCRAYRCCSGGWGCRAYTTC-3, SEQ ID NO: 53). Os iniciadores foram
usados em todas as combinagdes l6gicas em PCR usando Taq polimerase
(Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN) e 1 ng de DNA gendmico
por ul de mistura de reagdo. PCR foi conduzida usando-se um programa
PCR touchdown com 4 ciclos em uma temperatura de anelamento de 59°C,
4 ciclos a 57°C, 4 ciclos a 55°C, e 18 ciclos em 52°C. Cada ciclo usou uma
etapa de desnaturagdo de 30 segundos a 94°C e uma extensado de 3 minu-
tos a 72°C. O programa teve uma etapa de desnaturagdo inicial por 2 minu-
tos a 94°C e uma etapa de extensao final de 4 minutos a 72°C. Tempo per-
mitido para anelamento foi 45 segundos. As quantidades de iniciador de
PCR usadas nas reacdes foram aumentadas 2-8 vezes acima de quantida-
des de PCR tipicas dependendo da quantidade de degenerescéncia na ex-
tremidade 3’ do iniciador. Em adicao, reagbes PCR separadas contendo
cada iniciador individual foram feitas para identificar produtos PCR resultan-
tes de iniciadores degenerados simples. Cada produto de PCR (25 pl) foi
separado por eletroforese usando gel agarose TAE (Tris-acetato-EDTA) 1%.

As combinagdes CoAF1-CoAR2, CoAF1-CoAR3, CoAF2-
CoAR2, e CoAF2-CoARS3 produziram uma banda de 423, 474, 177, e 228
pb, respectivamente. Estas bandas emparelharam os tamanhos baseado em
outras sequéncias CoA transferase. Nenhuma banda foi visivel a partir das
reacdes de controle de iniciador individual. O fragmento CoAF1-CoAR3 (474
pb) foi isolado e purificado usando-se um kit Quiagem PCR (Qiagen Gel Ex-
traction Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA). Quatro pl da banda purificada foram
ligados em vetor pCRII e transformados em células TOP10 de E. coli através

de choque térmico usando-se um procedimento de clonagem TOPO (Invitro-
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gen, Carisbad, CA). Transformagdes foram revestidas sobre meio LB con-
tendo 100 pg/mi de ampicilina (Amp) e 50 pg/mi de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-
B-D-galacto piranosideo (X-gal). Coldnias brancas, simples, foram revestidas
sobre meios frescos e selecionadas em uma reagdo PCR usando os inicia-
dores CoAF1 e COARS para confirmar a presenca da insergao.

DNA plasmideo obtido usando um QiaPrep Spin Miniprep Kit
(Qiagen, Inc.) foi quantificado e usado para seqienciamento de DNA com
iniciadores M13R e M13F. Anadlise de seqiiéncia revelou que o fragmento
CoAF1-CoAR3 compartilhou similaridade de sequéncia com sequénbias de
aceto acetil CoA transferase.

Caminhar no genoma foi realizado para obter-se a completa se-
quéncia codificante. Os seguintes iniciadores para caminhar no genoma em
ambas as dire¢des, a montante e jusante foram projetados usando-se a por-
¢do da seqiéncia de fragmento CoAF1-CoAR3 de 474 pb que foi interna
para os iniciadores degenerados (COAGSP1F 5-GAATGTTTACTTCTGCGG-

CACCTTCAC-3’, SEQ ID NO:54; COAGSP2F 5°’-GACCAGATCACTITCAACG-
GTTCCTATG-3’, SEQ ID NO:55; COAGSPIR 5°-GCATAGGAACCGTTGAAA-
GTGATCTGG-3°, SEQ ID NO:56; and COAGSP2R 5’-GTTAGTACCGAACTTG-
CTGACGTTGATG-3’, SEQ ID NO:57).
Os iniciadores COAGSP1F e COAGSP2F fazem face a jusante, enquanto os
iniciadores COAGSP1R e COAGSP2R fazem face a montante. Em adigao,
os iniciadores COAGSP2F e COAGSP2R estao aninhados dentro de inicia-
dores COAGSP1F e COAGSP1R. Caminhar no genoma foi realizado usan-
do-se o Universal Genome Walking kit (Clon Tech Laboratories, inc., Palo
Alto, CA) com a excec¢édo de que adicionais bibliotecas foram geradas com
enzimas Nrul, Sca I, e Hinc Il. Primeiro ciclo de PCR foi realizado em um
Perkin Elmer 2400 Thermocycler com 7 ciclos de 2 segundos a 94°C e 3 mi-
nutos a 72°C, e 36 ciclos de 2 segundos a 94°C e 3 minutos a 65°C com
uma extenséo final a 65°C por 4 minutos. Segundo ciclo de PCR usou 5 ci-
clos de 2 segundos a 94°C e 3 minutos a 72°C, e 20 ciclos de 2 segundos a
94°C e 3 minutos a 65°C com uma extensao final a 65°C por 4 minutos. O
produto de primeiro e segundo ciclos (20 pl) foi separado por eletroforese
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sobre um gel TAE agarose 1%. Produtos de amplificagéo foram obtidos com
a biblioteca Stu | para a diregéo reversa. O produto de segundo ciclo de 1,5
Kb a partir desta biblioteca foi purificado sobre gel, clonado e sequenciado.
Andlises de seqiiéncia revelaram que a sequiéncia derivada de caminhar no
genoma sobrepds-se com o fragmento CoAF1-CoAR3 e compartilhou simila-
ridade de seqliéncia com outras seqiéncias tais como seqiiéncias de aceto
acetil CoA transferase (Figuras 8-9).

Acido nucléico codificando a CoA transferase (propionil-CoA
transferase ou pct) de Megasphaera elsdenii foi amplificada por PCR a partir
de DNA cromossdmico usando o seguinte programa em PCR: 25 ciclos de
95°C por 30segundos para desnaturar, 50°C por 30 segundos anelar e 72°C
por 3 minutos para extensao (mais 2 segundos por ciclo). Os iniciadores fo-
ram projetados PCT-1.114 (5-ATGAGAAAAGTAGAAATCATTAC-3’; SEQ ID
NO: 58) e PCT-2.2045 (5'-GGCGGAAGTTGACGATAATG-3; SEQ ID NO:
59). O resultante produto de PCR (cerca de 2 kb como julgadb por eletrofo-
rese de gel agarose) foi purificado usando-se um Qiagen inc., Valencia, CA).
O produto purificado foi ligado a pETBIlue-1 usando-se o Perfectly Blunt Kit
(Novagen, Madison, W!). A reacdo de ligacao foi transformada em células
quimicamente competentes NovaBlue (Novagen, Madison, WI) que foram
espargidas sobre placas LB agar suplementado com 50 ug/ml de carbenicili-
na, 40 ug/ml de IPTG, e 40 ug/m! X-Gal. Coldnias brancas foram isoladas e
selecionadas para a presenca de insergdes através de mapeamento de res-
tricdo. Isolatos com o correto padrao de restricdo foram seqlienciados a par-
tir de cada extremidade usando-se os iniciadores pETBlueUP e pETBlue-
DOWN (Novagen) para confirmar a seqiiéncia nos pontos de ligagao.

O plasmideo foi transformado em células quimicamente compe-
tentes Tuner (DE3) pLacl (Novagen, Madison, WI), e expressao a partir da
construgéo testada. Resumidamente, uma cultura foi cultivada por toda a
noite para saturacéo e diluida 1:20 na manh& seguinte em meio LB fresco
com os apropriados antibidticos. A cultura foi cultivada a 37°C com aeracéo

para uma ODggo de cerca de 0,6. A cultura foi induzida com IPTG em uma
concentragao final de 100uM. A cultura foi incubada por duas horas adicio-
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nais a 37°C com aeracgdo. Aliquotas foram tomadas pré-inducéo e 2 horas
pds-indugdo para andlises SDS-PAGE. Uma banda do peso molecular espe-
rado (55 653 Daltons prevista a parir da sequéncia) foi observada apods tra-
tamento IPTG. Esta banda nao foi observada em células contendo um plas-
mideo carecendo de acido nucléico codificando a transferase.

Extratos livres de células foram preparados para avaliagdo de
atividade enzimatica. Resumidamente, as células foram colhidas por centri-
fugagcao e rompidas por sonificagdo. A suspensdo de células sonificada foi
centrifugada para remocao de fragmento de células, e o sobrenadante foi
usado nos ensaios.

Atividade transferase foi medida no seguinte ensaio. A mistura
de ensaio usada conteve tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), ace-
tato de sédio 200 mM, ditio bis nitrobenzoato (DTNB) 1 mM, oxalo acetato
500 uM, substrato Co-A 25 uM, e citrato sintase 3 ug/ml. Se presente, a CoA
transferase transfere a CoA a partir de éster CoA para acetato para formar
acetil-CoA. A citrato sintase adicionada condensa oxalo acetato e acetil-CoA
para formar citrato e CoASH livre. CoASH livre complexa com DTNB, e a
formacgao deste complexo pode ser medida por uma mudanca na densidade
otica em 412 nm. A atividade da CoA transferase foi medida usando-se os
seguintes substratos: lactil-CoA, propionil-CoA, acrilii-CoA, e 3-hidréxi propi-
onil-CoA. As unidades/mg de proteina foi calculada usando-se a seguinte
férmula:

(AE/minuto ~ V; ~ fator diluigdo)/(Vs ~ 14,2) = unidades/ml
onde AE/minuto € a mudanga em absorbancia por minuto em 412 nm, V; é o
volume final da reagéo, e Vs € o volume de amostra adicionado. A concen-
tracéo de proteina total do extrato livre de células foi cerca de 1 mg/ml assim
as unidade/ml igualam-se a unidades/mg.

Extratos livres de células a partir de células contendo acido nu-
ciéico codificando a CoA transferase exibiram atividade CoA transferase
(Tabela 2). A atividade CoA transferase observada foi detectada para os
substratos lactil-CoA, propionil-CoA, acrili-CoA, e 3-hidréxi propionil-CoA
(Tabela 2). A mais alta atividade CoA transferase foi detectada para lactil-
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CoA e propionil-CoA.

Tabela 2
Substrato Unidades/mg
Lactil-CoA 211
Propionil-CoA 144
Acrilil-CoA 118
3-hidréxi propionili-CoA 110

O seguinte ensaio foi realizado para testar se a atividade CoA
transferase pode usar os mesmos doadores substrato CoA como receptores.
Especificamente, atividade CoA transferase foi avaliada usando-se uma es-
tagéo de trabalho Matrix-assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight
Mass Spectrometry (MALDI-TOF EM) Voyager RP (PerSeptive Biosystems).
As seguintes cinco reagdes foram analisadas:

1) acetato + lactil CoA — lactato + acetil-CoA

2) acetato + propionil-CoA — propionato + acetil-CoA

3) lactato + acetil-CoA — acetato + lactii-CoA

4) lactato + acrilil-CoA — acrilato + lactil-CoA

5) 3-hidréxi propionato + lactil-CoA — lactato + 3-hidréxi propio-
nil-CoA

MALDI-TOF EM foi usada para medir simultaneamente o apare-
cimento do produto CoA éster e o desaparecimento do doador CoA éster. O
tampao de ensaio conteve fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), CoA éster 1
mM, e 100 mM respectivo sal acido. Proteina de um extrato livre de células
preparado como descrito acima foi adicionada para uma concentragéo final
de 0,005 mg/ml. Uma reagéo controle foi preparada a partir de um extrato
livre de células preparado de células carecendo da construgdo contendo o
acido nucléico codificando CoA transferase. Para cada reacgdo, o extrato livre
de células foi adicionado por ultimo para iniciar a reagdo. Reagdes foram
deixadas procederem em temperatura ambiente e foram interrompidas atra-
vés de adi¢do de 1 volume de &cido triflior acético (TFA) 10%. As misturas
de reagé@o foram purificadas antes de andlises MALDI-TOF EM usando-se

colunas Sep Pak Vac Cis de 50mg (Waters, Inc.). As colunas foram condici-




10

15

20

25

30

65

onadas com 1ml de metanol e equilibradas com duas lavagens de 1 ml de
TFA 0,1%. Cada amostra foi aplicada a coluna, e o fluxo através foi descar-
tado. A coluna foi lavada duas vezes com 1 ml de TFA 0,1%. A amostra fol
eluida em 200 pul de acetonitrila 40%, TFA 0,1%. A acetonitrila foi removida
por centrifugacéo in vacuo. Amostras foram preparadas para analise MALDI-
TOF EM através de mistura 1:1 com acido sinapinico 110 mM em TFA 0,1%,
acetonitrila 67%. As amostras foram deixadas secar ao ar.

Em reac@o n®1, a amostra controle exibiu um pico principal em
um peso molecular correspondendo a lactil-CoA (PM 841). Houve um pico
menor no peso molecular correspondendo a acetil-CoA (PM 811). Este pico
menor foi determinado ser sobra de acetil-CoA da sintese de lactil-CoA.A
amostra de reacdo n®1 contendo o extrato de células das células transfecta-
das com o plasmideo codificando CoA transferase exibiu completa conver-
sao de lactil-CoA a acetil-CoA. Nenhum pico foi observado para lactil-CoA.
Este resultado indica que a atividade CoA transferase pode transferir CoA de
lactil-CoA para acetato para formar acetil-CoA.

Em reagéo n2, a amostra controle exibiu um pico dominante em
um peso molecular correspondendo a propionil-CoA (PM 825). A amostra
n%2 de reacdo ontendo o extrato de células de células transfectadas com o
plasmideo codificando CoA transferase exibiu um pico dominante em um
peso molecular correspondendo a acetil-CoA (PM 811). Nenhum pico foi ob-
servado para propionil-CoA. Este resultado indica que a atividade CoA
transferase pode transferir CoA de propionil-CoA para acetato para formar
acetil-CoA.

Em reacdo n3, a amostra controle exibiu um pico dominante em
um peso molecular correspondendo a acetil-CoA (PM 811).A amostra n®3 de
reaga@o contendo o extrato de células a partir de células transfectadas com o
plasmideo codificando CoA transferase exibiu um pico correspondendo a
lactil-CoA (PM 841). O pico correspondendo a acetil-CoA nao desaparece.
De fato, a razdo do tamanho dos dois picos foi cerca de 1:1. O observado
aparecimento do pico correspondendo a lactil-CoA demonstra que a ativida-

de CoA transferase catalisa reagdo n23.



10

15

20

25

66

Em reagdo n%4, a amostra controle exibiu um pico dominante em
um peso molecular correspondendo a acrilil-CoA (PM 823). A amostra n°4
de reacdo contendo o extrato de células de células transfectadas com o
plasmideo codificando CoA transferase exibiu um pico dominante corres-
pondendo a lactil-CoA (PM 841). Este resultado demonstra que a atividade
CoA transferase catalisa reagdo n%4.

Em reagéo n25, lactil-CoA deuterada foi usada para detectar a
transferéncia de CoA de lactato para 3-hidréxi propionato desde que acido
latico e 3-HP tém o mesmo peso molecular como seus respectivos CoA és-
teres. Uso de lactil-CoA deuterada permitiu a diferenciacéo entre lactil-CoA e
3-hidréxi propionato usando MALDI-TOF EM. A amostra controle exibiu um
grupo difuso de picos em pesos moleculares variando de PM 841 a 845 de-
vido as quantidades variaveis de atomos de hidrogénio que foram substitui-
dos com atomos de deutério. Em adigdo, um pico significante foi observado
em um peso molecular correspondendo a acetil-CoA (PM 811). Este pico foi
determinado ser a sobra de acetil-CoA da sintese de lactil-CoA. A amostra
de reacdo n°5 contendo o extrato de células de células transfectadas com o
plasmideo codificando CoA transferase exibiu um pico dominante em um
peso molecular correspondendo a 3-hidréxi propionil-CoA (PM 841) como
oposto a um grupo de picos variando de PM 841 a 845. Este resultado de-
monstra que a CoA transferase catalisa a reagao n25.

Exemplo 2 — Clonagem de moléculas de acido nucléico que codificam um

complexo polipeptideo multiplo tendo atividade lactil-CoA desidratase
Os seguintes procesos foram usados para clonar um polipepti-

deo ativador E1. Resumidamente, quatro iniciadores para frente degenrados
e cinco iniciadores reversos degenerados foram projetados baseados nas

sequéncias conservadas de homélogos de proteina ativadora
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E1 (E1F1 5-GCWACBGGY- i
TAYGGYCG-3", SEQ ID NO:60; EIF2 5-GTYRTYGAYRTYGGYGGYCAGGA-3’,

SEQ ID NO:61; E1F3 5’-ATGAACGAYAARTGYGCWGCWGG-3’, SEQ ID NO:62;
E1F4 5°-TGYGCWGCWGGYACBGGYCGYTT-3’, SEQ ID NO:63; EIR1 5°-TCCT-

GRCCRCCRAYRTCRAYRAC-3', SEQ ID NO:64; EIR2 5’-CCWGCWGCRCAY-
TTRTCGTTCAT-3’, SEQ ID NO:65; EIR3 5 *.AARCGRCCVGTRCCWGCWG-CRCA-

3*, SEQ ID NO:66; EIR4 5°- GCTTCGSWTTCRACRATGSW-3’, SEQ ID NO:67; ¢

EIRS 5°-GSWRATRACTTCGCWTTCWGCRAA-3’, SEQ ID 1\!0:68)j

Os iniciadores foram usados em todas as combinagdes logicas
em PCR usando Taq polimerase (Roche Molecular Biochemicals, Indianapo-
lis, IN) e 1 ng de DNA gendmico por ul de mistura de reagéo. PCR foi con-
duzida usando-se um programa PCR touchdown com 4 ciclos em uma tem-
peratura de anelamento de 60°C, 4 ciclos a 58°C, 4 ciclos a 56°C, e 18 ciclos
a 54°C. Cada ciclo usou uma etapa de desnaturagéo inicial de 30 segundos
a 94°C e uma etapa de extensdo de 3 minutos a 72°C. O programa teve uma
etapa de desnaturag&o inicial por 2 minutos a 94°C e uma etapa de extenséo
final de 4 minutos a 72°C. Tempo permitido para anelamento foi de 45 se-
gundos. As gquantidades de iniciador PCR usadas nas rea¢des foram au-
mentadas 2-10 vezes acima de quantidades tipicas de PCR dependendo da
quantidade de degenerescéncia na extremidadde 3’ do iniciador. Em adigéo,
reagces PCR separadas contendo cada iniciador individual foram feitas para
identificar produto PCR resultante de iniciadores degenerados simples. Cada
produto de PCR (25 ul) foi separado por eletroforese usando gel TAE (Tris-
acetato-EDTA) agarose 1%.
As combinacoes E1F2-E1R4, E1F2-E1R5, E1F3-E1R4, E1F3-

E1R5, e E1F4-E1R4R2 produziram uma banda de 195, 207, 144, 156, e 144
pb, respectivamente. Estas bandas ajustam-se ao esperado tamanho base-
ado em sequéncias de ativador E1 de outras espécies. Nenhuma banda foi
visivel com reagdes controles de iniciador individual. O fragmento E1F2-
E1R5 (207 pb) foi isolado e purificado usando Qiagen Gel Extraction proce-
dure (Qiagen Inc., Valencia, CA). A banda purificada (4 ul) foi ligada em ve-
tor pCRII que entdo foi transformado em células TOP10 de E.coli usando um

procedimento de clonagem TOPQ (Invitrogen, Carlsbad, CA). Transforma-
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cbes foram revestidas sobre meios LB contendo 100 pg/ml de ampicilina
(Amp) e 50 pg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galcto piranosideo (X-
gal). Colbnias brancas, simples foram revestidas sobre meios frescos e sele-
cionadas em uma reagdo PCR usando os iniciadores E1F2 e E1R5 para
confirmar a presenga da insercédo. DNA plasmideo foi obtido de colonias
multiplas usando QiaPrep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Inc). Uma vez obtido, o
DNA plasmideo foi quantificado e usado para seqlienciamento de DNA com
iniciadores M13R e M13F. Andlises de seqiiéncias revelaram uma sequéncia
de acido nuciéico codificando um polipeptideo e revelaram que o fragmento
E1F2-E1R5 compartilhou similaridade de seqtiéncia com sequéncias de ati-
vador E1 (Figuras 12-13).

Caminhar no genoma foi realizado para obter-se a completa se-
qiéncia codificante de subunidades E2 o. e B. Resumidamente, quatro inici-
adores para modalidade de caminhar no genoma em ambas as diregcdes, a
montante e a jusante foram projetados usando-se a por¢ao da sequéncia de
fragmento E1F2-E1R5 de 207 pb que foi interna aos iniciadores degenera-
dos E1F2 e E1R5 E1GSP1F

5°-ACGTCATGTCGAAGGTACTGGAAATCC-3%, SEQ ID NO:69; E1GSP2F 5°-
GGGACTGGTACTTCAAATCGAAGCATC-3°, SEQ ID NO:70; E1GSPIR 5°-
TGACGGCAGCGGGATGCTTCGATTTGA-3", SEQ ID NO:71;¢  E1GSP2R 5'-
TCAGACATGGGGATTTCCAGTACCTTC-3’, SEQ ID NO:72). 7

Os iniciadores E1GSP1F e E1GSP2F fazem face a jusante, enquanto os
iniciadores E1GSP1R e E1GSP2R fazem face a montante. Em adigéo, os
iniciadores E1GSP2F e E1GSP2R estdo aninhados dentro dos iniciadores
E1GSP1F e E1GSP1R.

Caminhar no genoma foi realizado usando-se o Universal Ge-
nome Walking Kit (ClonTech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA) com a exce-
¢ao de que adicionais bibliotecas foram geradas com enzimas Nru |, Sca |, e
Hinc Il. Primeiro ciclo de PCR foi realizado em um Perkin Eimer 2400 Ther-
mocycler com 7 ciclos de 2 segundos a 94°C e 3 minutos a 72°C, e 36 ciclos
de 2 segundos a 94°C e 3 minutos a 65°C com uma extensao final a 65°C
por 4 minutos. Segundo ciclo de PCR usou 5 ciclos de 2 segundos a 94°C e
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3 minutos a 72°C, e 20 ciclos de 2 segundos a 94°C e 3 minutos a 65°C com
uma extensao final a 65°C por 4 minutos. O produto de primeiro e segundo
ciclo (20 ) foi separado por eletroforese usando gel TAE agarose 1%. Pro-
dutos de amplificagdo foram obtidos com a biblioteca Stu | para ambas as
direcdes frente e reversa. O produto de segundo ciclo de cerca de 1,5 kb
para direco para frente e fragmento de 3 kb para diregéo reversa da biblio-
teca Stu | foram purificados com gel, clonados e sequenciados. Analises de
seqliéncias revelaram que a seqléncia derivada de caminhar no genoma
soprepds-se com o fragmento E1F2-E1RS5.

Para obter seqliéncia adicional, um segundo caminhar no geno-
ma foi realizado usando um iniciador de primeiro ciclo (E1GSPF 5'-
CCGTGTTACTTGGGAAGGTATCGCTGTCTG-3', SEQ ID NO: 73) e um ini-
ciador de segundo ciclo (E1GSPF6 5-GCCAATGAAGGAGG AAACCAC-
TAATGAGTC-3',SEQ ID NO: 74). Caminhar no genoma foi realizado usan-
do-se as bibliotecas Nrul, Scal, e Hincll. Em adigao, ClonTech’s Advantage-
Genomic Polymerase foi usada para a PCR. Iniciadorio ciclo de PCR foi rea-
lizado em um Perkin Elmer 2400 Thermocycler com uma etapa de desnatu-
rag@o inicial a 94°C por 2 minutos. 7 ciclos de 2 segundos a 94°C e 3 minu-
tos a 72°C, e 36 ciclos de 2 segundos a 94°C e 3 minutos a 65°C com uma
extensao final a 65°C por 4 minutos. Segundo ciclo de PCR usou 5 ciclos de
2 segundos a 94°C e 3 minutos a 72°C, e 20 ciclos de 2 segundos a 94°C e
3 minutos a 65°C com uma extensao final a 65°C por 4 minutos. O produto
de primeiro e segundo ciclo (20 ul) foi separado por eletroforese sobre um
gel agarose 1%. Um produto de amplificacdo de cerca de 1,5 kb foi obtido do
segundo ciclo de PCR para a biblioteca Hinc li. Esta banda foi purificada
com gel, clonada e seqlienciada. Andlises de sequéncias revelaram que ela
sobrepds-se com o fragmento de caminhar no genoma previamente obtido.
Em adicao, analises de seqliéncias revelaram uma seqléncia de acidos nu-
cléicos codificando uma subunidade E2 alfa que compartilha similaridades
de seqiiéncia com outras seqiiéncias (Figuras 16-17). Ainda, andlises de
sequéncias revelaram uma seqliéncia de acidos nucléicos codificando uma

subunidade E2 beta que comaprtitha similaridades de segléncia com outras
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sequéncias (Figuras 20-21).

Adicionais analises de seqiéncias e PCR revelaram a ordem de
seqléncias codificando polipeptideo dentro da regiao contendo as seqlén-
cias codificando lactil-CoA desidratase. Especificamente, o par de iniciado-
res E1GSP1F e COAGSP1R e o par de iniciadores COAGSP1F e E1GSP1R
foram usados para amplificar fragmentos que codificam ambos CoA transfe-
rase e polipeptideos ativador E1. Resumidamente, DNA de genoma de M.
efsdenii (1 ng) foi usado como molde. A PCR foi conduzida em um Perkin
Elmer 2400 Thermocycler usando Long Template Polymerase (Roché Mole-
cular Biochemicals, indianapolis, IN). O programa PCR foi usado como se
segue: 94°C por 2 minutos; 29ciclos de 94°C por 30 segundos, 61°C por 45
segundos, e 72°C por 6 minutos; e uma extens3o final de 72°C por 10 mi-
nutos. Ambos produtos de PCR (20 pl) foram separados sobre um gel aga-
rose 1%. Um produto de amplificag@o (cerca de 1,5 kb) foi obtido usando-se
o par de iniciadores COAGSP1F e E1GSP1R. Este produto foi purificado
com gel, clonado e sequenciado (Figura 22).

A organizagao do 6peron de M. elsdenii contendo as sequéncias
codificando lactil-CoA desidratase foi determinada conter as seguintes se-
quéncias codificando polipeptideo na seguinte ordem: CoA transferase (Fi-
gura 6), ORFX (Figura 23), proteina ativador E1 de lactil-COA desidratase
(Figura 10), subunidade E2 alfa de lactil-CoA desidratase (Figura 14), subu-
nidade E2 beta de lactil-CoA desidratase (Figura 18), e CoA desidrogenase
truncada (Figura 25).

A lactil-CoA desidratase (lactil-CoA deisdratase ou lcd) de M.
elsdenii foi amplificada por PCR a partir de DNA cromossdmico usando-se o
seguinte programa: 94°C por 2 minutos; 7 ciclos de 94°C por 30 segundos,
47°C por 45 segundos, e 72°C por 3 minutos; 25 ciclos de 94°C por 30 se-
gundos, 54°C por 45 segundos e 72°C por 3 minutos; e 72°C por 7 minutos.
Um par de iniciadores foi usado (OSNBE1F 5'-
GGGAATTCCATATGAAAACTGTGTATACTCTC-3, SEQ ID NO: 75 e OS-
NBE1R 5-CGACGGATCCTTAGAGGATTTCCGAGAAAGC-3', SEQ ID NO:
76). O produto amplificado (cerca de 3,2 kb) foi separado sobre gel agarose
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1%, cortado do gel, e purificado com um Qiagen Gel Extraction kit (Qiagen,
Valencia, CA). O produto purificado foi digerido com enzimas de restricao
Nde | e BamHI e ligado em um vetor pET11a (Novagen) digerido com as
mesmas enzimas. A reacdo de ligacdo foi transformada em células quimi-
camente competentes NovaBlue (Novagen) que entdo foram espalhadas
sobre placas LB agar suplementadas com 50 pg/ml de carbenicilina. Coldni-
as individuais isoladas foram selecionadas para a presenca de insergdes por
mapeamento de restricdo. Isolatos com o correto padrao de restricdo foram
sequenciados a partir de cada extremidade usando-se iniciadores Nbvagen
(iniciador promotor T7 n269348-3 € iniciador terminador T7 n%69337-3) para
confirmar a seqliéncia nos pontos de ligagao.

Um plasmideo tendo a correta insergao foi transformado em cé-
lulas quimicamente competentes Tuner (DE3) pLacl (Novagen, Madison,
WI). Expressédo a partir desta construgéo foi testada como se segue. Uma
cultura foi cultivada por toda noite para saturacdo e diluida 1:20 na manha
seguinte em meio LB fresco com os apropriados antibidticos. A cultura foi
cultivada 37°C com aeragéo para uma ODgoo de cerca de 0,6. A cultura foi
induzida com IPTG em uma concentragao final de 100 uM. A cultura foi in-
cubada por duas horas adicionais a a 37°C com aeragéo. Aliquotas foram
tomadas pré-inducdo e 2 horas pés-indugéo para analises SDS-PAGE. Ban-
das do esperado peso molecular (27 024 Daltons para a subunidade E1, 48
088 Daltons para a subunidade E2 alfa, e 42 517 Daltons para a subunidade
E2 beta - todas previstas a partir da seqiiéncia) foram observadas.Estas
bandas ndo foram observadas em células contendo um plasmideo faltando o
acido nucléico codificando os trés componentes da lactil-CoA desidrartase.

Extratos livres de células foram preparados por crescimento de
células em uma garrafa de soro selada por toda noite a 37°C. Seguindo o
crescimento por toda a noite, as culturas foram induzidas com IPTG 1 mM
(adicionado usando-se técnica anaerdbica) e incubadas por 2 horas adicio-
nais a 37°C. As células foram colhidas por centrifugacdo e rompidas por so-
nificagéo sob estritas condigbes anaerdbicas. A suspensao de células sonifi-

cada foi centrifugada para remocédo de fragmento de células, e o sobrena-
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dante foi usado nos ensaios. O tampdo usado para ressuspen-
sdo/sonificacdo de células foi Tris-HCl 50 mM (pH 7,5), ATP 200 u,
Mg(SQO4) 7 mM, DTT 4 mM, ditionito 1 mM, e NADH 100 uM.

Atividade desidratase foi detectada com MALDI-TOF EM. O en-
sajo foi conduzido no mesmo tampao como acima com lactil-CoA 1 mM ou
acrilil-CoA 1 mM adicionada e cerca de 5 mg/mi de extrato livre de células.
Antes de andlise MALDI-TOF EM, amostras foram purificadas usando-se
colunas Sep Pak Vac Cqs (Waters, Inc.) como descrito no Exemplo 1. As se-
guintes duas reacdes foram analisadas: '

1) acrilil-CoA — lactil-CoA
2) lactil-CoA — acrilil-CoA

Em reagdo n®1, a amostra controle exibiu um pico em um peso
molecular correspondendo a acrilil-CoA (PM 823). A amostra de reagdo n®1
contendo o extrato de células a partir de células transfectadas com o plas-
mideo codificando desidratase exibiu um pico principal em um peso mole-
cular correspondendo a lactil-CoA (PM 841). Este resultado indica que a ati-
vidade desidratase pode converter acrilil-CoA em lactil-CoA.

Para detectar atividade desidratase sobre lactil-CoA, reagcédo n°2
foi realizada em D,O 80%. A amostra controle exibiu um pico em um peso
molecular correspondendo a lactil-CoA (PM 841). A amostra de reagéo n°2
contendo o extrato de células de células transfectadas com o plasmideo co-
dificando desidratase revelou um pico lactil-CoA deslocado para uma forma
deuterada. Este resultado indica que a enzima desidratase é ativa sobre lac-
til-CoA. Em adicao, os resultados de ambas reagdes indicam que a enzima
desidratase pode catalisar a reacao lactil-CoA « acrilil-CoA em ambas as
direcdes.

Exemplo 3 - Clonagem de moléculas de acido nucléico que codificam um
polipeptideo tendo atividade 3-hidréxi propionil CoA desidratase

DNA gendmico foi isolado de Chloroflexus aurantiacus (ATCC

29365). Resumidamente, células de C. aurantiacus em meio 920 Chlorofle-
xus foram cultivadas em culturas de 50 ml (tubos de polipropileno Falcon

2070) usando uma Innova 4230 Incubator, Shaker (New Brunswick Scienti-
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fic; Edison, NJ) a 50°C com luzes interiroes. Uma vez crescidas, as células
foram feitas péletes, lavadas com 5ml de uma solugdo Tris 10 mM, e repele-
tizadas. DNA gendmico foi isolado das células peletizadas usando-se um
Gentra Genomic "Puregene” DNA isolation kit (Gentra Systems; Minneapolis,
MN). Resumidamente, as células peletizadas foram ressuspensas em 1 ml
de solugdo de suspensao de células Gentra a qual foram adiconados 14,2
mg de lisozima e 4 ul de solugdo de proteinase K 20 mg/ml. A suspenséo de
células foi incubada a 37°C por 30 minutos. O DNA gendmico precipitado foi
recuperado por centrifugagédo em 3500xg por 25 minutos e seco ao ar por 10
minutos. O DNA gendmico foi suspenso em 300 pl de uma solugao Tris 10
mM e estocado a 4°C.

O DNA gendmico foi usado como um molde em reacdes de am-
plificacdao PCR com iniciadores projetados baseados em dominios conserva-
dos de homélogos crotonase e uma tabela de uso de cédon Chloroflexus
aurantiacus. Resumidamente, dois iniciadores de PCR para frente degene-
rados (CRF1 e CRF2) e trés reversos degenerados (CRR1, CRR2, CRR3)
foram projetados (CRF1

5. AAYCGBCCVAARGCNCTSAAYGC-3, SEQ ID NO:77; CRF2: 5'-
TTYGTBGCNGGYGCNGAYAT-3’, SEQ ID NO:78; CRR1 5’-ATRTCNG-
CRCCNGCVACRAA-3’, SEQ ID NO:79; CRR2 5’-CCRCCRCCSAGNG-
CRWARCCRTT-3’, SEQ ID NO:80; & CRR3 5’-SSWNGCRATVCGRATRTCRAC-
3°, SEQ ID NO:81). '

Estes iniciadores foram usados em todas as combinagdes 16gi-
cas em PCR usando Taqg polymerase (Roche Moiecular Biochemicals; India-
napolis, IN) e 1 ng do DNA gendmico por ul de mistura de reacdo. A PCR foi
conduzida usando um programa PCR touchdown com 4 ciclos em uma tem-
peratura de anelamento de 61°C, 4 ciclos a 59°C, 4 ciclos a 57°C, 4 ciclos a
55°C, e 16 ciclos a 52°C. Cada ciclo usou uma etapa de desnaturagao inicial
de 30 segundos a 94°C e uma etapa de extensdo de 3 minutos a'72°C. O
programa também teve uma etapa de desnaturagédo inicial por 2 minutos a
94°C e uma etapa de extens&o final de 4 minutos a 72°C. O tempo permitido
para anelamento foi 45 segundos. As quantidades de iniciador PCR usadas

na reagéo foram aumentadas 4-12 vezes acima de tipicas quantidades de
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PCR dependendo da quantidade de degenerescéncia na extremidade 3' do
iniciador. Em adicéo, reagdes PCR separadas contendo cada iniciador indi-
vidual foram realizadas para identificar produtos de amplificagao resultantes
de iniciadores degenerados simples. Cada produto de PCR (25 ul) foi sepa-
rado por eletroforese de gel usando um gel TAE (Tris-acetato-EDTA) agaro-
se 1%.

As combinagdes CRF1-CRR1 e CRF2-CRR2 produziram uma
tnica banda de cerca de 120 e cerca de 150 pb, respectivamente. Estas
bandas ajustaram-se ao esperado tamanho baseado em genes crotonase de
outras espécies. Nenhuma banda de 120 pb ou 150 pb foi observada das
reacoes controles de iniciador individual. Ambos fragmentos (isto &, as ban-
das de 120 pb e 150 pb) foram isolados e purificados usando-se o Qiagen
Gel Extraction kit (Qiagen Inc., Valencia, CA). Cada fragmento purificdo (4
ul) foi ligado em vetor pCRIl que entao foi transformado em células TOP10
de E. coli através de um processo de choque térmico usando um procedi-
mento de clonagem TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA). Transformagoes fo-
ram revestidas sobre meios LB contendo 100 ug/m! de ampicilina (Amp), €
50 ug/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galacto piranosideo (X-gal). Cold-
nias brancas, simples foram revestidas sobre meios frescos e selecionadas
em uma reagdo PCR usando os iniciadores CRF1 e CRR1 e os iniciadores
CRF2 e CRR2 para confirmar a presenca da desejada insercao. DNA plas-
mideo foi obtido de coldnias miltiplas com a desejada insergcdo usando um
QiaPrep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Inc.). Uma vez obtido, o DNA foi quantifi-
cado e usado para seqlienciamento de DNA com iniciadores M13R e M13F.
Andlises de seqliéncias revelaram a presencga de dois clones diferentes do
produto PCR de cerca de 150 pb. Cada um compartilhou similaridade de
seqliéncia com seqiiéncias crotonase e hidratase. Os dois clones foram
projetados OS17 (produto PCR 157 pb) e OS19 (produto PCR 151 pb).

Caminhar no genoma foi realizado para obter-se a completa se-
glUéncia codificante de OS17. Resumidamente, iniciadores para condugio de
caminhar no genoma em ambas as diregcbes, a montante e a jusante foram

projetados usando-se a por¢éo da sequéncia de fragmento CRF2-CRR2 de
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157 pb que foi interna para os iniciadores degenerados CRF2 e CRR2

(S17F1 5-CGCTG-
ATATTCGCCAGTTGCTCGAAG-3’, SEQ ID NO:82; OS17F2 5*-CCCATCTTG-

CTTTCCGCAAGATTGAGC-3?, SEQ ID NO:83; 0S17F3 5'-CAATGGCCCTGCCGA-
ATAACGCCCATCT-3°, SEQ ID NO:84; OS17R1 5’-CTTCGAGCAACTGGCGAA-
TATCAGCG-3’, SEQ ID NO:85; OS17R2 5’-GCTCAATCTTGCGGAAAGCAAG-
ATGGG-3", SEQ ID NO:86; e OS17R3 5°-AGATGGGCGTTATTCGGCAGGGCC-
ATTG-3°, SEQ ID NO:87).

Os iniciadores OS17F1, OS17F3, e OS17F2 fazem face a jusante, enquanto
os iniciadores OS17R2, OS17R3 e OS17R1 fazem face a montante.

Caminhar no genoma foi conduzido usando-se o Universal Ge-
nome Walking kit (ClonTech Laboratories, inc., Palo Alto, CA) com a exce-
¢ao de que adicionais bibliotecas foram geradas com enzimas Nru |, Fsp |, e
Hinc Il. O primeiro ciclo de PCR foi conduzido em um Perkin Elmer 2400
Thermocycler com 7 ciclos de 2 segundos a 94°C, e 3 minutos a 72°C, e 36
ciclos de 2 segundos a 94°C e 3 minutos a 66°C com uma extenséo final a
66°C por 4 minutos. Segundo ciclo de PCR usou 5 ciclos de 2 segundos a
94°C e 3 minutos a 72°C, e 20 ciclos de 2 segundos a 94°C e 3 minutos a
66°C com uma extenséo final a 66°C por 4 minutos. O produto de amplifica-
¢ao de primeiro e segundo ciclo (5 ul) foi separado por eletroforese com gel
sobre um gel TAE agarose 1%. Apds o segundo ciclo de PCR, um produto
de amplificacé@o de cerca de 0,4 kb foi obtido com a biblioteca Fsp | usando o
iniciador OS17R1 na dire¢ao reversa, e um produto de amplificagdo de cerca
de 0,6 kb foi obtido com a biblioteca Hinc Il usando o iniciador OS17F2 na
direcéo para frente. Estes produtos de PCR foram clonados e seqlienciados.

Andlises de seqgliéncias revelaram que as seqiiéncias derivadas
de caminhar no genoma sobrepuseram-se com o fragmento CRF2-CRR2 e
compartilharam similaridade de seqliéncia com seqiéncias crotonase e hi-
dratase.

Um segundo caminhar no genoma foi realizado para obtencio

de adicionais de seqliéncias. Seis iniciadores foram projetados para este
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segundo caminhar no genoma (0S17F4 5-AAGCTGGG-
TCTGATCGATGCCATTGCTACC-3", SEQ ID NO:88; 0S17F5 5°-CTCGATTATCG-

CCCATCCACGTATCGAG-3’, SEQ ID NO:89; 0S17F6 5'-TGGATGCAATCCG-
CTATGGCATTATCCACG-3’, SEQ ID NO:90; 0S17R4 5°-TCATTCAGTGCG-
TTCACCGGCGGATTTGTC-3’, SEQ ID NO:91; OS17RS 5-TCGATCCGGAAGT-
AGCGATAGCGTTICGATG-3", SEQID NO:92 ¢ OS17R6 5°-CTTGGCTGCAAT-
CTCTTCGAGCACTTCAGG-3°, SEQ ID NO:93)

Os iniciadores OS17F4, OS17F5, e OS17F6 fizeram face a jusante, en-
quanto os iniciadores OS17R4, OS17R5, e OS17R6 fizeram face a montan-
te.

O segundo caminhar no genoma foi realizado usando-se os
mesmos processos descritos para o primeiro caminhar no genoma. Apds o
segundo ciclo de walking, um produto de amplificagéo de cerca de 2,3 kb foi
obtido com uma biblioteca Hinc Il usando o iniciador OS17R5 na diregao re-
versa, e um produto de amplificagdo de cerca de 0,6 kb foi obtido com uma
biblioteca Pvu Il usando o iniciador OS17F5 na diregao em frente. Os pro-
dutos de PCR foram clonados e seqlienciados. Analises de seqiéncias re-
velaram que as seqiéncias derivadas do segundo caminhar no genoma se
sobrepdem com a sequéncia obtida durante o primeiro caminhar no genoma.
Em adicao, as analises de seqiiéncias revelaram uma sequéncia com 3572
pb.

Uma busca BLAST revelou que o polipeptideo codificado por
esta sequéncia compartilha similaridade de seqiéncia com polipeptideos
tendo trés diferentes atividades. Especificamente, o inicio do polipeptideo
codificado por OS17 compartilha similaridade de seqiéncia com CoA-
sintetases, a regiao média do polipeptideo codificado por OS17 compartilha
similaridade de sequéncia com enoil-CoA hidratases e a regiao de extremi-
dade do polipeptideo codificado por OS17 compartilha similaridade de se-
qléncia com CoA-redutases.

Um terceiro caminhar no genoma foi realizado usando-se quatro
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iniciadores (OS17UP-6 5'-
CATCAGAGGTAATCACCACTCGTGCA-3’, SEQ ID NO:94; OS17UP-7 5°-

AAGTAGTAGGCCACCTCGTCGCCATA-3’, SEQ ID NO:95; OS17DN-1 5°-
GCCAATCAGGCGCTGATCTATGTTCT-3’, SEQIDNO:96 € OS17DN-2 52-
CTGATCTATGTTCTGGCCTCGGAGGT-3°, SEO TN NO:97).

Os iniciadores OS17UP-6 e OS17UP-7 fazem face a montante, enquanto os
iniciadores OS17DN-1 e OS17DN-2 fazem face a jusante.O terceiro cami-
nhar no genoma rendeu um produto de amplificacéo de cerca de 1,2 kb com
uma biblioteca Nru | usando iniciador OS17UP-7 na direcdo reversa. Em
adigao, produtos de amplificagéo de cerca de 4 kb e cerca de 1,1 kb foram
obtidos com uma biblioteca Hinc ll e Fspl, respectivamente, usando o inicia-
dor OS17DN-2 na direcao em frente. Andlises de seqiiéncias revelaram uma
seqliéncia de acidos nucléicos codificando um polipeptideo (Figuras 27-28).
O completo gene OS17 teve 5466 nucleotideos e codificou um polipeptideo
aminoacido 1822.0 peso molecular calculado do polipeptideo OS17 a partir
da sequéncia foi 201 346 (pl = 5,71).

Analises de busca BLAST revelaram que o produto do acido nu-
cléico OS17 tem trés diferentes atividades baseadas em similaridade de se-
guéncia a (1) CoA-sintetases no inicio da seqiéncia 0S17, (2) 3-HP desi-
dratases no meio da seqiéncia OS17, e (3) CoA-redutase na extremidade
da seqidéncia OS17. Assim, o clone OS17 pareceu codificar uma enzima
simples capaz de catalisar trés reagfes distintas conduzindo a direta conver-
s@o de 3-hidréxi propionato a propionil CoA: 3-HP—3-HP-CoA—acrilil-CoA—
propionil-CoA.

O gene OS17 de C.aurantiacus foi amplificado por PCR a partir
de DNA cromossémico usando-se as seguintes condi¢tes: 94°C por 3 mi-
nutos; 25 ciclos de 94°C por 30segundos para desnaturar, 54°C por 30 se-
gundos para anelar, e 68°C por 6 minutos para extensio; seguido por 68°C
por 10 minutos para extenséo final. Dois iniciadores foram usados (OS17F
5-GGGAATTCCATATGATCGACACTGCG-3’, SEQ ID NO: 136; e OS17R
5-CGAAGGATCCAACGATAATCGGCTCAGCAC-3, SEQ ID NO: 137). O
resultante produto de PCR (~5,6 kb) foi purificado usando-se Qiagen PCR
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purification kit (Qiagen Inc., Valencia, CA). O produto purificado foi digerido
com enzimas de restricdo Ndel e BamHI, aquecido a 80°C por 20minutos
para inativar as enzimas, purificado usando Qiagen PCR purification kit, e
ligado em um vetor pET11a (Novagen, Madison, WI) previamente digerido
com enzimas Ndel e BamHI. A reacdo de ligacao foi transformada em celu-
las quimicamente competentes NovaBlue (Novagen, Madison, Wl) que foram
espalhadas sobre placas LB agar suplementadas com 50 pg/ml de carbeni-
cilina. Transformantes individuais foram selecionados por amplificagdo PCR
do DNA OS17 com os iniciadores OS17F e OS17R e condigoes como des-
crito acima dirretamente de células de coldnias. Clones que renderam o pro-
duto de 5,6 Kb foram usados para purificacdo de plasmideo com Qiagen Qi-
aPrep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Inc.). Plasmideos resultantes foram trans-
formados em células E.coli BL21(DE3), e induzida a expresséao de polipepti-
deo OS17. O peso molecular aparente do polipeptideo OS17 de acordo com
eletroforese de gel SDS foi cerca de 190 000 Da.

Para ensaiar fungéo de polipeptideo OS17, uma cultura de 100
ml de células BL21-DE3/pET11a-0817 foi iniciada usando 1 ml de cultura
crescida por toda noite como um inoculum. A cultura foi cultivada para uma
OD de 0,5-0,6 e foi induzida com IPTG 100 uM. Apds duas horas e meia de
inducéo, as células foram colhidas por rotagcdo em 8000rpm na centrifuga de
piso. As célutas foram lavadas com Tris-HCI 10 mM (pH 7,8) e passadas
duas vezes através de uma prensa Francesa em uma pressao de 70,3
kgf/cm?® (1000 psi). Os fragmentos de células foram removidos por centrifu-
gacéo a 15 000 rpm. A atividade do polipeptideo OS17 foi medida espectro-
fotometricamente, e os produtos formados durante esta transformacgéo enzi-
matica foram detectados por LC/EM. A mistura de ensaio foi como se segue
(J. Bacteriol., 181;1088-1098 (1999)):
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Reagente Volume Conc. final
Tris-HCI (1000 mM, pH 7,8) 10ul 50 mM
MgCl, (100 mM) 10 pl 5mM
ATP (30 mM) 20 ul 3 mM
KCI (100 mM) 20 pl 10 mM
CoASH (5 mM) 20 w 0,5mM
NAD(P)H 20 ul 0,5 mM
3-hidroéxi propivonato 2l 1 mM
Extrato de proteina (7 mg/ml) 20(40) ul 140 ug
Agua DI 78(58) ul

Total 200 pl

A taxa inicial de reagéo foi medida por monitoracao de desapa-
recimento de NAD(P)H em 340 nm. A atividade do polipeptideoOS17 foi me-
dida usando-se 3-HP como o substrato. As unidades/ml de proteina total
foram calculadas usando-se a férmula mostrada no Exemplo 1. A atividade
do polipeptideo OS17 expresso foi calculada ser 0,061 U/m! de proteina to-
tal. Os produtos de reagdo foram purificados usando-se uma coluna Sep Pak
Vac (Waters). A coluna foi condicionada com 1 mi de metanol e lavada duas
vezes com 0,5ml de TFA 0,1%. A amostra foi entdo aplicada a coluna, e a
coluna foi lavada mais duas vezes com 0,5ml de TFA 0,1%. A amostra foi
eluida com 200 pl de acetonitrila 40%, TFA 0,1%. A acetonitrila foi removida
da amostra por centrifugacédo a vacuo. Os produtos de reagdo foram anali-
sados por LC/EM.

Andlises de tioésteres por exemplo propionil CoA, acrilil CoA, e
3-HP CoA da reagdo acima foram realizadas usando-se um instrumento
Waters/Micromass ZQ LC/EM que teve um cromatégrafo liquido Waters
2690 com um arranjo de fotodiodo Waters 996 (PDA) colocado em séries
entre o cromatégrafo e o espectrdmetro de massa quadropolo simples. Se-
paragbes LC foram feitas usando-se uma coluna de cromatografia de fase
reversa YMC ods-AQ (particulas de 3 um, poros de 120A) de 4,6x150mm

em temperatura ambiente. CoA ésteres foram eluidos em Tampédo A (ace-
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tato de aménio 25 mM, acido acético 0,5%) com urﬁ gradiente linear de
Tampao B (acetonitrila, acido acético 0,5%). Uma taxa de fluxo de 0,25
ml/minuto foi usada, e absorbancia UV de arranjo de fotodiodo foi monitora-
da de 200 a 400 nm. Todos os parametros do sistema EM de eletrospray
foram otimizados e selecionados baseado na gerag@o de ions moleculares
protonados ([M+H]") dos analitos de interesse e produgao de ions de frag-
mentos caracteristicos. Os seguintes parametros instrumentais foram usa-
dos para detecdo ESI-EM de CoA e acido organico-CoA tioésteres no modo
fon positivo; Extrator: 1 V; lentes RF: 0 V; temperatura de fonte: 100°C; tem-
peratura de dessolvatagédo: 300°C; gas de dessolvatagédo: 500 l/hora; gas de
cone: 40 I/hora; resolugdo de massa baixa: 13,0; resolugdo de massa alta:
14,5; energia de ion: 0,5; multiplicador: 650. Incertezas para as razoes de
carga de massa (m/z) e massas moleculares sao +0,01%.

A mistura de ensaio de enzima de cepas expressando o poli-
peptideo OS17 exibiu picos para propionil CoA, acrilil CoA, e 3-HP CoA com
o pico de propionil CoA sendo o pico dominante. Estes picos foram perdidos
na mistura de ensaio de enzima obtida da cepa controle, que carreou vetor
pET11a sem uma insergdo. Estes resultados indicam que o polipeptideo
0817 tem atividade CoA sintetase, atividade CoA hidratase, e atividade de-
sidrogenase.

Caminhar no genoma (genome walting) também foi realizado
para obter-se a completa seqliéncia codificante de 0S19. Resumidamente,
iniciadores para condugao do andamento no genoma em ambas diregées, a
montante e a jusante foram projetados usando-se a porgao da seqéncia de
fragmento CRF2-CRR2 de 151 pb que foi interna para os iniciadores dege-

nerados CRF2 e CRR2 (OS19F1
5-GGCTGATATCAAAGCGATGGCCAATGC-3", SEQ ID NO:98; OS19F2 5°-CCAC-
GCCTATTGATATGCTCACCAGTG-3", SEQ ID NO:99; OS19F3 5°-GCAAACCGG-
TGATTGCTGCCGTGAATGG-3", SEQ ID NO:100; OS19R1 5°-GCATTGGCCAT-

CGCTTTGATATCAGCC-3’, SEQ ID NO:101; OS19R2 5°-CACTGGTGAGCATATC-
AATAGGCGTGG-3’, SEQ ID NO:102; ¢  OS19R3 5’-CCATTCACGGCAGCAA-

TCACCGGTTTGC-3, SEQ ID NO: 103)
Os iniciadores OS19F1, OS19F2, e OS19F3 fazem face a ju-
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sante, enquanto os iniciadores OS19R1, OS19R2, e OS19R3 fazem face a
montante.

Um produto de amplificagcao de cerca de 0,25 kb foi obtido com a
biblioteca Fsp | usando o iniciador OS19R1, enquanto um produto de ampli-
ficacdo de cerca de 0,65 kb foi obtido com a biblioteca Pvu [l usando o inici-
ador OS19R1. Em adigao, um produto de amplificagdo de cerca de 0,4 kb foi
obtido com a biblioteca Pvu Il usando o iniciador OS19F3. Os produtos de
PCR foram clonados e seqiienciados. Analises de sequéncias revelaram que
as sequéncias derivadas de caminhar no genoma foram sobrepostas‘ com o
fragmento CRF2-CRR2 e compartilharam similaridade de seqiiéncia com
sequéncias crotonase e hidratase. As sequéncias obtidas foram responsa-
veis pela maioria da sequéncia codificante inciuindo o cédon de partida.

Um segundo "caminhar no genoma" foi realizado para obter se-
giéncia adicional usando dois iniciadores (OS19F7 5'-
TCATCATCGCCAGTGAAAACGCGCAGTTCG-3', SEQ ID NO:104 e
08198F8 5'-GGATCGCGCAAACCATTGCCACCAAATCAC-3', SEQ ID NO:
105).

Os iniciadores OS19F7 ¢ OS19F8 fazem face a jusante.

Um produto de amplificagao (cerca de 0,7 kb) obtido da bibliote-
ca Pvu Il foi clonado e seqiienciado. Andlises de seqliéncias revelaram que
a sequiéncia derivada do segundo caminhar no genoma se sobrepds com a
sequéncia obtida do primeiro caminhar no genoma e conteve o cédon de
parada. O clone OS19 de comprimento total foi verificado compartilhar simi-
laridade de sequéncia com outras seqiiéncias tais como seqiiéncias croto-
nase e enoil-CoA hidratase (Figuras 32-33).

O clone 0OS19 foi verificado codificar um polipeptideo tendo ati-
vidade 3-hidréxi propionil-CoA desidratase também referida como atividade
acrilil-CoA hidratase. O acido nucléico codificando a OS19 desidratase de C.
aurantiacus foi amplificado por PCR a partir de DNA cromossdémico usando-
se as seguintes condigdes: 94°C por 3 minutos; 25 ciclos de 94°C por 30
segundos para desnaturar, 56°C por 30 segundos para recozer, e 68°C por 1

minuto para extensio;e 68°C por 5 minutos para extensao final. Dois inicia-
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dores foram usados ‘
(OSACH3 5 ATGAGTGAAGAGTCTCTGGTTCTCAGC-3’, SEQ ID NO:106 e

OSACH?2 5’-AGATCGCAATCGCTCGTGTATGTC-3’, SEQ ID NO:107).

O resultante produto de PCR (cerca de 1,2 kb) foi separado por
eletroforese de gel de agarose e purificado usando-se Qiagen kit de purifica-
¢do PCR (Qiagen Inc.; Valencia, CA). O produto purificado foi ligado em pE-
TBlue-1 usando o kit de clonagem Perfectly Blunt (Novagen; Madison, WI).
A reagéo de ligacao foi transformada em células quimicamente competentes
NovaBlue (Novagen, Madison, WI) que entdo foram espalhadas sobre pla-
cas LB agar suplementadas com 50 pg/ml de carbenicilina, 40 ug/ml de
IPTG, e 40 ug/ml de X-Gal. Colénias brancas foram isoladas e selecionadas
para a presenga de insergdes por mapeamento de restri¢do. Isolados com o
correto padrao de restricdo foram sequenciados a partir de cada extremida-
de usando o iniciador pETBIueUP e pETBlueDOWN (Novagen) para confir-
mar a seq(iéncia nos pontos de ligagao.

O plasmideo contendo a sequéncia codificando OS19 desidrata-
se foi transformado em células quimicamente competentes Tuner (DE3)
pLacl (Novagen, Madison, WI), e expressao a partir do constructo testado.
Resumidamente, uma cultura foi cultivada por toda a noite para saturagao e
diluida 1:20 na manha seguinte em meio LB fresco com os apropriados anti-
bidticos. A cultura foi cultivada a 37°C e 250 rpm para uma ODggo de cerca
de 0,6. Neste ponto, a cultura foi induzida com IPTG em uma concentragao
final de 1 mM. A cultura foi incubada por duas horas adicionais a 37°C e 250
rom. Aliquotas foram tomadas pré-indugéo e 2 horas pés-indugé@o para ana-
lise SDS-PAGE. Uma banda do esperado peso molecular (27 336 Daltons
previsto a partir da seqliéncia) foi observada. Esta banda nao foi observada
em células contendo um plasmideo faltando o acido nucléico codificando a
hidratase.

Extratos isentos de células foram preparados através de cresci-
mento de células como descrito acima. As células foram colhidas por centri-
fugacé@o e rompidas por sonificagdo. A suspenséo de células sonificada foi

centrifugada para remocao de fragmento de células, e o sobrenadante foi
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usado nos ensaios. A habilidade da 3-hidréxi propionil-CoA desidratase rea-
lizar as seguintes trés reacoes foi medida usando MALDI-TOF EM:

1) acrilil-CoA — 3-hidréxi propionil-CoA

2) 3-hidréxi propionil-CoA — acrilil-CoA

3) crotonil-CoA — 3-hidréxi butiril-CoA

A mistura de ansaio conteve Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), CoA éster
1 mM, e cerca de 1 ug de extrato isento de células. Reagbes foram deixadas
proceder para temperatura ambiente e foram interrompidas por adigéo de 1
volume de &cido triflGor acético (TFA) 10%. As misturas de reagéd foram
purificadas antes de andlise MALDI-TOF EM usando colunas Sep Pak Vac
C1s 50mg (Waters, Inc.). As colunas foram condicionadas com 1ml de meta-
nol e entdo equilibradas com duas lavagens de 1ml de TFA 0,1%. A amostra
foi aplicada a coluna, e o fluxo através foi descartado. A coluna foi lavada
duas vezes com 1 ml de TFA 0,1%. A amostra foi eluida em 200 pl de ace-
tonitrila 40%, TFA 0,1%. A acetonitrila foi removida por centrifugagao em
vacuo. Amostras foram preparadas para andlise MALDI-TOF EM através de
mistura 1:1 com &cido sinapinico 110 mM em TFA 0,1%, acetonitrila 67%. As
amostras foram deixadas secar ao ar.

A conversao de acrilil-Coa em 3-hidréxi propionil-CoA catalisada
por 3-hidréxi propionil-CoA desidratase foi detectada usando-se a técnica
MALDI-TOF EM. Em reac¢éo n® 1, a amostra controle exibiu um pico domi-
nante em um peso molecular correspondendo a acrilil-CoA (PM 823). A
amostra de reacdo n° 1 contendo o extrato de células a partir de células
transfectadas com o plasmideo codificando 3-hidréxi propionil-CoA desidra-
tase exibiu um pico dominante correspondendo a 3-hidroxi propionil-CoA
(PM 841). Este resultado demonstra que a atividade 3-hidréxi propionil-CoA
desidratase catalisa a reégéo n2t.

Para detectar a conversao de 3-hidroxi propionil-CoA em acrilil-
CoA, reacéo n?2 foi realizada em DO 80%. A amostra de reagao n2 con-
tendo o extrato de células a partir de células transfectadas com o plasmideo
codificando 3-hidréxi propionil-CoA desidratase revelou incorporagdo de

deutério na molécula de 3-hidréxi propionil-CoA. Este resultado indica que a
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enzima 3-hidréxi propionil-CoA desidratase catalisa reagdo n%2. Em adigao,
os resultados de ambas reagdes n21 e n?2 indicam que a enzima 3-hidroxi
propionil-CoA desidratase pode catalisar a reag@o 3-hidroxi propionil-CoA <
acrilil-CoA em ambas diregdes. E notado que para ambas reagbes n°1 e n%2,
um pico foi observado em PM 811, devido ?a sobra de acetil-Coa da sintese
de 3-hidréxi propionil-CoA a partir de 3-hidréxi propionato e acetil-CoA.

Os ensaios avaliando conversao de crotonil-CoA em 3-hidrdxi
butiril-CoA também foram realizados em DO 80%. Em reacao n®3, a amos-
tra controle exibiu um pico dominante em um peso molecular correspbnden-
do a crotonil-CoA (PM 837). Este resultado indicou que a crotonil-CoA nao
foi convertida em outros produtos. A amostra de reagdo n°3 contendo o ex-
trato de células a partir de células transfectadas com o plasmideo codifican-
do 3-hidréxi propionil-CoA desidratase exibiu um grupo difuso de picos cor-
respondendo a 3-hidréxi butiril-CoA deuterada (PM 855 a PM 857). Este re-
sultado demonstra que a atividade 3-hidroxi propionil-CoA desidratase cata-
lisa reagao n°3.

Uma série de reagdes controle foi realizada para confirmar a es-
pecificidade da 3-hidréxi propionil-CoA desidratase. Lactil-CoA (1 mM) foi
adicionada a mistura de reagao contendo Tris 100 mM (pH 7,0) na presenga
e na auséncia de 3-hidroxi propionil-CoA desidratase. Em ambos os casos, 0
pico dominante observado teve um peso molecular correspondendo a lactil-
CoA (PM 841). Este resultado indica que Ictil-CoA nao é afetada pela pre-
senca de atividade 3-hidroxi propionil-CoA desidratase mesmo na presencga
de DO significando que a enzima 3-hidroxi propionil-CoA desidratase nao
ataca um grupo hidroxila na posicao carbono alfa. A presenca de 3-hidroxi
propionil-CoA em mistura de reacdo D,O 80% resultou em um desvio com
adicao da atividade 3-hidroxipropionil-CoA desidratase. Na auséncia de ati-
vidade 3-hidrdxi propionil-CoA desidratase, um pico correspondendo a 3-
hidrdxi propionil-CoA foi observado em adicao a um pico de PM 811. O pico
de PM 811 foi devido a sobra de acetil-Coa da sintese de 3-hidréxi propionil-
CoA. Na presenca de atividade 3-hidréxi propionil-CoA desidratase, um pico
correspondendo a 3-hidréxi propionil-CoA deuterada foi observado (PM 842)
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devido a troca de um grupo hidroxila durante a conversao de 3-hidréxi propi-
onil-CoA a acrilil-CoA e vice-versa. Estas reagoes controles demonstram que
a enzima 3-hidroxi propionil-CoA desidratase é ativa sobre 3-hidrdxi propio-
nil-CoA e nao ativa sobre lactil-CoA. Em adigao, estes resultados demons-
tram que o produto da reacao acrilil-CoA € 3-hidrdxi propionil-COA nao-lactil-
CoA.

Exemplo 4 — Construcao de éperon n® 1

O seguinte operon foi construido e pode ser usado para produzir
3-HP em E. coli (Figura 34). Resumidamente, o éperon foi clonado em um
vetor de expressdo pET11a sob o controle de um promotor T7 (Novagen,
Madison, WI). O vetor de expressdo pET-11a € um plasmideo de 5677 pb
que usa a sequéncia ATG de um sitio de restricado Ndel como um cédon de
partida para seqUéncias inseridas a jusante.

Moléculas de acidos nucléicos codificando uma CoA transferase
e uma lactil-CoA desidratase foram amplificadas de DNA gendmico de Me-
gasphaera elsdenii através de PCR. Dois iniciadoreé foram usados para am-

plificar a sequéncia codificando CoA transferase (OSNBpctF 5-GGGAATTCC
ATATGAGAAAAGTAGAAATCATTACAGCTG-3°, SEQID NO:108 € OSCTE-2
5’-GAGAGTATACACAGTTTTCACCTCCTTITACAGCAGAGAT-3’, SEQ ID NO: 109

e dois iniciadores foram usados para amplificar a seqiéncia codificando lac-
til-CoA desidratase (OSCTE-1 5-ATCTCTGCTGTAAAGGAGGTGAAAAC
TGTGTATACT-CT3-, SEQ ID NO: 110 e OSEBH-2 5'-
ACGTTGATCTCCTGTACATT-AGAGGATTTCCGAGAAAGC-3', SEQ ID NO:
111).

Uma molécula de acido nucléico codificando uma 3-hidréxi pro-
pionil-CoA desidratase foi amplificada de DNA gendmico de Chloroflexus
aurantiacus através de PCR usando dois iniciadores (OSEBH-1 5'-
GCTTTCTCGG-AAATCCTCTAATGTACAAGGAGATCAACGT-3', SEQ ID
NO: 112 e OSHBR 5-CGACGGATCCTCAACGACCACTGAAGTTGG-3,
SEQ ID NO: 113).

PCR foi conduzida em um Perkin Elmer 2400 Thermocycler

usando 100ng de DNA gendmico e uma mistura de rTth polimerase (Applied
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Biosystems; Foster City, CA) e Pfu Turbo polymerase (Stratagene; La Jolla,
CA) em razao 8:1. A mistura polimerase assegurou maior fidelidade da rea-
cdo PCR. As seguintes condicdes de PCR foram usadas: etapa de desnatu-
racao inicial de 94°C por 2 minutos; 20 ciclos de 94°C por 30 segundos,
54°C por 30 segundos, e 68°C por 2 minutos; e uma extensao final a 68°C
por 5 minutos. Os produtos de PCR obtidos foram purificados por gel usan-
do-se um kit Qiagen Gel Extraction (Qiagen, Inc.; Valencia, CA).

Os produtos de PCR CoA transferase, lactil-CoA desidratase
(E1, subunidade E2 o, e subunidade E2 B), e 3-hidréxi propionil-CoA desi-
dratase foram montados usando-se PCR. Os iniciadores OSCTE-1 e
OSCTE-2 assim como os iniciadores OSEBH-1 e OSEBH-2 foram comple-
mentares uns para os outros. Assim, as extremidades de DNA complemen-
tares podem anelar umas as outras durante a reacao PCR estendendo o
DNA em ambas dire¢des. Para assegurar a eficiéncia da montagem, dois
iniciadores de extremidade (OSNBpctF e OSHBR) foram adicionados para a
mistura de PCR de montagem, que conteve 100 ng de cada produto PCR
(isto é, os produtos PCR a partir de reagdes CoA-transferase, lactil-CoA de-
sidratase e 3-hidroxi propionil-CoA desidratase) assim como a mistura rTth
polimerase/Pfu Turbo polimerase descrita acima. As seguintes condi¢des de
PCR foram usadas para montar os produtos: 94°C por 1 minuto; 25 ciclos de
94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, e 68°C por 6 minutos; e uma
extensao final a 68°C por 7 minutos. O produto de PCR montado foi purifica-
do com gel e digerido com enzimas de restricdo (Ndel e BamHI). Os sitios
para estas enzimas de restricao foram introduzidos no produto de PCR
montado usando-se os iniciadores OSNBpctF (Ndel) e OSHBR (BamHI). O
produto de PCR digerido foi aquecido a 80°C por 30 minutos para inativar as
enzimas de restricdo e usado diretamente para ligacao em vetor pET-11a.

O vetor pET-11a foi digerido com enzimas de restricao Ndel e
BamHlI, purificado com gel usando-se um kit Qiagen Gel Extraction, tratado
com fosfatase alcalina de camarao (Roche Molecular Biochemicals; Indiana-
polis, IN) e usado em uma reagdo de ligagdo com o produto PCR montado.

A ligacéo foi realizada a 16°C por toda a noite usando-se T4 ligase (Roche
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Molecular Biochemicals; Indianapolis, IN). A resuitante reacao de ligagéo foi
transformada em célufas quimicamente competentes NovaBLue (Novagen,
Madison, WI) usando um processo de choque térmico. Uma vez submetidas
a choque térmico, as células foram revestidas sobre placas LB suplementa-
das com 50 pg/ml de carbenicilina. O DNA plasmideo foi purificado de col-
nias individuais usando-se um Kit Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen Inc., Va-
lencia, CA) e analisado por digestdo com enzimas de restricdo Ndel e Ba-
mHLI.

Exemplo 5 — Construcao de éperon n22

O seguinte éperon foi construido e pode ser usado para produ-
cao de 3-HP em E. coli (Figuras 35A e B). Moléculas de acido nucléico codi-
ficando uma CoA transferase e uma lactil-CoA deisdratase foram amplifica-
das a partir de DNA gendmico de Megasphaera elsdenii por PCR. Dois inici-
adores foram usados para amplificar a seqiiéncia codificando CoA transfera-
se (OSNBpctF e OSCTE-2), e dois iniciadores foram usados para amplificar
a seqéncia codificando lactil-CoA desidratase (OSCTE-1 e OSNBe1R 5'-
CGACGGATCCTTAGAGGATTTCCGAGAAAGC-3’, SEQ ID NO: 114). Uma
molécula de acido nucléico codificando uma 3-hidréxi propionil-CoA desi-
dratase foi amplificada de DNA gendmico de Chloroflexus aurantiacus atra-

vés de PCR usando-se dois iniciadores (OSXNhF 5'-GGTGTCT-
- AGAGACAGTCCTGTCGTTTATGTAGAAGGAG-3", SEQID NO:115€  OSXNhR
5’-GGGAATTCCATATGCGTAACTTCCTCCTGCTATCAACGACCACTGAA-

GTTGG-3°, SEQ ID NO:116).

PCR foi conduzida em um Perkin Elmer 2400 Thermocycler
usando-se 100 ng de DNA gendmico e uma mistura de rTth polimerase
(Applied Biosystems; Foster City, CA)} e Pfu Turbo polymerase (Stratagene;
La Jolla, CA) em razdo 8:1. A mistura polimerase assegurou alta fidelidade
da reagdo PCR. As seguintes condigbes de PCR foram usadas: etapa de
desnaturagao inicial de 94°C por 2 minutos; 20 ciclos de 94°C por 30 segun-
dos, 54°C por 30 segundos, e 68°C por 2 minutos; e uma extensdo final a
68°C por 5 minutos. Os produtos PCR obtidos foram purificados com gel
usando-se um Kit Qiagen Gel Extraction (Qiagen, Inc.; Valencia, CA).
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Os produtos de PCR CoA transferase e lactil-CoA desidratase
(E1, subunidade E2 o, e subunidade E2 B) foram montados usando-se PCR.
Os iniciadores OSCTE-1 e OSCTE-2 foram complementares um ao outro.
Assim, os 22 nucleotideos na extremidade da seqiiéncia de CoA transferase
e 0s 22 nucleotideos no inicio da lactil-CoA desidratase podem anelar-se
uns aos outros durante a reacao de PCR estendendo o DNA em ambas di-
recoes. Para assegurar a eficiéncia da montagem, dois iniciadores de extre-
midade (OSNBpctF e OSNBelR) foram adicionados & mistura de PCR de
montagem, que conteve 100 ng ddo produto de PCR CoA transferase, 100
ng de produto de PCR lactil-CoA desidratase e a mistura rTth polimerase/Pfu
Turbo polimerase descrita acima. As seguintes condigdes de PCR foram
usadas para montar os produtos: 94°C por 1 minuto; 20 ciclos de 94°C por
30 segundos, 54°C por 30 segundos, e 68°C por 5 minutos; e uma extensdo
final a 68°C por 6 minutos.

O produto de PCR montado foi purificado com gel e digerido
com enzimas de restricao (Ndel e BamHI). Os sitios para estas enzimas de
restricao foram introduzidos no produto de PCR montado usando-se inicia-
dores OSNBpctF (Ndel) e OSNBelR (BamHl). O produto de PCT digerido foi
aquecido a 80°C por 30 minutos para inativar as enzimas de restricdo e usa- |
do diretamente em um vetor pET-11a

O vetor pET-11a foi digerido com enzimas de restricdo Ndel e
BamHlI, purificado sobre gel usando um Kit Qiagen Gel Extraction, tratado
com fosfatase alcalina de camarao (Roche Molecular Biochemicals; Indiana-
polis, IN) e usado em uma reagéo de ligagao com o produto PCR montado.
A ligagdo foi realizada a 16°C por toda noite usando-se T4 ligase (Roche
Molecular Biochemicals; Indiandpolis, IN). A resultante reagdo de ligacéo foi
transformada em células quimicamente competentes NovaBlue (Novagen;
Madison, WI) usando-se um processo de choque térmico. Uma vez tenham
sofrido choque térmico, as células foram revestidas sobre placas LB suple-
mentadas com 50 pg/ml de carbenicilina. O DNA plasmideo foi purificado de
coldnias individuais usando um Kit QiaPrep Spin Miniprep (Qiagen Inc., Va-
lencia, CA) e analisado com enzimas de restricao Ndel e BamHI. A digestao
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revelou que o fragmento de DNA contendo seqlliéncias codificando CoA
transferase e codificando lactil-CoA desidratase foi clonado no vetor pET-
11a.

O plasmideo carreando as sequéncias codificando CoA transfe-
rase e codificando lactil-CoA desidratase (pTD) foi digerido com enzimas de
restricdo Xbal e Ndel, purificado com gel, e usado para clonagem de produto
codificando 3-hidréxi propionil-CoA desidratase a montante da sequéncia
codificando CoA transferase.Uma vez que esta digestdo Xbal e Ndel elimi-
nou um sitio ligante ~ ribossoma (RBS) do vetor pET-11a, um novo homélo-
go RBS foi clonado no plasmideo junto com o produto codificando 3-hidroxi
propionil-CoA desidratase. Resumidamente, o produto de PCR codificando
3-hidréxi propionil-CoA desidratase foi digerido com enzimas de restricao
Xbal e Ndel, aquecido a 65°C por 30 minutos para inativar as enzimas de
restricdo, e ligado em pTD. A mistura de ligacdo foi transformada em células
NovaBlue quimicamente competentes (Novagen) que entédo foram revestidas
sobre placas LB suplementadas com 50 pg/ml de carbenicilina.

Colbnias individuais foram selecionadas, e o DNA plasmideo
obtido usando-se um kit Qiagen Spin Miniprep. Os plasmideos obtidos foram
digeridos com enzimas de restricao Xbal e Ndel e analisados por eletrofore-
se de gel. Plasmideos pTD contendo o produto de PCR codificado 3-
hidroxipropil-CoA desidratase inserido foram nomeados pHDT. Embora ex-
press&o das seqiiéncias lactil-CoA hidratase, CoA transferase, e 3-hidroxi
propionil-CoA desidratase a partir de pHTD tenha sido direcionada por um
promotor T7 simples, cada seqiiéncia codificante teve um RBS individual a
montante de seu cédon de partida.

Para assegurar a correta montagem e clonagem das seqléncias
lactil-CoA hidratase, CoA transferase, e 3-hidréxi propionil-CoA desidratase
em um 6peron, ambas extremidades do 6peron e todas as jungdes entre as
seqléncias codificantes foram seqiienciadas. Esta andlise de DNA revelou
que o 6peron foi corretamente montado.

O plasmideo pHTD foi transformado em células BL21(DE3) para

estudo de expressao das sequéncias codificadas.
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Exemplo 6 — Construcao de operons n® 3 e n?4

Operon n? 3 (Figuras 36A e B) e éperon n° 4 (Figuras 37A e B)
cada posicdo de ativador E1 na extremidade do éperon. Operon n¢ 3 contem
um RBS entre a seqléncia codificando 3-hidréxi propionil-CoA desidratase e
a seqliéncia codificando ativador E1. Em éperon n? 4, entretanto, o cédon de
interrupgdo da sequéncia codificando 3-hidroxi propionil-CoA desidratase
esta fundido com o cédon de partida da seqiéncia codificando ativador E1
como se segue: TAGTG. A auséncia do RBS em éperon n? 4 pode diminuir o
nivel de expressao de ativador E1. |

Para construgcao de 6peron n° 3, moléculas de acido nucléico
codificando uma CoA transferase e uma lactil-CoA desidratase foram ampli-
ficadas a partir de DNA gendmico de Megasphaera elsdenii através de PCR.
Dois iniciadores foram usados para amplificar a seqliéncia codificando CoA
transferase (OSNBpctF e OSHTR 5'-
ACGTTGATCTCCTTCTACATTATTTTTTCAGT-CCCATG-3', SEQ ID NO
117), dois iniciadores foram usados para amplificar as subunidades E2 alfa e

beta da seqiiéncia codificando lactil-CoA desidratase (OSEIIXNF 5
GGTGTCTAGAGTCAAAGGAGAGAACAAAATCATGAGTG—S’ SEQID NO:118

e OSEHXNR 5'-GGGAATTCCATATGCGTAACTTICCTCCTGCTATTAGAGGA-
TTTCCGAGAAAGC-3°, SEQ ID NO:119),

e dois iniciadores foram usados para amplificar o ativador E1 da seqiéncia

codificando lactil-CoA desidratase (OSHrEIF 5-TCAGTG-
GTCGTTGATCACGCTATAAAGAAAGGTGAAAACTGTGTATACTCTC-3%, SEQ

IDNO:120e .OSEIBR 5’-CGACGGATCCCTTCCTTGGAGCTCATGCTTTC-3',

SEQ ID NO:121).

A molécula de &cido nucléico codificando uma 3-hidréxi propio-
nil-CoA desidratase foi amplificada a partir de DNA gendmico de Chloroffe-
Xus aurantiacus ou através de PCR usando-se dois iniciadores

(OSTHF 5’-CATGGGACTGAAAAAATAATGTAGAAGGAGAT-
CAACGT-3’, SEQID NO:122 OSEIrHR 5°-GAGAGTATACACAGTTTTCA-

CCTTTCTITATAGCGTGATCAACGACCACTGA-3’, SEQ ID NO:123).

PCR foi conduzida em um Perkin Elmer 2400 Thermocycler

usando-se 100 ng de DNA gendémico e uma mistura de rTth polimerase
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(Applied Biosystems; Foster City, CA) e Pfu Turbo Polymerase (Stratagene;
La Jolla, CA) em razdo 8:1. A mistura polimerase assegurou maior fidelidade
da reacdo PCR. As seguintes condicdes de PCR foram usadas: etapa de
desnaturagao inicial de 94°C por 2 minutos; 20 ciclos de 94°C por 30 segun-
dos, 54°C por 30 segundos, e 68°C por 2 minutos; e uma extensao final a
68°C por 5 minutos. Os produtos de PCR obtidos foram purificados com gel
usando um Kit Qiagen Gel Extraction (Qiagen, Inc; Valencia, CA).

Os produtos de PCR 3-hidréxi propionil-CoA desidratase e ativa-
dor E1 foram montados usando-se PCR. Os iniciadores OSHrE1F e
OSEIrHR foram complementares um ao outro. Assim, 0s iniciadores podem
anelar um ao outro durante a reagao de PCR estendendo o DNA em ambas
diregGes. Para assegurar a eficiéncia da montagem, dois iniciadores de ex-
tremidade (OSTHF e OSEIBR) foram adicionados a mistura de PCR de
montagem, que conteve 100 ng do produto de PCR 3-hidréxi propionil-CoA
desidratase, 100 ng de produto de PCR ativador E1, € a mistura rTth polime-
rase/Pfu Turbo polimerase descrita acima. As seguintes condi¢des de PCR
foram usadas para montar os produtos: 94°C por 1 minuto; 20 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 54°C por 30 segundos, e 68°C por 1,5 minuto; e uma ex-
tensdo final a 68°C por 5 minutos.

O produto PCR montado foi purificado com gel e usado em uma
segunda PCR de montagem com produto de PCR CoA transferase purifica-
do com gel. Os iniciadores OSTHF e OSHTR foram complementares um ao
outro. Assim, as extremidade de DNA complementar podem anelar umas as
outras durante a reagao de PCR estendendo o DNA em ambas diregdes.
Para assegurar a eficiéncia da montagem, dois iniciadores de extremidade
(OSNBpctF e OSEIBR) foram adicionados & segunda mistura de PCR de
montagem, que conteve 100 ng da montagem de PCR 3-hidrdxi propionil-
CoA desidratase/El purificada, 100 ng do produto de PCR CoA transferase
purificado, e a mistura polimerase descrita acima. As seguintes condices de
PCR foram usadas para montar os produtos: 94°C por 1 minuto; 20 ciclos de
94°C por 30 segundos, e 68°C por 3 minutos; e uma extensao final a 68°C

por 5 minutos.
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O produto PCR montado foi purificado sobre gel e digerido com
enzimas de restricao Ndel e BamHL. Os sitios para estas enzimas de restri-
¢do foram introduzidos nos produtos de PCR montados com os iniciadores
OSNBpctF (Ndel) e OSEIBR (BamHI). O produto de PCR digerido foi aque-
cido a 80°C por 30 minutos para inativar as enzimas de restricdo e usado
diretamente para ligagdo em um vetor pET11a.

O vetor pET-11a foi digerido com enzimas de restricao Ndel e
BamHlI, purificado com gel usando um Kit Qiagen Gel Extraction, tratado
com fosfatase alcalina de camarao (Roche Molecular Biochemicals; Indiana-
polis, IN) e usado em uma reacgao de ligacdo com o produto de PCR monta-
do. A ligacéo foi realizada a 16°C por toda noite usando T4 ligase (Roche
Molecular Biochemicals; Indianapolis, IN). A reacao de ligacao resultante foi
transformada em células quimicamente competentes NovaBLue (Novagen;
Madison, WI) usando um processo de choque térmico. Uma vez terem sofri-
do choque térmico, as células foram revestidas sobre placas LB suplemen-
tadas com 50 ug/ml de carbenicilina. O DNA plasmideo foi purificado a partir
de coldnias individuais usando um QiaPrep Spin Miniprep Kit (Qiagen Inc.;
Valencia, CA). Os resultantes plasmideos carreando as seqiéncias CoA
transferase, 3-hidroxi propionil-CoA desidratase e ativador El (pTHrEI) foram
digeridas com Xbal e Ndel, purificados usando eletroforese de gel e um Kit
Qiagen Gel Extratation, e usados como um vetor para clonagem do produto
de PCR subunidade E2 o/subunidade E2 3.

O produto de PCR subunidade E2 o/subunidade E2 (3 foi digeri-
do com as mesmas enzimas e ligado no vetor pTHrEIl. A reacéo de ligagao
foi realizada a 16°C por toda noite usando T4 ligase (Roche Molecular Bio-
chemicals; Indiandpolis, IN). A mistura de ligagédo foi transformada em célu-
las NovaBlue quimicamente competentes (Novagen) que entao foram reves-
tidas sobre placas LB suplementadas com 50 pg/ml carbenicilina. O DNA
plasmideo foi purificado de colbnias individuais usando-se um Kit QiaPrep
Spin Miniprep (Qiagen Inc., Valencia, CA) e digerido com enzimas de restri-
céo Xbal e Ndel para andlise de eletroforese de gel. Os resultantes plasmi-

deos carreando o 6peron cosntruido n? 3 (pEHTHrEI) foram transformados
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em células BL21(DE3) para se estudar a expressao das seqliéncias clona-
das. Ensaio de espectrometria de massa de eletrospray confirmaram que
extratos destas células tém atividade CoA transferase e atividade 3-hidroxi
propionil-CoA desidratase. Ensaios similares sdo usados para confirmar que
extratos destas células também tém atividade lactil-CoA desidratase.

Para construir éperon n? 4, moléculas de acido nucléico codifi-
cando uma CoA transferase e uma lactil-CoA desidratase foram amplificadas
de DNA gendmico de Megasphaera elsdenii através de PCR. Dois iniciado-
res foram usados para amplificar a seqliéncia codificando CoA transferase
(OSNBpctF e OSHTR),dois iniciadores foram usados para amplificar as
subunidades E2 a e B da seqliéncia codificando lactil-CoA desidratase
(OSEIIXNF e OSEIIXNR), e dois iniciadores foram usados para amplificar o
ativador E1 da sequéncia codificando lactil-CoA desidratase (OSHEIF 5’-
CCAACTTCAGTGGTCGTTAGTGAAAACTGTGTATACTCTC-3', SEQ ID N°
124 e OSEIBR). Uma molécula de acido nucléico codificando uma 3-hidroxi
propionil-COA desidratase foi amplificada a partir de DNA genémico de Chlo-
roflexus aurantiacus ou através de PCR usando-se dois iniciadores (OSTHF
e OSEIHR 5-GAGAGTATACACAGTTTTCACTAACGACCACTGAAGTTGG-
3, SEQ ID NO: 125).

PCR foi conduzida em um Perkin Eimer 2400 Thermocycler
usando 100 ng de DNA gendémico e uma mistura de rTth polimerase (Applied
Biosystems; Foster City, CA) e Pfu Turbo polimerase (Stratagene; La Jolla,
CA) em razao 8:1. A mistura polimerase assegurou maior fidelidade da rea-
¢&o PCR. As seguintes condi¢des de PCR foram usadas: etapa de desnatu-
racdo inicial de 94°C por 2 minutos; 20 ciclos de 94°C por 30 segundos,
54°C por 30 segundos, e 68°C por 2 minutos; e uma extensao final a 68°C
por 5 minutos. Os produtos de PCR obtidos foram purificados sobre gel
usando-se um Kit Qiagen Gel Extraction (Qiagen, Inc.; Valencia, CA).

Os produtos de PCR 3-hidroxi propionil-CoA desidratase e ativa-
dor E1 foram montados usando-se PCR. Os iniciadores OSHEIF e OSEIHR
foram complementares um ao outro. Assim, os iniciadores podem anelar um

ao outro durante a reac@o de PCR estendendo o DNA em ambas diregdes.
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Para assegurar a eficiéncia da montagem, dois iniciadores de extremidade
(OSTHF e OSE1BR) foram adicionados a mistura de PCR de montagem,
que conteve 100 ng do produto de PCR 3-hidréxi propionil-CoA desidratase,
100 ng de produto de PCR ativador E1, e a mistura de rTth polimerase/Pfu
Turbo polimerase descrita acima. As seguintes condigbes de PCR foram
usadas para montar os produtos: 94°C por 1 minuto; 20 ciclos de 94°C por
30 segundos, 54°C por 30 segundos, e 68°C por 1,5 minuto; € uma extensao
final a 68°C por 5 minutos.

O produto de PCR montado foi purificado sobre gel e usado em
uma segunda PCR de montagem com produto de PCR CoA transferase pu-
rificado com gel. Os iniciadores OSTHF e OSHTR foram complementares
um ao outro. Assim, as extremidades de DNA complementar podem anelar
uma a outra durante a reagdo de PCR estendendo o DNA em ambas dire-
¢bes. Para assegurar a eficiéncia da montagem, dois iniciadores de extremi-
dade (OSNBpctF e OSEIBR) foram adicionados a segunda mistura PCR de
montagem, que conteve 100 ng da montagem de PCR de 3-hidroxi propionil-
CoA desidratase/E1, 100 ng do produto de PCR CoA transferase purificado,
e a mistura polimerase descrita acima. As seguintes condigdes de PCR fo-
ram usadas para montar os produtos: 94°C por 1 minuto; 20 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 54°C por 30 segundos, e 68°C por 3 minutos; e uma ex-
tensao final a 68°C por 5 minutos.

O produto PCR montado foi purificado com gel e digerido com
enzimas de restricdo Ndel e BamHI. Os sitios para estas enzimas de restri-
¢ao foram introduzidos nos produtos de PCR montados com os iniciadores
OSNBpctF (Ndel) e OSEIBR (BamHI). O produto de PCR digerido foi aque-
cido a 80°C por 30 minutos para inativar as enzimas de restrigdo e usado
diretamente para ligagdo em um vetor pET11a.

O vetor pET-11a foi digerido com enzimas de restricao Ndel e
BamHI, purificado sobre gel usando um Kit Qiagen Gel Extraction, tratado
com fosfatase alcalina de camardo (Roche Molecular Biochemicals; Indiana-
polis, IN) e usado em uma reacgéo de ligagdo com o produto de PCR monta-
do. A ligacéo foi realizada a 16°C por toda noite usando T4 ligase (Roche
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Molecular Biochemicals; Indianépolis, IN). A resultante reacao de ligagao foi
transformada em células quimicamente competentes NovaBlue (Novagen;
Madison, WIi) usando um processo de chogue térmico. Uma vez tenhamso-
frido choque térmico, as células foram revestidas sobre placas LB suple-
mentadas com 50 ug/ml de carbenicilina. O DNA plasmideo foi purificado de
coldnias individuais usando um Kit QiaPrep Spin Miniprep (Qiagen Inc., Va-
lencia, CA). Os resultantes plasmideos carreando as seqliéncias CoA
transferase, 3-hidréxi propionil-CoA desidratase e ativador E1 (pTHE1) foram
digeridas com Xbal e Ndel, purificadas usando eletroforese de gel e um Kit
Qiagen Gel Extraction, e usados como um vetor para clonagem do produto
de PCR subunidade E2 o/subunidade E2 .

O produto de PCR subunidade E2 alfa/subunidade E2 beta foi
digerido com as mesmas enzimas e ligado no vetor pTHE1. A reagao de li-
gacao foi realizada a 16°C por toda noite usando T4 ligase (Roche Molecular
Biochemicals, Indianapolis, IN). A mistura de ligacdo foi transformada em
células quimicamente competentes NovaBLue (Novagen) que entdo foram
revestidas sobre placas LB suplementadas com 50 pg/ml de carbenicilina. O
DNA plasmideo foi purificado a partir de coldnias individuais usando um Kit
QiaPrep Spin Miniprep (Qiagen Inc., Valencia, CA) e digerido com enzimas
de restricao Xbal e Ndel para analise de eletroforese de gel. Os resultantes
plasmideos carreando o éperon n2 4 construido (pEIITHEI) foram transfor-
mados em células BL21(DE3) para estudar-se a expressado das sequiéncias
clonadas. Ensaios de espectrometria de massa de eletrospray confirmaram
que extratos destas células tém atividade CoA transferase e atividade 3-
hidroxi propionil-CoA desidratase. Ensaios similares s&o usados para con-
firmar que extratos destas células também tém atividade lactil-CoA desidra-
tase.

pENTHrEI plasmideo £. coli carreando um éperon 3-HP sintético
foi digerido com enzimas de restricao Nrul, Xbal e BamHlI, fragmento de
DNA Xbal-BamH| foi purificado sobre gel com Kit QiaGen Gel Extraction (Qi-
agen, Inc., Valencia, CA) e usado para ainda clonagem em vetor Baciliu
pWH1520 (MoBiTec BmBH, Gottingen, Alemanha}. Vetor p?WH1520 foi dige-



10

15

20

25

30

96

rido com enzimas de restricdo Spel e BamH| e purificado sobre gel com Kit
QiaGen Gel Extraction. O fragmento Xbal-BamHI carreando éperon 3-HP foi
ligado em vetor WH1520 a 16°C por toda noite usando-se T4 ligase. A mistu-
ra de ligagao foi transformada em células TOP 10 quimicamente competen-
tes e revestidas sobre placas LB suplementadas com 50 ug/ml de carbenici-
lina. Um clone nomeado B. megaterium (pBp0O26) foi usado para ensaios de
atividades de CoA-transferase e CoA-hidratase. Os ensaios foram realizados
como descrito acima para E. cofi. A atividade enzimatica foi 5 U/mg e 13
U/mg, respectivamente.

Exemplo 7 — Construcao de um sistema de dois plasmideos

Os seguintes constructos foram construidas e podem ser usadas
para producdo de 3-HP em E. coli (Figuras 38A e B). Moléculas de acidos
nucléicos codificando uma CoA transferase e uma lactil-CoA desidratase
foram amplificadas de DNA genémico de Megasphaera elsdenii por PCR.
Dois iniciadores foram usados para amplificar a seqéncia codificando CoA
transferase (OSNBpctF e OSHTR), dois iniciadores foram usados para am-
plificar as subunidades E2 alfa e beta da sequéncia codificando lactil-CoA
desidratase (OSEIIXNF e OSEINXNR), e dois iniciadores foram usados para

amplificar o ativador E1 da seqliéncia codificando lactil-CoA desidratase
(E1PROF 5’-GTCGCAGAATTCCCATCAATCGCAGCAATCCCAAC-3’, SEQID

NO:126 e 1PROR 5*-TAACATGGTACCGACAGAAGCGGACCAGCA-AACGA-
3°, SEQ ID NO:127). e

Uma molécula de acido nucléico codificando uma 3-hidroxi pro-
pionil-CoA desidratase foi amplificada a partir de DNA gendmico de Chloro-
flexus aurantiacus por PCR usando-se dois iniciadores (OSTHF e OSHBR
5-CGACGGATCCTCAACGACCACTGAAGTTGG-3, SEQ ID NO: 128).

PCR foi conduzida em um Perkin Elmer 2400 Thermocycler
usando 100 ng de DNA gendmico e uma mistura de rTth polimerase (Applied
Biosystems;Foster City, CA) e Pfu Turbo Polimerase (Stratagene; LadJolla,
CA) em razao 8:1. A mistura polimerase assegurou maior fidelidade da rea-
cao PCR. As seguintes condigcdes de PCR foram usadas: etapa de desnatu-
racdo inicial de 94°C por 2 minutos; 20 ciclos de 94°C por 30 segundos,
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54°C por 30segundos, e 68°C por 2 minutos; e uma extensao final a 68°C
por 5 minutos. Os produtos PCR obtidos foram purificados sobre gel usando-
se um Kit Qiagen Gel Extraction (Qiagen, Inc.; Valencia, CA).

O produto de PCR CoA transferase e o produto de PCR 3-
hidroxi propionil-CoA desidratase forani montados usando-se PCR. Os inici-
adores OSTHF e OSHTR foram complementares um ao outro. Assim, as
extremidades de DNA complementares podem anelar umas as outras du-
rante a reagao de PCR estendendo o DNA em ambas diregdes. Para asse-
gurar a eficiéncia da montagem, dois iniciadores de extremidade (OSNBpCtF
e OSHBR) foram adicionados a mistura de PCR de montagem, que conteve
100 ng do produto de PCR CoA transferase purificado, 100 ng do produto de
PCR 3-hidroxi propionil-CoA desidratase, e a mistura de polimerases des-
crita acima. As seguintes condigbes de PCR foram usadas para montagem
de produtos: 94°C por 1 minuto; 20 ciclos de 94°C por 30 segundos, 54°C
por 30 segundos, e 68°C por 2,5 minutos; e uma extensao final a 68°C por 5
minutos.

O produto PCR montado foi purificado sobre gel e digerido com
enzimas de restricio Ndel e BamHI. Os sitios para estas enzimas de restri-
cao foram introduzidos nos produtos de PCR montados com os iniciadores
OSNBpctF (Ndel) e OSHBR (BamHI). O produto de PCR digerido foi aqueci-
do a 80°C por 30 minutos para inativar as enzimas de restricdo e usado di-
retamente para ligacao em um vetor pET11a.

O vetor pET-11a foi digerido com enzimas de restricdo Ndel e
BamHl, purificado sobre gel usando-se um kit Qiagen Gel Extraction, tratado
com fosfatase alcalina de camarao (Roche Molecular Biochemicals; Indiana-
polis, IN) e usado em uma reacdo de ligacdo com o produto PCR montado.
A ligagao foi realizada a 16°C por toda a noite usando T4 ligase (Roche Mo-
lecular Biochemicals; Indianépolis, IN). A reagdo de ligacdo resultante foi
transformada em células quimicamente competentes NovaBlue (Novagen;
Madison, W1) usando um processo de choque térmico. Uma vez tenham so-
frido choque térmico, as células foram revestidas sobre placas LB suple-
mentadas com 50 pg/ml de carbenicilina. O DNA plasmideo foi purificado de
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coldnias individuais usando-se um Kit QiaPrep Spin Miniprep (Qiagen Inc.;
Valencia, CA) e digerido com enzimas de restrigdo Ndel e BamHI para anali-
ses de eletroforese sobre gel. Os plasmideos resultantes carreando a CoA
transferase e 3-hidroxi propionil-CoA desidratase (pTH) foram digeridos com
Xball e Ndel, purificados usando-se eletroforese sobre gel e um Kit Qiagen
Gel Extraction, e usados como um vetor para clonagem do produto de PCR
subunidade E2 o/subunidade E2 .

O produto de PCR de subunidade E2 o/subunidade E2 B digeri-
do com as mesmas enzimas foi ligado no vetor pTH. A reacgéo de ligégéo foi
realizada a 16°C por toda noite usando-se T4 ligase (Roche Molecular Bio-
chemicals; Indianépolis, IN). A mistura de ligagédo foi transformada em célu-
las quimicamente competentes NovaBlue (Novagen) que entao foram reves-
tidas sobre placas LB suplementadas com 50 pg/ml de carbenicilina. O DNA
plasmideo foi purificado a partir de coldnias individuais usando-se um Kit
QiaPrep Spin Miniprep (Qiagen Inc.; Valencia, CA) e digerido com enzimas
de restricao Xbal e Ndel para analise de eletroforese de gel. Os plasmideos
resultantes carreando as subunidades E2 o e B da lactil-CoA desidratase, a
CoA transferase, e a 3-hidréxi propionil-CoA desidratase (pEIITH) foram
transformados em células BL21(DE3) para estudo de expressdo das se-
quéncias clonadas.

O produto de PCR ativador E1 purificado sobre gel foi digerido
com enzimas de restricdo EcoRl e Kpnl, aquecido a 65°C por 30 minutos, e
ligado em um vetor (pPROLar.A) que foi digerido com enzimas de restrigao
EcoRlI e Kpnl, purificado sobre gel usando kit Qiagen Gel Extraction, e tra-
tado com fosfatase alcalina de camardo (Roche Molecular Biochemicals;
Indianapolis, IN). A ligagdo foi realizada a 16°C por toda noite usando-se T4
ligase (Roche Molecular Biochemicals; indiandpolis, IN). A resultante reacgéo
de ligacao foi transformada em células eletrocompetentes DH10B (Gibco Life
Technologies; Gaithersburg, MD) usando-se eletroporagdo. Uma vez eletro-

poradas, as células foram revestidas sobre placas LB suplementadas com
25 png/ml de canamicina. O DNA plasmideo foi purificado de coldnias indivi-

duais usando-se um Kit QiaPrep Spin Miniprep (Qiagen Inc., Valencia, CA) e
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digerido com enzimas de restricao EcoR! e Kpnl para analise de eletroforese
de gel. Os plasmideos resultantes carreando o ativador E1 (pPROEI) sao
transformados em células BL21(DE3) para estudar a expresséo da sequen-
cia clonada.

Os plasmideos pPROEI e pEIITH sédo plasmideos compativeis
que podem ser usados na mesma célula hospedeira bacterial. Em adigao, a
expressao a partir dos plasmideos pPROE! e pEIITH pode ser induzida em
diferentes niveis usando-se IPTG e arabinose, permitindo-se a sintonia- fina
da expressao das sequéncias clonadas. |

Exemplo 8 — Producéo de 3-HP

3-HP foi produzido usando-se E. coli recombinante em uma rea-
céo de fermentacdo em batelada em pequena escala. A construgao de cepa
ALS848 (também designada como TA 3476 (J. Bacteriol., 143:1081-1085
(1980))) que carreou T7 RNA polimerase induzivel foi realizada usando-se
ADE3 lysogenization kit de lisogenizacao (Novagen, Madison, WI) de acordo
com instrucdes do fabricante. A cepa construida foi designada
ALS484(DE3). Cepa ALS484(DE3) foi transformada com plasmideo pEll-
THrE!l usando-se técnicas de eletroporac@o padroes. Os transformantes fo-
ram selecionados sobre placas de LB/carbenicilina (50 ug/mil). Uma colénia
simples foi usada para inocular 4 ml de cultura em um tubo de cultura de
15ml. Cepa ALS484(DES3) carreando vetor pET11a foi usada como um con-
trole. As células foram crecidas a 37°C e 250rpm em um tnnova 4230 Incu-
bator Shaker (New Brunswick Scientific, Edison, NJ) por oito a nove horas.
Esta cultura (3ml) foi usada para iniciar uma feermentacao anaerébica. Duas
culturas anaerdbicas de 100mi de ALS(DES3)/pETI1a e ALS(DE3)pEITHrEI
foram cultivadas em garrafas de soro usando-se meios LB suplementados
com glicose 0,4%, 50 ug/ml de carbenicilina, e 100 mM MOPS. As culturas
foram cultivadas por toda a noite a 37°C sem agitacao. Culturas crescidas
por toda a noite foram subcultivadas em garrafas de soro usando-se meios
LB frescos suplementados com glicose 0,4%, carbenicilina 50 ug/ml e MOPS
10 mM. A OD(600) de partida destas culturas foi ajustada para 0,3. Estas

garrafas de soro foram incubadas a 37°C sem agitagdo. Ap6s uma hora de
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incubacdo, as culturas foram induzidas com IPTG 100 pM. Uma amostra de
3ml foi tomada de cada uma das garrafas de soro em 30 minutos, 1 hora, 2
horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, e 24 horas. As amostras foram transferidas
em dois tubos de microcentrifuga de 2ml propriamente marcados, cada um
contendo 1,5ml de amostra. As amostras foram giradas em uma centrifuga
em 14000g por 3 minutos. O sobrenadante foi passado através de um filtro
seringa de 0,45 |1, e o resultante filtrado foi estocado a —20°C até ainda ana-
lise. A formagdo de produtos de fermentagdo, principalmente lactato e 3-
hidréxi propionato, foi medida através de detecgdo de CoA ésteres derivati-
zados de lactato e 3-HP usando LC/EM.

Os seguintes processos foram realizados para conversdo de
lactato e 3-HP em seus respectivos CoA ésteres. Resumidamente, os filtra-
dos foram misturados com tampéo de reacao CoA (tampao fosfato de potas-
sio 200 mM, acetil-CoA 2 mM, e transferase purificada 0,1 mg/ml) em razao
1:1. A reagao foi deixada proceder por 20 minutos em temperatura ambiente.
A reacgao foi interrompida por adicao de 1 volume de TFA 10%. A amostra foi
purificada usando-se colunas Sep Pak Vac (Waters). A coluna foi condicio-
nada com metanol e lavada duas vezes com TFA 0,1%. A amostra foi entao
aplicada a coluna, e a coluna foi lavada mais duas vezes com TFA 0,1%. A
amostra foi eluida com acetonitrila 40%, TFA 0,1%. A acetonitrila foi removi-
da da amostra por centrifugagao a vacuo. As amostras entao foram analisa-
das por LC/EM.

Analises das misturas CoA/CoA tioéster padrao e as misturas
CoA tioéster derivadas de caldos de fermentagdo foram realizadas usando-
se um instrumento Waters/Micromass ZQ LC/EM que teve um cromatégrafo
liquido Waters 2690 com um Water 996 Photo-Diode Array (PDA) absorban-
ce monitor colocado em série entre 0 cromatégrafo e o espectrometro de
massa quadrupolo simples. Separag¢des LC foram feitas usando-se uma co-
luna de cromatografia de fase reversa YMC ODS-AQ(particulas de 3 um,
poros de 120 A de 4,6x150mm em temperatura ambiente. Dois sistemas de
eluicdo de gradiente foram desenvolvidos usando-se diferentes fases méveis

para a separacdo dos CoA ésteres. Estes dois sistemas sdo resumidos na
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Tabela 3. Sistema de eluicdo 1 foi desenvolvido para prover a separacéo
mais répida e eficiente da mistura de CoA/CoA tioéster de cinco componen-
tes (CoA, acetil-COA, lacti-COA, acrilii-CoA, e propionil-CoA), enquanto
sistema de eluicdo 2 foi desenvolvido para prover separag@o de linha base
dos ésteres estruturalmente isoméricos de lactil-CoA e 3-HP-COA em adig¢ao
a separacéo dos ésteres restantes listados acima. Em todos os casos, a taxa
de fiuxo foi 0,250 ml/minuto, e absorbancia de UV de arranjo de fotodiodo foi
monitorada de 200 nm a 400 nm. Todos os parametros do sistema de EM de
eletrospray foram otimizados e selecioandos baseados em geragao de ions
moleculares protonados ([M+H]*) dos analitos de interesse e produgéo de
caracteristicos ions de fragmentos. Os seguintes parametros instrumentais
foram usados para detegido ESI-EM de CoA e acido orgéanico-CoA tioésteres
no modo ion positivo: Capilaridade: 4,0 V; Cone: 56 V; Extrator: 1 V; lente
RF: 0 V; temperatura de fonte: 100°C; temperatura de dessolvatagéo: 300°C;
gas de dessolvatagdo: 500 I/hora; gds de cone: 40 \/hora; resolugdo de mas-
sa baixa: 13,0; resolugéo de massa alta: 14,5; energia de ion: 0,5; multipli-
cador: 650. Incertezas para razéoes de massa/carga reportadas (m/z) e
massas moléculares sdo *+ 0,01%. A tabela 3 prové um resumo de sistemas
de gradiente de eluicdo para a separacéo de &cido organico-Coenzima A

tioésteres.
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Sisterna | Tampao A TampaoB Gradiente
Tempo | PorcentagemB |
1 25 mM acetato de amdnio | ACN 0 10
0,5% é&cido acético 0,5% acido acético 40 40
42 100
47 100
50 10
2 23 mM acetato de amdnio | ACN 0 10
10mMTEA 0,5% acido acético 10 10
0,5% acido acético 45 60
50 100
53 100
54 10

Os seguintes procéssos foram usados para separar a 3-hidroxi
propionil-CoA derivatizada, que foi formada a partir de 3-HP, de 2-hidroxi
propionil-CoA (isto é,lactil-CoA), que foi formada a partir de lactato. Devido
estes isdmeros estruturais terem massas idénticas e comportamento de
fragmentacao espectral de massa, a separacéo e identificagdo destes anali-
tos em uma mistura depende de sua separagdo cromatografica. Embora
sistema de eluicéo 1 tenha provido excelente separacdao dos CoA tioésteres
testados (Figura 46), ele foi incapaz de resolver 3-HP-CoA e lactil-CoA. Um
sistema de eluicao LC alternativo foi desenvovlido usando acetato de aménio
e trietilamina (sistema 2; Tabela 3).

A habilidade de sistema 2 em separar 3-HP-CoA e lactil-CoA foi
testada em uma mistura destes dois compostos. Comparando os resultados
de uma mistura de 3-HP-CoA e lactil-CoA (Figura 47, Painel A) aos resulta-
dos de lacttil-CoA somente (Figura 47, Painel B) revelou-se que sistema 2
pode separar 3-HP-CoA e lactil-CoA. O espectro de massa anotado sob pico
1 (Figura 47, Painel A insercéo) foi usado para identificar pico 1 como sendo
um hidréxi propionil-CoA tioéster quando comparado a Figura 46, Painel C.

Em adicao, comparagcdo de painéis A e B de Figura 47 assim como os re-
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sultados de espectros de massa para cada pico revelou que pico 1 corres-
ponde a 3-HP-CoA e pico 2 corresponde a lactil-CoA.

Sistema 2 foi usado para confrmar que E. coli transfectado com
PEITHrEI produziu 3-HP em que 3-HP-COA foi detectada. Especificamente,
um cromatograma de fon para m/z = 840 na andlise de uma aliquota de cal-
do de fermentacéo tratado com CoA transferase coletada de uma cultura de
E. coli contendo pEIITHrEI revelou a presenga de 3-HP-CoA (Figura 48, Pai-
nel A). A aliquota de caldo de fermentagao tratado com CoA transferase co-
letada de uma cultura de E. coli faltando pEIITHrEI ndo exibe o pico corres-
pondendo a 3-HP-CoA (Figura 48, Painel B). Assim, estes resultados indi-
cam que o plasmideo pEIITHrEI direciona a expressao de polipeptideos ten-
do atividade propionil-CoA transferase, atividade lactil-CoA desidratase e
atividade acrilil-CoA hidratase. Estes resultados também indicam que ex-

pressao destes polipeptideos conduz a formacgao de 3-HP.

Exemplo 9 — clonagem de moléculas de acido nucléico que codificam um

polipeptideo tendo atividade acetil CoA carboxilase
Polipeptideos tendo atividade acetil-CoA carboxilase catalisam a

primeira etapa da sintese de acido graxo por carboxilacdo de acetil-CoA a
malonil-CoA. Polipeptideos tendo atividade acetil-CoA também sao respon-
saveis pelo provimento de malonil-CoA para a biossintese de acidos graxos
de cadeia muito longa requeridos para prépria fungdo de célula. Polipepti-
deos tendo atividade acetil-CoA carboxilase pdoem ser enzimas dependentes
de biotina nas quais o co-fator biotina estd pds-traducionalmente ligado a um
especifico residuo lisina. A reagdo catalisada por tais polipeptideos consiste
em duas meias reacdes discretas. Na primeira meia-reagao, biotina é carbo-
xilada por biocarbonato em uma reagao dependente-ATP para formar carb6-
Xi biotina. Na segunda meia-reacdo, o grupo carboxila € transferido para
acetil-CoA para formar malonil-CoA.

Polipeptideos procariéticos e eucariéticos tendo atividade acetil-
CoA carboxilase existem. O polipeptideo procaridtico é uma enzima multi-
subunidade (quatro subunidades), onde cada uma das subunidades é codifi-

cada por uma diferente sequéncia de acido nucléico. Por exemplo, em E.
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coli, os seguintes genes codificam as quatro subunidades de acetil-CoA car-
boxilase:

accA: acetil coenzima a carboxilase carboxil transferase subuni-
dade alfa (GenBank® numero de acesso M96394)

accB: proteina carreadora de biotina carboxila (GenBank® nu-
mero de acesso U18997)

accC: biotina carboxilase (GenBank® numero de acesso
U18997)

accD: acetil-coenzima uma carboxilase carboxil transferase
subunidade beta (GenBank® numero de acesso M68934)

O polipeptideo eucariético é uma enzima multifuncional de alto
peso molecular codificado por um gene simples. Por exemplo, em Saccha-
romyces cerevisiae, a acetil-CoA carboxilase pode ter a seqiéncia mostrada
em GenBank® nimero de acesso M92156.

O tipo procariético de acetil-CoA carboxilase de E. coli foi super-
expresso usando vetor promotor T7 pFN476 como descrito em outro lugar
(Davis et al. J. Biol. Chem., 275:28593-28598 (2000)). O gene acetilCoA
carboxilase tipo eucaridtico foi amplificado de DNA gendmico de Saccha-
romyces cerevisiae. Dois iniciadores foram projetados para amplificar o gene
accl de S. cerevisiae (acclF 5-atagGCGGCCGCAGGAATGCTGTATG
AGCGAAGAAAGCTTATT C-3', SEQ ID NO: 138 onde o negrito € sequéncia
homdloga, os itdlicos € um sitio Not |, o sublinhado é uma RBS, e a caixa
baixa é extra; e acc1R
5'-ATGCTCGCATCTCGAGTAGCTAAATTAAATTACATCAATAGTA-3’, SEQ
ID NO: 139 onde o negrito é seqiiéncia homdloga, os italicos um sitio Xho |,
e a caixa baixa é extra). A seguinte mistura de PCR & usada para amplificar
gene acc1 tampao 10X pfu (10 ul), dNTP (10mM; 2 pul), cDNA (2 pl), acc1F
(100 uM; 1 pl), acc1R (100 uM, 1 pl), enzima pfu (2,5 unidades/ul; 2 pl), e
agua DI (82 nl). O seguinte protocolo foi usado para amplificar o gene acc1.
Apds modalidade de PCR, o produto de PCR foi separado sobre um gel,e a
banda correspondendo a acido nucléico acc1 (cerca de 6,7 Kb) foi isolada
em gel usando Kit de isolamento de gel Qiagen. O fragmento de PCR é di-
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gerido com enzimas de restrigao Not | e Xho | (New England BioLab). O
fragmento de PCR digerido é entdo ligado a pET30a que foi restrito com Not
| e Xho | e desfosforilado com enzima SAP. A cepa E. coli DH10B foi trans-
formada com 1 uf da mistura de ligacéo, e as células foram recuperadas em
1 ml de meio SOC. As células transformadas foram selecionadas sobre pla-
cas de LB/canamicina (50 ug/ul). Oito coldénias simples s&o selecionadas, e
PCR foi usada para selecionar a correta insergédo. O plasmideo tendo correta
insercao foi isolado usando Qiagen Spin Mini prep Kit.

Para obter um polipeptideo tendo atividade acetil-CoA carboxila-
se, o plasmideo pMSD8 ou pET30a/acct superexpressando E.coli ou
S.cerevisiae acetil-CoA carboxilase foi transformado em células quimica-
mente competentes Tuner pLacl (Novagen, Madison, WI). As células trans-
formadas foram selecionadas sobre LB/cloranfenicol (25 pg /mly mais carbe-
nicilina (50 ug /ml) ou canamicina (50 ug /mi).

Um extrato bruto desta cepa pode ser preparado da seguinte
maneira. Uma cultura de toda noite de Tuner pLacl com pMSD8 é subculti-
vada em 200mi (em um frasco de cultura de defletor de um litro) de meios
M9 frescos suplementados com glicose 0,4%, tiamina 1 ug /ml, acidos ca-
samino 0,1%, e 50 ug /ml de carbencilina ou 50 ug /ml canamicina e 25 ug
/ml cloranfenicol. A cultura é crescida a 37°C em um agitador com 250 rpm
de agitacdo até atingir uma densidade dtica em 600 nm de cerca de 0,6.
IPTG é entdo adicionada para uma concentragéo final de 100 uM. A cultura
€ entao incubada por 3 horas adicionais com velocidade de agitacao de 250
rpm a 37°C. Células séo colhidas por centrifugacdo a 8000 x g e sdo lavadas
uma vez com NaCl 0,85%. A pélete de células foi re-suspensa em um volu-
me minimo de Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), MgCl, 5 mM, KC] 100 mM, DTT 2
mM, e glicerol 5%. As células sdo lisadas através de passagem das mesmas
duas vezes através de uma célula de Pressédo Francesa em pressao de 70,3
kgf/cm?. Os fragmento de células foram removidos por centrifugacéo por 20
minutos em 30 000 x g.

A enzima pode ser ensaiada usando-se um processo de Davis et
al. (J. Biol. Chem., 275:28593-28598 (2000)).
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Exemplo 10 — Clonagem de uma molécula de acido nucléico que codifica um

polipeptideo tendo atividade malonil-CoA redutase a partir de Chloroflexus

aurantiacus

Um polipeptideo tendo atividade malonil-CoA redutase foi parci-
almente purificado de Chloroflexus auarantiacus e usado para resultados
obtidos de microssequlenciamento de aminoacido. Os resultados de sequen-
ciamento de aminoécido foram usados para identificar e clonar o acido nu-
cléico que codifica um polipeptideo tendo atividade malonil-CoA redutase.

Biomassa requerida para purificagdo de proteina foi cultivada em
fermentadores B. Braun BIOSTAT B (B Braun Biotech International
GmbH,Melsungen, Germany). Um vaso de vidro adaptado com uma camisa
de dgua para aquecimento foi usado para crescer a biomassa requerida. O
vaso de vidro foi conectado a sua propria unidade de controle. O volume de
trabalho liquido foi 4 litros, e o fermentador foi operado a 55°C com 75 rpm
de agitacdo. Didxido de carbono foi ocasionalmente borbulhado através do
espago superior do fermentador para manter condigbes anaerébicas. O pH
das culturas foi monitorado usando-se uma sonda de pH padrao e foi manti-
do entre 8,0 e 8,3. O inoculum para os fermentadores foi crescido em duas
garrafas de 250 ml em um Innova 4230 Incubator, Shaker (New Brunswick
Scientific, Edison, NJ) a 55°C com luzes interiores. Os fermentadores foram
iluminados por trés [ampadas refletoras de luz de planta de 65 W (General
Electric, Cleveland, OH). Cada |ampada foi colocada aproximadamente
50cm afastada do vaso de vidro. Os meios usados para o inoculum e a cultu-
ra de fermentador foram como se segue por litro: 0,07 g EDTA, 1 ml de solu-
¢éo micronutriente, 1 ml de FeCls, 0,06 g CaS0,4.2 H,0, 0,19 MgS0,4.7H,0,
0,008 g NaCl, 0,075 g KCl, 0,103 g KNO3, 0,68 g NaNQ3, 0,111 g NaHPQ,,
0.2 g NH4Cl, 1 g extrato de levedura, 2,5 g acido casamino, 0,5 g glicil — gli-
cina e 900 ml agua DI. A solugdo micronutriente conteve o seguinte por litro:
0,5ml Hz804 (conc.), 2,28g MnS0,4.7H.0, 0,5g ZnS0.4.7H,0, 0,59 H:BO:
0,025g CuS04.2H0, 0,025g NaMo0,.2H:0, e 0,045g CoCl,.6H:0. A solu-
¢ao de FeCls conteve 0,2905g FeCls; por litro. Apds ajuste de pH dos meios
para 8,2 a 8,4, 0,75 g/l de Na,S5.9H,0 foram adicionados, o pH ajustado para
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8,2 a 8,4, e os meios foram esterilizados em filtro através de um filtro de 0,22
u.

O fermentador foi inoculado com 500ml de cultura de cresci-
mento. A fermentacao foi interrompida, e a biomassa foi colhida apds a den-
sidade de célula ser cerca de 0,5 a 0,6 unidades em 600 nm.

As células foram colhidas por centrifugacdo em 5000xg (Be-
ckamn JLA 8.1000 rotor) a 4°C, lavadas com 1 volume de NaCl 0,85% res-
friado com gelo, e novamente centrifugadas. O pélete de células foi ressus-
penso em tampao de 30 ml de Tris-HC! 100 mM resfriado com gelo (pH 7.,8)
que foi suplementado com DTT 2 mM, MgCl> 5 mM, PEFABLOC 0,4 mM
(Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN), sulfato de streptomicina
1%, e 2 tabletes de coquetel inibidor protease livre-EDTA completo (Roche
Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN). A suspenséo de células foi lisada
através de passagem da suspensao, trés vezes, através de uma célula de
pressao francesa de 50ml operada em 11,03 MPa (1600 psi) (leitura de me-
didor). Fragmentos de células foram removidos por centrifugagao em 30 000
xg (Beckman JA 25.50 rotor). O extrato bruto foi filtrado antes de cromato-
grafia usando-se um filtro de seringa de membrana Tuffrin HT 0,2 um (Pall
Corp., Ann Arbor, MI). A concentracac de proteina do extrato bruto foi 29
mg/mil, que foi determinada usando-se o Ensaio de Proteina da BioRad de
acordo com o protocolo de micro-ensaio do fabricante. Gama globulina bovi-
na foi usada para a determinagao de curva padrao. Este ensaio foi baseado
no procedimento de ligacdo-corante de Bradford (Bradford, Anal. Biochem.,
72:248 (1976)).

Antes de iniciar a purificagdo de proteina, o seguinte ensaio foi
usado para determinar a atividade de malonil-CoA redutase no extrato bruto.
Uma aliquota de 50 pl do extrato de células (29 mg/ml) foi adicionada a 10 ul
de Tris-HCI 1M (concentragdo final em ensaio de 100 mM), 10 ul de malonil
CoA 10 mM (concentragdo final em ensaio de 1 mM), 5,5 ul de NADPH 5,5
mM (concentracao final em ensaio de 0,3 mM), e 24,5 w de agua DI em uma
placa transparente de UV de 96 cavidades (Corning, NY). A atividade de en-
zima foi medida a 45°C usando-se leitor de placa de 96 cavidades Spectra-



10

15

20

25

30

108

MAX Mais (Molecular devices Sunnyvale, CA). A atividade de malonil-CoA
redutase foi monitorada através de medigdo de desaparecimento de NADPH
em comprimento de onda de 340 nm. O extrato bruto exibiu atividade malo-
nil-CoA redutase.

O extrato de célula de proteina de 5 ml (total 145mg) foi diluido
com 20ml de tampao A (etanolamina 20 mM (pH 9,0), MgCl; 5 mM, DTT 2
mM). A purificagao cromatografica de proteina foi conduzida usando-se um
sistema de purificagédo de proteina BiolLogic (BioRad Hercules, CA). Os 25ml
de suspensao de células foram carregados em uma coluna UNO Q-6 ion-
exchange que foi equilibrada com tampao A em uma taxa de 1 ml/minuto.
Apos carga de amostra,a coluna foi lavada com 2,5 vezes volume de coluna
de tampdo A em uma taxa de 2 ml/minuto. As proteinas foram eluidas com
um gradiente linear de NaCl em tampao A de 0-0,33M em 25 volumes de
coluna. Durante a inteira separag@o cromatografica, fragcoes de trés ml foram
coletadas. Os tubos de coleta contiveram 50 ul de Tris-HCI (pH 6,5) de modo
que o pH da amostra eluida caiu para cerca de pH 7. Principais picos cro-
matogréficos foram detectados na regido que correspondeu a fragdes 18 a
21 e 23 a 30. Uma amostra de 200 pul foi tomada destas fragdes e concen-
trada em uma microcentrifuga a 4°C usando colunas Microcon YM-10 (Milli-
pore Corp., Bedford, MA) com instrugdes do fabricante. A cada fragdo con-
centrada, tampao A-Tris (Tris-HCI 100 mM (pH 7,8), MgCl, 5 mM, DTT 2
mM) foi adicionado para levar o volume total para 100 pul. Cada uma destas
fragbes foi testada para a atividade malonil-CoA redutase usando o ensaio
espectrofotométrico descrito acima. A maioria de atividade especifica malonil
CoA foi encontrada em fracdes 18 a 21. Estas fracdes foram reunidas, e a
amostra reunida foi dessalinizada usando coluna PD-10 (Amersham Phar-
macia, Piscataway,NJ) com instrugdes do fabricante.

10,5ml de extrato de proteina dessalinizado foram diluidos com
tamp&o A-Tris para um volume de 25ml. Esta amostra dessalinizada dituida
foi aplicada a uma coluna HiTrap Blue 1ml (Amersham Pharmacia Pisca-
taway, NJ) que foi equilibrada com tampéo A-Tris. A amostra foi carregada

em uma taxa de 0,1 ml/minuto. Proteinas néo-ligadas foram lavadas com 2,5
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CV tampao A-Tris. A proteina foi eluida com Tris 100 Mm (pH 7,8), MgCl» 5
mM, DTT 2mM, NADPH 2 mM, e NaCl 1 M. Durante este processo de sepa-
racao, fragcdes de um ml foram coletadas. Uma amostra de 200 pl foi retirada
de fragtes 49 a 54 e concentrada. Tampao A-Tris foi adicionado a cada uma
das fragbes concentradas para levar o volume total para 100 pl. Fragdes fo-
ram ensaiadas para atividade de enzima como descrito acima. A mais alta
atividade especifica foi observada em fragdo 51. A inteira fracao 51 foi
conchetrada como descrito acima, € a amostra concentrada foi separada
sobre um gel SDS-PAGE. 4

Eletroforese foi realizada usando-se um sistemma Bio-Rad Prote-
an |l minigel e géis pré-cast SDS-PAGE (4-15%), ou um sistema Protean I
Xl e géis SDS-PAGE 16cm x 20 cm x 1 mm (10%) cast como para o proto-
colo do fabricante. Os géis foram corridos de acordo com as instrugdes do
fabricante com um tampédo de corrida de Tris-HCI 25 mM (pH 8,3), glicina
192 mM, e SDS 0,1%.

Uma espessura de gel de 1mm foi usada para correr amostras
de fragao 51. Proteina de fracdo 51 foi carregada sobre SDS-PAGE 10% (3
faixas, cada uma contendo 75 ug de proteina total). Os géis foram breve-
mente manchados com azul Coomassie (Bio-Rad, Hercules, CA) e entao
mancha retirada para um fundo claro com uma solugcdo de acido acético
10% e metanol 20%. O manchamento revelou uma banda de cerca de 130 a
140 Kda.

A banda de proteina de cerca de 130-140 Kda foi cortada sem
excesso de gel nao-manchado presente. Uma area igual de gel sem proteina
foi cortada como um controle negativo. As fatias de gel foram colocadas em
tubos de microcentrifuga ndo-coloridos, pré-lavados com acetonitrila 50%
em agua grau HPLC, lavadas duas vezes com acetonitrila 50%, e transpor-
tadas sobre gelo seco para Harvard Microchemistry Sequencing Facility,
Cambridge, MA.

Apés digestao enzimatica in-situ da amostra de polipeptideo com
tripsina, os resultantes polipeptideos foram separados por HPLC de fase

reversa microcapilar. A HPLC foi diretamente acoplada & fonte de ionizagao



10

15

20

25

30

110

de nano — eletrospray de um espectrometro de massa Finnigan LCQ qua-
drupole ion trap (ULC/EM/EM). Espectros de seqliéncias individuais (EM/EM)
foram adquiridos em linha em alta sensitividade para os miuiltiplos polipepti-
deos separados durante a corrida cromatografica. Os espectros EM/EM dos
polipeptideos foram correlacionados com sequéncias conhecidas usando-se
o algoritmo Sequest desenvolvido na Universidade de Washington (Eng et
al., J. Am. Soc. Mass Spectrom., 5:976 (1994)) e programas desenvolvidos
em Harvard (Chittum et al., Biochemistry, 37:10866 (1998)). Os resultados
foram revistos para consenso com proteinas conhecidas e para confifmagéo
manual de fidelidade.

Um similar procedimento de purificagdo foi usado para obter
uma outra amostra (amostra de proteina 1) que foi submetida & mesma ana-
lise que foi usada para avaliar a amostra de fragéo 51.

Os resultados de sequéncia de polipeptideo indicaram que os
polipeptideos obtidos de ambas, amostra de fracdo 51 e amostra de proteina
1 tiveram similaridade para os seis contigs (764, 799, 859, 923, 1090, 1024)
sequenciados a partir do genoma de C. aurantiacus e apresentados no Joint

Genome Institue’s web site (http://www.jgi.doe.gov/). O contig 764 foi 0 mais

proeminente dos seis com cerca de 40 sequéncias de peptideo mostrando
similaridade. Andlise BLASTX de cada um destes contigs sobre o GenBank

web site (http://www.ncbi.nim.nih.govw/BLAST/) indicaram que a sequéncia de

DNA do contig 764 (4201 bases) codificou polipeptideos que tiveram uma
atividade tipo desidrogenase/redutase. Inspecao de perto do contig 764, en-
tretanto, revelou que este contig ndo tem um ORF apropriado que possa co-
dificar um polipeptideo de 130-140 Kda.

Andlises BLASTX também foram conduzidas usando-se os ou-
tros cinco contigs. Os resultados desta analise foram como se segue. O con-
tig 799 (3173 bases) pareceu codificar polipeptideos tendo atividades tipo
fosfato e desidrogenase. O contig 859 (5865 bases) pareceu codificar poli-
peptideos tendo atividades tipo sintetase. O contig 923 (5660 bases) pare-
ceu codificar polipeptideos tendo atividades de fator de elongacao e tipo
sintetase. O contig 1090 (15201 bases) pareceu codificar polipeptideos ten-
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do atividades desidrogenase/redutase e citocroma e fator sigma. O contig
1024 (12276 bases) pareceu codificar polipeptideos tendo atividades tipo
desidrogenase e descarboxilase e sintetase. Assim, os contigs 859 e 923
foram eliminados de quaisquer ainda analises.

Os resultados das andlises BLASTX também revelaram que a
desidrogenase encontrada no contig 1024 foi mais provaveimente uma ino-
sitol monofosfafto desidrogenase. Assim, o contig 1024 foi eliminado como
um possivel candidato que pode codificar um polipeptideo tendo atividade
malonil-CoA redutase. O contig 799 também foi eliminado uma vez que este
contig é parte do polipeptideo OS17 descrito acima.

Isto estreitou a busca para 2 contigs, os contigs 764 e 1090.
Uma vez que os contigs foram identificados usando-se a mesma amostra de
proteina e as atividades desidrogenase encontrads nestes contigs renderam
resultados BLASTX muito similares, foi feita a hipétese de que eles sao parte
do mesmo polipeptideo. Adicional evidéncia suportando esta hipétese foi
obtida da descoberta de que os contigs 764 e 1090 sdo adjacentes um ao
outro no genoma de C. aurantiacus como revelado por uma andlise de da-
dos de "scaffold" providos pelo Joint Genome Institute. Similaridade de se-
quéncia e anélise de montagem, entretanto, ndo revelaram sobreposicdo de
sequéncia entre estes dois contigs, possivelmente devido & presenca de fol-
gas no sequenciamento de genoma.

As sequéncias de polipeptideos que pertenceram aos contigs
764 e 1090 foram mapeadas. Baseado nestas andlises, uma apropriada ar-
magéao codificante e potenciais cédons de partida e interrupao foram identifi-
cados. Os seguintes iniciadores PCR foram projetados para amplificar por
PCR um fragmento que codificou um polipeptideo tendo atividade malonil-

CoA redutase:
PROI140F 5'-ATGGCGACGGGCGAGTCCATGAG-3', SEQ ID NO:153; PRO140R 5'-

GGACACGAAGAACAGGGCGACAC-3', SEQ ID NO:154; and PRO140UP 5-
GAACTGTCTGGAGTAAGGCTGTC-3', SEQ ID NO:155.
O iniciador PRO140F foi projetado baseado na seqiiéncia do
contig 1090 e corresponde ao inicio do potencial cédon de partida. A vigési-
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ma base foi alterada de G para C para evitar formacao iniciador — iniciador.
Esta mudanga nao altera o aminoacido que foi codificado pelo cédon. O ini-
ciador PRO140R foi projetado baseado na sequéncia do contig 764 e cor-
responde a uma regido localizada cerca de 1 kB a jusante do potencial co-
don de interrupgédo. O iniciador PRO140F foi projetado baseado na sequén-
cia do contig 1090 e corresponde a uma regido localizada cerca de 300 ba-
ses a montante de potencial cédon de partida.

DNA gendmico de C. aurantiacus foi obtido. Sumariamente, C.
aurantiacus foi crescido em culturas de 50ml por 3 a 4 dias. Células foram
peletizadas e lavadas com 5 ml de uma solugao Tris 10 mM. O DNA gené-
mico foi entdo isolado usando-se o protocolo de bactérias gram positivas
provido com Gentra Genomic "Puragene" DNA isolation kit (Gentra Systems,
Minneapolis, MN). O pélete de células foi ressuspenso em 1ml de solugéo de
suspenséo de célula Gentra a qual 14,2mg de lisozima e 4 ul de solugéo de
proteinase K 20mg/ml foram adicionados. A suspensao de células foi incu-
bada a 37°C por 30 minutos. O DNA gendmico precipitado foi recuperado
por centrifugagcdo a 3500g por 25 minutos e secado ao ar por 10 minutos. O
DNA gendmico foi suspenso em uma quantidade apropriada de uma solugéo
Tris 10 mM e estocado a 4°C.

Duas reagdes PCR foram fixadas usando-se DNA gendmico de

C. aurantiacus como molde como se segue:

Reacdo PCR n° 1 Programa PCR

3,3 X r TH Tampao polimerase 30 uL 94°C 2 minutos
Mg(OAC) (25 mM) 4 uL 29 ciclos de:

dNTP Mix (10 mM) 3ulL 94°C 30 segundos
PRO140F (100 uM) 2ul 63°C 45 segundos
PRO140R (100 uM) 2 ulL 68°C 4,5 minutos
DNA gendmico (100 ng/mL) 1uL 68°C 7 minutos
rTH polimerase (2 U/uL) 2uL 4°C Até ainda uso
pfu polimerase (2,5 U/uL) 0,25 uL

Agua DI 55,75 uL

Total 100 ul.
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Reagdo PCRn°2 Programa PCR

3,3 Xr TH Tampéo polimerase 30 pL 94°C 2 minutos
Mg(OAC) (25 mM) 4L 29 ciclos de:

dNTP Mix (10 mM) 3ul 94°C 30 segundos
PRO140F (100 uM) 2L 60°C 45 segundos
PRO140R (100 pM) 2 ub 68°C 4,5 minutos
DNA gendmico (100 ng/mL) 1ulL 68°C 7 minutos
rTH polimerase (2 U/ul) 2uL 4°C Até ainda uso
pfu polimerase (2,5 U/ulL) 0,25 uL

Agua DI 55,75 ul

Total 100 pL

Os produtos de ambas reagdes de PCR foram separados sobre
um gel TAE 0,8%. Ambas reacdes de PCR produziram um produto de 4,7 a
5 Kb em tamanho. Isto aproximadamente ajustou-se ac tamanho esperado
de uma molécula de acido nucléico que pode codificar um polipeptideo tendo
atividade malonil-CoA redutase.

Ambos produtos de PCR foram sequenciados usando-se inicia-
dores de sequenciamento (1090Fseq5’-GATTCCGTATGTCACCCCTA-3,
SEQ ID NO: 156; e 764Rseq 5-CAGGCGACTGGCAATCACAA-3', SEQ ID
NO: 157) As andlises de seqiiéncias revelaram uma folga entre os contigs
764 e 1090. A seqUéncia de acidos nucléicos entre as sequiéncias dos con-
tigs 764 e 1090 foi maior que 300 pares de bases em comprimento (Figura
51). Em adigao, as analises de sequéncias revelaram uma ORF de 3678
bases que mostrou similaridades a enzimas tipo desidrogenase/redutase
(Figura 52). A seqiiéncia de aminoéacidos codificada por esta ORF é de 1225
aminoacidos em comprimento (Figura 50). Também, andlises BLASTP da
sequéncia de aminoacidos codificada por esta ORF revelou dois dominios
desidrogenase de cadeia curta (tipo adh). Estes resultados sdo consistentes
com um polipeptideo tendo atividade malonil-CoA redutase uma vez que
uma tal enzima envolve duas etapas de reducdo para a conversdo de malo-

nil CoA a 3-HP. Ainda, o PM computado do polipeptideo foi determinado ser



10

15

20

114

cerca de 134 KDa.

PCR foi conduzida usando-se o par de iniciadores
PRO140F/PRO140R, DNA gendmico de C. aurantiacus, & o protocolo des-
crito acima como reacdo PCR n®1. Apés a PCR ser completada, 0,25 U de
Tag polimerase (Roche Molecular Biochemicals, Indianapoiis, IN) foram adi-
cionadas a mistura de PCR, que foi entdo incubada a 72°C por 10 minutos.
O produto de PCR foi purificado em coluna usando kit de purificagdo Qiagen
PCR (Qiagen Inc., Valencia,CA). O produto de PCR purificado foi entédo clo-
nado TOPO em vetor de expressao pCRT7/CT de acordo com instrucdes do
fabricante (Invitrogen, carlsbad, CA). Células quimicamente competentes
TOP10 F foram transformadas com a mistura de ligagdo TOPO de acordo
com instrucdes do fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA). As células foram
recuperadas por meia-hora e os transformantes foram selecionados sobre
placas de LB/ampicilina (100 ug /ml). Vinte colénias simples foram selecio-
nadas, e o0 DNA plasmideo foi isolado usando Qiagen spin Mini prep kit (Qi-
agen Inc., Valencia, CA).

Cada um destes vinte clones foi testado para correta orientagao
e tamanho de insercao certo por PCR. Sumariamente, DNA plasmideo foi
usado como um molde, e os seguintes dois iniciadores foram usados na am-
plificacdo PR: PCRT7 5-GAGACCACAACGGTTTCCCTCTA-3', SEQ ID NO:
158; e PRO140R 5-GGACACGAAGAACAGGGCGACAC-3, SEQ ID
NO:159. A seguinte mistura de reagdo PCR e programa foram usados:

Reacao PCR Programa PCR

3,3 Xr TH Tampao polimerase 7,5 ul 94°C 2 minutos
Mg(OAC) (25 mM) 1ulL 25 ciclos de:

dNTP Mix (10 mM) 0,5uL 94°C 30 segundos
PCRT7 (100 uM) 0,125 uL 55°C 45 segundos
PRO140R (100 uM) 0,125 uL 68°C 4 minutos
DNA plasmideo (100 ng/mL) 0,5 uL 68°C 7 minutos
rTH polimerase (2 U/ul) 0,5uL 4°C Até ainda uso
Agua DI 14,75 L

Total 25 ulL
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De vinte clones testados, somente um clone exibiu a correta in-
sercdo (Clone n2 P-10). Células quimicamente competentes de
BL21(DE3)pLysS (Invitrogen, Carisbad, CA) foram transformadas com 2 pul
do DNA plasmideo P-10 de acordo com instrugdes do fabricante. As células
foram recuperadas a 37°C por 30 minutos e foram revestidas sobre LB am-
picilina (100 pug /ml) e cloranfenicol (25 ug /ml).

Uma cultura de 20ml de BL21(DE3)pLysS/P-10 e uma cultura
controle de 20ml de BL21(DE3)plLysS foi incubada por toda noite. Usando as
cufturas de toda noite como um inoculum, duas culturas clones de 100ml de
BL21(DE3)pLysS/P-10 e duas culturas de cepa controle (BL21(DE3)pLysS)
foram iniciadas. Todas as culturas foram induzidas com IPTG quando elas
atingiram uma OD de cerca de 0,5 a 600nm. A cultura de cepa controle foi
induzida com IPTG 10 uM ou IPTG 100uM, enquanto uma das culturas clo-
nes de BL21(DE3)pLysS/P-10 foi induzida com IPTG 10 uM e a outra com
IPTG 100 uM. As culturas foram cultivadas por 2,5 horas apés indugéo. Ali-
quotas foram tomadas de cada um dos frascos de cultura antes e apés 2,5
horas de indugdo e separadas usando-se SDS-PAGE 4-15% para analisar
expressdo de polipeptideo. Nas amostras de BL21(DES3)pLysS/P-10 induzi-
das, uma banda correspondendo a um polipeptideo tendo um peso molecu-
lar de cerca de 135 KDa foi observada. Esta banda estava ausente nas
amostras de cepa controle e em amostras tomadas antes de indugao com
IPTG.

Para avaliar atividade malonil-CoA redutase, células
BL21(DE3)pLysS/P-10 e BL21(DE3)pLys S foram cultivadas e entdo colhi-
das por centrifugacdo em 8000xg (Rotor JA 16.250, Beckaman Coulter,
Fullerton, CA). Uma vez colhidas, as células foram lavadas uma vez com um
igual volume de uma solugdo 0,85% de NaCl. Os péletes de células foram
ressuspensas em tampéo Tris-HCI 100 mM que foi suplementado com
Mg.Cl 5 mM e DTT 2 mM. As células foram rompidas através de passagem
por duas vezes através de um célula de prensa francesa em pressao de 70,3
kgf/lem? (valor de medidor). Os fragmento de células foram removidos por
centrifugacdo em 30 000xg (Rotor JA 25.50, Beckman Coulter, Fullerton,
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CA). O extrato de células foi mantido a 4°C ou sobre gelo até ainda uso.

Atividade de malonil CoA redutase foi medida a 37°C para am-
bas, as células controles e as células induzidas com IPTG. A atividade de
malonil CoA redutase foi monitorada através de observacdo de despareci-
mento de NADPH adicionada como descrito acima. Nenhuma atividade foi
encontrada no extrato de célula da cepa controle, enquanto o extrato de ce-
lulas das células BL21(DE3)pLysS/P-10 induzidas com IPTG mostrou ativi-
dade malonil-CoA redutase com uma atividade especifica calculada ser cer-
ca de 0,0942 umoles/minuto/mg de proteina total. |

Atividade malonil-CoA redutase também foi medida por analise
de formagéo de 3-HP a partir de malonil-Coa usando-se a seguinte reag&o
conduzida a 37°C:

Volume Conc. Final
Tris HCI (1M) 10 uL 100 mM
Malonil CoA (10 mM) 40 pL 4 mM
NADPH (10 Mm) 30 uL 3 mM
Extrato de Células 20 uL
Total 100 pl

A reacéo foi realizada a 37°C por 30 minutos. Na reagdo contro-
le, um extrato de células de BL21(DE3)pLysS foi adicionado para uma con-
centracao final de 322 mg de proteina total. Na mistura de reag@o experi-
mental, um extrato de células de BL21(DE3)pLysS/P-10 foi adicionado para
uma concentragio final de 226mg de proteina total. As misturas de reacéo
foram congeladas a —20°C até ainda analises.

Separacdao cromatografica dos componentes nas misturas de
reacao foi realizada usando-se uma coluna de HPLC de &acido orgéanico
HPX-87H (7,8x300mm) (BioRad Laboratories, Hercules, CA). A coluna foi
mantida a 60°C. Composicdo de fase mdvel foi agua grau HPLC pH para 2,5
usando &cido triflor acético (TFA) e foi liberada em uma taxa de fluxo de 0,6
mi/minuto.

Deteccéo de 3-HP nas amostras de reacéo foi realizada usando-

se um instrumento Waters/Micromass ZQ LC/EM consistindo em um cro-
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matégrafo liquido Waters 2690 (Waters Corp., Milford, MA) com um monitor
de absorbancia Waters 996 Photo-diode Array (PDA) colocado em série en-
tre o cromatégrafo e o espectrdmetro de massa quadrupole simples. A fonte
de ionizacéo foi uma fonte de ionizagdo Atmospheric Pressure Chemical lo-
nization (APCI).Todos os parametros do sistema APCI-EM foram otimizados
e selcionados baseado na gera¢éo do fon molecular protonado ([M+H])" de
3-HP. Os seguintes parametros foram usados para detectar 3-HP no modo
ion positivo: Corona: 10 uA; Cone: 20V; Extrator: 2V; lente RF: 0,2V; tempe-
ratura de fonte: 100°C; temperatura de sonda APCI: 300°C; gas de dessol-
vatacdo: 500 l/hora; gas cone: 50 I/hora; resolugdo de massa baixa: 15; re-
solugdo de massa alta: 15; energia de ion: 1,0; multiplicador: 650. Dados
foram coletados em modo Selected ion Reporting (SIR) fixado em m/z =
90,9.

Ambas, a amostra de reacéo controle e a amostra de reagéo
experimental foram sondadas para a presenca de 3-HP usando-se a técnica
de espectroscopia de massa-HPLC. Nas amostras controles, nenhum pico 3-
HP foi observado, enquanto a amostra experimental exibiu um pico que
ajustou-se a retencao e massa de 3-HP.

Exemplo 11 — construcio de células recombinantes que produzem 3-HP

Um caminho para fabricar 3-hidréxi propionato diretamente de
glicose via acetila CoA é apresentado na Figura 44. Maior parte de organis-
mos como E.coli, Bacillus, e levedura produz acetila Coa a partir de glicose
via glicdlise e a agao de piruvato desidrogenase. De modo a separar a ace-
tila CoA gerada de glicose, € desejavel superexpressar dois genes, um codi-
ficando acetil CoA carboxilase e o outro codificando malonil-CoA redutase.
Como um exemplo, estes genes s&@o expressos em E.coli através de um
promotor T7 usando-se vetores pET30a e pFN476. O vetor pET30a tem re-
sisténcia pBRori e canamicina, enquanto pFN476 tem pSC101 ori e usa re-
sisténcia a carbencilina para selegéo. Devido estes dois vetores serem com-
pativeis ori @ marcadores diferentes eles podem ser mantidos em E.coli ao
mesmo tempo. Portanto, as construgdes usadas para engenheirar E.coli

para produgdo direta de 3-hidréxi propionato a partir de glicose sao pMSD8
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(pFN476/accABCD) (Davis et al., J. Biol. Chem., 275:28593-28598, 2000) e
pET30a/malonil-CoA redutase ou pET30a/acc1 e pFN76/malonil-CoA redu-
tase. Os constructos sao mostrados na Figura 45.

Para testar a produgéo de 3-hidréxipropionato a partir de glicose,
E.coli cepa Tuner placl carreando ptasmideo pMSD8 (pFN476/accABCD) e
pET30a/malonil-CoA redutase ou pET30a/acc1 e pFN476/malonil-CoA re-
dutase sao crescidas em um fermentador B. Braun BIOSTAT B. Um vaso de
vidro adaptado com uma camisa de agua para aquecimento & usado para
conduzir este experimento. O volume de trabalho de fermentador & 1,5 litro e
é operado a 37°C. O fermentador é suprido continuamente com oxigénio
através de borbulhamento de ar estéril através do mesmo em uma taxa de 1
vvim. A agitacédo é feita cascata para dissolver a concentragdo de oxigénio
que é mantida em 40% DO. O pH dos meios liquidos é mantido em 7 usan-
do-se NaOH 2N. A cepa de E.coli é crescida em meios M9 suplementados
com glicose 1%, 1 ug /ml tiamina, acidos casamino 0,1%, 10 ug /ml biotina,
50 ug /ml carbencilina, 50 ug /ml canamicina, e 25 ug /ml cloranfenicol. A
expressao dos genes é induzida quando a densidade de célula atingiu 0,5
OD (600nm) através de adigao de IPTG 100 uM. Apds indugdo, amostras de
2ml de volume sao tomadas em 1, 2, 3, 4, e 8 horas. Em adicdo, em 3 horas
apo6s indugéo, uma amostra de 200 ml é tomada para obter-se um extrato de
células. As amostras de 2ml sdo giradas, e o sobrenadante é usado para
analisar produtos usando-se a técnica LC/EM. O sobrenadante é estocado a
—20°C até ainda andlise.

O extrato é preparado girando-se 200ml de suspensao de célu-
las em 8000g e lavando o pélete de células com 50ml de Tris-HCI 50mM (pH
8,0), MgCl, 5 mM, KCI 100 mM, DTT 2 mM, e glicerol 5%. A suspensao de
celulas é novamente girada a 8000g, e o pélete € ressuspenso em 5ml de
Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), MgCl, 5 mM, KCI 100 mM, DTT 2 mM, e glicerol
5%. As células sdo rompidas por passagem duas vezes através de uma
prensa francesa a 70,3 kgf/cm®. Os fragmento de células sdo removidos por
centrifugacdo por 20 minutos a 30 000g. Todas as operagdes sdo conduzi-

das a 4°C. Para demonstrar formag&o in vitro de 3-hidréxi propionato usando
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este extrato de células recombinantes, a seguinte reagdo de 200 p! é condu-
zida a 37°C. A mistura de reagdo é como se segue: Tris HCI (pH 8,0; 100
mM), ATP (1 mM), MgCl. (5 mM), KCI (100 mM), DTT (5 mM), NaHCOgz (40
mM), NADPH (0,5 mM, acetil CoA (90,5 mM), e extrato de células (0,2 mg).
A reacdo é interrompida apds 15 minutos pela adicao de 1 volume de acido
trifllor acético 10% (RTFA). Os produtos desta reagéo sdo detectados usan-
do-se a técnica LC/EM.

A detecdo e andlise para a presenga de 3-hidroxi propionato no
sobrenadante e a mistura de reagao in vitro sao realizadas usando-se um
instrumento Waters/Micromass ZQ LC/EM. Este instrumento consiste em um
cromatégrafo liquido Waters 2690 com um detetor de indice de refracao
Waters 2410 colocado em série entre o cromatégrafo e o espectrdmetro de
massa quadropolo simples. Separagoes LC sao feitas usando-se uma colu-
na de troca de jons Bio-Rad Aminex 87-H a 45°C. Agucares, alcool e produ-
tos acido orgénico sao eluidos com tampao TFA 0,015%. Para eluigc&o, o
tampéo é passado em uma taxa de fluxo de 0,6 ml/minuto. Para detecao e
quantificagéo de 3-hidréxi propionato, uma amostra obtida de TCI, América
(Portiand, OR) é usada como um padrao.

Exemplo 12 — Clonagem de propionil-CoA transferase, lactil-CoA desidratase

(LDH), e uma hidratase (0S19) para expressao em Saccharomyces cerevi-

siae

O pESC Yeast Epitope Tagging Vector System (Stratagene, La
Jolla, CA) foi usado em clonagem de genes envolvidos em producéo de &ci-
do 3-hidréxipropidnico via acido latico. Os vetores pESC cada contém pro-
motores GAL1 e GAL10em direcGes opostas, permitindo a expressdo de
dois genes de cada vetor. Os promotores GAL1 e GAL10 s&o reprimidos por
glicose e induzidos por galactose. Cada um de quatro vetores pESC dispo-
niveis tem um diferente marcador selecionavel — levedura (HIS3, TRP1,
LEU2, URA3) de modo que miiltiplos plasmideos podem ser mantidos em
uma cepa simples. Cada regido de clonagem tem um sitio poli ligador para
insercdo de gene, um terminador de transcricdo e um epitopo codificando

sequéncia para epitopo C-terminal ou N-terminal de rotulacdo de proteinas
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expressas. Os vetores pESC também tém uma origem ColE1 de replicacédo

€ um gene de resisténcia a ampicilina para permitir replicagéo e selegcao em

E.coli. As seguintes combinagdes de vetor/promotor/acido nucléico foram

construidas:

Vetor Promotor Polipeptideo Fonte de Acido Nucléico i
pESC-Trp GAL1 OS19 hidratase | Chloroflexus aurantiacus
GAL10 E1 Megasphaera elsdenii
pESC-Leu GAL1 E2a Megasphaera elsdenii
GAL10 E2B Megasphaera elsdenii
pESC-His GALA1 D-LDH Escherishia Coli
GAL10 PCT Megasphaera elsdenii

Os iniciadores usados como se segue:
OS19APAF: 5’-ATAGGGCCCAGGAGATCAAACCATGGGTGAAGAGTCT-

CTGGTTC-3’ (SEQ ID NO:164)

OS19SALR: 5’-CCTCTGCTACAGTCGACACAACGACCACTGAAGTIG-

GGAG-3"(SEQ ID NO:165)

OS19KPNR: 5°-AGTCTGCTATCGGTACCTCAACGACCACTGAAGTTG-

GGAG-3’(SEQ ID NO:166)

EINOTF: 5°-ATAGCGGCCGCATAATGGATACTCTCGGAATCGACG-

TTGG-3(SEQ ID NO:167)

EICLAR: 5°-CCCCATCGATACATATTTCTTGATTITATCATAAGCA-

ATC-3’(SEQ ID NO:168)

ENcAPAF: 5-CCAGGGCCCATAATGGGTGAAGAAAAAACAGTAGA-

TATTG-3°(SEQ ID NO:169)

EHoSALR: 5-GGTAGACTTGTCGACGTAGTGGTITCCTCCTTCATT-

GG-3(SEQ ID NO:170)

EIIBNOTF: 5’-ATAGCGGCCGCATAATGGGTCAGATCGACGAACTTA-
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TCAG-3’(SEQ IDNO:171)

ENIBSPER: 5’-AGGTTCAACTAG’IT_CGTAGAGGA’[TTCCGAGAAAGC—

CTG-3*(SEQID NO:172)

LDHAPAF: 5-CTAGGGCCCATAATGGAACTCGCCGTITATAG-

CAC-3’(SEQ ID NO:173)

LDHXHOR: 5-ACTTCTCGAGTTAAACCAGTTCGITCGGGCA-

GGT-3’(SEQ ID NO:174)

PCTSPEF: 5'-GGGACTAGTATAATGGGAAAAGTAGAAATCAT-

TACAG-3’(SEQ ID NO:175)

PCTPACR: 5’-CGGCTTAATTAACAGCAGAGATITATTTTTTCA-

GTCC-3"(SEQ ID NO:176)

Todas as enzimas de restricao foram obtidas de New England

Biolabs, Beverly, MA. Todas as preparagdes de DNA plasmideo foram feitas
usando QlAprep Spin Miniprep Kits, e todas as purificagdes de gel foram
feitas usando QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen, Valencia, CA).
A. Construcédo do vetor pESC-Trp/OS19 hidratase

Dois constructos em pESC-Trp foram feitos para o acido nucléi-

co OS19 de C. aurantiacus. Um destes constructos utilizou os sitios de res-
tricdo Apal e Sal | do sitio de clonagem multipla GAL1 e foi projetada para
incluir o epitopo ¢-myc. O segundo constructo utilizou os sitios Apa | e Kpn |
e assim néo inclui a sequéncia epitopo c-myc.

Seis ug de DNA vetor pESC-Trp foram digeridos com a enzima
de restricdo Apa | e o digerido foi purificado usando uma coluna de purifica-
cao QIAquick PCR. Trés ug do DNA vetor digerido-Apal foram entao digeri-
dos com a enzima de digestdo Kpn |, e 3 ug foram digeridos com Sall. Os
DNAs de vetor digeridos — duplos foram separados sobre um gel TAE-
agarose 1%, purificados, desfosforitados com fosfatase alcalina de camarao
(Roche Biochemical Products, Indianépolis, IN), e purificados com uma colu-
na de purificacdo QlAquick PCR.

O &acido nucléico codificando o polipeptideo Chloroflexus auran-
tiacus tendo atividade hidratase (OS19) foi amplificado de DNA gendmico
usando par de iniciadores PCR OS19APAF e OS19SALR e o par de inicia-
dores OS19APAF e OS19KPNR. OS19APAF foi projetado para introduzir um
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sitio de restricdo Apa | e um sitio de iniciacao de translagdo (ACCATGG) no
inicio do fragmento amplificado. O iniciador OS19KPNR foi projetado para
introduzir um sitio de restricdo Kpn I na extremidade do fragmento amplifica-
do e para conter o cédon de interrupgcao de transtagdo para o gene hidrata-
se. OS19SALR introduz um sitio Sal | na extremidade do fragmento amplifi-
cado e tem um cédon de interrupgéo alterado de modo que transla¢do conti-
nua em-quadro através de vetor epitopo c-myc. A mistura de PCR conteve o
seguinte: tampao 1X Expand PCR, 100 ng DNA gendémico de C. aurantia-
cus,0,2 uM de cada iniciador, 0,2 mM de cada dNTP, e 5,25 unidades de
Expand DNA Polymerase (Roche) em um volume final de 100 ul. A reacao
PCR foi realizada em um MJ Reseaerch PTC100 sob as seguintes condi-
¢bes: uma desnaturagéo inicial a 94°C por 1 minuto; 8 ciclos de 94°C por 30
segundos, 57°C por 1 minuto, e 72°C por 2,25 minutos; 24 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 62°C por 1 minuto, e 72°C por 2,25 minutos; e uma exten-
sdo final por 7 minutos a 72°C. O produto de amplificagéo foi entdo separado
por eletroforese de gel usando um gel TAE-Agarose 1%. Um fragmento de
0,8 Kb foi cortado do gel e purificado para cada par de iniciadores. Os frag-
mentos purificados foram digeridos com enzimas de restricdo Kpn | ou Sal |,
purificados com uma coluna de purificagao QlAquic PCR, digeridos com en-
Zzima de restricdo Apa |, novamente purificados com uma coluna de purifica-
cao QlAquick PCR, e quantificados sobre um minigel.

50-60 ng do produto de PCR digerido contendo o acido nucléico
codificando o polipeptideo C. aurantiacus tendo atividade hidratase (0S19) e
50 ng do vetor pESC-Trp preparado foram ligados usando T4 DNA ligase a
16°C por 16 horas. Um pl da reacéo de ligacdo foi usado para eletroporar 40
ul de células E. cofi Electromax DH10B. As células eletroporadas foram re-
vestidas sobre placas LB contendo 100 ug /ml de carbenicilina (LBC). Colé-
nias individuais foram selecionadas usando-se PCR coldnia com os apropri-
ados iniciadores PCR. Colénias individuais foram suspensas em cerca de 25
ul de Tris 10 mM, e 2 pl da suspensao foram revestidos sobre meios LBC. A
suspensao restante foi aquecida por 10 minutos a 95°C para abrir quebrando
as ceélulas bacteriais, e 2 wl das células aquecidas foram usados em uma
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reagdo PCR de 25 ul. A mistura de PCR conteve o seguinte: tampao 1X Tag,
0,2 uM de cada iniciador, 0,2 mM de cada dNTP, e 1 unidade de Tag DNA
polimerase por reagdo. O programa de PCR usado foi o mesmo como des-
crito acima para amplificagdo do 4cido nuciéico a partir de DNA gendmico.

DNA plasmideo foi isolado de culturas de coldnias tendo a de-
sejada insercao e foi sequenciado para confirmar a falta de erros de nucleo-
tideos a partir de PCR. Um constructo com uma sequéncia confirmada foi
transformada em S. cerevisiae cepa YPH500 usando uma Frozen-EZ Yeast
Transformation |l Kit (Zymo Reseaerch, Orange, CA). Reagdes de transfor-
macao foram revestidas sobre meios SC-Trp (ver Stratagene pESC Vector
Instruction Manual para receitas de meios). Colonias de leveduras individu-
ais foram selecionadas para a presenca do acido nucléico OS19 por PCR de
cblénia. Colonias foram suspensas em 20 pl de tampéao Y-Lysis (Zymo Re-
search) contendo 5 unidades de zimolase e aquecidas a 37°C por 10 minu-
tos. Trés pl desta suspensao foram entdo usados em uma reagdo PCR de
25 nl usando a mistura de reagao de PCR e programa descritos para a sele-
cado de colbnia dos transformantes E.coli. O vetor pESC-Trp também foi
transformao em YPHS500 para uso como um controle de ensaio de hidratase
e transformantes foram selecionados por PCR usando iniciadores GAL1 e
GAL10.
B. Construcdo do vetor pESC-Trp/OS19/El hidratase

DNA plasmideo de um constructo pESC-Trp/OS19 (sitios Apa | —

Sal 1) com seqiiéncia confirmada e resultados de ensaio positivos foi usado
para inser¢cao do acido nucléico para o polipeptideo ativador E1 de M. elsde-
nif a jusante do promotor GAL10. Trés ug de DNA plasmideo foram digeridos
com a enzima de restricao Cla |, e o digerido foi purificado usando uma colu-
na de purificagdo QlAquick PCR. O DNA vetor foi entdo digerido com a en-
zima de restrigao Not |, e o digerido foi inativado por aquecimento a 65°C por
20 minutos. O DNA vetor digerido — duplo foi desfosforilado com fosfatase
alcalina camarao (Roche), separado sobre um gel TAE-agarose 1%, e purifi-
cado com gel.

O acido nucléico codificando o polipeptideo ativador E1 M.
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elsdenii foi amplificado de DNA gendémico usando o par de iniciadores PCR
EINOTF e EICLAR. EINOTF foi projetado para introduzir um sitio de restri-
cdo Not | e um sitio de iniciagao de translagao no inicio do fragmento ampli-
ficado. O iniciador EICLAR foi projetado para introduzir um sitio de restrigao
Cla | na extremidade do fragmento amplificado e para conter um cddon de
interrup¢do de translagdo alterado para permitir translacdo em-quadro do
epitopo FLAG. A mistura de PCR conteve: tampao 1X Expand PCR,100 ng
de DNA genémico de M. elsdenii, 0,2 uM de cada iniciador, 0,2 mM de cada
dNTP, e 5,25 unidades de Expand DNA polymerase em um volume final de
100 ul. A reacédo de PCR foi realizada em um MJ Research PTC100 sob as
seguintes condicdes: uma desnaturagéo inicial a 94°C por 1 minuto; 8 ciclos
de 94°C por 30 segundos, 55°C por 45 segundos, e 72°C por 3 minutos; 24
ciclos de 94°C por 30 segundos, 62°C por 45 segundos, e 72°C por 3 minu-
tos; e uma extensao final por 7 minutos a 72°C. O produto de amplificagao
foi entdo separado por eletroforese de gel usando um gel TAE-agarose 1%,
e um fragmento de 0,8 Kb foi cortado e purificado. O fragmento purificado foi
digerido com enzima de restri¢ao cla |, purificado com uma coluna de purifi- -
cagao QlAquick PCR, digerido com enzima de restricdo Not |, novamente
purificado com uma coluna de purificagdo QlAquick PCR, e quantificado so-
bre um minigel.

60ng do produto de PCR digerido contendo o acido nucléico
para o polipeptideo ativador E1 de M. el/sdenii e 70ng do vetor pESC-
Trp/OS19 hidratase foram ligados usando T4 DNA ligase a 16°C por 16 ho-
ras. Um ul da reacéo de ligagdo foi usado para eletroporar 40 ul de células
E. coli Electromax DH10B. As células eletroporadas foram revestidas sobre
meios LBC. Coldnias individuais foram selecionadas usando PCR colénia
com os iniciadores EINOTF e EICLAR. Coldnias individuais foram suspensas
em cerca de 25 pl de Tris 10 mM, e 2 ul da suspensédo foram revestidos so-
bre meios LBC. A suspenséo restante foi aquecida por 10 minutos a 95°C
para abrir partindo as células bacteriais, e 2 ul das células aquecidas usados
em uma reagdo PCR de 25 ul. A mistura de PCR conteve o seguinte: tam-
pao 1X Tag, 0,2 uM de cada iniciador, 0,2 mM de cada dNTP, e 1 unidade
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de Taq DNA Polymerase por reacdo. O programa de PCR usado foi o mes-
mo como descrito acima para amplificagdo do gene a partir de DNA gendmi-
co. DNA plasmideo foi isolado de culturas de coldnias tendo a desejada in-
sergao e foi seqlenciado para confirmar a falta de erros de nucleotideos a
partir de PCR.

C. Construcao do vetor pESC-Leu/Ello/ENB

Trés pg de DNA do vetor pESC-Leu foram digeridos com a en-
zima de restricdo Apa |, e o digerido foi purificado usando uma coluna de
purificacdo QlAquick PCR. O DNA vetor foi entdo digerido com a enzima de
restricao Sal |, e o digerido foi inativado por aquecimento a 65°C por 20 mi-
nutos. O DNA vetor digerido — duplo foi desfosforilado com fosfatase alcalina
camardo (Roche), separado sobre um gel TAE-agarose 1%, e purificado
com gel.

O acido nucléico codificando o polipeptideo E2alfa de M. elsdenii
foi amplificado a partir de DNA gendémico usando o par de iniciadores PCR
EllcAPAF e EllaoccSALR. EllcAPAF foi projetado para introduzir um sitio de
restricao Apa | e um sitio de inicio de translagao no inicio do fragmento am-
plificado. O iniciador EllaSALR foi projetado para introduzir um sitio de res-
tricdo Sal | na extremidade do fragmento amplificado e para conter um codon
de interrupcédo translacional alterado para permitir translagao em frame do
epitopo c-myc. A mistura de PCR conteve o seguinte: tampdo 1X Expand
PCR, 100ng de DNA gendmico de M. elsdenii, 0,2 uM de cada iniciador, 0,2
mM de cada dNTP, e 5,25 unidades de Expand DNA Polymerase em um
volume final de 100 pl. A reagao de PCR foi realizada em um MJ Research
PTC100 sob as seguintes condigdes: uma desnaturagéo inicial a 94C por 1
minuto; 8 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto, e 72°C por 3
minutos; 24 ciclos de 94°C por 30 segundos, 62°C por 1 minuto e 72°C por 3
minutos; e uma extensao final por 7 minutos a 72°C. O produto de amplifica-
¢ao foi entdo separado por eletroforese sobre gel usando um gel TAE-
agarose 1%, e um fragmento de 1,3 Kb foi cortado e purificado. O fragmento
purificado foi digerido com enzima de restricao Apa |, purificado com uma

coluna de purificagdo QIAquick PCR, digerido com enzima de restricdo Sal |,
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novamente purificado com uma coluna de purificacdo QIlAquick PCR, e
quantificado sobre um minigel.

80ng do produto de PCR digerido contendo o &cido nucléico co-
dificando o polipeptideo E2alfa de M. e/sdenii e 80ng do vetor pESC-Leu
preparado foram ligados usando-se T4 DNA ligase a 16°C por 16 horas. Um
ul da reacdo de ligagao foi usado para eletroporar 40 pl de células E.coli
Electromax® DH10B®. As células eletroporadas foram revestidas sobre mei-
os LBC.Colbdnias individuais foram selecionadas usando-se PCR de colbnia
com os iniciadores EllcAPAF e ElleSALR. Coldnias individuais foram sus-
pensas em cerca de 25 pl de Tris 10 mM, e 2 ul da supenséo foram revesti-
dos sobre meios LBC. A suspensao restante foi aquecida por 10 minutos a
95°C para abrir rompendo as células bacteriais, e 2 ul das células aquecidas
usados em uma reac¢ao PCR de 25 pl. A mistura de PCR conteve o seguinte:
tampéo 1X Taq, 0,2 uM de cada iniciador, 0,2 mM de cada dNTP, e 1 unida-
de de Tag DNA polimerase por reacdo. O programa de PCR usado foi o
mesmo como descrito acima para amplificag&o. do gene a partir de DNA ge-
ndmico. DNA plasmideo foi isolado de culturas de colbnias tendo a desejada
insercao e foi seqlenciado para confirmar a falta de erros de nucleotideos a
partir de PCR.

DNA plasmideo de um vetor pESC-Leu/Elloccom seqliéncia con-
firmada foi usado para insergio do acido nucléico codificando o polipeptideo
E2beta de M. elsdenii. Trés microgramas de DNA plasmideo foram digeridos
com a enzima de restricdo Spe |, e o digerido foi purificado usando-se uma
coluna de purificagdo QlAquick PCR. O DNA vetor foi entdo digerido com a
enzima de restricdo Not | e purificado com gel a partir de um gel de TAE-
agarose 1%. O DNA vetor digerido — duplo foi entao desfosforilado com fos-
fatase alcalina de camarédo (Roche) e purificado com uma coluna de purifica-
¢ao QlAquick PCR.

O &cido nucléico codificando o polipeptideo E2beta M. elsdenii

foi amplificado a partir de DNA gendmico usando-se o par de iniciadores
EIIBNOTF e EIIBSPER. O iniciador EIIBNOTF foi projetado para introduzir

um sitio de restricdo Not | e um sitio de inicio de translagdo no inicio do
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fragmento amplificado. O iniciador EIIBSPER foi projetado para introduzir um
sitio de restricao Spe | na extremidade do fragmento amplificado e para
conter um cédon de interrupgdo translacional alterado para permitir transia-
¢ao em-quadro do epitopo FLAG. A mistura de PCR conteve o seguinte:
tampao 1X Expand PCR, 100ng de DNA gendémico de M. elsdenii, 0,2 uM de
cada iniciador, 0,2 mM de cada dNTP, e 5,25 unidades de Expand DNA Po-
fymerase em um volume final de 100 pl. A reacdo de PCR foi realizada em
um MJ Research PTC100 sob as seguintes condi¢gdes: uma desnaturagao
inicial a 94°C por 1 minuto; 8 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 45
segundos, e 72°C por 3 minutos; 24 ciclos de 94°C por 30 segundos, 62°C
por 45 segundos, e 72°C por 3 minutos; e uma extensao final por 7 minutos
a 72°C. O produto de amplificagdo foi separado por eletroforese de gel
usando-se um gel TAE-agarose 1%, e um fragmento de 1,1 Kb foi cortado e
purificado. O fragmento purificado foi digerido com enzima de restrigdo Spe
I, purificado com uma coluna de purificacao QlAquick PCR, digerido com
enzima de restricao Not |, novamente purificado com uma coluna de purifica-
cao QlAquick PCR, e quantificado sobre um minigel.

38ng do produto de PCR digerido contendo o acido nucléico co-
dificando o polipeptideo E2beta de M. elsdenii e 50ng do vetor pESC-
Leu/Ello foram ligados usando T4 DNA ligase a 16°C por 16 horas. Um pl da
reagao de ligacao foi usado para eletroporar 40 ul de células E.coli Electro-
max® DH10B®. As células elstroporadas foram revestidas sobre placas
LBC.Colbnias individuais foram selecionadas usando PCR colénia com os
iniciadores EINBNOTF e ENIBSPER. Colbnias individuais foram suspensas em
cerca de 25 ul de Tris 10 mM, e 2 pl da suspensao foram revestidos sobre
meios LBC. A suspensao restante foi aquecida por 10 minutos a 95°C para
abrir rompendo as células bacteriais, e 2 ul das células aquecidas foram
usados em uma reac@o PCR de 25 pl. A mistura de PCR conteve o seguinte:
tampéo 1X Tagq, 0,2 uM de cada iniciador, 0,2 mM de cada ANTP, e 1 unida-
de de Tag DNA Polimerase por reagdo. O programa de PCR usado foi 0
mesmocomo descito acima para amplificacdo do gene a partir de DNA ge-
ndmico.
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DNA piasmideo foi isolado de culturas de coldnias tendo a de-
sejada insercao e foi sequenciado para confirmar falta de erros de nucleoti-
deos de PCR. Um constructo pESC-Leu/Ello/ElIf com uma seqiéncia con-
firmada foi co-transformada junto com o vetor pESC-Trp/OS19El cepa em
S.cerevisiae YPH500 usando um Frozen-EZ Yeast Transformation 1I® Kit
(Zymo Research, Orange, CA). Reagdes de transformagao foram revestidas
sobre meios SC-Trp-Leu. Colénias de leveduras individuais foram seleciona-
das para a presenca de acido nucléico OS19, E1, E2a, e E2B através de
PCR colbnia. Colénias foram suspensas em 20 ul de tampao Y-Lysis‘ (Zymo
Research) contendo 5 unidades de zimolase e aquecidas a 37°C por 10 mi-
nutos. Trés pl desta suspensao foram entdao usados em uma reagao de PCR
de 25 pl usando as misturas de reacdo de PCR e programas descritos para
as selecoes de coldonias dos transformantes E.coli. Os vetores pESC-
Trp/OS19 e pESC-Leu também foram co-transformados em YPHS500 para
uso como um controle de ensaio de lactil-CoA desidratase. Estes transfor-
mantes foram selecionados de colbénia usando os iniciadores GAL1 e GAL10
(manual de instrugdes, pESC Yeast Epitope Tagging Vectors, Stratagene).
D. Construcdo do vetor pESC-His/D-LDH/PCT

Trés ug de DNA do vetor pESC-His foram digeridos com a enzi-

ma de restricdo Xho |, e o digerido foi purificado usando uma coluna de puri-
ficac@o QlAquick PCR. O DNA vetor foi entdo digerido com a enzima de res-
tricao Apa I e purificado sobre gel a partir de um gel de TAE-agarose 1%. O
DNA vetor digerido — duplo foi desfosforilado com fosfatase alcalina de ca-
marao (Roche) e purificado usando uma coluna de purificacdo QlAquick
PCR. |

O gene de E.coli D-LDH foi amplificado a partir de DNA genomi-
co de cepa DH10B usando o par de iniciadores de PCR LDHAPAF e
LDHXHOR. LDHAPAF foi projetado para introduzir um sitio de restricao Apa
I e um sitio de inicio de translagdo no comego do fragmento amplificado. O
iniciador LDHXHOR foi projetado para introduzir um sitio de restricdo Xho |
na extremidade do fragmento amplificado e para conter o cédon de interrup-

cao translacional para o gene D-LDH. A mistura de PCR conteve o seguinte:
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tampao 1X Expand PCR, 100ng de DNA gendmico de E.coli, 0,2 uM de cada
iniciador, 0,2 mM de cada dNTP, e 5,25 unidades de Expand DNA Polyme-
rase em um volume final de 100 ul. A reacdo de PCR foi realizada em um
MJ Research PTC100 sob as seguintes condi¢gdes: uma desnaturagdo inicial
a 94°C por 1 minuto; 8 ciclos de 94°C por 30 segundos, 59°C por 45 segun-
dos, e 72°C por 2 minutos; 24 ciclos de 94°C por 30 segundos, 64°C por 45
segundos, e 72°C por 2 minutos; e uma extensio final por 7 minutos a 72°C.
O produto de amplifica¢ao foi separado por eletroforese de gel usando um
gel Tae-agarose 1%, e um fragmento de 1,0 Kb foi cortado e puriﬁcédo. (0]
fragmento purificado foi digerido com enzima de restricdo Apa |, purificado
com uma coluna de purificagdo QlAquick PCR, digerido com enzima de res-
tricao Xho |, novamente purificado com uma coluna de purificagéo QIAquick
PCR, e quantificado sobre um minigel.

80ng do produto de PCR digerido contendo o gene E.coli D-LDH
e 80ng do vetor pESC-His preparado foram ligados usando T4 DNA ligase a
16°C por 16 horas. Um ul da reagdo de ligagéo foi usado para eletroporar 40
wl de células E.coli electromax® DH10B®. As células eletroporadas foram
revestidas sobre meios LBC. Coldnias individuais foram selecionadas usan-
do PCR de coldnia com os iniciadores LDHAPAF e LDHXHOR. Coldnias
individuais foram suspensas em cerca de 25 ul de Tris 10mM, e 2 ul da sus-
pens&o foram revestidos sobre meios LBC. A suspensao restante foi aqueci-
da por 10 minutos a 95°C para abrir rompendo as células bacteriais, e 2 ul
das células aquecidas foram usados em uma reagdo PCR de 25 pl. A mistu-
ra de PCR conteve o seguinte: tampado 1X Tagq, 0,2 uM de cada iniciador, 0,2
mM de cada dNTP, e 1 unidade de Taq DNA polymerase por reagéo. O pro-
grama de PCR usado foi 0 mesmo como descrito acima para amplificagdo
do gene a partir de DNA gendémico. DNA plasmideo foi isolado de culturas
de coldnias tendo a deseja insercédo e foi seqiienciado para confirmar falta
de erros de nucleotideos a partir de PCR.

DNA plasmideo de um constructo pESC-His/D-LDH com uma
seqléncia confirmada foi usado para insercio do acido nucléico codificando
o polipeptideo PCT de M. elsdenii. Trés pg de DNA plasmideo foram digeri-
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dos com a enzima de restricdo Pac |, e o digerido foi purificado usando colu-
na de purificagdo QlAquick PCR. O DNA vetor foi entdo digerido com a en-
2ima de restricao Spe | e purificado com gel a partir de um gel de TAE-
agarose 1%. O DNA vetor digerido — duplo foi desfosforilado com fosfatase
alcalina de camarao (Roche) e purificado com uma coluna de purificagao
QlAquick PCR.

O acido nucléico codificando o polipeptideo PCT M.elsdenii foi
amplificado a partir de DNA gendmico usando o par de iniciadores de PCR
PCTSPEF e PCTPACR. PCTSPEF foi projetado para introduzir um sitio de
restricdo Spe | e um sitio de iniciagédo de translagao no comego do fragmento
amplificado. O iniciador PCTPACR foi projetado para introduzir um sitio de
restricdo Pac | na extremidade do fragmento amplificado e para conter o c6-
don de interrupcéo translacional para o gene PCT. A mistura de PCR conte-
ve o seguinte: tampdo 1X Expand PCR, 100ng de DNA gendmico de M.
efsdenii, 0,2 uM de cada iniciador, 0,2 mM de cada dNTP, e 5,25 unidades
de Expand DNA Polymerase em um volume final de 100 ul. A reagdo de
PCR foi realizada em um MJ Research PTC100 sob as seguintes condigoes:
uma desnaturagao inicial a 94°C por 1 minuto; 8 ciclos de 94°C por 30 se-
gundos, 56°C por 45 segundos, e 72°C por 2,5 minutos; 24 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 64°C por 45 segundos, e 72°C por 2,5 minutos; e uma ex-
tensao final por 7 minutos a 72°C. O produto de amplificacéo foi separado
por eletroforese de gel usando um gel TAE-agarose 1%, e um fragmento de
1,55 Kb foi cortado e purificado. O fragmento purificado foi digerido com en-
zima de restricdo Pac |, purificado com uma coluna de purificagao QlAquick
PCR, digerido com enzima de restricdo Spe |, novamente purificado com
uma coluna de purificagdo QlAquick PCR e quantificado sobre um minigel.

95ng do produto de PCR digerido contendo o acido nucléico co-
dificando o polipeptideo PCT de M. elsdenii e 75 ng do vetor pESC-His/D-
LDH foram ligados usando-se T4 DNA ligase a 16°C por 16 horas. Um pul da
reacdo de ligagdo foi usado para eletroporar 40 ul de células E.coli Electro-
max® DH10B®. As células eletroporadas foram revestidas sobre placas LBC.
Coldnias individuais foram selecionadas usando PCR de coldnia com os ini-
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ciadores PCTSPEF e PCTPACR. Colonias individuais foram suspensas em
cerca de 25 ul de Tris 10 mM, e 2 pl da suspensdo foram revestidos sobre
meios LBC. A suspensao restante foi aquecida por 10 minutos a 95°C para
abrir rompendo as células bacteriais, e2 ul das células aguecidas foram usa-
dos em uma reacdo PCR de 25 ul. A mistura de PCR conteve o seguinte:
tampédo 1X Tagq, 0,2 uM de cada iniciador, 0,2 mM de cada dNTP, e 1 unida-
de de Taq DNA polymerase por reacdo. O programa de PCR usado foi o
mesmo como descrito acima para amplificacdo do gene a partir de DNA ge-
némico. |

DNA plasmideo foi isolado de culturas de coldnias tendo a de-
sejada insercao e foi seqlenciado para confirmar a falta de erros de nucleo-
tideos a partir de PCR. Um constructo com uma seqtiéncia confirmada foi
transformada em S.cerevisiae linhagem YPH500 usando um Frozen-EZ Ye-
ast Tranformation ll Kit (Zymo Research, Orange,CA). Reagdes de transfor-
magcéo foram revestidas sobre meios SC-His. Colbnias de levedura individu-
ais foram selecionadas para a presenca dos genes D-LDH e PCT através de
PCR de coldnia. Coldnias foram suspensas em 20 ul de tampao Y-Lysis
(Zymo Research) contendo 5 unidades de zimolase e aquecidas a 37°C por
10 minutos. Trés ul desta suspensao foram entdo usados em uma reac¢ao
PCR de 25 ul usando a mistura de reacdo PCR e programa descritos para a
selecao de coldnia dos transformantes E. coli. O vetor pESC-His também foi
transformado em YPH500 para uso como um controle de ensaio, e transfor-
mantes foram selecionados por PCR usando iniciadores GAL1 e GAL10.

Exemplo 13 — Expressao de enzimas em S.cerevisiae

A. Atividade hidratase em levedura transformada

Coldnias individuais carreando ¢ constructo pESC-Trp/OS19 ou
o vetor pESC-Trp (controle negativo) foram usados para inocular culturas de
5ml de meios SC-Trp contendo glicose 2%. Estas culturas foram cultivadas
por 16 horas a 30°C e usadas para inocular 35ml dos mesmos meios. As
subculturas foram cultivadas por 7 horas a 30°C, e suas OD’sgop foram de-
terminadas. Um volume de células rendendo uma Od x volume igual a 40 foi

pelotizado, lavado com meios SC-Trp sem fonte de carbono, e re-peletizado.
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As células foram suspensas em 5ml de meios SC-Trp contendo galactose
2% e usadas para inocular um volume total de 100mi destes meios. Culturas
foram cultivadas por 17,5 horas a 30°C e 250 rpm. Células foram entédo pe-
letizadas, rinsadas em NaCl 0,85%, e re-peletizadas. Péletes de células
(70mg) foram suspensas em 140 pl de Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, e um igual
volume (pélete mais tampao) de pérolas de vidro pré-rinsadas (Sigma, 150-
212 microns) foi adicionado. Esta mistura foi feita vortice por 30 segundos e
colocada sobre gelo por 1 minuto, e o ciclo de vértice/resfriamento foi repeti-
do 8 vezes adicionais. As células foram entdo centrifugadas por 6 minutos
em 5000g, e o sobrenadante foi removido para um tubo novo. As con-
tas/pélete foram lavadas duas vezes com 250 ul de tampao, centrifugadas, e
0 sobrenadante & ligado com o primeiro sobrenadante.

Uma cepa E. coli carreando o constructo pETBlue-1/0S19, des-
crita anteriormente, foi usada como um controle positivo para ensaios de
hidratase. Uma cultura desta cepa foi cultivada para saturagéo por toda noite
e diluida 1:20 na manha seguinte em meios LBC novos. A cultura foi cultiva-
da a 37°C e 250rpm para uma ODgg de 0,6, em cujo ponto ela foi induzida
com IPTG em uma concentragéo final de 1 mM. A cultura foi incubada por
duas horas adicionais a 37°C e 250rpm. Células foram peletizadas, lavadas
com NaCl 0,85%, e re-peletizadas. Células foram rompidas usando-se Bu-
gBuster Protein Extraction Reagente Benzonase® (Novagen) de acordo com
instrucdes do fabricante com uma incubacao de 20 minutos em temperatura
ambiente. Apds centrifugagdo e 16000g e 4°C, o sobrenadante foi transferi-
do para um tubo novo e usado no ensaio de atividade.

Teor de proteina total de extratos de células de S.cerevisiae
descritos acima foram quantificados usando uma microplaca de ensaio de
protecdo Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, CA). Os cosntructos OS19 (ambos
sitios Apa I-Sall e Apa I-Kpn 1) em YPH500, o controle negativo pESC-Trp
em YPH500, e o constructo pETBIue-1/0S19 em E.coli foram testados para
sua habilidade em converter acrilil-CoA a 3-hidréxi propionil-CoA. O ensaio
foi conduzido como descrito anteriormente para os constructos pETBlue-

1/0S19 em E.coli cepa Tuner. Quando extrato de células da cepa controle
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negativo foi adicionado a mistura de reacdo contendo acril.-GoA, um pico
dominante de PM 823 foi exibido. Este pico corresponde a acrilil-CoA e indi-
ca que acrilil-CoA nao foi convertida a qualquer outro produto. Quando ex-
trato de células da cepa carreando um constructo pESC-Trp/OS19 (tanto
sitios Apa |-Sal | como Apa I-Kpnl) foi adicionado a mistura de reagéo, o pico
dominante deslocou-se para PM 841, que corresponde a 3-hidroxi propionil-
CoA. A mistura de reagio a partir do controle E.coli também mostrou o pico
de PM 841. Um estudo de curso de tempo foi conduzido para o constructo
pESC-Trp/OS19(Apa |-Sal 1), que mediu o aparecimento dos picos de PM
841 e PM 823 apés 0, 1, 3, 7, 15, 30, e 60 minutos de tempo de reagao. Um
aumento no pico de 3-hidrdxi propionil-CoA foi visto sobre tempo com os
extratos de células de ambas, este constructo e o controle E.coli, enquanto
extrato de células da cepa YPH500 com vetor somente mostrou um pico
acrilil-CoA dominante.

B. Atividade propionil Cda-transferase em levedura transformada

Colbnias individuais de S. cerevisiae cepa YPH500 carreando o
constructo pESC-His/D-LDH ou pESC-His/D-LDH/PCT ou o vetor pESC-His
sem insergao (controle negativo) foram usadas para inocular culturas de 5ml
de meios SC-His contendo glicose 2%. Estas culturas foram cultivadas por
16 horas a 30°C e 250rpm e foram entdo usadas para inocular 35ml dos
mesmos meios. As subculturas foram cultivadas por 7 horas a 30°C, e suas
ODsoos foram determinadas. Para cada cepa, um volume de células renden-
do uma OD x volume igual a 40 foi pelotizado, lavado com meios SC-His
sem fonte de carbono, e repeletizado. As células foram suspensas em 5ml
de meios SC-His contendo galactose 2% e usadas para inocular um volume
total de 100 ml destes meios. Culturas foram cultivadas por 16,75 horas a
30°C e 250 rpm. Células foram entdo peletizadas, rinsadas em NaCl 0,85%,
e repeletizadas. Péletes de células (70mg) foram suspensos em 140 pl de
tampéo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5 e um igual volume (pélete mais
tampé&o) de contas de vidro pré-rinsadas (Sigma, 150-212 microns) foi adici-
onado. Esta mistura foi feita vértice por 30 segundos e colocada sobre gelo

por 1 minuto, e o ciclo de vértice/resfriamento foi repetido 8 vezes adicionais.
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As células foram entao centrifugadas por 6 minutos em 5000g, e o sobrena-
dante foi removido para um tubo novo. As contas/pélete foram lavados duas
vezes com 250 pl de tampé&o e centrifugados, e 0s sobrenadantes ligados
com o primeiro sobrenadante.

Uma cepa E.coli carreando o constructo pETBlue-1/PCT, des-
crita anteriormente, foi usada como um controle positivo para ensaios de
propionil CoA transferase. Uma cultura desta cepa foi cresicda para satura-
¢ao por toda noite e diluida 1:20 na manha seguinte em meios LB frescos
contendo 100 ug /ml de carbenicilina. A cultura foi cultivada a 37°C e 250
rem para uma ODgoo de 0,6, em cujo ponto ela foi induzida com IPTG em
uma concentracdo final de 1 mM. A cultura foi incubada por duas horas adi-
cionais a 37°C e 250 rpm. Células foram peletizadas, lavadas com NaCl
0,85%, e re-peletizadas. Células foram rompidas usando BugBuster® Protein
Extracton Reagent e Benzonase® (Novagen) de acordo com instrugdes do
fabricante com uma incubagéo de 20 minutos a temperatura ambiente. Apés
centrifugacdo a 16000g e 4°C, o sobrenadante foi transferido para um tubo
novo e usado no ensaio de atividade.

Teor de proteina total de extratos de células foi quantificado
usando-se uma microplaca de Ensaio de Proteina da Bio-Rad (Bio-Rad,
Hercules, CA). As constru¢des D-LDH e D-LDH/PCT em S. cerevisiae cepa
YPH500, o controle negativo pESC-His em YPH500, e o constructo pE-
TBlue-1/PCT em E.coli foram testados para sua habilidade em catalisar a
conversao de propionil-CoA e acetato a acetil-CoA e propionato. A mistura
de ansaio usada foi aquela previamente descrita para os construgdes pE-
TBlue-1/PCT em E.coli cepa Tuner.

Quando 1 ug de proteina de extrato de célula total da cepa de
controle negativo ou a cepa YPH500/pESC-His/D-LDH foi adicionado a mis-
tura de reagao, nenhum aumento em absorbancia (0,00 a 0,00) foi visto em
11 minutos. Aumentos em absorbancia de 0,00 para 0,04 e de 0,00 para
0,06 foram vistos, respectivamente, com 1 ug de proteina de extrato de cé-
lula da cepa YPH500/pESC-His/D-LDH/PCT e a cepa E.coli/PCT. Com 2mg

de proteina de extrato de célula total, a cepa controle negativo e a cepa
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YPH500/pESC-His/D-LDH mostraram um aumento em absorbéancia de 0,00
para 0,01 em 11 minutos, enquanto aumentos de 0,00 para 0,10 e 0,00 para
0,08 foram vistos, respectivamente, com a cepa YPHS500/pESC-His/D-
LDH/PCT e a cepa E.coli/PCT.

C. Atividade lactil-CoA desidratase em levedura transformada

Colbnias individuais de S.cerevisiae cepa YPH500 carreando a
constructo pESC-His/D-LDH ou pESC-His/D-LDH/PCT ou o vetor pESC-His
sem insergao (controle negativo) foram usadas para inocular culturas de Sml
de meios SC-His contendo glicose 4%. Estas culturas foram cultivadas por
23 horas a 30°C e usadas para inocular 35ml de meios SC-His contendo ra-
finose 2%. As subculturas foram cultivadas por 8 horas a 30°C, e suas
ODeggos foram determinadas. Para cada cepa, um volume de células renden-
do uma OD x volume igual a 40 foi pelotizado, ressuspenso em 10ml de
meio SC-His contendo galactose 2%, e usado para inocular um volume total
de 100ml deste meio. Culturas foram cultivadas por 17 horas a 30°C e
250rpm. Células foram entdo peletizadas, rinsadas em NaCl 0,85%, e re-
peletizadas. Péletes de células (190mg) foram suspensas em 380ul de tam-
pao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5, e um volume igual (pélete mais
tampdo) de contas de vidro pré-rinsadas (Sigma, 150-212 microns) foi adici-
onado. Esta mistura foi feita vértice por 30 segundos e colocada sobre gelo
por 1 minuto, e o ciclo de vértice/resfriamento foi repetido 7 vezes adicionais.
As células foram entdo centrifugadas por 6 minutos a 5000g e o sobrena-
dante foi removido para um tubo novo. As contas/pélete foram lavados duas
vezes com 300 pl de tampao e centrifugadas, e os sobrenadantes ligados
com o primeiro sobrenadante.

Uma cultura cultivada anaerobicamente de E.coli cepa DH10B
foi usada como um controle positivo para ensaios D-LDH. Uma cultura desta
cepa foi cultivada para saturacdo por toda noite e diluida 1:20 na manha se-
guinte em meios LB frescos. A cultura foi cultivada anaerobicamente a 37°C
por 7,5 horas. Células foram peletizadas, lavadas com NaCl 0,85%, e re-
peletizadas. Células foram rompidas usando BugBuster® Protein Extraction
Reagent e Benzonase® (Novagen) de acordo com instrugdes do fabricante



10

15

20

25

30

136

com uma incubacao de 20 minutos & temperatura ambiente. Apés centrifu-
gacdo a 16000g e 4°C, o sobrenadante foi transferido para um tubo novo e
usado no ensaio de atividade.

O teor de proteina total de extratos de célula foi quantificado
usando uma micropiaca de Ensaio de Proteina da Bio-Rad (Bio-Rad, Her-
cules, CA). Os constructos D-LDH e D-LDH/PCT em YPH500, o controle
negativo pESC-His em YPH500, e a cepa E.coli cultivada anaerobicamente
foram testadas para sua habilidade de catalisar a conversédo de piruvato a
lactato através de ensaio de simultdnea oxidacao de NADH a NAD. A mistu-
ra de ensaio conteve tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5, NADH 0,2
mM, e 0,5-1,0 ug de extrato de células. A reacao foi iniciada pela adi¢cdo de
piruvato de sédio para uma concentragao final de 5 mM, e a diminuicdo em
absorbancia em 340 nm foi medida por 10 minutos. Quando 0,5 ug de pro-
teina de extrato de célula total da cepa controle negativo foi adicionado a
mistura de reacdo, uma diminuicdo em absorbancia de —0,01 a —0,02 foi
vista em 200 segundos. Uma diminuicao em absorbéncia de —0,21 para -
0,47 e 0,20 para -0,47 em 200 segundos foi vista, respectivamente, para
extrato de célula das cepas YPH500/pESC-His/D-LDH ou YPH500/pESC-
His/D-LDH/PCT. 0,5 ul (7,85 ug) de extrato de célula da cepa E.coli cultivada
anaerobicamente mostrou uma diminuicdo em absorbancia muito similar
aquela para 1 ug de extrato de célula da cepa YPH500/pESC-His/D-
LDH/PCT. Quando 4 png de extrato de células foram usados, a cepa
YPH500/pESC-His/D-LDH/PCT mostrou uma diminuigdo em absorbancia de
-0,18 para —-0,60 em 10 minutos, enquanto a cepa controle negativo nao
mostrou diminuicdo em absorbancia (-0,08 a ~0,08).

D. Demonstracao de producdo de 3-HP em S.cerevisiae

Os cosntructos pESC-Trp/OS19/El, pESC-Leu/Ella/EIIB, e
pESC-His/D-LDH/PCT foram transformados em uma cepa simples de
S.cerevisiae YPH500 usando um Frozen-EZ Yeast Transformation 1I® Kit
(Zymo Research, Orange, CA). Uma cepa controle negativo também foi des-
envolvida através de transformagdo dos vetores pESC-Trp, pESC-Leu, e
pESC-His em uma cepa YPH500 simples. Reagdes de transformagdo foram
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revestidas sobre meios SC-Trp-Leu-His. Colbnias de levedura individuais
foram selecionadas por PCR de coiénia para a presenca ou auséncia de
acido nucléico correspondendo a cado constructo.

A cepa carreando todos os seis genes e a cepa controle negati-
vo foram cultivadas em 5ml de meios SC-Trp-Leu-His contendo glicose 2%.
Estas culturas foram cultivadas por 31 horas a 30°C,e 2 ml foram usados
para inocular 50 ml dos mesmos meios. As subculturas foram cultivadas por
19 horas a 30°C, e suas OD600s foram determinadas. Para cada cepa, um
volume de células rendendo uma OD x volume igual a 100 foi peletizadas,
lavadas com meios SC-Trp-Leu-His sem fonte de carbono, e re-peletizadas.
As células foram suspensas em 10ml de meios SC-Trp-Leu-His contendo
galactose 2% e rafinose 2% e usadas para inocular um volume total de
250ml destes meios. As culturas foram cultivadas em garrafas a 30°C sem
agitacdo, e amostras foram tomadas em 0, 4,5, 20, 28,5, 45, e 70 horas.
Amostras foram giradas para remocao de células e o sobrenadante foi filtra-
do usando-se filtros Acrodisc Syrige de 0,45 micron (Pall Gelman Labora-
tory, Ann Arbor, Mi).

100 microlitros do caldo filtrado foram usados para derivar CoA
ésteres de qualquer lactato ou 3-HP no caldo usando 6 microgramas de pro-
pionil-CoA transferase purificada, tampado fosfato de potdssio 50 mM (pH
7,0), e acetil-CoA 1 mM. A reacao foi deixada proceder em temperatura am-
biente por 15 minutos e foi interrompida pela adicdo de 1 volume de acido
trifldor acético 10%. As misturas de reacgéo foram purificadas usando-se co-

lunas Sep Pak C18 como descrito anteriormente e analisadas por LC/EM.

Exemplo 14 — Construcdo de um caminho biossintético que produz acidos

orgénicos a partir de beta-alanina
Um possivel caminho para 3-HP a partir de beta-alanina envolve

o uso de um polipeptideo tendo atividade CoA transferase (por exemplo,
uma enzima da classe de enzimas que transfere um grupo CoA de um me-
tabolito para outro). Como mostrado na Figura 54, beta-alanina pode ser
convertida a beta-alanil-CoA usando um polipeptideo tendo atividade CoA
transferase e doadores CoA tais como acetil-CoA ou propionil-CoA. Alterna-
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tivamente, beta-alanil-CoA pode ser gerada através da acdao de um poli-
peptideo tendo uma atividade CoA sintetase. A beta-alanil-CoA pode ser
desaminada para formar acrilil-CoA por um polipeptideo tendo atividade be-
ta-alanil-CoA amdnia liase. A hidratacao de acrifil-CoA na posigéo beta para
render 3-HP-CoA pode ser realizada por um polipeptideo tendo atividade 3-
HP-CoA desidratase. A 3-HP-CoA pode atuar como um doador CoA para
beta-alanina, uma reacao que pode ser catalisada por um polipeptideo tendo
atividade CoA transferase, assim rendendo 3-HP como um produto. Alterna-
tivamente, 3-HP-CoA pode ser hidrolisada para render 3-HP por um poli-
peptideo tendo especifica atividade CoA hidrolase.

Processos para isolamento, seqUenciamento, expressao, e teste
de atividade de um polipeptideo tendo atividade CoA transferase sé@o aqui
descritos.

A. Isolamento de um polipeptideo tendo atividade beta-alanil-CoA

amdnia liase

Polipeptideos tendo atividade beta-alanil-CoA aménia liase po-
dem catalisar a conversao de beta-alanil-CoA em acrilil-CoA. A atividade de
tais polipeptideos foi descrita por Vagelos et al. (J. Biol. Chem., 234:490-497
(1959)) em Clostridium propionicum. Este polipeptideo pode ser usado como
parte do caminho acrilato em Clostridum propionicum para produzir acido
propiénico.

C. propionicum foi crescido a 37°C em um meio anéxico conten-
do extrato de levedura 0,2%, tripticase peptone 0,2%, cisteina 0,05%, b-
alanina 0,5%, VRB-sais 0,4%, fosfato de potassio 5mM, pH 7,0. As células
foram colhidas apds 12 horas e lavadas duas vezes com fosfato de potassio
50 mM (Kpi), pH 7,0. Cerca de 2g de células empacotadas umidas foram
ressuspensos em 40ml de Kpi, pH 7,0, MgCl, 1 mM, EDTA 1 mM, e DTT 1
mM (Tampéo A), e homogeneizados por sonificacao em cerca de 85-100 W
de energia usando uma ponta de 3mm (Branson sonifer 250). Fragmento de
células foram removidos por centrifugacdo em 100 000g por 45 minutos em
uma centrifuga Centricon T-1080 Ultra, e o extrato isento de células (~110

U/mg de atividade) foi submetido a cromatografia de troca de anions sobre
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material Source-15Q. A coluna Source-15Q foi carregada com 32ml de ex-
trato isento de células. A coluna foi desenvolvida através de um gradiente
linear de OM a 0,5M NaCl dentro de 10 volumes de coluna. O polipeptideo
eluiu entre 70-110 mM NaCl.

A solucdo foi ajustada para uma concentracao final de 1M
(NH4)»S0, e aplicada sobre uma coluna Resource-Phe equilibrada com
(NH4)2804 1M em tampao A. O polipeptideo nao se liga a esta coluna.

A preparacao final foi obtida ap6s concentragdo em uma camara
Amicon (corte de filtro de 30 kDa). O polipeptideo funcional € composto por
quatro subunidades de polipeptideo, cada uma tendo uma massa molecular
de 16 kDa. O polipeptideo teve uma atividade especifica final de 1033 U/mg
no ensaio padrao (ver abaixo).

A amostra de polipeptideo apds cada etapa de purificagéo foi
separada sobre um gel SDS-PAGE 15%. O gel foi manchado com Coomas-
sie R250 0,1% e a retirada de mancha foi obtida através do uso de solugao
de acido acético 7,1%/etanol 5%.

Retirou-se o sal do polipeptideo por RP-HPLC e o mesmo foi
submetido a sequenciamento N-terminal através de degradacao Edman de
fase gasosa. Os resultados desteas anadlises renderam uma sequéncia N-
terminal de 35 aminoacidos do polipeptideo. A sequéncia foi como se segue:
MV-GKKVVHHLMMSAKDAHYTGNLVNGARIVNQWGD (SEQ ID NO:177).

B. Amplificacio de um fragmento de gene

A sequéncia de 35 amino&acidos do polipeptideo tendo atividade
beta-alanina-CoA ambénia liase foi usada para designar iniciadores com os

quais amplificar o correspondente DNA de genoma de C. propionicium. DNA

gendmico de C. propionicum foi isolado usando o kit de isolamento Gentra
Genomic DNA (Gentra Systems, Minneapolis) seguindo o protocolo de DNA
gendmico para bactérias gram — positivas. Uma tabela de uso de coédon para
Clostridium propionicum foi usada para contra traduzir os sete aminoacidos
sobre qualquer extremidade da seqiiéncia de aminoacido para obter inicia-
dores degenerados de 20 nucleotideos:

ACLF: 5-ATGGTWGGYAARAARGTWGT-3’ (SEQ ID NO:178)
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ACLR: 5-TCRCCCCAYTGRTTWACRAT-3'(SEQ ID NO:179)

Os iniciadores foram usados em uma reag¢ao PCR de 50 ul con-
tendo tampao 1X Taq PCR, 0,6 uM cada iniciador, 0,2 mM cada dNTP, 2
unidades de Taq DNA polimerase (Roche Molecular Biochemicals, Indiana-
polis, IN), 2,5% (v/v) DMSO, e 100 ng de DNA gendmico. PCR foi conduzida
usando-se um programa PCR touchdown com 4 ciclos em uma temperatura
de anelamento de 58°C, 4 ciclos a 56°C, 4 ciclos em 54°C, e 24 ciclos em
52°C. Cada ciclo usou uma etapa de desnaturacao inicial de 30segundos a
94°C e uma extenséo de 1,25 minuto a 72°C, e o programa teve uma etapa
de desnaturagéo inicial a 94°C por 2 minutos, e extensao final a 72°C por 5
minutos. As quantidades de iniciador PCR usadas na reagao foram aumen-
tadas trés vezes acima de quantidades tipicas de PCR devido a quantidade
de degenerescéncia na extremidade 3 do iniciador. Em adigdo, reagbes
PCR separadas contendo cada iniciador individual foram feitas para identifi-
car produto PCR resultante de iniciadores degenerados simples. Vinte pl de
cada produto de PCR foram separados sobre gel TAE(Tris-acetato-EDTA)-
agarose 2,0%.

Uma banda de cerca de 100 pb foi produzida pela reacao con-
tendo ambos iniciadores para frente e reverso, mas ndo estava presente nas
reagcOes de controle iniciador frente e reverso individuais. Este fragmento foi
cortado e purificado usando um kit de extracdo QlAquick Gel (Qiagen, Va-
lencia, CA). Quatro microlitros da banda purificada foram ligados em vetor
pCRII-TOPO e transformados por um processo de choque térmico em célu-
las E.coli TOP10 usando um procedimento de clonagem TOPO (Invitrogen,
Carlsbd, CA). Transformagdes foram revestidas sobre meios LB contendo 50
pg /ml de canamicina e 50 pg /ml de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranosideo (X-gal). Coldnias brancas individuais foram ressuspensas
em 25 pl de Tris 10 mM e aquecidas por 10 minutos a 95°C para romper as
células bacteriais. Dois microlitros das células aquecidas foram usados em
uma reagédo PCR de 25 pl usando iniciadores universais M13R e M13F ho-
modlogos ao vetor pCRII-TOPO. A mistura de PCR conteve o seguinte: tam-
pao 1X Taq PCR, 0,2 uM de cada iniciador, 0,2 mM de cada dNTP, e 1 uni-
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dade de Taq DNA Polymerase por reacao. A reagao PCR foi realizada em
um MJ Pesquisa PTC100 sob as seguintes condigbes: uma desnaturacao
inicial a 94°C por 2 minutos; 30 ciclos de 94°C por 30segundos, 52°C por 1
minuto, e 72°C por 1,25 minutos; e uma extensao final por 7 minutos a 72°C.
Dna de plasmideo foi obtido (kit QlAprep Spin Miniprep, Qiagen) de culturas
de coldnias mostrando a desejada insergao e foi usado para sequencia-
mento de DNA com iniciador universal M13R. A seguinte sequéncia de &ci-
dos nucléicos foi interna aos iniciadores degenerados e corresponde a uma
porcdo da sequéncia de residuo de 35 aminocidos: 5™
ACATCATTTAATGAT GAGCGCAAAAGATGCTCACTATACTGGAAACTA-
GTAAACGGCGCTAGA-3'(SEQ ID NO:180).

C._ “Caminhar no genoma” para obter a completa sequéncia codifi-

cante

Iniciadores para conduzir caminhar no genoma em ambas dire-
¢Oes, a montante e a jusante foram projetados usando a porgéo da seqlién-
cia de acidos nucléicos que foi interna aos iniciadores degenerados. As se-
gléncias de iniciadores foram como se segue:

ACLGSP1F: 5'-GTACATCATTTAATGATGAGCGCAAAAGATG-3' (SEQ ID
NO:181)

ACLGSP2F: 5-GATGCTCACTATACTGGAAACTTAGTAAAC-3' (SEQ ID
NO:182) ‘

ACLGSP1R: 5-ATTCTAGCGCCGTTTACTAAGTTTCCAG-3° (SEQ ID
NO:182)

ACLGSP2R: 5-CCAGTATAGTGAGCATCTTTTGCGGCTCATC-3 (SEQ ID
NO:184)

GSP1F e GSP2F sdo iniciadores de face a jusante, GSP1R e
GSP2R sao iniciadores de face a montante, e GSP2F e GSP2R séo iniciado-
res aninhados dentro de GSP1F e GSP1R, respectivamente. Bibliotecas de
caminhar no genoma foram construidas de acordo com o manual para
CLONTECH's Universal Genome Walking Kit (CLONTECH Laboratories,
Palo Alto, CA), com a excegdo de que as enzimas de restricdo Ssp | e Hinc |I
foram usadas em adicdo a Dra |, Eco R V, e Pvu II. PCR foi conduzida em
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um termociclizador Perkin Eimer 9700 usando seguinte mistura de reagao:
tampao 1l 1X XL,0,2 mM cada dNTP, 1,25 mM Mg(Oac)z, 0,2 uM cada inicia-
dor, 2 unidades de rTth DNA polimerase XL (Applied Biosystems, Foster Ci-
ty, CA) e 1 ul de biblioteca por 50 ul de reacao. Iniciador ciclo de PCR usou
uma desnaturacéo inicial em 94°C por 5 segundos; 7 ciclos consistindo em 2
segundos a 94°C e 3 minutos a 70°C; 32 ciclos consistindo em 2 segundos a
94°C e 3 minutos a 64°C; e uma extensao final a 64°C por 4 minutos. Se-
gundo ciclo de PCR usou uma desnaturagao inicial a 94°C por 15 segundos;
5 ciclos consistindo em 5 segundos a 94°C e 3 minutos a 70°C; 26 ciclos
consistindo em 5 segundos a 94°C e 3 minutos a 64°C; e uma extenséo final
a 66°C por 7 minutos. Vinte wl de cada produto de primeiro e segundo ciclo
foram corridos sobre um gel TAE-agarose 1,0%. No segundo ciclo de PCR
para as reagdes para diante, uma banda de 1,4 Kb foi obtida para Dra |, uma
banda de 1,5 Kb para Hinc li, uma banda de 4,0 Kb para Pvu ll, e bandas de
2,0 e 2,6 Kb foram obtidas para Ssp |. No segundo ciclo de PCR para as re-
agbes reversas, uma banda de 1,5 Kb foi obtida para Dra I, uma banda de
0,8 Kb para EcoR V, uma banda de 2,0 Kb para Hinc ll, uma banda de 2,9
Kb para Pvu Il, e uma banda de 1,5 Kb foi obtida para Sspl. Varios destes
fragmentos foram purificados sobre gel, clonados e sequenciados.

A sequéncia codificante do polipeptideo tendo atividade beta-
alanil-CoA amdnia liase é mostrada em SEQ ID NO: 162. Esta seqiiéncia
codificante codifica a seqliéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NO:
160. A sequéncia codificante foi clonada e expressa em células bacteriais.
Um polipeptideo com o esperado tamanho foi isolado e testado para ativida-
de enzimatica.

O isolamento de uma molécula de 4acido nucléico codificando um
polipeptideo tendo atividade 3-HP-CoA desidratase (por exmeplo, a sétima
atividade enzimatica na Figura 54, que pode ser realizada com um polipepti-
deo tendo a seqliiéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NO: 41) é aqui
descrito. Este polipeptideo em combinagdo com um polipeptideo tendo ativi-
dade CoA transferase (por exemplo, um polipeptideo tendo a seqiéncia de
aminoacidos mostrada em SEQ ID NO: 2 e um polipeptideo tendo atividade
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beta-alanil-CoA amoénia liase (por exempio) um polipeptidec tendo a se-
quéncia de aminodcidos mostrada em SEQ ID NO: 160) prové um processo
de fabricacao de 3-HP a partir de beta-alanina.

Exemplo 15 — Construcdo de um caminho biossintético que produz acidos

orgénicos a partir de beta-alanina

Em um outro caminhb, beta-alanina gerada de aspartato pode
ser desaminada por um polipeptideo tendo atividade 4,4-amino butirato ami-
no transferase (Figura 55). Esta reacao também pode regenerar glutamato
que e consumido na formacdo de aspartato. A desaminagéo de beta-alanina
pode render malonato semi-aldeido, que pode ser ainda reduzido a 3-HP por
um polipeptideo tendo atividade 3-hidroxi propionato desidrogenase ou um
polipeptideo tendo atividade 3-hidroxi isobutirato desidrogenase. Tais poli-
peptideos podem ser obtidos como se segue.

A. Clonagem de gabT(4-amino butirato amino transferase) a partir

de C.acetobutycilicum

Os seguintes iniciadores PCR foram projetados baseado em
uma sequiéncia publicada para um gene gabT de Clostridium acetobutycili-
cum (GenBankn?® AEQ07654):

Cac aba nco sen: 5-GAGCCATGGAAGAAATAAATGCTAAAG-3' (SEQ ID
NO:185)
Cac aba bam anti: 5-AGAGGATGGCTTTTTAAATCGCTATTC-3’ (SEQ ID
NO:186)

Os iniciadores introduziram um sitio Ncol na extremidade 5' e

um sitio BamH | na extremidade 3. Uma reacgdo PCR foi iniciada usando

DNA cromossdmico de C. acetobutylicum como o molde.

H20 80,75 uL Programa PCR
Tamp&o taq plus long 10x 10 uL 94°C 5 minutos
dNTP mistura (10 mM) 3 uL 25 ciclos de:

Cac aba nco anti (20 mM), 2ub 94°C 30 segundos
Cac aba bam sen (20 mM) 2 uL 50°C 30 segundos
C. acetobutilicum DNA (~100 ng) 1uL 72°C 80 minutos + 2

Tampé&o taq plus (5 U/mL) 1 ul segundos/ciclo
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Pfu (2,5 U/mL) 0,25 uL. 1 Ciclo de:
68°C 7 minutos
4°C Até ainda uso

Com andlise de gel agarose uma banda simples foi observada
de ~1,3 kb em tamanho. Este fragmento foi purificado usando-se kit de puri-
ficagdo QlAquick PCR (Qiagen, Valencia, CA) e clonado em pCRIl TOPO
usando o kit de clonagem TOPO Zero Blunt PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA).
1 ul da mistura de ligagao pCRII TOPO foi usado para transformar células
E.coli TOP10 quimicamente competentes. As células foram por 1 hora em
meios SOC, e os transformantes foram selecionados sobre placas de
LB/canamicina (50 pug /ml). Colbnias simples do transformante cresceram
durante a noite em meios LB/canamicina, e o DNA plasmideo foi extraido
usando-se um kit Mini prep (Qiagen, Valencia, CA). O DNA plasmidec supe-
respiralado foi separado sobre um gel agarose 1%, digerido, e as coldnias
com insergao foram selecionadas. A insergao foi seqUenciada para confirmar
a sequéncia e sua qualidade.

O plasmideo tendo a correta insergao foi digerido com enzima
de restricao Nco | e BamH L. A inser¢éo digerida foi isolada com gel e ligada
a vetor de expressao pET28b que também foi restrito com enzimas Nco | e
BamH 1. 1 pl de mistura de ligacéo foi usado para transformar células E.coli
TOP10 quimicamente competentes. As células foram recuperadas por 1
hora em meios SOC, e os transformantes foram selecionados sobre placas
LB/canamicina (50 ug /ml). O DNA plasmideo superespiralado foi separado
sobre gel agarose 1% digerido, e as colénias com insergdo foram seleciona-
das. O plasmideo com a insercéo foi isolado usando-se um kit Mini prep (Qi-
agen, Valencia, CA), e 1 ul deste DNA plasmideo foi usado para transformar
células BL21(DE3) eletro-competentes (Novagen, Madison,. WI). Estas cé-
lulas foram usadas para verificar expressdo de um polipeptideo tendo ativi-

dade 4-amino butirato amino transferase.

B. Clonagem_de mmsB(3-hidréxi _isobutirato desidrogenase) de
P.aeruginosa '

Os seguintes iniciadores PCR foram projetados baseados em
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uma seqiiéncia publicada para um gene mmsB de Pseudomona aeruginosa
(GenBank n® M84911):
Ppu hid nde sem: 5-ATACATATGACCGACCGACATCGCATT-3' (SEQ ID
NO:186) .
Ppu hid sal anti: 5-ATAGTCGACGGGTCAGTCCTTGCCGCG-3' (SEQ ID
NO:187)

Os iniciadores introduziram um sitio Nde Il na extremidade 5’ e

um sitio BamH | na extremidade 3'.

H20 | 80,75 uL Programa PCR
Tampaéo taq plus long 10x 10 uL 94°C 5 minutos
dNTP mistura (10 mM) 3uL 25 ciclos de:

94°C 30 segundos

55°C 30 segundos

72°C 90 minutos + 2
segundos/ciclo

Ppu hid.nde sen (20 uM) 2ul 68°C 7 minutos

Ppu hid sal anti (20 uM) 2 ulb 4°C até uso

C. acetobytilicum DNA (~100 ng) 1 ul

Tampao taq plus (Stratagene, La 1 ub
Jolla, CA)

Pfu (Stratagene, La Jolia, CA) 0,25 puL

Uma reacao PCR foi iniciada usando-se DNA cromossdmico de
P.aeruginosa como o molde. DNA cromossémico foi obtido de ATCC (Ma-
nassas, VA) P. aeruginosa 17933D.

Com andlise de gel agarose, uma banda simples foi observada
de ~1,6 Kb em tamanho. Este fragmento foi purificado usando kit de purifica-
cao QlAquick PCR (Qiagen, Valencia, CA) e clonado em pCRIil TOPO usan-
do o kit de clonagem TOPO Zero Blunt PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA). 1 nl
da mistura de ligagdo pCRIl TOPO foi usado para transformar células E.coli
TOP10 quimicamente competentes. As células foram recuperadas por 1
hora em meios SOC, e os transformantes foram selecionados sobre placas
LB/canamicina (50 pg /ml). Colénias simples do transformante cresceram
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por toda noite em meios LB/canamicina, e o DNA plasmideo foi extraido
usando um kit Mini prep (Qiagen, Valencia, CA). O DNA plasmideo superes-
piralado foi separado sobre um gel agarose 1% e digerido, e as coldnias com
insercao foram selecionadas. A insercdo foi seqlienciada para confirmar a
seqléncia e sua qualidade.

O plasmideo tendo a correta insercao foi digerido com enzima
de restricdo Nde | e BamHI. A insercéo digerida foi isolada com gel e ligada
a vetor de expressao pET30a gue também foi restrito com enzimas Nde | e
BamHI. 1 pl de mistura de ligacdo foi usado para transformar células E.coli
TOP10 quimicamente competentes. As células foram recuperadas por 1
hora em meios SOC, e os transformantes foram selecionados sobre placas
de LB/canamicina (50 ug/ml). O DNA plasmideo superespiralado foi separa-
do sobre um gel agarose 1% e digerido, e as coldnias com insergéo foram
selecionadas. O plasmideo com a insercao foi isolado usando um kit Mini
prep (Qiagen, Valencia, CA) e 1 ul deste DNA plasmideo foi usado para
transformar células BL21(DE3) eletro-competentes (Novagen, Madison, WI).
Estas células foram usadas para verificar a expressao de um polipeptideo
tendo atividade 3-hidréxi butirato desidrogenase.

Outras Modalidades

E para ser entendido gue embora a invenc¢éo tenha sido descrita
em conjuncao com sua descricdo detalhada, a descri¢do anterior € pretendi-
da ilustrar e ndo limitar o escopo da invengéo, que é definida pelo escopo
das reivindicagbes apostas. Outros aspectos, vantagens, e modificacdes

estéo dentro do escopo das reivindicacdes que se seguem.
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REIVINDICAGOES

1. Escherichia coli (E. coli) transgénica, caracterizada pelo fato
de que compreende uma proteina consistindo em uma sequéncia mostrada
em SEQ ID NO: 141.

2. E. coli transgénica de acordo com a reivindicagéo 1, caracteri-
zada pelo fato de que compreende um acido nucléico exdgeno consistindo
na sequéncia mostrada em SEQ ID NOs: 140 ou 142 operacionalmente liga-
da a um promotor heterélogo.

3. E. coli transgénica de acordo com a reivindicagéo 1, caracteri-
zada pelo fato de que produz acido 3-hidroxipropriénico.

4. Molécula de acido nucléico, caracterizada pelo fato de que
que consiste em uma sequéncia de acido nucleico mostrada em SEQ ID
NO:140 ou 142 operacionalmente ligada a um promotor heterélogo.

5. E. coli transgénica, caracterizada pelo fato de que compreen-
de pelo menos uma molécula de acido nucléico exégeno, em que a referida
molécula consiste em uma sequéncia de acidos nucléicos mostrada em SEQ
ID NO:140 ou 142 operacionalmente ligada a um promotor heterélogo.

6. E. coli transgénica de acordo com a reivindicagao 5, caracteri-
zada pelo fato de que produz 3-HP.

7. E. coli transgénica de acordo com a reivindicagao 5, caracteri-
zada pelo fato de que a referida molécula de acido nucléico exégeno codifica
um polipeptideo consistindo em uma sequéncia mostrada em SEQ ID NO:
141.

8. E. coli transgénica de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-
zada pelo fato de que compreende ainda atividade acetil-CoA carboxilase.

9. E. coli transgénica de acordo com a reivindicagao 5, caracteri-
zada pelo fato de que compreende ainda atividade acetil-CoA carboxilase.

10. E. coli transgénica de produgéao, caracterizada pelo fato de
que compreende uma molécula de acido nucléico isolada como definida na
reivindicagcao 4 que é exdgena para a referida E. coli de produgao.

11. Processo para fabricacdo de 3-HP, caracterizado pelo fato

de que compreende:



contatar acetil-CoA com um primeiro polipeptideo tendo uma
sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 189 ou 190 para formar malonil-CoA, e

contatar a referida malonil-CoA com um segundo polipeptideo
consistindo em uma sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 141 para formar o
dito 3-HP.
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