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DESCRIPCION

Nueva carbonil reductasa, gen que la codifica y método de uso de la misma.
Campo técnico

El presente invento se refiere a un polipéptido (carbonil reductasa) que tiene una actividad para reducir asimétrica-
mente (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona, representada por la férmula (1) siguiente:

o/go © (1)

para producir (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol, representado por la férmula (2) si-
guiente:

HN Y Cl

)%o H (2)

que es aislado de un microorganismo que tiene la actividad, un DNA que codifica el polipéptido, un vector que contiene
el DNA, y una célula transformada con el vector.

olll'l

0]

El presente invento también se refiere a un método para la produccién de un alcohol 6pticamente activo, particular-
mente (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonil-amino-4-fenil-2-butanol, representado por la férmula (2) anteriormente
mencionada, usando el polipéptido o la célula transformada.

El (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol es un compuesto ttil como material de partida
sintético para un agente farmacéutico y similares.

Técnica fundamental

En cuanto al método para la produccién de (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol, se co-
noce un método que comprende reducir quimicamente un derivado amino-protegido de (3S)-1-halo-3-amino-4-fenil-
2-butanona con un agente reductor tal como borohidruro sédico y similares (referencia 1 de patente, referencia 1 de
no patente). Sin embargo, este método requiere un agente reductor comparativamente caro, y la estereoselectividad
del mismo no es practicamente suficiente.

Ademads, en cuanto a un método en que se utiliza un microorganismo, se conocen un método que comprende dejar
que un microorganismo perteneciente al género Candida y similares actie sobre un derivado de (3S)-1-halo-3-amino-
4-fenil-2-butanona para producir un derivado de (2R,3S)-1-halo-3-amino-4-fenil-2-butanol (referencia 2 de patente), y
un método que comprende poner un microorganismo perteneciente al género Rhodococcus y similares en contacto con
(35)-1-halo-2-0x0-3-amino protegido-4-butano sustituido para producir (2R,3S)-1-halo-2-hidroxi-3-amino protegido-
4-butano sustituido (referencia 3 de patente, referencia 2 de no patente). Sin embargo, mediante estos métodos, puede
que la concentracién del producto que se puede acumular en la mezcla de reaccidén no sea practicamente suficiente.
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Referencia 1 de patente: JP-A-2-42048.

Referencia 2 de patente: JP-A-9-285.

Referencia 3 de patente: W02002/014528.

Referencia 1 de no patente: Tetrahedron 50, 6333 (1994).

Referencia 2 de no patente: Tetrahedron:Asymmetry 14, 3105 (2003).

Descripcion del invento
Problemas que han de ser resueltos por el invento

A la vista de lo anterior, el presente invento pretende proporcionar un polipéptido util para la produccién de
(2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol, un DNA que codifica el polipéptido, un vector que
contiene el DNA, y una célula transformada con el vector.

Ademds, el presente invento pretende proporcionar un método para la produccién eficaz de diversos alcoholes pti-
camente activos, incluyendo (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol, utilizando el polipéptido
o la célula transformada.

Medios para resolver los problemas

Los presentes inventores han aislado un polipéptido que tiene una actividad para reducir asimétricamente (3S)-
1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona, para producir (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-
fenil-2-butanol, de un microorganismo que tiene la actividad. Ademds, han tenido éxito a la hora de aclarar la secuencia
de bases de un DNA que codifica el polipéptido y generar una célula transformada que produce el polipéptido en
grandes cantidades utilizando la secuencia. Ademds, han hallado que diversos alcoholes dpticamente activos Utiles, tal
como (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol, pueden ser eficazmente producidos al utilizar el
polipéptido o la célula transformada, lo que dio lugar a la complecién del presente invento.

Es decir, el presente invento se dirige a un polipéptido que tiene una actividad para reducir asimétricamente (35)-
1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona para producir (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-
fenil-2-butanol.

Ademas, el presente invento proporciona un DNA que codifica el polipéptido. Mds atin, el presente invento propor-
ciona un vector que contiene el DNA. Ademds, el presente invento proporciona una célula transformada que contiene
el vector. Ademas, el presente invento proporciona un método para la produccién de alcoholes dpticamente activos,
incluyendo (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol, utilizando el polipéptido o la célula trans-
formada.

Efecto del invento

De acuerdo con el presente invento, se puede proporcionar un método préctico para la produccién de alcoholes
Opticamente activos ttiles, incluyendo (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol.

Breve descripcion del dibujo

La Figura 1 muestra un método de produccion y una estructura de un vector recombinante pNTOM4G1.
Mejor modo para materializar el invento

A continuacién, se explica el presente invento con detalle.

La (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona descrita en la presente memoria descriptiva puede
ser preparada, por ejemplo, mediante el método descrito en el documento JP-A-62-126158 o JP-A-2-42048. Ademds,
a menos que se especifique otra cosa, el aislamiento del DNA, la preparacién del vector y la manipulacién génica, tal
como la transformacidn descrita en la presente memoria descriptiva, se pueden llevar a cabo mediante métodos des-
critos en libros tales como “Molecular Cloning”, 2* edicién (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) y similares.
Ademis, el “%” utilizado en la descripcion de la presente memoria descriptiva significa “% (peso/volumen)” a menos
que se especifique otra cosa.

El polipéptido del presente invento es un polipéptido que tiene una actividad para reducir asimétricamente (3S)-
1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona para producir (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-
fenil-2-butanol. Dicho polipéptido puede ser aislado de un microorganismo que tiene la actividad.
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Aunque el microorganismo que va a ser el origen del polipéptido del presente invento no esta particularmente
limitado, se puede utilizar, por ejemplo, una levadura perteneciente al género Ogataea. Se prefiere particularmente la
cepa NBRCO0975 de Ogataea minuta var. minuta. El microorganismo se puede obtener del organismo administrativo
incorporado “National Institute of Technology and Evaluation, Biological Resource Center” (NBRC: 2-5-8 Kazusa-
kamatari, Kisarazu-shi 292-0818 Chiba, Japon).

En cuanto al medio para cultivar el microorganismo que va a ser el origen del polipéptido del presente invento,
se pueden utilizar medios nutritivos liquidos generales que incluyan fuentes de carbono, fuentes de nitrégeno, sales
inorgédnicas, nutrientes organicos y similares, con tal de que el microorganismo crezca.

El polipéptido del presente invento puede ser aislado del microorganismo que va a ser el origen del polipéptido
combinando apropiadamente métodos para purificacién de proteinas generalmente conocidos. Por ejemplo, el aisla-
miento puede ser llevado a cabo del modo siguiente.

En primer lugar, se cultiva el microorganismo en un medio adecuado y se recogen las células del medio de cultivo
mediante centrifugacion o filtracién. Las células obtenidas son rotas mediante un medio fisico usando un disgregador
ultrasénico, glébulos de vidrio y similares, y los fragmentos celulares son separados por centrifugacion para obtener un
extracto exento de células. A continuacidn, el polipéptido del presente invento es aislado del extracto exento de células
mediante métodos tales como precipitacion salina (precipitacion con sulfato aménico, precipitacion con fosfato sédico,
y similares), precipitacion con disolvente (precipitacion y fraccionamiento de proteinas mediante acetona, etanol y
similares), didlisis, cromatografia de filtraciéon en gel, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia en fase
inversa, ultrafiltracion o similares, solos 0 en combinacion.

La actividad para reducir (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona se puede determinar, por
ejemplo, afiadiendo un sustrato 0,2 mM, (35)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona, una coenzima
0,25 mM, NADPH, y una enzima cruda a un tampén de fosfato 100 mM (pH de 6,5) que contiene dimetilsulf6xido al
0,33% (volumen/volumen), dejando reaccionar la mezcla a 30°C durante 1 minuto y calculando la actividad a partir
del indice de disminucidn de la absorbancia a la longitud de onda de 340 nm después de la reaccion.

Ademds, la determinacién de la configuracion absoluta y la medicion del exceso diastereomérico del (3S)-1-cloro-
3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol producido mediante la reaccién anteriormente mencionada se pueden
llevar a cabo mediante cromatografia de alta eficacia en fase liquida (HPLC; del inglés, high performance liquid
chromatography) [columna: COSMOSIL 5C8-MS (4,6 mm de didmetro x 250 mm; fabricada por Nacalai Tesque);
eluyente: disolucién acuosa de dcido fosférico 10 mM/acetonitrilo = 1/1 (volumen/volumen); caudal: 1 ml/min; de-
teccion: 210 nm].

El DNA del presente invento es un DNA que codifica el susodicho polipéptido del presente invento, y puede ser
cualquiera con tal de que pueda hacer que se exprese el polipéptido en una célula huésped transformada de acuerdo con
el método mencionado mds adelante, y puede contener cualquier region no traducida. Una vez que se puede conseguir
el polipéptido, quienes tienen una experiencia normal en la técnica pueden obtener dicho DNA mediante un método
conocido a partir del microorganismo que va a ser el origen del polipéptido. Por ejemplo, puede obtenerse mediante
el método siguiente.

En primer lugar, se somete un polipéptido aislado del presente invento a digestién con una endopeptidasa adecuada
y se fraccionan los fragmentos peptidicos resultantes mediante HPLC en fase inversa. A continuacién, por ejemplo,
utilizando un secuenciador de proteinas ABI492 (fabricado por Applied Biosystems), se determina una parte de la
secuencia completa de aminodcidos de los fragmentos peptidicos.

Basandose en la informacién sobre la secuencia de aminoacidos obtenida de esta manera, se sintetizan cebadores
de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa; del inglés, polymerase chain reaction) para multiplicar una parte de
un DNA que codifica el polipéptido. A continuacién, se prepara DNA cromosémico del microorganismo que va a ser
el origen del polipéptido mediante un método general para aislamiento de DNA, tal como, por ejemplo, el método
de Visser y otros [Appl. Microbiol. Biotechnol. 53, 415 (2000)]. Utilizando el DNA cromosémico como molde y
los cebadores de PCR anteriormente mencionados, se lleva a cabo una PCR para multiplicar una parte del DNA que
codifica el polipéptido y determinar la secuencia de bases del mismo. La secuencia de bases puede ser determinada,
por ejemplo, utilizando el secuenciador de DNA ABI373A (fabricado por Applied Biosystems) y similares.

Una vez que se ha aclarado una parte de la secuencia de bases del DNA que codifica el polipéptido, se puede
determinar la secuencia de longitud completa mediante, por ejemplo, i-PCR [Nucl. Acids Res. 16, 8186 (1988)].

Los ejemplos del DNA del presente invento, obtenido de esta manera, incluyen un DNA que contiene la secuencia
de bases mostrada en la SEQ ID NO: 1 y un DNA que contiene la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO:
2. Ademads, el DNA del presente invento también abarca un DNA que se hibrida con un DNA que consiste en una
secuencia de bases complementaria de la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2 bajo
condiciones rigurosas, que codifica un polipéptido que tiene una actividad para reducir asimétricamente (3S)-1-cloro-
3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona para producir (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-
butanol.
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El DNA que se hibrida con un DNA que consiste en una secuencia de bases complementaria de la secuencia de
bases mostrada en la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2 bajo condiciones rigurosas se refiere a un DNA que forma
especificamente un hibrido con un DNA que tiene una secuencia de bases complementaria de la secuencia de bases
mostrada en la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2, cuando se lleva a cabo un método de hibridacién de colonias, un
método de hibridacién de placas, un método de hibridacién Southern o similar.

Cémo se usan aqui, las condiciones rigurosas se refieren a, por e]emplo las condiciones bajo las cuales se lleva a
cabo una hibridacién en una disolucién acuosa con una composicién de citrato trisédico 75 mM, cloruro sédico 750
mM, dodecilsulfato sédico al 0,5%, albtimina sérica bovina al 0,1%, polivinilpirrolidona al 0,1% y Ficoll 400 al 0,1%
(fabricado por Amersham Biosciences) a 65°C, seguida de un lavado con una disolucién acuosa con una composicién
de citrato trisédico 15 mM, cloruro sédico 150 mM y dodecilsulfato sédico al 0,1% a 60°C. Preferiblemente, se refieren
a las condiciones bajo las cuales se lleva a cabo el lavado con una disolucién acuosa con una composicién de citrato
trisédico 15 mM, cloruro sédico 150 mM y dodecilsulfato sédico al 0,1% a 65°C, después de la hibridacién, bajo las
condiciones anteriormente mencionadas. Mds preferiblemente, se refieren a las condiciones bajo las cuales se lleva a
cabo el lavado con una disolucién acuosa con una composicion de citrato trisédico 1,5 mM, cloruro sédico 15 mM y
dodecilsulfato sédico al 0,1% a 65°C, después de la hibridacién, de la misma manera que antes.

Los ejemplos del polipéptido del presente invento incluyen un polipéptido que tiene la secuencia de aminodcidos
mostrada en la SEQ ID NO: 3, codificado por la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 1, y un polipéptido
que tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 4, codificado por la secuencia de bases mostrada
en la SEQ ID NO: 2.

Ademads, un polipéptido que muestre al menos un cierto nivel de homologia con respecto a cualquiera de estas dos
clases de polipéptidos y que tenga una actividad para reducir asimétricamente (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilami-
no-4-fenil-2-butanona para producir (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol es funcionalmente
equivalente a estas dos clases de polipéptidos y estd incluido en el presente invento.

Cémo se usa aqui, la homologia de la secuencia se expresa, por ejemplo, mediante el valor de identidad con
respecto a la secuencia completa cuando dos secuencias de aminodcidos son comparativamente analizadas utilizando
un programa FASTA para bisqueda de homologfas [W. R. Pearson y D. J. Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85,
2444-2448 (1988)]. Los ejemplos del polipéptido equivalente al polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 3 o la SEQ
ID NO: 4 incluyen un polipéptido que muestra no menos de 78% (la homologia entre el polipéptido mostrado en
la SEQ ID NO: 3 y el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 4 es 78%), preferiblemente no menos de 80%, mas
preferiblemente no menos de 85%;, atin mds preferiblemente no menos de 90%, de homologia con respecto a cualquiera
de estas dos clases de polipéptidos.

Dicho polipéptido puede ser obtenido, por ejemplo, ligando un DNA que se puede hibridar con un DNA que
consiste en una secuencia de bases complementaria de la secuencia de bases mostrada mediante la susodicha SEQ ID
NO: 1 o SEQ ID NO: 2 bajo condiciones rigurosas, en un vector adecuado e introduciendo el vector en una célula
huésped adecuada para permitir la expresiéon. Ademads, dicho polipéptido puede ser obtenido, por ejemplo, causando
una sustitucion, insercion, supresion o adicion de aminodcido en un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEQ ID NO: 3 o 1a SEQ ID NO: 4, de acuerdo con un conocido método descrito en “Current Protocols
in Molecular Biology” (John Wiley and Sons, Inc., 1989) y similares.

Los ejemplos del polipéptido obtenido mediante el dltimo método incluyen un polipéptido obtenido al sustituir la
42% alanina por glicocola, el 43° 4cido glutdmico por alanina, la 46® lisina por 4acido glutdmico y/o la 49* asparagina por
lisina en la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 4. En la SEQ ID NO: 16 se muestra un polipéptido
que tiene estas cuatro mutaciones (polipéptido mutante 1) y, en la SEQ ID NO: 15, se muestra un DNA que codifica
el polipéptido (DNA mutante 1).

El vector que se va a utilizar para introducir el DNA del presente invento en un microorganismo huésped para
permitir la expresion del DNA en el microorganismo huésped no estd particularmente limitado con tal de que el DNA
pueda expresar el gen codificado en un microorganismo huésped adecuado. Los ejemplos del vector incluyen un vector
de plasmido, un vector de fago, un vector de cosmido y similares. Ademads, también se puede usar un vector lanzadera
capaz de intercambio génico con otras células huésped.

Dicho vector contiene generalmente un regulador tal como el promotor lacUVS5, el promotor trp, el promotor trc,
el promotor tac, el promotor lpp, el promotor tufB, el promotor recA, el promotor pL y similares, y se puede utilizar
preferiblemente como un vector de expresién que contiene una unidad de expresion operativamente unida al DNA del
presente invento. Por ejemplo, se puede utilizar preferiblemente pUCNT (documento W094/03613).

El término “regulador” usado en la presente memoria descriptiva se refiere a una secuencia de bases que tiene
un promotor funcional y cualquier elemento transcripcional relacionado (por ejemplo, potenciador, caja CCAAT, caja
TATA, grupo SPI y similares).

El término “operativamente unido” usado en la presente memoria descriptiva significa que diversos elementos
reguladores tales como un promotor, un potenciador y similares, que controlan la expresién génica, y un gen estan co-
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nectados en un estado operativo en una célula huésped. Es un asunto bien conocido por quienes tienen una experiencia
normal en la técnica que el tipo y la clase de regulador pueden variar dependiendo del huésped.

Los ejemplos del vector de expresion del presente invento incluyen pNTOM3, en el que el DNA mostrado en la
SEQ ID NO: 1 ha sido introducido en pUCNT, pNTOM4, en el que el DNA mostrado en la SEQ ID NO: 2 ha sido
introducido en pUCNT, pNTOMS, en el que el DNA mostrado en la SEQ ID NO: 15 ha sido introducido en pUCNT,
los cuales se mencionan mds adelante, y similares.

En cuanto a la célula huésped en que se introduce un vector que contiene el DNA del presente invento, se puede
utilizar una bacteria, una levadura, una bacteria filamentosa, una célula vegetal, una célula animal o similar. Puesto
que la introduccidn y/o el cultivo son féiciles, es preferible una bacteria y es particularmente preferible Escherichia
coli. El vector que contiene el DNA del presente invento puede ser introducido en una célula huésped mediante un
método conocido. Cuando se utiliza Escherichia coli como célula huésped, se puede usar, por ejemplo, una célula
competente de E. coli HB101 comercialmente asequible (fabricada por TAKARA BIO) para introducir el vector en la
célula huésped.

Los ejemplos de la célula transformada del presente invento incluyen E.coli HB101 (pNTOM3) FERM BP-10368,
en que el susodicho pNTOM3 ha sido introducido en E.coli HB101, E.coli HB101 (pNTOM4) FERM BP-10369, en
que el susodicho pNTOM4 ha sido introducido en E.coli HB101, E.coli HB101 (pNTOMS5) FERM BP-10370, en que
el susodicho pNTOMS ha sido introducido en E.coli HB101, las cuales se mencionan mas adelante, y similares. Estas
células transformadas han sido respectivamente depositadas bajo los susodichos nimeros de acceso en el National
Institute of Advanced Industrial Science and Technology, International Patent Organism Depositary (IPOD; Central
6, 1-1-1, Higashi, Tsukuba, Ibaraki, 305-8566, Japdn) (fecha del depésito original en Japén: 3 de Junio de 2004; las
cepas nacionales depositadas fueron transferidas al depdsito internacional basdndose en el Tratado de Budapest del 6
de Julio de 2005).

Cuando un compuesto que tiene un grupo carbonilo es asimétricamente reducido para producir un alcohol 6ptica-
mente activo utilizando el polipéptido del presente invento, se hace necesaria una coenzima tal como NADH, NADPH
o similar. Sin embargo, la cantidad de la costosa coenzima que se va a utilizar puede ser drasticamente reducida llevan-
do a cabo la reaccién en la presencia conjunta de un polipéptido capaz de convertir la coenzima oxidada en una forma
reducida (a lo que se hace mds adelante referencia como “capacidad para regenerar la coenzima’), un compuesto que
va a ser el sustrato del polipéptido, y el polipéptido del presente invento.

En cuanto al polipéptido que tiene la capacidad para regenerar la coenzima, se puede utilizar, por ejemplo, hidro-
genasa, dcido férmico deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa, aldehido deshidrogenasa, glucosa-6-fosfato deshidro-
genasa, glucosa deshidrogenasa o similar. Se utiliza preferiblemente glucosa deshidrogenasa.

El alcohol épticamente activo puede ser producido utilizando el polipéptido del presente invento del modo siguien-
te. En primer lugar, se afaden un compuesto que tiene un grupo carbonilo que va a ser el sustrato, una coenzima tal
como NADPH o similar, y el polipéptido a un disolvente adecuado y se agita la mezcla bajo un pH ajustado para que
se lleve la reaccion a cabo. Cuando la reaccién se lleva a cabo utilizando una combinacién del polipéptido del presente
invento y de un polipéptido que tiene capacidad para regenerar la coenzima, a la composicién de reaccién anterior-
mente mencionada se afiaden ademds un polipéptido que tiene capacidad para regenerar la coenzima (por ejemplo,
glucosa deshidrogenasa) y un compuesto (por ejemplo, glucosa) que va a ser su sustrato.

Se puede utilizar un disolvente acuoso para la reaccion o se puede utilizar una mezcla de un disolvente acuoso y un
disolvente orgénico para la reaccion. Los ejemplos del disolvente orgdnico incluyen tolueno, acetato de etilo, acetato
de n-butilo, hexano, isopropanol, éter diisopropilico, metanol, acetona, dimetilsulféxido y similares. La reaccién se
lleva a cabo a una temperatura de 10°C - 70°C, y el pH de la mezcla de reaccion se mantiene en un valor de 4 - 10. La
reaccion puede ser llevada a cabo mediante un proceso discontinuo o un proceso continuo. Para un proceso discontinuo,
el sustrato de reaccién se afiade en una concentracion de carga de 0,1% a 70% (peso/volumen). Los ejemplos del
compuesto que tiene un grupo carbonilo que va a ser el sustrato incluyen (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-
fenil-2-butanona. Sin embargo, el compuesto no estd particularmente limitado con tal de que pueda ser reducido bajo
las condiciones de reaccidn anteriormente mencionadas y pueda ser convertido en un alcohol dpticamente activo.

La reaccién puede ser llevada similarmente a cabo incluso cuando, en lugar del polipéptido del presente invento, se
utiliza una célula transformada que contiene un DNA que codifica el polipéptido, o un producto tratado de la misma.
Ademds, la reaccioén puede ser llevada similarmente a cabo incluso cuando se utiliza una célula transformada que
contiene tanto un DNA que codifica el polipéptido del presente invento como un DNA que codifica un polipéptido
que tiene capacidad para regenerar la coenzima, o un producto tratado de la misma. El “producto tratado de célula
transformada” significa, por ejemplo, una célula tratada con un agente tensioactivo o un disolvente organico, una
célula secada, una célula rota, un extracto crudo de una célula y similares, asi como los productos fijados mediante un
medio conocido.

Particularmente, cuando se utiliza una célula transformada que contiene tanto un DNA que codifica el polipéptido
del presente invento como un DNA que codifica un polipéptido que tiene capacidad para regenerar la coenzima, o
un producto tratado de la misma, no es necesario preparar ni afiadir separadamente una enzima para regenerar la
coenzima, y se puede producir eficazmente un alcohol épticamente activo.
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Al incorporar tanto el DNA que codifica el polipéptido del presente invento como el DNA que codifica un polipép-
tido que tiene capacidad para regenerar la coenzima en un dnico vector e introducir el vector en una célula huésped,
o incorporar respectivamente estas dos clases de DNA en dos clases de vector pertenecientes a grupos incompatibles
diferentes e introducir las dos clases de vector en una tnica célula huésped, se puede obtener una célula transformada
que contenga tanto un DNA que codifica el polipéptido del presente invento como un DNA que codifica un polipéptido
que tiene capacidad para regenerar la coenzima.

Los ejemplos del vector que lleva incorporados tanto un DNA que codifica el polipéptido del presente invento
como un DNA que codifica un polipéptido que tiene capacidad para regenerar la coenzima incluyen pNTOM3Gl,
pNTOM4G1 y pNTOMSGI, vectores obtenidos al introducir un gen de glucosa deshidrogenasa procedente de Bacillus
megaterium en cada uno de los vectores de expresion pNTOM3, pNTOM4 y pNTOMS anteriormente mencionados, y
similares. Los ejemplos de la célula transformada que contiene tanto el DNA que codifica el polipéptido del presente
invento como el DNA que codifica un polipéptido que tiene capacidad para regenerar la coenzima incluyen E. coli
HB101 (pNTOM3G1), E. coli HB101 (pNTOM4G1) y E. coli HB101 (pNTOMS5G1), células obtenidas al transformar
E. coli HB101 con estos vectores, y similares.

La actividad del polipéptido que tiene capacidad para regenerar la coenzima en una célula transformada se puede
determinar mediante un método convencional. Por ejemplo, se puede calcular la actividad de la glucosa deshidrogenasa
a partir del indice de aumento de la absorbancia a una longitud de onda de 340 nm cuando se afiaden glucosa 100 mM,
coenzima NADP o NAD 2 mM vy la enzima a un tampén de Tris-HC1 1 M (pH de 8,0) y se deja reaccionar la mezcla
a 25°C durante 1 minuto.

La célula transformada que contiene un DNA que codifica el polipéptido del presente invento puede ser cultivada
en un medio nutritivo liquido convencional que contenga fuentes de carbono, fuentes de nitrégeno, sales inorgdnicas,
nutrientes organicos y similares, con tal de que crezca.

El alcohol 6pticamente activo que resulta de la reaccién puede ser purificado mediante un método convencional.
Por ejemplo, cuando el alcohol épticamente activo que resulta de la reaccion es (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbo-
nilamino-4-fenil-2-butanol, se somete la mezcla de reaccién a extraccién con un disolvente orgdnico tal como acetato
de etilo, tolueno o similar, y se evapora el disolvente orgdnico bajo presion reducida. Ademds puede ser purificado
mediante un tratamiento tal como precipitacion de cristales, cromatografia o similar.

Para la cuantificacién de la (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona y el (2R,3S)-1-cloro-3-
terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol, asi como para la medicién del exceso diastereomérico de (2R,35)-1-clo-
ro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol, se puede usar una cromatografia de alta eficacia en fase liquida [co-
lumna: COSMOSIL 5C8-MS (4,6 mm de didmetro x 250 mm; fabricada por Nacalai Tesque); eluyente: disolucién
acuosa de 4cido fosférico 10 mM/acetonitrilo = 1/1; caudal: 1 ml/min; deteccidén: 210 nm].

Como se menciond anteriormente, de acuerdo con el presente invento, se puede producir eficazmente el polipéptido
del presente invento y, utilizando el polipéptido, se puede obtener un método de produccién superior para diversos
alcoholes dpticamente activos utiles, incluyendo el (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol.

Ejemplos

El presente invento se explica con detalle en los Ejemplos siguientes, los cuales no han de ser considerados res-
trictivos. El método operativo detallado y demads, relativos a la técnica de DNA recombinante usada en los Ejemplos
siguientes, se describe en los libros siguientes: “Molecular Cloning”, 2* edicién (Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1989), y “Current Protocols in Molecular Biology” (Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience).

Ejemplo 1
Purificacion del polipéptido

De acuerdo con el método siguiente, de la cepa NBRCO0975 de Ogataea minuta var. minuta se aislo y purificé
un polipéptido que tenia una actividad para reducir asimétricamente (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-
2-butanona para producir (2R,35)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol. A menos que se especifique
otra cosa, la purificacién fue llevada a cabo a 4°C.

Se determind la actividad reductora sobre la (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona disol-
viendo el sustrato [(3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonil-amino-4-fenil-2-butanona] hasta una concentracion final de 0,2
mM vy la coenzima NADPH hasta una concentracion final de 0,25 mM en un tampén de fosfato 100 mM (pH de 6,5)
que contenia dimetilsulféxido al 0,33% (volumen/volumen), afiadiendo luego una disolucién de la enzima cruda, de-
jando transcurrir la reaccién a 30°C durante 1 minuto y calculando el indice de disminucién de la absorbancia de la
mezcla de reaccion a una longitud de onda de 340 nm. 1 unidad era definida como la actividad para oxidar 1 micromol
de NADPH hasta NADP en 1 minuto bajo las citadas condiciones de reaccion.
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Cultivo del microorganismo

Se prepar6 un medio liquido (18 1, pH de 6,5) que contenia 5% de glucosa, 0,5% de polipeptona, 0,1% de extracto
de levadura, 0,1% de hidrogenofosfato dipotésico, 0,2% de dihidrogenofosfato potasico y 0,02% de sulfato magnésico
heptahidratado en un fermentador de recipiente agitado de 30 I de capacidad (fabricado por B. E. Marubishi Co., Ltd.)
y se esterilizé con vapor a 120°C durante 20 minutos.

En este medio se inocularon 180 ml de un medio de cultivo de la cepa NBRC0975 de Ogataea minuta var. minuta,
precultivada en el mismo medio con antelacion, y se cultivd la mezcla bajo las condiciones de agitacién a 250 rpm,
caudal de aire de 5,0 I normales/min y 28°C durante 48 horas.

Preparacion de un extracto exento de células

Las células fueron recogidas del medio de cultivo anteriormente mencionado mediante centrifugacién y fueron
lavadas con 2000 ml de tampén de Tris-HCl 10 mM (pH de 7,5) para obtener 907 g de las células de la cepa. Las
células fueron suspendidas en 1800 ml de tampdn de Tris-HC1 10 mM (pH de 7,5) que contenia ditiotreitol (DTT)
0,1 mM y fueron rotas usando una maquina UH-600 para dispersién por ultrasonicacion (fabricada por SMT). Los
fragmentos celulares fueron separados por centrifugacién del producto de ruptura para obtener un extracto exento de
células.

Fraccionamiento con sulfato aménico

Se ajust6 el pH del extracto exento de células anteriormente obtenido a 7,5 con amoniaco acuoso, se afiadi6 sulfato
amonico y se disolvié hasta un 40% de saturacion mientras se mantenia el pH, y se separd el precipitado resultante por
centrifugacion. Se afiadié mas sulfato amoénico al sobrenadante y se disolvié hasta un 60% de saturacidén mientras se
mantenia el pH en 7,5 del mismo modo que antes, y se recogio el precipitado resultante por centrifugacién. Se disolvié
el precipitado en un tampén de Tris-HC1 10 mM (pH de 7,5) que contenfa DTT 0,1 mM y se dializ6 la disolucién frente
al mismo tampdn durante la noche para obtener una fraccion activa.

Cromatografia en columna de DEAE-Sephacel

La fraccién activa obtenida por fraccionamiento con sulfato aménico fue aplicada a una columna de DEAE-Sep-
hacel (didmetro de 29 mm x 290 mm; fabricada por Amersham Biosciences), equilibrada de antemano con tamp6n de
Tris-HC1 10 mM (pH de 7,5) que contenia DTT 0,1 mM, para permitir la adsorcién de la fraccion activa. Después del
lavado de la columna con el mismo tampon, la fraccién activa fue eluida con un gradiente lineal de cloruro sédico (de
0 M a 1 M). La fraccién activa fue recogida y fue dializada durante la noche frente al mismo tamp6n.

Cromatografia en columna de MonoQ HR

La fraccién activa obtenida mediante cromatografia en columna de DEAE-Sephacel fue aplicada a una columna
de MonoQ HR 10/10 (fabricada por Amersham Biosciences) equilibrada de antemano con tampén de Tris-HCI 10
mM (pH de 7,5) que contenia DTT 0,1 mM, para permitir la adsorcién de la fraccion activa. Después del lavado de la
columna con el mismo tampodn, la fraccién activa fue eluida con un gradiente lineal de cloruro sédico (de 0 M a 1 M).
La fraccién activa fue recogida y fue dializada durante la noche frente al mismo tampén.

Cromatografia en columna de Phenyl-Superose

Se disolvié cloruro sédico en la fraccion activa obtenida mediante la cromatografia en columna de MonoQ HR
hasta una concentracion final de 4 My se aplic6 la disolucién a una columna de Phenyl-Superose HR 10/10 (fabricada
por Amersham Biosciences) equilibrada de antemano con tamp6n de Tris-HCI 10 mM (pH de 7,5) que contenia cloruro
sodico 4 M y DTT 0,1 mM, para permitir la adsorcién de la fraccién activa. Después del lavado de la columna con
el mismo tampdn, la fraccién activa se eluyé con un gradiente lineal de cloruro sédico (de 4 M a 0 M). Se recogié la
fraccién activa y se dializé durante la noche frente a un tampén de Tris-HC1 10 mM (pH de 7,5) que contenia DTT
0,1 mM.

Cromatografia en columna de MonoQ HR

La fraccion activa obtenida mediante la cromatografia en columna de Phenyl-Superose fue aplicada a una columna
de MonoQ HR 5/5 (fabricada por Amersham Biosciences) equilibrada de antemano con tamp6n de Tris-HCl 10 mM
(pH de 7,5) que contenia DTT 0,1 mM, para permitir la adsorcién de la fraccion activa. Después del lavado de la
columna con el mismo tampdn, la fraccién activa fue eluida con un gradiente lineal de cloruro sédico (de 0 M a 1 M).
La fraccién activa fue recogida y fue concentrada utilizando Centricon YM-10 (fabricado por Millipore).

Cromatografia por filtracion en gel
La fraccién activa obtenida mediante la susodicha cromatografia en columna de MonoQ HR fue aplicada a una
columna de Superdex 200 HR 10/30 (fabricada por Amersham Biosciences) equilibrada de antemano con tampén de

Tris-HC1 10 mM (pH de 7,5) que contenia cloruro sédico 0,2 My DTT 0,1 mM, y se eluy¢ la fraccion activa utilizando
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el mismo tampdn con un caudal de 0,5 ml/min. La fraccién activa fue recogida y fue concentrada utilizando Centricon
YM-10 (fabricado por Millipore). El producto de concentracién fue aplicado a una columna de Superdex 200 HR
10/30 (fabricada por Amersham Biosciences) equilibrada de antemano con el mismo tampo6n, y la fraccién activa fue
eluida utilizando el mismo tamp6n con un caudal de 0,5 ml/min. La fraccién activa fue recogida y fue usada como una
muestra estandar purificada del polipéptido.

Ejemplo 2
Clonacion génica
Preparacion de cebadores para PCR

El polipéptido purificado obtenido en el Ejemplo 1 fue desnaturalizado en presencia de urea 8 M y fue sometido
a digestién con una lisil endopeptidasa procedente de Achromobacter (fabricada por Wako Pure Chemical Industries,
Ltd.). A continuacidn, se determiné la secuencia de aminodcidos del fragmento peptidico obtenido mediante el se-
cuenciador de proteinas ABI492 (fabricado por Perkin Elmer). Basdndose en la secuencia de DNA prevista a partir de
la secuencia de aminodcidos, se sintetizaron el cebador 1: 5’-acngtntayttyathgengg-3" (SEQ ID NO: 5) y el cebador 2:
5’-atnggdatrtcraaytgrtc-3’ (SEQ ID NO: 6) para multiplicar por PCR una parte del gen que codifica el polipéptido.

Multiplicacion génica por PCR

Se extrajo el DNA cromosomico de las células de la cepa NBRC0975 de Ogataea minuta var. minuta, cultivadas
de la misma manera que en el Ejemplo 1 de acuerdo con el método de Visser [Appl. Microbiol. Biotechnol. 53, 415
(2000)] y similares. Utilizando los cebadores 1 y 2 de DNA anteriormente preparados y el DNA cromosémico obtenido
como molde, se llevé a cabo la PCR. Como resultado, se multiplic6 un fragmento de DNA de aproximadamente 700
pares de bases, considerado una parte del gen objetivo. La PCR fue llevada a cabo utilizando TaKaRa Ex Taq (fabricada
por TAKARA BIO) como DNA polimerasa, siguiendo las condiciones de reaccién del manual de instrucciones para
la misma. Se clon¢ el fragmento de DNA en un pldsmido pT7Blue T-Vector (fabricado por Novagen) y se analizé
la secuencia de bases del mismo utilizando el kit ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
(fabricado por Perkin Elmer) y el secuenciador de DNA ABI 373A (fabricado por Perkin Elmer). Como resultado de
la PCR, se ha aclarado que se multiplicaron dos clases de fragmentos de DNA que tenian diferentes secuencias de
bases. Las secuencias de bases de los mismos se muestran en la SEQ ID NO: 7 y la SEQ ID NO: 8.

Identificacion de la secuencia de longitud completa del gen objetivo por i-PCR

El DNA cromosémico de la cepa NBRC0975 de Ogataea minuta var. minuta anteriormente preparado fue comple-
tamente sometido a digestion con la enzima de restriccion Xbal, y una mezcla de los fragmentos de DNA obtenidos
fue sometida a ciclacién intramolecular con ligasa de T4. Utilizando esto como molde, se determiné por i-PCR [Nucl.
Acids Res. 16, 8186 (1988)] la secuencia de bases de longitud completa del gen que contiene la susodicha secuencia
de bases mostrada en la SEQ ID NO: 7. Los resultados se muestran en la SEQ ID NO: 1. La i-PCR fue llevada a cabo
usando TaKaRa LA Taq (fabricada por TAKARA BIO) como DNA polimerasa, siguiendo las condiciones de reaccién
del manual de instrucciones para la misma. También se determiné la secuencia de bases de longitud completa del gen
que contiene la susodicha secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 8 mediante una operacion similar, y los
resultados de la misma se muestran en la SEQ ID NO: 2. Ademas, en la SEQ ID NO: 3 se muestra la secuencia de
aminodcidos codificada por la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 1y, en la SEQ ID NO: 4, se muestra la
secuencia de aminodcidos codificada por la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 2.

Ejemplo 3
Construccion de un vector de expresion

Se llevé a cabo una PCR utilizando el cebador 3: 5’-gtgcatatgaccaagactgtttatttca-3’ (SEQ ID NO: 9) y el cebador
4: 5’-gtcgaattcttattaaaatggaatgtcgaa-3’ (SEQ ID NO: 10), y el DNA cromosémico de la cepa NBRC0975 de Ogataea
minuta var. minuta obtenido en el Ejemplo 2 como molde. Como resultado, se obtuvo un DNA de doble cadena en
el que se habia afiadido un sitio de reconocimiento para Ndel al codén de iniciacién y se habia afiadido un sitio de
reconocimiento para EcoRI inmediatamente detrds del codén de terminacién de un gen que tiene la secuencia de
bases mostrada en la SEQ ID NO: 2. La PCR se llevé a cabo utilizando TaKaRa LA Taq (fabricada por TAKARA
BIO) como DNA polimerasa, siguiendo las condiciones de reaccién del manual de instrucciones para la misma. Se
someti6 el DNA a digestién con Ndel y EcoRI y se inserté entre el sitio de reconocimiento para Ndel y el sitio de
reconocimiento para EcoRI, cadena abajo del promotor lac del plasmido pUCNT (Documento W(094/03613), para
construir el vector recombinante pNTOM4.

Similarmente, usando el cebador 5: 5’-gtgcatatggctaagactgtctatttca-3’ (SEQ ID NO: 11) y el cebador 6: 5°-gtc
gaattcttactagaatggaatgtcaaa-3’ (SEQ ID NO: 12), se obtuvo un DNA de doble cadena en el que se habia afiadido un
sitio de reconocimiento para Ndel al codén de iniciacidn y se habia afiadido un sitio de reconocimiento para EcoRI
inmediatamente detrds del codén de terminacién de un gen que tiene la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID
NO: 1. El DNA se insert6 en el plasmido pUCNT de la misma forma que antes para construir el vector recombinante
pNTOM3.
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Ejemplo 4
Preparacion de un gen mutante

Utilizando Mutan-SuperExpress Km (fabricado por TAKARA BIO) y siguiendo el método operativo descrito en
el manual de instrucciones del mismo, se preparé un gen mutante al sustituir la 125* C por G, sustituir la 128* A por
C, sustituir la 136* A por G y sustituir la 147* C por G en el gen que tiene la secuencia de bases mostrada en la SEQ
ID NO: 2. El gen mutante codifica un polipéptido en el que la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO:
4 tiene la 42* alanina sustituida por glicocola, el 43° dcido glutdmico sustituido por alanina, la 46 lisina sustituida por
acido glutdmico y la 49* asparagina sustituida por lisina. La secuencia de bases del gen mutante se muestra en la SEQ
ID NO: 15 y la secuencia de aminodcidos del polipéptido mutante codificado por el gen se muestra en la SEQ ID NO:
16. El gen mutante se inserté en un vector pUCNT de la misma manera que en el Ejemplo 3 para construir el vector
recombinante pPNTOMS.

Ejemplo 5
Construccion de un vector de expresion que contiene ademds el gen de la glucosa deshidrogenasa

Utilizando el cebador 7: 5’-gccgaattctaaggaggttaacaatgtataaa-3° (SEQ ID NO: 13) y el cebador 8: 5°-gcggtcgact
tatccgegtectgettgg-3’ (SEQ ID NO: 14), y el plasmido pGDKI1 [Eur. J. Biochem. 186, 389 (1989)] como molde, se
llevé a cabo una PCR para obtener un DNA de doble cadena en el que, en un gen de glucosa deshidrogenasa (al
que mas adelante se hace referencia como GDH) procedente de la cepa IAM1030 de Bacillus megaterium, se habia
afiadido una secuencia de unién al ribosoma de Escherichia coli 5 bases cadena arriba del coddn de iniciacion, se
habia afiadido un punto de escision para EcoRI inmediatamente antes de la secuencia de unién al ribosoma y se habia
afiadido un punto de escision para Sall inmediatamente detras del codén de parada.

El fragmento de DNA obtenido fue sometido a digestion con EcoRI 'y Sall y fue insertado en los sitios EcoRI 'y Sall
de pNTOM3, pNTOM4 y pNTOMS, construidos en los Ejemplos 3 y 4, para construir los pldsmidos recombinantes
pNTOM3G1, pNTOM4G1 y pNTOMSGI. Como un ejemplo, el método de produccién y la estructura de pNTOM4G1
se muestran en la Figura 1.

Ejemplo 6
Preparacion de una célula transformada

Utilizando los vectores recombinantes pNTOM3, pPNTOM4 y pNTOMS construidos en los Ejemplos 3 y 4, se trans-
form¢ la célula competente E. coli HB101 (fabricada por TAKARA BIO) para obtener E. coli HB101 (pNTOM3), E.
coli HB101 (pNTOM4) y E. coli HB101 (pNTOMDS). Estas células transformadas se han depositado bajo los nime-
ros de acceso FERM BP-10368, FERM BP-10369 y FERM BP-10370, respectivamente, en el National Institute of
Advanced Industrial Science and Technology, International Patent Organism Depositary (IPOD).

Similarmente, utilizando los vectores recombinantes pNTOM3G1, pPNTOM4G1 y pNTOMS5G1 construidos en el
Ejemplo 5, se transform¢ la célula competente E. coli HB101 (fabricada por TAKARA BIO) para obtener E. coli
HB101 (pNTOM3G1), E. coli HB101 (pNTOM4G1) y E. coli HB101 (pNTOMS5G1).

Ejemplo 7
Expresion génica en la célula transformada

Se inocularon seis clases de células transformadas obtenidas en el Ejemplo 6 y E. coli HB101 (pUCNT), que es
una célula transformada que contiene un vector plasmidico pUCNT, en 50 ml de medio YT 2x (1,6% de triptona,
1,0% de extracto de levadura, 0,5% de NaCl, pH de 7,0) que contenia 200 ug/ml de ampicilina, y se realizé un cultivo
con sacudimiento a 37°C durante 24 horas. Las células fueron recogidas por centrifugacién y fueron suspendidas en
50 ml de tamp6n de fosfato 100 mM (pH de 6,5). Se rompieron las células con un homogeneizador UH-50 por ultra-
sonicacién (fabricado por SMT) y se separaron los fragmentos celulares por centrifugacion para obtener un extracto
exento de células. Se midieron la actividad reductora de (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona
y la actividad GDH del extracto exento de células, valores que se expresan en la Tabla 1 como actividad especifica.
Se observé expresion de actividad reductora de (35)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona en las 6
clases de células transformadas obtenidas en el Ejemplo 6. En E. coli HB101 (pNTOM3G1), E. coli HB101 (pN-
TOM4G1) y E. coli HB101 (pNTOMS5G1), que contienen un gen GDH, también se observé expresion de la actividad
GDH. La actividad reductora de (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona fue medida mediante el
método descrito en el Ejemplo 1. La actividad GDH se calculd a partir del indice de aumento de la absorbancia a una
longitud de onda de 340 nm cuando se afiaden glucosa 0,1 M, coenzima NADP 2 mM y una disolucién de enzima
cruda a un tampo6n de Tris-HCI 1 M (pH de 8,0) y se deja reaccionar la mezcla a 25°C durante 1 minuto. 1 unidad era
definida como la actividad enzimatica para reducir 1 micromol de NADP hasta NADPH en 1 minuto bajo las citadas
condiciones de reaccion. Ademads, se midié la concentracion de proteina en el extracto exento de células utilizando un
kit para ensayo de proteinas (fabricado por BIO-RAD).
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TABLA 1
Cepa Actividad reductora de CBPB* | Actividad GDH
(U/mg) (U/mg)

E. coli HB101 (pUCNT) 0,0 0
E. coliHB101 (pNTOM3) 6,3 0
E. coliHB101 (pPNTOM4) 5,0 0
E. coliHB101 (pNTOMS) 14,0 0
E. coliHB101 (pNTOM3G1) 57 119
E. coliHB101 (pPNTOM4G1) 3,5 157
E. coliHB101 (pNTOM5G1) 9,0 122
CBPB*: (35)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona

Ejemplo 8
Reaccion usando una célula transformada

Se afiadieron 2000 U de glucosa deshidrogenasa (fabricada por Amano Enzyme), 2 g de glucosa, 6 mg de NADP
y 2,5 g de (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona a 50 ml de un extracto de E. coli HB101 (pN-
TOM3) exento de células, preparado en el Ejemplo 7, y se agit6 la mezcla a 30°C durante 22 horas mientras se ajustaba
el pH a 6,5 mediante la adicién, gota a gota, de una disolucién 5 M de hidréxido sédico. Tras la complecién de la
reaccion, se sometié la mezcla de reaccion a extraccidn con tolueno, se elimind el disolvente y se analizo el extrac-
to. Como resultado, se obtuvo (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol (86,3% de rendimiento,
96,4% de exceso diastereomérico).

Para la cuantificacién de la (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona y el (3S)-1-cloro-3-terc-
butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol, asi como para la medicién del exceso diastereomérico de (2R,3S)-1-cloro-
3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol, se utiliz6 una cromatografia de alta eficacia en fase liquida [columna:
COSMOSIL 5C8-MS (4,6 mm de didmetro x 250 mm; fabricada por Nacalai Tesque); eluyente: disolucién acuosa de
acido fosforico 10 mM/acetonitrilo = 1/1; caudal: 1 ml/min; deteccién: 210 nm].

Ejemplo 9
Reaccion usando una célula transformada

Se afiadieron 1250 U de glucosa deshidrogenasa (fabricada por Amano Enzyme), 3 g de glucosa, 4 mg de NADP
y 0,25 g de (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona a 22,5 ml de un extracto de E. coli HB101
(pPNTOM4) exento de células, preparado en el Ejemplo 7, y se agité la mezcla a 30°C mientras se ajustaba el pH
a 6,5 mediante la adicién, gota a gota, de una disolucién 5 M de hidréxido sédico. Se afiadié (3S)-1-cloro-3-terc-
butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona (0,25 g) alas 2 h, 4 h y 6 h del inicio de la reaccidn, y se afiadieron 1,25 g de
la misma a las 8 h del inicio de la reaccidn, y se dej6 reaccionar la mezcla durante 31 horas. Tras la complecién de la
reaccion, se sometié la mezcla de reaccidn a extraccién con tolueno, se elimind el disolvente y se analiz6 el extracto
de la misma manera que en el Ejemplo 8. Como resultado, se obtuvo (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-
fenil-2-butanol (99,0% de rendimiento, 99,8% de exceso diastereomérico).

Ejemplo 10
Reaccion usando una célula transformada

Se afiadieron 3 g de glucosa, 3 mg de NADP, 0,25 ml de tolueno y 2,5 g de (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarboni-
lamino-4-fenil-2-butanona a 25 ml de un medio de cultivo de E. coli HB101 (pNTOM4G1) preparado de la misma
manera que en el Ejemplo 7, y se agité la mezcla a 30°C durante 40 horas mientras se ajustaba el pH a 6,5 mediante

la adicién, gota a gota, de una disolucién 5 M de hidréxido sédico. Tras la complecidn de la reaccién, se sometio la
mezcla de reaccidn a extraccidn con tolueno, se eliminé el disolvente y se analizd el extracto de la misma forma que
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en el Ejemplo 8. Como resultado, se obtuvo (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol (99,1% de
rendimiento, 99,8% de exceso diastereomérico).

Ejemplo 11
Reaccion usando una célula transformada

Se afiadieron 6 g de glucosa, 1,4 mg de NADP, 0,25 ml de tolueno y 2,5 g de (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicar-
bonilamino-4-fenil-2-butanona a 50 ml de un medio de cultivo de E. coli HB101 (pNTOMS5GI1) preparado de la
misma manera que en el Ejemplo 7, y se agitdé la mezcla a 30°C mientras se ajustaba el pH a 6,5 mediante la
adicién, gota a gota, de una disolucién 5 M de hidréxido sédico. Una hora después del inicio de la reaccién, se
afiadieron 2,5 g de (35)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona y se dejé reaccionar la mezcla du-
rante 20 h. Tras la complecién de la reaccion, se sometié la mezcla de reaccién a extraccién con tolueno, se eli-
miné el disolvente y se analizé el extracto de la misma forma que en el Ejemplo 8. Como resultado, se obtuvo
(2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol (99,6% de rendimiento, 99,8% de exceso diastereo-
mérico).

Ejemplo 12
Especificidad de sustrato del polipéptido

Se disolvieron un compuesto carbonilico, que iba a ser el sustrato, en una concentracién final de 1 mM vy la
coenzima NADPH en una concentracién final de 0,25 mM, respectivamente, en un tampdn de fosfato 100 mM (pH de
6,5) que contenia dimetilsulféxido al 0,33% (volumen/volumen). Se afiadid un extracto de E. coli HB101 (pNTOM4) o
E. coli HB101 (pNTOM3) exento de células, preparado en el Ejemplo 7, a la disolucién y se dejé reaccionar la mezcla
a 30°C durante 1 minuto. La actividad reductora sobre cada compuesto carbonilico se calculd a partir del indice de
disminucién de la absorbancia de la mezcla de reaccion a una longitud de onda de 340 nm, mostrdndose en la Tabla
2 como un valor relativo a la actividad sobre la (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona, que es
100%. Los dos polipéptidos que consisten en las secuencias de aminodcidos mostradas en la SEQ ID NO: 3 y la SEQ
ID NO: 4, que fueron producidos por las células transformadas, mostraron actividad reductora sobre una gran variedad
de compuestos carbonilicos.

TABLA 2

Especificidad de sustrato de los polipéptidos producidos por la célula transformada

Actividad relativa (%)
E. coliHB101
Sustrato (compuesto carbonilico) (PNTOM3) (PNTOM4)
CBPB* 100 100
2-acetilpiridina 29 0
3-acetilpiridina 15 0
4-acetilpiridina 98 0
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Especificidad de sustrato de los polipéptidos producidos por la célula transformada

Actividad relativa (%)

E. coliHB101

Sustrato (compuesto carbonilico) (PNTOMB3) (PNTOM4)
Acetilpirazina 185 0
acetofenona 215 0
3'-hidroxiacetofenona 33 0
3'-nitroacetofenona 273 31
4'-cloroacetofenona 35 9
4'-fluoroacetofenona 28 1
3',4'-dimetoxiacetofenona 51 4
4'-metilacetofenona 41 1
2-hidroxiacetofenona 32 1
2-cloro-1-(3'clorofenil)etanona 1301 33
1-fenil-2-butanona 285 2
propiofenona 183 2
benzoina 4018 5
bencilacetona 66 0
benzoilformiato de etilo 296 20
2-oxo-4-fenilbutirato de etilo 127 106
acetona 47 0
2-butanona 22 0
2-hexanona 11 0
2-heptanona 102 0
2-octanona 808 3
cloroacetona 100 1
hidroxiacetona 51 0
diacetilo 444 5
acetilacetona 23 0
ciclopentanona 8 0
7-metoxi-2-tetoralona 599 6
1-tetoralona 146 1
3-oxociclopentanocarboxilato de etilo 484 12
piruvato de metilo 674 5
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Especificidad de sustrato de los polipéptidos producidos por la célula transformada

Actividad relativa (%)

E. coliHB101

Sustrato (compuesto carbonilico) (PNTOMB3) (pPNTOM4)
piruvato de etilo 1067 23
acetoacetato de metilo 8 0
acetoacetato de etilo 137 0
acetoacetato de terc-butilo 1330 2
2-metilacetoacetato de etilo 619 4
2-cloroacetoacetato de etilo 3309 40
2-etenoacetoacetato de etilo 2013 10
2-oxodecanoato de etilo 985 5
4-cloroacetoacetato de etilo 4547 22
4-cloroacetoacetato de n-octilo 466 24
4-bromoacetoacetato de etilo 476 7
4-azidaacetoacetato de etilo 659 1
4-benciloxiacetoacetato de etilo 1259 8
4-acetoxiacetoacetato de etilo 465 1
acetoacetato de bencilo 883 4
benzoilacetato de etilo 1233 0
2-cloro-3-oxo-3-fenilpropionato de etilo 716 5
benzaldehido 81 1
2-piridinacarbaldehido 56 1
piridina-4-aldehido 571 2
o-clorobenzaldehido 269 17
m-clorobenzaldehido 344 17
p-clorobenzaldehido 91 12
o-nitrobenzaldehido 1621 89
m-nitrobenzaldehido 851 29
p-nitrobenzaldehido 1166 21
propionaldehido 99 0
n-butilaldehido 168 0
n-hexilaldehido 265 3
2-feniipropionaldehido 479 3
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Especificidad de sustrato de los polipéptidos producidos por la célula transformada

Actividad relativa (%)

E. coli HB101

Sustrato (compuesto carbonilico) (pPNTOM3) (pPNTOM4)
3-fenilpropionaldehido 2410 7
Glutaraldehido 80 1

CBPB*: (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona
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REIVINDICACIONES

1. Un DNA del punto (a) o (b) siguiente:

(a)
(b)

un DNA que comprende la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 1,

un DNA que se hibrida con un DNA que consiste en una secuencia de bases complementaria de la secuencia
de bases mostrada en la SEQ ID NO: 1 bajo condiciones rigurosas, y que codifica un polipéptido que tiene
una actividad para reducir asimétricamente (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona,
representada por la férmula (1) siguiente:

o/go © (1)

para producir (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol, representado por la férmula (2) si-

guiente:

HN : Cl

o/ko oH (2)

2. Un DNA del punto (a) o (b) siguiente:

()
(b)

un DNA que comprende la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 2,

un DNA que se hibrida con un DNA que consiste en una secuencia de bases complementaria de la secuencia
de bases mostrada en la SEQ ID NO: 2 bajo condiciones rigurosas, y que codifica un polipéptido que tiene
una actividad para reducir asimétricamente (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona,
representada por la susodicha férmula (1), para producir (2R,35)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-
fenil-2-butanol, representado por la susodicha férmula (2).

3. El polipéptido codificado por el DNA de la reivindicacién 1 6 2 y que tiene una actividad para reducir asimétri-
camente (35)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona, representada por la susodicha férmula (1), para
producir (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol, representado por la susodicha férmula (2).

4. Un polipéptido del punto (a) o (b) siguiente:

(a)
(b)

un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 3,

un polipéptido que comprende una secuencia de aminodcidos que muestra no menos de 78% de homologia
con respecto a la secuencia de aminoédcidos mostrada en la SEQ ID NO: 3 y que tiene una actividad para
reducir asimétricamente (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona, representada por la
susodicha férmula (1), para producir (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol, repre-
sentado por la susodicha férmula (2).
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5. Un polipéptido del punto (a) o (b) siguiente:

(a)  un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 4,

(b)  un polipéptido que comprende una secuencia de aminodcidos que muestra no menos de 78% de homologia
con respecto a la secuencia de aminoédcidos mostrada en la SEQ ID NO: 4 y que tiene una actividad para
reducir asimétricamente (3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona, representada por la
susodicha férmula (1), para producir (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol, repre-
sentado por la susodicha férmula (2).

6. Un polipéptido que tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 4 salvo por al menos una
mutacién de los puntos 1) a 4) siguientes:

1) la 42% alanina esta sustituida por glicocola,
2) el 43° 4cido glutdmico estd sustituido por alanina,
3) la 46° lisina esta sustituida por dcido glutamico,

4) la 49* asparagina estd sustituida por lisina.

7. El polipéptido de la reivindicacién 6, que comprende todas las mutaciones 1) a 4).

8. Un DNA que codifica el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7.

9. Un vector que comprende el DNA de la reivindicacién 1, 2 u 8.

10. El vector de la reivindicacién 9, en el que dicho vector es un plasmido, plasmido que es seleccionado del grupo
que consiste en:

(a) el plasmido pNTOM3, que es obtenible de E.coli HB101 (pNTOM3) FERM BP-10368;
(b) el plasmido pPNTOM4, que es obtenible de E.coli HB101 (pNTOM4) FERM BP-10369; y
(c) el plasmido pNTOMS, que es obtenible de E.coli HB101 (pNTOMS) FERM BP-10370.

11. El vector de la reivindicacién 9, que comprende ademds un DNA que codifica un polipéptido que tiene una
actividad glucosa deshidrogenasa.

12. El vector de la reivindicacion 11, en el que el polipéptido que tiene una actividad glucosa deshidrogenasa es
una glucosa deshidrogenasa procedente de Bacillus megaterium.

13. Una célula transformada obtenida al transformar una célula huésped con el vector de cualquiera de las reivin-
dicaciones 9 a 12.

14. La célula transformada de la reivindicacién 13, en que la célula huésped es Escherichia coli.

15. La célula transformada de la reivindicacion 14, en que dicha E. coli es seleccionada del grupo que consiste en:

(a) E.coli HB101 (pNTOM3) FERM BP-10368;

(b) E.coli HB101 (pNTOM4) FERM BP-10369; y

(c) E.coli HB101 (pNTOMS) FERM BP-10370.

16. Un método para producir un alcohol épticamente activo, que comprende hacer reaccionar el polipéptido de
cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7 o la célula transformada de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, o un
producto tratado de la misma, con un compuesto que tiene un grupo carbonilo.

17. El método de la reivindicacién 16, en el que el compuesto que tiene un grupo carbonilo es (3S)-1-cloro-3-terc-

butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanona, representada por la susodicha férmula (1), y el alcohol épticamente activo
es (2R,3S)-1-cloro-3-terc-butoxicarbonilamino-4-fenil-2-butanol, representado por la susodicha férmula (2).
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<110> Kaneka Corporation

<120> NUEVA CARBONIL REDUCTASA, GEN DE LA MISMA Y METODO PARA USAR LA MISMA

<130> B040342W001-

<150> JP2004-231226
<151> 2004-08-06

<160> 16

<170> Patentln, version 3.1

<210>1

<211> 756
<212> DNA

<213> Ogataea minuta var. minuta

<400> 1

<210>2

atggctaaga

acccaattga.

getggtgcac
gcaatccagg
gatattgetc
agagaageat
gaaatccacc
goaggegtcta
gcactgaact
gtegecgcttic
gcaaacggag
agtgecgeac

attaatgtteg

<211> 756
<212> DNA

<213> Ogataea minuta var. minuta

ctgtetattt
glgcaaacce
tcctggaact
agtcgattiga
tgatcaatge
tcattgacca
aattcatget
ttcagggceeca
acgcggcceg
acccaggtat
acgagcaget
aatgeatteg

cagaccagtt

ES 2317277 T3

LISTA DE SECUENCIAS

cattgccgga
agagaaccat
tgccaagaag
gggtttgtce
cggaglitgga
ctggactaca
gaagagagaa
cttgecctgtt
gaaactttct
gettctgaca
tgecegogtee
tgcaatgeag

tgacattcea

goatcgagag
gtgattgcct
gacaacgtee
caacagattg
tactcaatgt
aattectctgg
actcgaaaag
tccgtgagte
gacgaatgcet
gacatggeta
atcaacagta
agtcttacaa

ttctag

ggatteggect
cgtacagatc
acactgttgt
tgaagctgac
actctctact
gtccaatcct
tettetteat
catacggtat
acaaagacgg
tegagagtat
ttgcaattag

agcagagcaa

cgagattgca
1gaaaagact
gttggatatt
gegacggaatt
cgaatgtice
ggtgtataag
gtctagegga
gtcgaageca
ctttactatt
tgagattatg
tacagacact

cegtagattc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
156
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<400> 2

<210>3

atgaccaaga ctgtttattt
actcagetga gtegccaacce
gcagctegage tgetcaaact
ggtagccaag gttctattga
gatattactc tgatcaatge
agagagacat ttattgatca
gagattcatc agttcatget
geaggctcta tccagtetet
gecactgaact atgcggtccg
gtgatgttge acccaggagt
gccaatggaa atgctcagat
agecgetgecac agactattgg

atcggagtcg cagaccagtt

<211> 251
<212> PRT

<213> Ogataea minuta var. minuta

ES 2317277 T3

cattgccgga gcttectagag

agataattat gttattggtt
gegccaacaaa gaaaatgtcg
agcegctteca geacaaatct
cggaattgeg tactcaatgt

ctggaccaca aattcottgg

gaagagagaa acicgtaagg
attgectatt tcaaccagtg
gaagetttct gatgaatget
ggtggccaceg gatatgggce
tatctcttat attgaatcca

tgcaatgecaa getettgaca

cgacattcca ttttaa

gtattggecet
cttacagaac
acactgttet
caaagctgac
actctatttt
gtccaatcat
tgttttteat
cttacggtat
acaaggacaa
gggaaactac
tatctttgce

agcagagcaa

tgaggttegce
ggagaaaact
cctagacatt
ggacggaatc
cgagtettce
gctctacaag
gtctagtgea
gtcgaagget
cttcaccatt
caagatcatg
geccgetaca

tggtagette

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
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<400> 3

<210>4

?et Ala Lys

Leu Glu lie

Ala Ser Tyr
35

Lys Lys Asp
50

Ser lle Glu
65

Asp lle Ala
Leu Glu Cys

Leu G6ly Pro
115

Arg Glu Thr
130

Gin Gly His
145

Ala Leu Asn
Gly Phe Thr

Gly Met Giu
195

Ala Ser tle
210

Cys lle Gly Ala Met GIn Ser
225 230

Thr gal Tyr Phe
Ala Thr GIn Leu
20

Arg Ser Glu Lys

ES 2317277 T3

Thr Ala Gly Ala Leu
40

Asn Val Asp Thr Val Val Leu Asp lle
55 60

Gly Leu Ser
70
Leu Ile Asn
85

Ser Arg Glu

100

1le Leu Val

Arg Lys Val

Leu Pro Val

Tyr Ala Ala
165

lle Val Ala

180

Ser ile Glu

Asn Ser lle

Gln Gin lle Val Lys Leu
15
Ala Gly Val Gly Tyr Ser
S0
Ala Phe Ile Asp His Trp
105

Lys Glu lle His GiIn
120

Tyr

Phe Phe Met Ser Ser Gly
135 140

Ser Val Ser Ala Tyr Gly
155

150

Arg Lys Leu Ser Asp Glu
170

Leu His Pro Gly Met val
185

lle Met Ala Asn Gly Asp

200

Ala
215

lle Ser Thr Asp Thr
220

Leu Thr Lys Gin Ser
235

Ile Asn Val Ala ng Gin Phe Asp lle Pro Phe

<211> 251
<212> PRT

250

<213> Ogataea minuta var. minuta

Leu

45

Ala

Thr

Met

Thr

Phe

125

Ala

Met

Cys

Leu

Glu

205

Ser

Asn

Ite Ala Gly Ala Ser Arg Gly lle Gly
10 15

Ser géa Asn Pro Glu Asn His Val lle

30
Glu Leu Ala
ile Gln Glu
Asp Gly lle
80
Tyr Ser leu
$5
Thr Asn Ser
110
Met Leu Lys
Gly Ser ile
Ser Lys Ala
160
Tyr Lys Asp
175
Thr Asp Met
190
Gln Leu Ala

Ala Ata Gin

Gly Arg Phe
240



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 4

Het Thr
i

Leu Glu
Gly Ser
Asn Lys

50

Ser i{le
65

Asp lle
Phe Glu
Leu Gly

Arg Glu
130

Gin Ser
Ala Leu
Asn Phe
Gly Arg

Ser Tyr
210

Thr tle
225

tle Gly

<210> 5
<211>20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 1

Lys

Val

Thr

Cys

Pro

115

Thr

Leu

Asn

Thr

Glu

195

lle

Gly

Val

Thr Val
5

Ata Thr
20

Arg Thr
Asn Val
Ala Leu

Leu tle
85

Ser Arg
100

lle Met
Arg Lys
Leu Pro
Tyr Ala

165

Ile Val
180
Thr Thr

Glu Ser

Ala Met

Tyr

Gin

Glu

Asp

Pro

70

Asn

Glu

Leu

Val

Val

Met

Lys

fle

Gin
230

ES 2317277 T3

Phe |le Ala

Leu Ser Ala
25

Lys Thr Ala
40

Thr val val
55

Ala Gin lle

Ala Gly lle

Thr Phe 1le
105

Tyr Lys Glu
120

Phe Phe Met
135

Ser Thr Ser

Arg Lys Leu

Leu His Pro
185

lle Met Ala
200

Ser Leu Pro
215

Ala Leu Asp

Ala Asp Gin Phe Asp lle

245

Gly

10

Asn

Ala

Leu

Ser

Ala

30

Asp

lle

Ser

Ala

Ser

170

Gly

Asn

Pro

Lys

Pro
250

Ala Ser Arg Gly :ée Gly

Pro Asp Asn Tyr
30

Glu

Asp

Lys

75

Tyr

His

His

Ser

Tyr

155

Asp

Val

Gly

Ala

Gin

235

Phe

Leu Leu
45

lle Gly
60

Leu Thr
Ser Net
Trp Thr

Gln Phe
125

Giy Gly
140

Gly Met
Glu Cys
Val Ala

Asn Ala
205

Thr Ser
220

Ser Asn

Lys

Ser

Asp

Tyr

Thr

110

Met

Gly

Ser

Tyr

Thr

180

Gln

Ala

Gly

Val lle

Leu Ala

Gln Gly

Gly lle

80

Ser lle
95

Asn Ser

Leu Lys

Ser lle

Lys Ala

160

Lys Asp

175

Asp Met

lie lle

Ala Gin

Arg Phe
240
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<220>

<221> caracteristica varia
<222> (3)..(3)

<223> nrepresenta a, t,go ¢

<220>

<221> caracteristica varia
<222> (6)..(6)

<223> nrepresentaa,t,goc

<220>

<221> caracteristica varia
<222> (18)..(18)

<223> nrepresentaa, t,goc

<400> 5

acngtntayt tyathgcngg

<210> 6
<211>20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 2

<220>
<221> caracteristica varia
<222> (3)..(3)

<223> nrepresenta a, t,go ¢

<400> 6

atnggdatrt craaytgrtc

<210>7

<211> 703

<212> DNA

<213> Ogataea minuta var. minuta

ES 2317277 T3

20

20
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277 T3

tcgagattge aacccaatig agtgcaaacc cagagaacca

ctectggaac ttgccaagaa

tgttggatat tgcaatccag gagtcgattg agggttigte

ctgatcaatg ccggagttee

tcgaatgtic cagagaagca ttcattgacc actggactac

tgetgtataa ggaaatccac caattcatge tgaagagaga

attcagggce acttgeotet

agcactgaac tacgcggccc ggaaactttce:
gctttactat tgtgecectt cacccagegta tggttctgac
ttgagattat ggcaaacgga gacgagcagc ttgecgegtc
tagtgcecgca caatgcatteg gtgcaatgea

ES 2317

<400> 7

agcatcgaga geggattggee

tgtgattgee tcgtacagat ctgaaaagac tgetggtgea

ggacaacgtg gacactgttg

ccaacagatt gtgaagctga cggacggaat tgatattget

atactcaatg tactctctac

aaattctctg ggtccaatce

aactcgaaaa gtgttcttca tgtctagegg agecagegtct

ttccgtgagt gcatacggta tgtcgaagge

tgacgaatgc tacaaagacg

agacatgggt atggagagta

catcaacagt attgcaatta gtacagacac

gagtcttaca aagcagagca acggtagatt cattaatgtt gca
<210> 8
<211> 703
<212> DNA

<213> Ogataea minuta var. minuta

<400> 8

agcttctaga
tgttattesgt
agaaaatgtc
agcacaaatc
gtactcaatg
aaattccttg
aactcgtaag
ttcaaccagt
tgatgaatge
ggatatggec
tattgaatce
agctettgac

<210>9
<211>28
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 3

ggtattggce
tcttacagaa
gacactgtig
tcaaagctga
tactctattt
getccaatca
gtgtttttca
gettacggta
tacaaggaca
cgggaaacta
atatctttgc

aagcagagca

ttgaggttec
cggagaaaac
tcctagacat
cggacggaat
tcgagtettic
tgctctacaa
tegtctagteg
tgtcgaagge
acttcaccat
ccaagatcat
cgcecgetac

atggtaggtt

cactcagcte
tgcageteag
teggtagecaa
cgatattact
cagagagaca
ggagattcat
aggaggectct
tgcactgaac
tgtgatgttg
geccaatgga
aagegeotgea

catcggagtc

agtgeccaace cagataatta
ctgctcaaac tggccaacaa
gegttctattg aagcgcttce
ctgatcaatg ccggaattec
tttattgatc actggaccac
cagticatge tgaagagaga
atccagtcte tattgcctat
tatgcggtcc ggaagettte
cacccaggag tggtgeccac
aatgctcaga ttatctctta
cagactattg gtgcaatgea

gca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
703

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
703
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ES 2317277 T3

<400> 9
gtgcatatga ccaagacigt ttatttca

<210> 10
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 4

<400> 10
gtcgaatict tattaaaatg gaatgtcgaa

<210> 11
<211>28
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 5

<400> 11
gtgcatatgg ctaagactgt ctatttca

<210> 12
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 6

<400> 12
gtcgaattct tactagaatg gaatgtcaaa

<210> 13
<211> 32
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 7

<400> 13

gccgaattct aaggaggtta acaatgtata aa
<210> 14
<211> 28

<212> DNA
<213> Artificial

28

28

30

30

32
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<220>
<223> Cebador 8

<400> 14

gcggtcgact tatcegegte ctgettgg

<210> 15
<211> 756
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> DNA mutante 1

<400> 15

atgaccaaga ctgtttattt
actcagctga gtgccaacce
gcaggtegcege tgctegaact
ggtagccaag gttcotattga
gatattactc tgatcaatgc
agagagacat ttattgatca
gagattcatc agttcatgct
ggaggetcta tccagtetet
geactgaact atgcggteceg
gtgatgttegc acccaggagt
gccaatggaa atgectcagat
agegetgeac agactatteg
atcggagtcg cagaccagtt

<210> 16
<211> 251
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Polipéptido mutante 1

cattgeccgea
agataattat
gEccaagaaa
agegettcca
cggaattgcg
ctggaccaca
gaagagagaa
attgcctatt
gaagoetttct
getggecacg
tatctettat
tegcaatgeaa

cgacattcca

ES 2317277 T3

28

gettctagag
gttattgett
gaaaatgtcg
gcacaaatcet
tactcaatgt
aattccttgg
actcgtaagg
tcaaccagtg
gatgaatgct
gatatgggee
attgaatcca
getcttgaca
ttttaa

gtattggcct tgaggttgce
cttacagaac ggagaaaact
acactgttgt cctagacatt
caaagctgac ggacggaatc
actctatttt cgagtgtice
gtccaatcat getctacaag
tgtttttcat gtotagteea
cttacggtat gtcgaagget
acaaggacaa cttcaccatt
gggaaactac caagatcatg
tatctttegcc gcecgctaca

agcagagcaa tgetaggttic

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
156
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<400> 16

?et Thr Lys Thr gal Tyr Phe

Leu Glu Va) Aéa Thr Gin Leu
2

Gly Ser ggr Arg Thr Glu Lys

Lys Lys Glu Asn Val Asp Thr
50 55

Ser lle

Glu Ala Leu Pro Ala
65 70

Asp lle Thr Leu ége Asn Ala

Phe Glu Cys Ser Arg Glu Thr
100

Leu Gly Pro lle Net Leu Tyr

115

Arg Gl

u Thr Arg Lys Val Phe
130 135

Gln Ser

Leu Leu Pro {le Ser
145 150

Ala Leu Asn Tyr Ala Val Arg
165

Asn Phe le Val Net Leu

Thr |
180

Gly Arg Glu Thr Thr Lys lle

195

Ser Tyr

lle Glu Ser lle Ser
210 21

5

Thr lle

Gly Ala Met GIn Ala
225 230

[le Gty Val Ala Asp Gln Phe
245

ES 2317277 T3

Ala Asn
25

Ser

Thr
40

Ala Gly

Val Val Leu

Gln lle Ser

Gly lle Ala

90

Phe lle Asp

105

Lys Glu fle

120

Phe Net Ser

Thr Ser Ala

Lys Leu Ser

170

His Pro Gly
185

Met Ala Asn
200
Leu Pro Pro

Leu Asp Lys

Asp lie Pre
250

Pro Asp Asn

Ala Leu Leu

45

Asp lle Gly
60

Lys Leu Thr
75

Tyr Ser Met

His Trp Thr

His Gin Phe

125

Ser Gly
140

Gly

Tyr Gly
155

Met

Asp Glu Cys

Yal Val Ala

Gly Asn Ala

205

Ala Thr Ser
220

GIn Ser Asn
235

Phe

Ala Gly Ala Ser Arg Gly lle Gly
10 15

Tyr Vat {le
30

Glu Leu Ala
Ser Gin Gly
Asp Gly lle
80
Tyr Ser lle
g5
Thr Asn Ser
110
Met Leu Lys
Giy Ser lle
Ser Lys Ala
160
Tyr Lys Asp
175
Thr Asp Met
190
Gln tle 1le

Ala Ala Gin

Gly Arg Phe
240



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	Lista de Secuencias

