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DESCRIPCION

Procedimiento para producir éster nucledsido-5’-fosfato.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para producir éster nucledsido-5’-fosfato. La presente invencion
también se refiere a una nueva fosfatasa dcida, a un gen que codifica la fosfatasa dcida, a un ADN recombinante
que contiene el gen y a un microorganismo que hospeda el ADN recombinante, que son ttiles para producir el éster
nucledsido-5’-fosfato. El éster nucledsido-5’-fosfato es titil como condimento, como producto farmacéutico y una
materia prima para producir tales sustancias.

Técnica anterior

Se conocen métodos de fosforilacion bioquimica de un nucledsido para producir éster nucledsido-5’-fosfato, uti-
lizando los siguientes donantes de grupos fosfato, que incluyen un método que utiliza 4cido p-nitrofenilfosférico
(documento de Patente Japonesa, N° de Publicacién 39-29858), un método que utiliza dcido fosférico inorgédnico (do-
cumento de Patente Japonesa N° de publicacién 42-1186), un método que utiliza dcido polifosférico (documento de
Patente Japonesa puesta a disposicién del publico N° 53-56390), un método que utiliza 4cido acetilfosférico (docu-
mento de Patente Japonesa puesta a disposicion del publico N° 56-82098) y un método que utiliza adenosin trifosfato
(ATP) (documento de Patente Japonesa puesta a disposicién del piblico N° 63-230094). Sin embargo estos métodos
no han sido satisfactorios para producir éster nucledsido-5’-fosfato eficazmente y de forma econdémica porque los
sustratos que deben utilizarse son caros o porque se producen productos secundarios en la reaccion.

Por lo tanto, los presentes inventores han desarrollado un método para producir eficazmente éster nucledsido-5’-
fosfato sin producir como subproductos los isémeros 2’- y 3’-nucleétido, permitiendo que las células de un microorga-
nismo especifico actien en condiciones dcidas, sobre un nucledsido y un donante de grupos fosfato seleccionado entre
el grupo que consiste en dcido polifosférico o una de sus sales, dcido fenilfosférico o una de sus sales y carbamilfosfato
o una de sus sales (documento de Patente Japonesa puesta a disposicion del publico N° 7-231793).

Sin embargo, incluso este método ha tenido los siguientes inconvenientes. Principalmente, por ejemplo, una parte
del sustrato se degrada durante la reaccién debido a una actividad degradante del nucledsido que existe desafortuna-
damente en pequeiia cantidad en las células del microorganismo que se debe utilizar. Ademads, si la reaccién continda,
el éster nucledsido-5’-fosfato producido y acumulado se degrada. Por lo tanto, se producen productos secundarios en
la solucién de la reaccion y ha sido imposible obtener un rendimiento suficiente. Ademads, la reaccion no se puede
realizar si el sustrato se afiade en una concentracion elevada, debido a una baja actividad de transfosforilacién por
célula microbiana.

Descripcion de la invenciéon

La presente invencién proporciona adecuadamente un método para producir de forma econémica y eficaz éster
nucledsido-5’-fosfato. En esta memoria se describe una enzima, un gen que codifica la enzima, un ADN recombinante
que contiene el gen y un microorganismo que hospeda el ADN recombinante, los cuales son ttiles para el método para
producir éster nucledsido-5’-fosfato.

Como resultado de varias investigaciones realizadas por los presentes inventores con el fin de desarrollar un méto-
do para producir éster nucledsido-5’-fosfato que sea més eficaz que los métodos convencionales, se ha encontrado que
el éster nucledsido-5’-fosfato puede producirse eficazmente con un alto rendimiento, permitiendo que una fosfatasa
dcida purificada a partir de un extracto exento de células de un microorganismo, actiie en condiciones de pH de 3,0
a 5,5 sobre un nucleésido y un donante de grupos fosfato seleccionado entre el grupo que consiste en dcido polifos-
férico o una de sus sales, dcido fenilfosférico o una de sus sales y carbamilfosfato o una de sus sales. Ademas, los
presentes inventores han logrado obtener genes de tipo silvestre que codifican las fosfatasas dcidas de varias bacterias
y genes que codifican las fosfatasas dcidas que tienen menor actividad fosfomonoesterasa a partir de la bacteria perte-
neciente al género Morganella y de la bacteria que pertenece al género Escherichia. Ademads, los presentes inventores
han encontrado que la productividad del éster nucledsido-5’-fosfato puede mejorarse de forma notable, expresando
el gen en una gran cantidad segin técnicas de modificacion genética. De este modo se ha completado la presente
invencion.

A saber, la presente invencién proporciona un método para producir éster nucledsido-5’-fosfato que comprende
las etapas de permitir que una fosfatasa dcida, preferentemente una fosfatasa dcida que tiene una actividad fosfomo-
noesterasa menor, actie bajo una condicién de pH de 3,0 a 5,5, sobre un nucleésido y un donante de grupos fosfato
seleccionado entre el grupo consistente en 4cido polifosférico o una de sus sales, dcido fenilfosférico o una de sus
sales y carbamilfosfato o una de sus sales para producir éster nucleésido-5’-fosfato y recogerlo.

En esta memoria se describen fosfatasas dcidas mutantes que tienen menor actividad fosfomonoesterasa, genes
que codifican las fosfatasas 4cidas, ADNs recombinantes que contienen los genes y microorganismos que hospedan el
ADN recombinante.
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También se describen las fosfatasas dcidas obtenidas a partir de bacterias pertenecientes al género Escherichia, En-
terobacter, Klebsiella o Serratia, los genes que codifican las fosfatasas dcidas, los ADNs recombinantes que contienen
los genes y los microorganismos que hospedan el ADN recombinante.

La presente invencion se explica mds detalladamente a continuacion.
<1> Preparacion de la fosfatasa dcida

La fosfatasa dcida que se va a utilizar en la presente invencion no estd limitada especificamente mientras que
catalice la reaccién para producir éster nucledsido-5’-fosfato por transferencia del grupos fosfato al nucleésido, a partir
del donante del grupos fosfato, seleccionado entre el grupo que consiste en dcido polifosférico o una de sus sales, dcido
fenilfosférico o una de sus sales y carbamilfosfato o una de sus sales, en condiciones de pH de 3,0 a 5,5. Tal fosfatasa
dcida incluye preferiblemente las obtenidas a partir de microorganismos. En una realizacién especialmente preferida,
la presente invencién utiliza una enzima obtenida a partir de una bacteria que pertenece a los géneros Morganella,
Escherichia, Providencia, Enterobacter, Klebsiella o Serratia. Ejemplos representativos de tales bacterias incluyen las
siguientes cepas bacterianas:

Morganella morganii NCIMB 10466

Morganella morganii IFO 3168

Morganella morganii IFO 3848

Escherichia blattae JCM 1650

Escherichia blattae ATCC 33429

Escherichia blattae ATCC 33430

Providencia stuartii ATCC 29851

Providencia stuartii ATCC 33672

Enterobacter aerogenes IFO 12010

Enterobacter aerogenes IFO 13534

Klebsiella planticola IFO 14939

Klebsiella planticola TAM 1133

Serratia ficaria IAM 13540

Serratia marcescens 1AM 12143.

Se sefiala que la fosfatasa dcida (EC 3.1.3.2) es originariamente una enzima que cataliza una reaccién para hidro-
lizar el éster fosfato en condiciones 4cidas, y tiene actividad nucleotidasa para degradar el éster nucle6sido-5’-fosfato
producido por la reaccién de transfosforilacion (de aqui en adelante, la actividad nucleotidasa se denomina ““actividad
fosfomonoesterasa”). Incluso una fosfatasa 4cida tal se puede utilizar en el método para producir éster nucledsido-5’-
fosfato de la presente invencién. Sin embargo, para obtener éster nucledsido-5’-fosfato con un alto rendimiento, es
deseable utilizar la fosfatasa dcida mutante en la que la actividad fosfomonoesterasa es menor en comparacién con la
fosfatasa dcida de tipo silvestre producida por la bacteria, tal y como se ha descrito anteriormente (de aqui en adelante
denominada simplemente “fosfatasa dcida mutante”, si es necesario).

La fosfatasa dcida mutante se obtiene mediante la expresién de un gen mutante obtenido mutando directamente
un gen que codifica una fosfatasa 4cida, tal y como se ha descrito anteriormente. Alternativamente, la fosfatasa dcida
mutante puede obtenerse también tratando un microorganismo que produce una fosfatasa dcida con irradiacién de luz
ultravioleta o con un agente mutante, utilizado generalmente para la mutacién artificial, tal como N-metil-N’-nitro-
N-nitrosoguanidina (NTG), y cultivando un microorganismo mutado para producir una fosfatasa dcida mutante que
tenga menos actividad fosfomonoesterasa.

Se puede obtener una proteina que tenga actividad fosfatasa dcida a partir de los microorganismos tal y como se
ha descrito anteriormente, cultivando la cepa microbiana que tiene la actividad en un medio apropiado, recogiendo
las células microbianas proliferadas, rompiendo las células microbianas para preparar un extracto exento de células y

purificando adecuadamente la proteina a partir del mismo.

El medio para cultivar el microorganismo no se limita especificamente, por lo que puede disponerse un medio
comun que contenga una fuente comun de carbono, una fuente de nitrégeno, iones inorgdnicos y, opcionalmente, una
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fuente de nutrientes orgdnicos. La fuente de carbono que puede ser utilizada adecuadamente incluye, por ejemplo,
sacéridos, tales como glucosa y sacarosa, alcoholes tales como glicerol y 4dcidos organicos. La fuente de nitrégeno que
puede utilizarse incluye, por ejemplo, amoniaco gaseoso, amoniaco acuoso y sales de amonio. Los iones inorganicos
que pueden utilizarse adecuadamente si es necesario incluyen, por ejemplo, ion magnesio, ion fosfato, ion potasio, ion
hierro e ion manganeso. La fuente de nutrientes orgdnicos que puede utilizarse adecuadamente incluye, por ejemplo,
vitaminas y aminodcidos asi como aquellas que las contengan, tales como extracto de levaduras, peptona, extracto de
carne, liquido de maceracion de maiz, hidrosilato de caseina e hidrosilato de semillas de soja.

Las condiciones del cultivo tampoco se limitan especificamente. Los microorganismos se pueden cultivar, por
ejemplo, en condiciones aerobias durante aproximadamente 12 a 48 horas, controlando adecuadamente el pH y la
temperatura con intervalos de pH de 5 a 8 y de temperatura de 25 a 40°C.

Las células microbianas proliferadas se pueden recoger a partir de un liquido del cultivo, por ejemplo, por centri-
fugacion. El extracto exento de células se prepara a partir de las células microbianas recogidas, utilizando un método
convencional. A saber, el extracto exento de células se obtiene rompiendo las células microbianas mediante un mé-
todo tal como tratamiento con ultrasonidos, molino dyno y prensa francesa, y eliminando los residuos celulares por
centrifugacion.

La fosfatasa dcida se purifica a partir del extracto exento de células, utilizando una combinacién adecuada de
técnicas utilizadas generalmente para la purificacion de enzimas, tales como el fraccionamiento con sulfato aménico,
la cromatografia de intercambio i6nico, la cromatografia hidréfoba, la cromatografia de afinidad, la cromatografia de
filtracion en gel y la purificacién isoeléctrica. En lo que respecta a la precipitacion, no es necesariamente indispensable
purificar completamente la fosfatasa 4cida. Es suficiente lograr la eliminacién de los contaminantes, tales como una
enzima que participa en la degradacién del nucledsido como sustrato.

<2> Preparacion del gen de la fosfatasa dcida

Un fragmento de ADN que contiene un gen estructural que codifica la proteina que tiene la actividad fosfatasa
dcida, puede clonarse a partir de, por ejemplo, células del microorganismo que tienen la actividad enzimética. El
método de clonacién incluye, por ejemplo, un método en el que una genoteca de expresién génica de cromosomas se
escruta utilizando la actividad enzimdtica como indice, un método en el que se prepara un anticuerpo contra la proteina
para escrutar una genoteca de expresion génica de cromosomas, y un método en el que se analiza una secuencia de
aminodcidos, tal como una secuencia N-terminal de la proteina purificada, en funcién de la cual se prepara una sonda
para escrutar una genoteca.

Especificamente, los genes que codifican la fosfatasa acida de Morganella morganii, Escherichia blattae, Provi-
dencia stuartii, Enterobacter aerogenes, Klebsiella planticola, Serratia ficaria o Serratia marcescens descritas ante-
riormente, pueden clonarse preparando una genoteca de expresion génica de cromosomas de cada uno de los microor-
ganismos y escrutando la genoteca utilizando la actividad fosfatasa como indice.

A saber, se puede preparar una genoteca de expresion génica de cromosomas, preparando en primer lugar el
ADN cromosémico procedente de las bacterias anteriores, degraddndolo parcialmente con una enzima de restriccién
adecuada, ligdndolo posteriormente con un vector replicable de forma auténoma en Escherichia coli, y transformado
Escherichia coli con el ADN recombinante obtenido. Se puede emplear una gran variedad de enzimas de restriccion
para la digestién del ADN cromosémico, ajustando el tiempo de la reaccion de la digestion para ajustar el grado de
digestion. Se puede utilizar cualquier vector para clonar el gen, con la condicién de que sea replicable auténomamente
en Escherichia coli. Es posible utilizar, por ejemplo, pUC19, pUC118, pHSG298, pBR322 y pBluescript II.

El vector puede ligarse con el fragmento de ADN que contiene el gen que codifica la fosfatasa dcida para preparar
el ADN recombinante realizando previamente la digestion del vector con la misma enzima de restriccién que se ha
utilizado para la digestién del ADN cromosémico, o con una enzima de restriccién que genera un borde escindido,
complementario a un borde escindido del fragmento de ADN cromosémico, y ligdndolo con el fragmento de ADN
utilizando una ligasa, tal como la ligasa T4 de ADN. Cualquier cepa microbiana puede utilizarse como receptor del
ADN recombinante preparado, con la condicién de que sea apropiada para la replicacion del vector. Es posible utilizar,
por ejemplo, cepas microbianas de Escherichia coli, tales como HB101, JM109 y DHS.

Los transformantes obtenidos de este modo se hacen crecer en un medio de agar para formar sus colonias. A
continuacidn, cuando se vierte una solucién de reaccion que contiene dcido p-nitrofenilfosférico sobre una superficie
del medio para realizar la reaccidn, entonces una cepa que ha expresado la actividad fosfatasa, libera p-nitrofenol
y presenta color amarillo. Se puede elegir un transformante que hospede un fragmento de ADN que contenga el
gen que codifica la fosfatasa dcida deseada, realizando la reaccién descrita anteriormente en condiciones 4cidas, y
seleccionando el transformante utilizando el desarrollo del color como indice.

A continuacién, un ADN recombinante se recupera a partir del transformante seleccionado para analizar la estruc-
tura del fragmento de ADN que contiene el gen que codifica la fosfatasa acida, ligada con el vector. Una secuencia de
nucledtidos del gen que codifica la fosfatasa dcida se muestra en la secuencia SEQ ID NO: 2 de la Lista de Secuencias,
en el caso de un gen obtenido a partir de Morganella morganii NCIMB 10466, la secuencia SEQ ID NO: 9 de la Lista
de Secuencias, en el caso de un gen obtenido a partir Escherichia blattae JCM 1650, la secuencia SEQ ID NO: 17 de
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la Lista de Secuencias en el caso de un gen obtenido a partir de Providencia stuartii ATCC 29851, la secuencia SEQ
ID NO: 19 de la Lista de Secuencias en el caso de un gen obtenido a partir de Enterobacter aerogenes IFO 12010, la
secuencia SEQ ID NO: 21 de la Lista de Secuencias en el caso de un gen obtenido a partir de Klebsiella planticola
IFO 14939 o la secuencia SEQ ID NO: 23 de la Lista de Secuencias en el caso de un gen obtenido a partir de Serratia
ficaria IAM 13540.

Las secuencias de aminoacidos deducidas de las fosfatasas dcidas codificadas por los genes anteriores, se ilustran en
las secuencias SEQ ID NOs: 4, 11, 18, 20, 22 y 24. En la presente invencidn, se utilizan preferiblemente las fosfatasas
dcidas codificadas por los genes anteriores. También se utiliza preferiblemente en la presente invencién la fosfatasa
dcida que comprende una secuencia de aminodcidos que es esencialmente idéntica a una secuencia de aminodcidos
de una cualquiera de las fosfatasas dcidas codificadas por los genes anteriores. La expresion “esencialmente idéntica”
significa que las secuencias de aminodcidos de las fosfatasas dcidas pueden presentar sustitucion, delecion, insercién
o transicion de uno o de varios restos de aminodcidos, sin perder la actividad para producir éster nucledsido-5’-fosfato
(de aqui en adelante denominada “actividad de transfosforilacién™).

<3> Preparacion del gen que codifica la fosfatasa dcida mutante

La fosfatasa dcida de tipo silvestre obtenida tal y como se ha descrito anteriormente, tiene actividad fosfomo-
noesterasa. Por lo tanto, la actividad fosfomonoesterasa puede servir como un factor que produzca la degradacién
acompafiante del producto, a medida que el tiempo de reaccion transcurra en la produccion del éster nucleésido-5’-
fosfato, lo que da como resultado una disminucién del rendimiento de la reaccién. Con el fin de superar tal circunstan-
cia, es ventajoso producir una mutacién artificial en el gen que codifica la fosfatasa acida, de manera que disminuya
la actividad fosfomonoesterasa.

Los métodos de mutagénesis dirigida al sitio para producir la mutacién deseada en un lugar deseado del ADN
incluyen, por ejemplo, un método que utiliza la PCR [Higuchi, R., 61, en PCR Technology, Erlich, H. A. compiladores,
Stockton Press (1989); Carter, P., Meth. in Enzymol., 154, 382 (1987)] y un método que utiliza un fago (Kramer, W. y
Frits, H. J., Meth. in Enzymol., 154, 350 (1987); Kunkel, T. A. y col., Meth. in Enzymol. 154, 367 (1987)).

La fosfatasa dcida mutante que tiene la actividad fosfomonoesterasa disminuida se ejemplifica por la fosfatasa
dcida que comprende una secuencia de aminodcidos que es esencialmente idéntica a la secuencia de aminodcidos
seleccionada a partir del grupo consistente en las secuencias ilustradas por las secuencias SEQ ID NOs: 4, 11, 18, 20,
22 y 24 de la Lista de Secuencias, y tiene una mutacién que disminuye la actividad fosfomonoesterasa de la fosfatasa
dcida de tipo silvestre. Concretamente, la fosfatasa dcida mutante que tiene la actividad fosfomonoesterasa disminuida
se ejemplifica para la enzima obtenida a partir de Morganella morganii NCIMB 10466, con una en la que el resto
72° de glicina y/o el resto 151° de isoleucina, se sustituye con otro resto aminodcido en una secuencia de aminoacidos
ilustrada en la secuencia SEQ ID N°: 4 en la Lista de Secuencias. En los Ejemplos descritos a continuacién, un gen que
codifica la fosfatasa dcida mutante se ilustra como un ejemplo en el que el resto 72° de glicina se sustituye con un resto
de 4cido aspartico, y el resto 151° de isoleucina se sustituye con un resto de treonina. Por otro lado, la fosfatasa dcida
que tiene una actividad fosfomonoesterasa disminuida se ejemplifica, para la enzima obtenida a partir de Escherichia
blattae JCM 1650, por una en la que el resto 74° de glicina y/o el resto 153° de isoleucina se sustituye por otro resto
de amino4cido en una secuencia de aminoacidos ilustrada en la secuencia SEQ ID NO: 11 de la Lista de Secuencias.
En los Ejemplos descritos a continuacion, un gen que codifica la fosfatasa dcida mutante se ilustra como un ejemplo
en el que el resto 74° de glicina se sustituye con un resto de dcido aspartico, y el resto 153° de isoleucina se sustituye
por un resto de treonina.

Por lo tanto, el nucleétido puede sustituirse en el lugar especifico del gen de tipo silvestre, segtin el método de
mutagénesis dirigida al sitio descrito anteriormente, de manera que se codifiquen estas fosfatasas dcidas mutantes. La
mutacién para disminuir la actividad fosfomonoesterasa es adecuadamente un tipo de mutacién en la que la actividad
para producir éster nucledsido-5’-fosfato no disminuye esencialmente en comparacion con la fosfatasa 4cida de tipo
silvestre. Sin embargo, incluso en el caso en el que la actividad para producir éster nucledsido-5’-fosfato disminuya,
serd suficiente si el grado de disminucion de la actividad fosfomonoesterasa es mayor que el de la actividad para
producir éster nucledsido-5’-fosfato, dando como resultado que la relacién entre la actividad fosfomonoesterasa y la
actividad para producir éster nucledsido-5’-fosfato de la fosfatasa dcida mutante disminuye en comparacién con la de
la fosfatasa 4cida de tipo silvestre. Como el grado de disminucién de la actividad fosfomonoesterasa, la actividad se
puede disminuir hasta menos de aproximadamente 40% de la actividad de la enzima de tipo silvestre. Tal y como se
ilustra a continuacion en las realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la fosfatasa acida de Escherichia blattae
JCM 1650 es altamente homéloga a la de Morganella morganii NCIMB 10466, y el resto 72° de glicina y el resto 151°
de isoleucina en una secuencia de aminodcidos ilustrada por la secuencia SEQ ID NO: 4 se corresponden con el resto
74° de glicina y el resto 153° de isoleucina en una secuencia de aminoécidos ilustrada por la secuencia SEQ ID NO:
11, respectivamente. Adicionalmente, ademds de Escherichia blattae JCM 1650, las secuencias de aminodacidos de las
fosfatasas dcidas obtenidas a partir de microorganismos tales como de Providencia stuartii ATCC 29851, Enterobacter
aerogenes IFO 12010, Klebsiella planticola IFO 14939 y Serratia ficaria IAM 13450, tienen una gran homologia con
la de Morganella morganii NCIMB 10466, y las secuencias de aminodcidos de estas fosfatasas dcidas incluyen restos
de aminodcidos que se corresponden cada uno de ellos con el resto 72° de glicina y el resto 151° de isoleucina, en
una secuencia de aminodacidos ilustrada por la secuencia SEQ ID N°: 4, respectivamente. Por lo tanto, los genes que
codifican las fosfatasas dcidas mutantes obtenidas a partir de estos microorganismos, pueden obtenerse tal y como
se ha descrito anteriormente. El resto 92° de glicina y el resto 171° de isoleucina en la secuencia de aminodcidos
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de la fosfatasa acida obtenida a partir de la Providencia stuartii ATCC 29851, Enterobacter aerogenes IFO 12010 o
Klebsiella planticola IFO 14939 ilustradas en las secuencias SEQ ID NO: 18, 20 6 22 y el resto 88° de glicina y el
resto 167° de isoleucina en la secuencia de aminodcidos de la fosfatasa 4cida obtenida a partir de Serratia ficaria IAM
13450 ilustrada en la secuencia SEQ ID NO: 24, respectivamente, se corresponden con el resto 72° de glicina y el resto
151° de isoleucina en la secuencia de aminodcidos ilustrada en la secuencia SEQ ID NO: 4.

<4> Introduccion del gen de la fosfatasa dcida en el hospedador

Se puede obtener un microorganismo recombinante para expresar la actividad fosfatasa dcida a un alto nivel,
introduciendo el fragmento de ADN que contiene el gen que codifica la proteina que tiene la actividad fosfatasa 4cida,
obtenido tal y como se ha descrito anteriormente, en células de un hospedador después de recombinar de nuevo el
fragmento de ADN con un vector apropiado. En tal procedimiento, la fosfatasa 4dcida de tipo silvestre se expresa
utilizando el gen que codifica la fosfatasa dcida de tipo silvestre, mientras que la fosfatasa dcida mutante se expresa
utilizando el gen que codifica la fosfatasa dcida mutante.

El hospedador incluye las cepas microbianas de Escherichia coli, tales como HB101, JM109 y DHS5 descritas
anteriormente. Ademads de estas cepas, se puede utilizar cualquier bacteria como hospedador, con la condicién de que
el origen de replicacién del ADN recombinante construido y el gen de la fosfatasa dcida realicen sus funciones, el ADN
recombinante sea replicable y el gen de la fosfatasa dcida sea expresable. Uno de los hospedadores mds preferidos es
Escherichia coli IM1009.

El vector en el que se incorpora el gen que codifica la fosfatasa acida, no se limita especificamente, con la con-
dicién de que sea replicable en el hospedador. Cuando se utiliza Escherichia coli como hospedador, el vector pue-
de ejemplificarse mediante plasmidos replicables autdbnomamente en esta bacteria. Por ejemplo, es posible utilizar
plasmidos de tipo ColEl, plasmidos de tipo p15A, plasmidos de tipo factor R y pldsmidos de tipo fago. Tales plas-
midos incluyen especificamente, por ejemplo, pBR322 (Gene, 2, 95 (1997)), pUC19 (Gene, 33, 103 (1985)), pU119
(Methods in Enzymology, 153, 3 (1987)), pACYC184 (J. Bacteriol., 134, 1141 (1978)) y pSC101 (Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A., 70, 3.240 (1973)).

Cuando el fragmento de ADN que contiene el gen que codifica la fosfatasa 4cida, contiene un promotor que es
funcional en el hospedador, el fragmento de ADN puede ligarse con el vector tal como es. Cuando el fragmento de
ADN no contiene tal promotor, otro promotor que actie en el microorganismo hospedador, tal como lac, trp y PL,
puede ligarse en una posicién aguas arriba del gen. Incluso cuando el fragmento de ADN contiene el promotor, el
promotor puede sustituirse por otro promotor con el fin de expresar eficazmente el gen que codifica la fosfatasa 4cida.

No hay una limitacién especial para el método de introduccién en el hospedador el ADN recombinante construido
ligando el vector con el fragmento de ADN que contiene el gen que codifica la fosfatasa dcida. El ADN recombinante
puede introducirse en el hospedador utilizando un método convencional. Cuando se utiliza Escherichia coli como
hospedador, es posible utilizar, por ejemplo, el método del cloruro de calcio [J. Mol. Biol., 53, 159 (1970)], el método
de Hanahan [J. Mol. Biol., 166, 557 (1983)], el método de SEM [Gene, 96, 23 (1990)] el método de Chung y col.
[Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 86,2.172 (1989)] y la electroporacién [Nucleic Acids Res., 16, 6.127 (1988)].

El gen de la fosfatasa 4cida puede insertarse en el ADN del vector replicable autonomamente, el cual puede
introducirse en el hospedador de manera que es albergado por el hospedador como ADN extracromosémico, tal y
como se ha descrito anteriormente. Alternativamente, el gen de la fosfatasa dcida puede incorporarse en un cromosoma
del microorganismo hospedador, conforme con un método que utiliza la transduccidn, el transposén (Biotechnol.,
1, 417 (1983)), el fago Mu (documento de Patente Japonesa puesta a disposicién del publico N° 2-109.985) o la
recombinacién homdloga [Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Lab. (1972)].

<5> Expresion del gen de la fosfatasa dcida en el microorganismo recombinante

El transformante obtenido tal y como se ha descrito anteriormente, en el que se ha introducido el ADN recombinan-
te que contiene el gen que codifica la fosfatasa acida, es capaz de expresar la actividad fosfatasa dcida a un alto nivel
en sus células, cultivindolas en un medio apropiado que contenga una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno,
iones inorganicos y opcionalmente una fuente de nutrientes organicos. La fuente de carbono que puede ser utilizada
adecuadamente incluye, por ejemplo, carbohidratos tales como glucosa, alcoholes tales como glicerol y dcidos orga-
nicos. La fuente de nitrégeno que puede utilizarse incluye, por ejemplo, amoniaco gaseoso, amoniaco acuoso y sales
de amonio. Los iones inorgdnicos que pueden ser utilizados adecuadamente si es necesario incluyen, por ejemplo, ion
magnesio, ion fosfato, ion potasio, ion hierro e ion manganeso. La fuente de nutrientes orgdnicos que puede ser utili-
zada adecuadamente incluye, por ejemplo, vitaminas y aminodcidos asi como aquellas que las contienen, tales como
extracto de levadura, peptona, extracto de carne, liquido de maceracién de maiz, hidrosilato de caseina e hidrosilato
de semillas de soja. La cantidad de expresion de la actividad fosfatasa dcida puede aumentarse afiadiendo al medio un
agente inductor de la expresiéon que dependa de un promotor tal como IPTG (isopropil-S-D-tiogalactopiranésido).

Las condiciones del cultivo tampoco estdn especificamente limitadas. El cultivo se puede realizar, por ejemplo, en
condiciones aerobias durante aproximadamente 12 a 48 horas, controlando el pH y la temperatura adecuadamente, con
intervalos de pH de 5 a 8 y de temperatura de 25 a 40°C.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2281 082 T3

A continuacioén, las células microbianas se recogen del cultivo, y se obtiene por ruptura un extracto exento de
células, a partir del cual se puede purificar la fosfatasa dcida. La purificacién se realiza utilizando una combinacién
apropiada de técnicas empleadas generalmente para la purificacion de enzimas, tales como las descritas en el aparta-
do <1> anterior. En lo que se refiere a la purificacidn, no es necesariamente indispensable purificar completamente
la fosfatasa dcida. Es suficiente lograr la eliminacién de contaminantes tales como una enzima que participa en la
degradacion del nucleésido como sustrato.

<6> Produccion del éster nucledsido-5’-fosfato

El éster nucledsido-5’-fosfato se puede producir en una mezcla de reaccién permitiendo que la fosfatasa dcida
obtenida tal y como se ha descrito en el apartado <1> o la fosfatasa 4cida de tipo silvestre o la fosfatasa dcida
mutante obtenida por la expresién del gen en una gran cantidad, de acuerdo con la técnica de modificacién genética
descrita en el apartado <5>, se pongan en contacto y produzcan la reaccién de un nucledsido con un donante de
grupos fosfato, seleccionado entre el grupo que consiste en dcido polifosférico o una de sus sales, dcido fenilfosférico
o una de sus sales y carbamilfosfato o una de sus sales. Con el fin de obtener una productividad elevada en esta
reaccion es importante ajustar el pH de la solucién de reaccién para que sea débilmente dcido en un intervalo de
3,0a5,5.

Cuando el gen que codifica la fosfatasa dcida se expresa en gran cantidad mediante la técnica de modificacién
genética, especialmente cuando el gen que codifica la fosfatasa dcida mutante que tiene la actividad fosfomonoesterasa
disminuida se expresa en gran cantidad, entonces es posible también producir éster nucledsido-5’-fosfato de manera
econdmica y eficaz, utilizando un cultivo que contiene células microbianas del transformante, las células microbianas
separadas y recogidas del cultivo, o un producto obtenido a partir de las células microbianas conforme a, por ejemplo,
un tratamiento inmovilizador, un tratamiento con acetona o un tratamiento de liofilizacién, en lugar de la fosfatasa
cida purificada.

El nucleésido que debe ser utilizado incluye, por ejemplo, nucledsidos de purina, tales como inosina, guanosina,
adenosina, xantosina, purina ribdsida, 6-metoxipurina ribésida, 2,6-diaminopurina ribdsida, 6-fluoropurina ribésida,
6-tiopurina ribdsida, 2-amino-6-tiopurina ribésida y mercaptoguanosina; y nucleésidos de pirimidina tales como uri-
dina, citidina, S-aminouridina, 5-hidroxiuridina, 5-bromouridina y 6-azauridina. Como resultado de la reaccion, estos
nucledsidos de tipo natural y los nucledsidos de tipo no natural se fosforilan especificamente en sus posiciones 5°, y
se producen respectivamente los correspondientes ésteres nucledsido-5’-fosfato.

El nucleésido se afiade adecuadamente a la solucién de la reaccién a una concentracioén de 1 a 20 g/dL. En el
caso de utilizar un nucledsido que sea escasamente soluble en agua, el rendimiento de la reaccién puede aumentarse
afiadiendo 4cido bérico o un tensioactivo tal como dimetilsulféxido.

En lo que respecta al donante de grupos fosfato que debe utilizarse, aquellos utilizables como el 4cido polifos-
férico o una de sus sales incluyen, por ejemplo, dcido pirofosférico, 4cido tripolifosférico, dcido trimetafosfdrico,
dcido tetrametafosférico, dcido hexametafosférico, sus mezclas, sus sales sddicas, sus sales potdsicas y mezclas de
estas sales. Aquellos utilizables como dcido fenilfosférico o una de sus sales incluyen, por ejemplo, fenilfosfato de
disodio, fenilfosfato de dipotasio, anhidrido del dcido O,O-difenilfosférico, y sus mezclas. Aquellos utilizables como
carbamilfosfato o una de sus sales incluyen, por ejemplo, carbamilfosfato de disodio, carbamilfosfato de dipotasio,
carbamilfosfato de diamonio, carbamilfosfato de dilitio, y sus mezclas. La concentracién a la que el donante de grupos
fosfato se utiliza, estd determinada por la concentracién del nucleésido como aceptor de grupos fosfato. El donante de
grupos fosfato se utiliza generalmente en una cantidad que es de 1 a 5 veces la del nucleédsido.

Se obtiene un resultado preferido en la reaccién, generalmente a una temperatura de 20 a 60°C, preferiblemente
de 30 a 40°C, a un pH en una zona ligeramente 4cida de 3,5 a 6,5, preferiblemente de 4,0 a 5,0. La reaccioén puede
realizarse adoptando uno cualquiera de los métodos estacionarios y métodos con agitacion. El tiempo de reaccién se
prolonga dependiendo de las condiciones, tal como la actividad de la enzima que se va a utilizar y la concentracién
del sustrato, sin embargo, es de 1 a 100 horas.

El éster nucledsido-5’-fosfato producido de este modo puede recogerse y ser separado de una mezcla después de
la finalizacién de la reaccidén, adoptando un método para utilizar una resina sintética para la adsorcién, un método para
utilizar un agente de precipitacién y otros métodos convencionales de recogida y separacion.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra la relacién entre el pH de la reaccién y la cantidad de 4cido 5’-inosinico producida en una
reaccion realizada utilizando una enzima obtenida a partir de Morganella morganii.

La Figura 2 ilustra la relacién entre el pH de la reaccién y la cantidad de 4cido 5’-inosinico producida en una
reaccion realizada utilizando una enzima obtenida a partir de Escherichia blattae.

La Figura 3 ilustra un mapa de enzimas de restriccion de un fragmento de ADN cromosémico de Morganella
morganii que contiene un gen que codifica una fosfatasa 4cida.
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La Figura 4 ilustra la cantidad de 4cido 5’-inosinico producida en una reaccién realizada utilizando una cepa que
hospeda el gen de la fosfatasa obtenido a partir de Morganella morganii.

La Figura 5 ilustra la cantidad de 4cido 5’-inosinico producida en las reacciones realizadas empleando un cepa
que hospeda el gen de la fosfatasa dcida de tipo silvestre y una cepa que hospeda el gen de la fosfatasa 4cida mutante,
obtenido a partir de de Morganella morganii, respectivamente.

La Figura 6 ilustra un mapa de enzimas de restricciéon de un fragmento de ADN cromosémico de Escherichia
blattae que contiene un gen que codifica una fosfatasa acida.

La Figura 7 ilustra un diagrama que muestra la cantidad de dcido 5’-inosinico producida en una reaccion realizada
utilizando una cepa que hospeda el gen de la fosfatasa dcida obtenido a partir de Escherichia blattae.

La Figura 8 ilustra la cantidad de dcido 5’-inosinico producida en las reacciones realizadas utilizando una cepa
que hospeda el gen de la fosfatasa dcida de tipo silvestre y una cepa que hospeda el gen de la fosfatasa dcida mutante
obtenido a partir de Escherichia blattae, respectivamente.

La Figura 9 ilustra un mapa de enzimas de restriccidon de un fragmento de ADN cromosémico obtenido a partir de
Enterobacter aerogenes que contiene el gen que codifica la fosfatasa 4cida.

La Figura 10 ilustra un mapa de enzimas de restriccion de un fragmento de ADN cromosémico obtenido a partir
de Klebsiella planticola que contiene el gen que codifica la fosfatasa dcida.

La Figura 11 ilustra un mapa de enzimas de restriccién de un fragmento de ADN cromosémico obtenido a partir
de Serratia ficaria que contiene el gen que codifica la fosfatasa acida.

La Figura 12 ilustra secuencias de aminoécidos expresadas en c6digo de una letra, deducidas a partir de las se-
cuencias de nucleétidos de las fosfatasas dcidas obtenidas a partir de Morganella morganii, Escherichia blattae, Pro-
videncia stuartii, Enterobacter aerogenes, Klebsiella planticola 'y Serratia ficaria.

Descripcion de las realizaciones preferidas

La presente invencion se explicard mds detalladamente a continuacién con referencia a los Ejemplos, sin embargo,
la presente invencidn no se limita a estos Ejemplos. La actividad de transfosforilacién se midié en las condiciones
siguientes, utilizando inosina como sustrato. La reaccién se realiz6 a pH 5,0 a 30°C durante 10 minutos en una solucién
de reaccion (1 mL) que contenia 40 umol/mL de inosina, 100 umol/mL de pirofosfato de sodio, 100 umol/mL de un
tampdn de acetato de sodio (pH 5,0) y una enzima. La reaccién se detuvo afiadiendo 200 uL de dcido clorhidrico 2 N.
A continuacién, el material precipitado se eliminé por centrifugaciéon. A continuacion, el dcido 5’-inosinico producido
por la reaccion de transfosforilacién se midid cuantitativamente. La cantidad de enzima necesaria para producir 1 umol
de 4cido 5’-inosinico en 1 minuto, en las condiciones estandar de reaccion, se definié como 1 unidad.

La actividad fosfomonoesterasa se midié en las siguientes condiciones, utilizando dcido 5’-inosinico como sustrato.
La reaccioén se realizé a 30°C durante 10 minutos en una solucién de reaccién (1 mL) que contenia 10 ymol/mL de
dcido 5’-inosinico, 100 ymol/mL de un tampén MES/NaOH (pH 6,0) y una enzima. La reaccién se detuvo afiadiendo
200 uL de 4cido clorhidrico 2 N. A continuacidn, el material precipitado se eliminé por centrifugacién. A continuacion,
la inosina producida en la reaccién hidrolitica se midié cuantitativamente. La cantidad de enzima necesaria para
producir 1 umol de inosina en un 1 minuto, en estas condiciones estdndar de reaccién, se definié como 1 unidad.

La inosina y el 4cido 5’-inosinico se analizaron con las condiciones siguientes, mediante cromatografia de liquidos
de alta resoluciéon (HPLC):

Columna: Cosmosil 5C18-AR (4,6 x 150 mm) [producida por nacalai tesque];

Fase mévil: tamp6n de fosfato de potasio 5 mM (pH 2,8)/metanol = 95/5;

Caudal: 1,0 mL/min;

Temperatura: temperatura ambiente;

Deteccion: UV 245 nm.

Incidentalmente, en la reaccién para producir ésteres nucledsido-5’-fosfato utilizando nucledsidos distintos de la

inosina como materia prima, los nucledsidos como materia prima y los ésteres nucledsido-5’-fosfato producidos, se
analizaron por HPLC tal y como se ha descrito anteriormente.



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2281 082 T3

Ejemplo 1

Purificacion y caracterizacion de la fosfatasa dcida obtenida a partir de Morganella morganii

Un medio nutriente (pH 7,0, 50 mL) que contenifa 1 g/dL de peptona, 0,5 g/dL de extracto de levadura y 1 g/dL de
cloruro de sodio, se vertié en matraces de Sakaguchi (500 mL) que se habian esterilizado a 120°C durante 20 minutos.
Un cultivo inclinado de Morganella morganii NCIMB 10466 se inoculé en cada uno de los matraces, una vez con
un asa de siembra de platino, el cual se incub6 a 30°C durante 16 horas con agitacién. Las células microbianas que
se recogieron del cultivo por centrifugacién (aproximadamente 3.000 g), se pusieron en suspension en una solucién
tamp6n de fosfato de potasio 100 mM (1 L, pH 7,0). Se realiz6 un tratamiento por ultrasonidos a 4°C durante 20
minutos para romper las células microbianas. La suspension tratada se centrifugd para eliminar su fraccién insoluble.
Se prepar6 de este modo un extracto exento de células.

Se afiadi6 sulfato de amonio al extracto exento de células de manera que se obtuvo un 30% de saturacién. El
precipitado que aparece se elimind por centrifugacion, y luego se afiadié adicionalmente sulfato de amonio al material
sobrenadante, de manera que se obtuvo un 60% de saturacién. El material precipitado que aparece se recogié por
centrifugacion y se disolvié en una solucién tampén de fosfato de potasio 100 mM.

Esta solucion enzimdtica bruta se dializé cuatro veces frente a 5 L de una solucién tampén de fosfato de potasio
100 mM (pH 7,0) y luego se aplicé a una columna de DEAE-Toyopeal 650M (® 4,1 x 22 cm) equilibrada con solucién
tamp6n de fosfato de potasio 20 mM (pH 7,0), seguido por lavado con 800 mL de una solucién tampdn de fosfato
de potasio 20 mM (pH 7,0). La actividad de transfosforilacién se encontrd en una fraccidén que pasé a través de la
columna y de este modo se recuperd la fraccion.

Se afiadi6 sulfato de amonio a la fraccién, de manera que se obtuvo 35% de saturacion, la cual se adsorbi6 en una
columna de butil-Toyopeal (O 3,1 x 26 cm) equilibrada con una solucién tampdn de fosfato de potasio 20 mM (pH 7,0)
que contenia sulfato de amonio con 35% de saturacién. La elucién se realiz6 utilizando un gradiente de concentracién
lineal desde 35% de saturacion hasta 20% de saturacién en una solucién tampén de fosfato de potasio (pH 7,0).

Las fracciones activas se recogieron y se dializaron frente a 1 L de solucién tampdn de fosfato de potasio 50 mM
(pH 7,0), seguido por aplicacién a una columna de hidroxiapatita (® 5 x 6,5 cm) equilibrada con una solucién tampén
de fosfato de potasio 50 mM (pH 7,0). La elucion se realizé utilizando un gradiente de concentracion lineal desde 50
mM hasta 300 mM de solucién tampdn de fosfato de potasio (pH 7,0).

Las fracciones activas se recogieron y se concentraron por ultrafiltracién. Esta soluciéon enzimética se aplicé a
una columna HilLoad TM 16/60 Superdex 200 (producida por Pharmacia). La elucién se realizé con un caudal de 1,0
mL/minuto utilizando una solucién tamp6n de fosfato de potasio 50 mM que contenia cloruro de sodio 100 mM.

Conforme al procedimiento descrito anteriormente, la enzima que presentaba actividad de transfosforilacién, se
purificé a partir del extracto exento de células en consecuencia aproximadamente 550 veces, con una relacién de
recuperacion de aproximadamente 10%. La actividad especifica y la relacidon de recuperacién en este procedimiento
de purificacién, se muestran en la Tabla 1. Esta muestra enzimatica era homogénea en la electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida.

TABLA 1

Recuperacidn por etapas Actividad  Proteina  Actividad  Relacion
total total especifica

(unidad) (mg)  (unidad/mg) (%)
1. Extracto exento de células 597 127.200 0,005 100
2. Fraccionamiento del sulfato de 568 122.210 0,005 95
amonio (30 al 60%)
3. DEAE-Toyopearl 517 36.498 0,014 87
4. Butil-Toyopearl 394 1.121 0,351 66
5. Hidroxiapatita 112 50 2,244 10
6. Superdex 200 63 24 2,630 10
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La enzima purificada presentd las siguientes propiedades:

(1) Accién: el grupos fosfato se transfiere de solo un donante de grupos fosfato, tal como 4cido polifosféri-
co, al nucledsido y se produce el éster nucledsido-5’-fosfato. Inversamente, esta enzima también presenta
actividad para hidrolizar el éster fosfato.

(2) Especificidad de sustrato: los compuestos que sirven como donantes de grupos fosfato en la reaccion de
transfosforilacién incluyen, por ejemplo, dcido pirofosférico, acido tripolifosférico, acido trimetafosfori-
co, acido tetrametafosférico, dcido hexametafosférico, fenilfosfato de disodio, fenilfosfato de dipotasio,
anhidrido del 4cido O,O-difenilfosférico, carbamilfosfato de disodio, carbamilfosfato de dipotasio, carba-
milfosfato de diamonio, carbamilfosfato de dilitio. Los compuestos que sirven como aceptor del grupos
fosfato incluyen, por ejemplo, purina ribésida, inosina, guanosina, adenosina, xantosina, uridina y citidi-
na. Por otra parte, los compuestos que experimentan la accién en la reaccién hidrolitica del éster fosfato
incluyen, por ejemplo, dcido fosférico inorganico, tal como, dcido pirofosférico, dcido tripolifosférico, aci-
do trimetafosforico, acido tetrametafosforico, dcido hexametafosforico; éster fosfato, tal como fenilfosfato
de disodio, fenilfosfato de dipotasio, anhidrido del 4cido O,0-difenilfosférico, carbamilfosfato de disodio,
carbamilfosfato de dipotasio, carbamilfosfato de diamonio y carbamilfosfato de dilitio; y 5’-nucleétidos,
tales como 5’-purina ribésida, dcido 5’-inosinico, dcido 5’-guanilico, 4cido 5’-adenilico, d4cido 5’-xantilico,
dcido 5’ -uridilico y 4cido 5’-citidilico.

(3) pH 6ptimo: 5,2 (reaccion de transfosforilacion), 6,5 (reaccién hidrolitica del éster fosfato).
(4) Estabilidad del pH: pH 3,0 a 12,0 (tratamiento a 30°C durante 60 minutos).

(5) Temperatura 6ptima: 35°C aproximadamente.

(6) Estabilidad térmica: estable hasta 30°C (tratamiento a pH 7,0 durante 30 minutos).

(7) Efecto de la adicién de un ion metdlico e inhibidor: esta enzima no presenta fenémenos de activacién
relacionados con su actividad, por la adicién de algdn ion metélico. La actividad es inhibida por Ag>*,
Pb**, Hg** y Cu**. La actividad también es inhibida por el dcido yodoacético.

(8) Peso molecular: el peso molecular calculado es aproximadamente 190.000, conforme a la cromatograffa de
liquidos de alta resolucién (gel TSK G-3000SW, producido por Toyo Soda).

(9) Peso molecular de la subunidad: el peso molecular calculado de la subunidad es aproximadamente 25.000,
conforme con la electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida.

Esta enzima presenta no sélo actividad para transferir el grupos fosfato al nucledsido, sino también actividad
para hidrolizar reversiblemente el éster fosfato. Ademas, esta enzima presenta actividad hidrolitica del éster fosfato
(actividad fosfomonoesterasa) que es mayor que la actividad de transfosforilacién en no menos de 20 veces. Otras
propiedades concuerdan con las de una fosfatasa 4cida conocida, producida por una bacteria perteneciente al género
Morganella [Microbiology, 140, 1341-1350 (1994)]. Consecuentemente, se ha demostrado que esta enzima es una
fosfatasa 4acida.

Se disolvieron pirofosfato de sodio (10 g/dL) e inosina (2 g/dL) en soluciones tamp6n de acetato de sodio que tenian
cadauna de ellas un pH de 5,5, 5,0, 4,5, 4,0 y 3.5, a lo que se aiadi6 la muestra de la enzima descrita anteriormente, de
manera que se obtuvo una concentracién de 50 unidades/dL. La mezcla de reaccién se incub6 a 30°C durante 6 horas,
manteniendo cada pH, y se midi6 la cantidad de 4cido 5’-inosinico producido a lo largo del tiempo. El 4cido inosinico
producido contenia solamente dcido 5’-inosinico. No se observé en absoluto una produccién secundaria de dcido 2’-
inosinico ni de 4cido 3’-inosinico. El resultado se muestra en la Figura 1. La velocidad de produccién del dcido 5°-
inosinico fue maxima a pH 5,0. Sin embargo, la cantidad mdxima acumulada de 4cido 5’-inosinico fue mayor a menor
pH. La condicién de reaccién a pH 4,0 fue mas eficaz para la produccién de acido 5’-inosinico, con la que se produjo
acido 5’-inosinico y se acumul6 en una cantidad de 2,60 g/dL, realizando la reaccién durante 3 horas.

Ejemplo 2

Reaccion de fosforilacion de varios nucleosidos mediante una muestra de fosfatasa dcida obtenida a partir de Mor-
ganella morganii

Se disolvieron pirofosfato de sodio (10 g/dL) e inosina, guanosina, uridina o citidina (2 g/dL), como aceptores
del grupos fosfato, en una solucién tampén de acetato de sodio (pH 4,0) a la que se afiadié la muestra enzimdtica
preparada en el Ejemplo 1, de manera que su concentracién era de 50 unidades/dL. La mezcla de reaccién se incubd
a 30°C durante 3 horas manteniendo el pH a 4,0. La cantidad de nucledsido-5’-éster producida por la reaccion se
muestra en la Tabla 2.

El nucleédtido producido contenia sélo nucledsido-5’-éster. No se observé en absoluto una produccién secundaria
de nucledsido-2’-éster ni de nucledsido-3’-éster.
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TABLA 2
Nucledsido Producto Cantidad producida (g/dL)
Inosina Acido §-inosinico 2,60
Guanosina Acido 5'-guanilico 1,90
Uridina Acido 5'-uridilico 1,30
Citidina Acido 5'-citidilico 0,98

Ejemplo 3

Produccion de dcido 5’-inosinico a partir de varios compuestos de fosfato como donantes de grupos fosfato mediante
la muestra de fosfatasa dcida obtenida a partir de Morganella morganii

Se disolvieron inosina (2 g/dL) y tripolifosfato de sodio, polifosfato de sodio (nombre comercial: Polygon P,
producido por Chiyoda Chemical), fenilfosfato de di-sodio o carbamilfosfato de disodio (10 g/dL), como donantes
de grupos fosfato, en una solucién tampoén de acetato de sodio (pH 4,0) a la que se afiadié la muestra de la enzima
preparada en el Ejemplo 1, de manera que su concentracién era de 50 unidades/dL. La mezcla de reaccién se incub6 a
30°C durante 3 horas manteniendo el pH a 4,0. La cantidad de dcido 5’-inosinico producido por la reaccién se muestra
en la Tabla 3.

El 4cido 5’-inosinico se produjo y se acumulé eficazmente utilizando cualquiera de los donantes de grupos fosfato.
Sin embargo, la cantidad de dcido 5’-inosinico acumulada cuando se usé polifosfato de sodio como donante de grupos
fosfato fue la mds alta.

TABLA 3
Donante de grupos fosfato Acido 5'-inosinico producido (g/dL)
Tripolifosfato de sodio 2,10
Polifosfato de sodio 2,72
Fenilfosfato de disodio 2,33
Carbamilfosfato de disodio 2,54

Ejemplo 4

Purificacion y caracterizacion de la fosfatasa dcida obtenida a partir de Escherichia blattae

Un medio nutriente (pH 7,0, 50 mL) que contenia 1 g/dL de peptona, 0,5 g/dL de extracto de levaduray 1 g/dL de
cloruro de sodio se verti6 en matraces de Sakaguchi (500 mL) que se habian esterilizado a 120°C durante 20 minutos.
Un cultivo inclinado de Escherichia blattae JCM1650 se inoculd en cada uno de los matraces, cada vez con un asa
de siembre de platino, el cual se cultivé a 30°C durante 16 horas con agitacién. Las células microbianas se recogieron
del cultivo por centrifugacién (3.300 g aproximadamente). Las células microbianas se pusieron en suspensiéon en
una solucién tampén de fosfato de potasio 100 mM (1 L, pH 7,0). Se realizé un tratamiento con ultrasonidos a 4°C
durante 20 minutos para romper las células microbianas. La suspension tratada se centrifugé para eliminar su fraccién
insoluble. Se preparé de este modo un extracto exento de células.

Se afiadi6 sulfato de amonio al extracto exento de células de manera que se obtuvo un 30% de saturacién. El
material precipitado que apareci6 se elimind por centrifugacién, y luego se afiadi6 adicionalmente sulfato de amonio
al material sobrenadante, de manera que se obtuvo un 60% de saturacion. El material precipitado que aparecid se
recogio por centrifugacion y se disolvié en una solucién tampén de fosfato de potasio 100 mM.

Esta solucién enzimdtica bruta se dializé cuatro veces frente a 5 L de una soluciéon tampén de fosfato de potasio

100 mM (pH 7,0) y luego se aplicé a una columna de DEAE-Toyopeal 650M (® 6,2 x 35 cm) equilibrada con solucién
tampdn de fosfato de potasio 20 mM (pH 7,0), seguido por lavado con una solucién tampén de fosfato de potasio 20
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mM (pH 7,0). La actividad de transfosforilacién se encontré en una fraccidn que pasé a través de la columna y por lo
tanto la fraccion se recogio.

Se afiadi6 sulfato de amonio a la fraccién activa de manera que se obtuvo 35% de saturacién, lo que se aplicé
a una columna de Butil-Toyopeal (® 5,0 x 22,5 cm) equilibrada con una solucién tampén de fosfato de potasio 20
mM (pH 7,0) que contenia sulfato de amonio con 35% de saturacién. La elucion se realizé utilizando un gradiente de
concentracion lineal desde 35% de saturacidn hasta 20% de saturacién en una solucién tampon de fosfato de potasio
(pH 7,0).

Las fracciones activas se recogieron y se dializaron frente a 1 L de solucién tampdn de fosfato de potasio 100 mM
(pH 7,0), seguido por la aplicacién a una columna de hidroxiapatita (® 3,0 x 7,0 cm) equilibrada con una solucién
tamp6n de fosfato de potasio 100 mM (pH 7,0). La elucién se realizé utilizando un gradiente de concentracién lineal
desde 50 mM hasta 100 mM de solucién tampén de fosfato de potasio (pH 7,0) y se recogieron las fracciones activas.

Esta solucién enzimadtica se dializ6 frente a 1 L de solucién tampdn de fosfato de potasio 10 mM (pH 6,0), seguido
de la aplicacién a una columna de CM-Toyopearl (® 2,0 x 14,0 cm) equilibrada con una solucién tampén de fosfato de
potasio 10 mM (pH 6,0). La elucién se realizé utilizando un gradiente de concentracién lineal en una solucién tampén
de fosfato de potasio (pH 6,0) que contenia cloruro de potasio desde 0 mM hasta 300 mM. Se recogieron las fracciones
activas eluidas de la columna.

Conforme al procedimiento descrito anteriormente, la enzima que presentaba actividad de transfosforilacion se
purificé a partir del extracto exento de células, en consecuencia aproximadamente 600 veces, con una relacién de
recuperacion de aproximadamente 16%. La actividad especifica y la relacion de recuperacién en este procedimiento
de purificaciéon se muestran en la Tabla 4. Esta muestra de enzima fue homogénea en la electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida.

TABLA 4
Etapa Actividad  Proteina Actividad Tasa de
total total especifica  recuperacion
(unidad) (mg) (unidad/mg) (%)
1. Extracto exento de células 365 160.650 0,002 100
2. Fraccionamiento del sulfato 340 138.895 0,002 93
de amonio (30 al 60%)
3. DEAE-Toyopearl 318 30.440 0,010 87
4. Butil-Toyopearl 232 661 0,347 63
5. Hidroxiapatita 96 96 1,000 26
6. CM-Toyopearl 59 43 1,365 ) 16

La enzima purificada presentd las siguientes propiedades:

(1) Accién: el grupos fosfato se transfiere desde un donante de grupos fosfato tal como 4cido polifosférico al
nucledsido y se produce el éster nucledsido-5’-fosfato. Inversamente, esta enzima también presenta activi-
dad para hidrolizar el éster fosfato.

(2) Especificidad del sustrato: los compuestos que sirven como donantes de grupos fosfato en la reaccion de
transfosforilacién incluyen, por ejemplo, dcido pirofosférico, acido tripolifosférico, acido trimetafosfori-
co, acido tetrametafosférico, dcido hexametafosférico, fenilfosfato de disodio, fenilfosfato de dipotasio,
anhidrido del 4cido O,O-difenilfosférico, carbamilfosfato de disodio, carbamilfosfato de dipotasio, carba-
milfosfato de diamonio y carbamilfosfato de dilitio. Los compuestos que sirven como aceptores de grupos
fosfato incluyen, por ejemplo, purina ribésida, inosina, guanosina, adenosina, xantosina, uridina y citidi-
na. Por otra parte, los compuestos que experimentan la accién en la reaccién hidrolitica del éster fosfato
incluyen, por ejemplo, 4cido fosférico inorganico, tal como 4cido pirofosférico, acido tripolifosférico, aci-
do trimetafosforico, acido tetrametafosforico, dcido hexametafosforico; éster fosfato, tal como fenilfosfato
de disodio, fenilfosfato de dipotasio, anhidrido del 4cido O,0-difenilfosférico, carbamilfosfato de disodio,
carbamilfosfato de dipotasio, carbamilfosfato de diamonio y carbamilfosfato de dilitio; y 5’-nucleétidos,
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tales como 5’-purina ribdsida, dcido 5’-inosinico, dcido 5’-guanilico, dcido 5’-adenilico, d4cido 5’-xantilico,
dcido 5’ -uridilico y 4cido 5’-citidilico.

(3) pH 6ptimo: 5,2 (reaccién de transfosforilacion), 6,5 (reaccion hidrolitica del éster fosfato).
(4) Estabilidad del pH: pH 3,5 a 12,0 (tratamiento a 30°C durante 60 minutos).

(5) Temperatura 6ptima: 35°C aproximadamente.

(6) Estabilidad térmica: estable hasta 40°C (tratamiento a pH 7,0 durante 30 minutos).

(7) Efecto de la adicién de un ion metélico e inhibidor: Esta enzima no presenta fenémenos de activacién
relacionados con su actividad por adicién de ningiin ion metdlico. La actividad es inhibida por Fe?*, Ag**,
Pb**, Hg?* y Cu**. La actividad también es inhibida por el dcido yodoacético.

(8) Peso molecular: el peso molecular calculado es aproximadamente 188.000 conforme a cromatografia de
liquidos de alta resolucién (gel de TSK G-3000SW, producido por Toyo Soda).

(9) Peso molecular de la subunidad: el peso molecular calculado de la subunidad es 24.500 conforme con la
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida.

Esta enzima presenta no sé6lo actividad para transferir el grupos fosfato al nucledsido, sino también actividad
para hidrolizar reversiblemente el éster fosfato, de la misma forma que la enzima purificada a partir del extracto
exento de células de Morganella morganii NCIMB 10466. Ademas, esta enzima presenta actividad hidrolitica del
éster fosfato (actividad fosfomonoesterasa) que es mayor que la actividad de transfosforilacién en no menos de 30
veces. Consecuentemente, se ha demostrado que esta enzima es una fosfatasa 4cida.

Se disolvieron pirofosfato de sodio (15 g/dL) e inosina (3 g/dL) en soluciones tampdn de acetato de sodio que tenian
cada una de ellas un pH de 5,5, 5,0, 4,5, 4,0 y 3,5, a las que se afladi6 la muestra de la enzima descrita anteriormente,
de manera que se obtuvo una concentracién de 50 unidades/dL. La mezcla de reaccién se incub6 a 30°C durante 6
horas, manteniendo cada pH, y se midi6 la cantidad de 4cido 5’-inosinico producido a lo largo del tiempo. El 4cido
inosinico producido contenfa solamente dcido 5’-inosinico. No se observé en absoluto produccién secundaria de dcido
2’-inosinico ni de dcido 3’-inosinico. El resultado se muestra en la Figura 2. La velocidad de produccién del 4cido 5°-
inosinico fue médxima a pH 5,0. Sin embargo, la cantidad méxima acumulada de 4cido 5’-inosinico fue mayor a menor
pH. La condicién de reaccién a pH 4,0 fue la mds eficaz para la produccién de 4cido 5’ -inosinico. El 4cido 5’-inosinico
se produjo y se acumulé en una cantidad de 1,56 g/dL realizando la reaccién a 30°C y pH 4,0 durante 3 horas.

Ejemplo 5

Reaccion de fosforilacion de varios nucledsidos mediante una muestra de fosfatasa dcida obtenida a partir de Esche-
richia blattae

Se disolvi6 pirofosfato de sodio (15 g/dL) e inosina, guanosina, uridina o citidina (3 g/dL) en una solucién tamp6n
de acetato de sodio (pH 4,0) a lo que se afadi6 la muestra de la enzima preparada en el Ejemplo 4, de manera que su
concentracién fue de 50 unidades/dL. La mezcla de reaccién se incubd a 35°C durante 3 horas manteniendo el pH a
4,0. La cantidad de nucledsido-5’-éster se muestra en la Tabla 5.

El nucleétido producido contenia sélo nucledsido-5’-éster. No se observé en absoluto produccion secundaria de
nucledsido-2’-éster ni de nucledsido-3’-€ster.

TABLA 5
Nucleosido Producto Cantidad producida (g/dL)
Inosina Acido 5'-inosinico 1,56
Guanosina Acido 5'-guanilico 1,05
Uridina Acido 5'"-uridilico 1,87
Citidina Acido S'citidilico 1,22
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Ejemplo 6

Produccion de dcido 5’-inosinico a partir de varios compuestos de fosfato como donantes de grupos fosfato mediante
la muestra de fosfatasa dcida obtenida a partir de Escherichia blattae

Se disolvieron inosina (2 g/dL) y tripolifosfato de sodio, polifosfato de sodio (nombre comercial: Polygon P,
producido por Chiyoda Chemical), fenilfosfato de di-sodio o carbamilfosfato de disodio (10 g/dL), como donantes
de grupos fosfato, en una solucién tampén de acetato de sodio (pH 4,0) a la que se afiadié la muestra de la enzima
preparada en el Ejemplo 4, de manera que su concentracioén fuera de 50 unidades/dL. La mezcla de reaccién se
incub6 a 35°C durante 3 horas manteniendo el pH a 4,0. La cantidad de 4cido 5’-inosinico producido se muestra en la
Tabla 6.

El 4cido 5’-inosinico se produjo y se acumulé eficazmente utilizando cualquiera de los donantes de grupos fosfato.
Sin embargo, la cantidad de dcido 5’-inosinico acumulada cuando se us6 polifosfato de sodio como donante de grupos
fosfato fue la més elevada.

TABLA 6
Donante de grupos fosfato Acido 5"-inosinico producido (g/dL)
Tripolifosfato de sodio 1,20
Polifosfato de sodio 1,79
Fenilfosfato de disodio 1,50
Carbamilfosfato de disodio 1,53

Ejemplo 7

Aislamiento del gen que codifica la fosfatasa dcida a partir del cromosoma de Morganella morganii

1) Determinacion de la secuencia de aminodcidos N-terminal

La fosfatasa dcida purificada a partir del extracto exento de células de Morganella morganii NCIMB 10466, se-
gtn el método descrito en el Ejemplo 1, se adsorbié a una membrana DITC (producida por Milligen/Biosearch),
y su secuencia de aminodcidos N-terminal se determiné utilizando un Prosequencer 6625 (producido por Milli-
gen/Biosearch). Se determiné la secuencia de aminoédcidos N-terminal que comprende 20 restos mostrada en la se-
cuencia SEQ ID NO: 1 en la Lista de Secuencias.

2) Aislamiento del fragmento de ADN que contiene el gen que codifica la fosfatasa dcida

Se extrajo el ADN cromosémico a partir de células microbianas cultivadas de Morganella morganii NCIMB 10466,
segun el método de Murray y Thomson [Nucl. Acid. Res., 4321, 8 (1980)]. EI ADN cromosémico se degradé parcial-
mente con la enzima de restriccién Sau3A1. A continuacién, fragmentos de ADN de 3 a 6 kpb se fraccionaron me-
diante centrifugacion con gradiente de densidad de sacarosa. Se realizé la digestion de un vector plasmidico pUC118
(producido por Takara Shuzo) con la enzima de restriccién BamHI, que se ligé con los fragmentos de ADN cromo-
sémico parcialmente degradados. La ligacién del ADN se realiz6 utilizando un equipo de reactivos de ligacién de
ADN (producido por Takara Shuzo) de acuerdo con un método disefiado. A continuacion, la Escherichia coli IM109
(producida por Takara Shuzo) se transformé con una mezcla de ADN obtenido segtin un método convencional. Los
transformantes se extendieron en placas sobre un medio de agar L que contenia 100 ug/mL de ampicilina, y se hicieron
Crecer para preparar una genoteca.

Una solucién de reaccién que contenia dcido p-nitrofenilfosférico 4 mM y una solucién tampén de MES/NaOH
100 mM (pH 6,5) se verti6 sobre la superficie del medio de agar, sobre el que se habian dejado crecer los transfor-
mantes y se mantuvo la temperatura a 30°C durante 15 minutos. Las cepas que habian expresado la actividad fosfatasa
liberaron p-nitrofenol y presentaron un color amarillo. Consecuentemente, los transformantes se seleccionaron utili-
zando este fendmeno como indice. Como resultado del escrutinio de una genoteca de expresién génica que comprendia
aproximadamente 20.000 cepas de transformantes, se obtuvieron 30 cepas de transformantes que habian expresado la
actividad fosfatasa.

Los transformantes (30 cepas) que habian expresado la actividad fosfatasa se sometieron a aislamiento en colonias

aisladas. Las colonias aisladas se inocularon en un medio L (2,5 mL) que contenia 100 ug/mL de ampicilina, y se
cultivaron a 37°C durante 16 horas. Se afiadié una solucién tampdn de acetato de sodio (100 mM, pH 5,0, 50 uL) que
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contenia inosina (2 g/dL) y pirofosfato de sodio (10 g/dL) a las células microbianas recogidas del cultivo, y la mezcla
de reaccién se incub6 a 30°C durante 16 horas. La produccién de dcido 5’-inosinico se detecté mediante andlisis por
HPLC para seleccionar las cepas microbianas que tenian actividad de transfosforilacién. Como resultado, se lograron
obtener 5 cepas de transformantes que presentaban actividad de transfosforilacién y que se suponia que hospedaban el
fragmento de ADN que contenia el gen deseado de la fosfatasa 4cida.

Ejemplo 8

Determinacion de la secuencia de nucledtidos del gen de la fosfatasa dcida obtenido a partir de Morganella morganii
NCIMB 10466

El fragmento de ADN insertado se analizé preparando un plasmido segin un método de lisis alcalina [Molecular
Cloning 2° Ed. (J. Sambrook, E. F. Fritsch y T. Maniatis, Cold Spring Harbour Laboratory Press, pag. 25 (1989)] a
partir de una cepa de los transformantes que se suponia que hospedaba el fragmento de ADN que contenia el gen de
la fosfatasa dcida obtenido a partir de Morganella morganii NCIMB 10466 obtenida en el Ejemplo 7. Este plasmido
se denomin6 pMPI501. La Figura 3 muestra un mapa con las enzimas de restriccién determinadas para el fragmento
de ADN insertado.

La region del gen de la fosfatasa dcida se especificé posteriormente por subclonacién. Como resultado se sugirié
que este gen de la fosfatasa dcida estaba contenido en un fragmento que tenia un tamafio de 1,2 Kbp, escindido
mediante las enzimas de restriccién Hindlll y EcoRI. Por lo tanto, con el fin de determinar la secuencia de nucleétidos,
se construyé un ADN plasmidico en el que el fragmento de 1,2 kpb se 1ligé con pUC118 que habia sido sometido a
digestion con Hindlll y EcoRI. La Escherichia coli IM109 (producida por Takara Shuzo) se transformé con este ADN
plasmidico, denominado pMPI505, de acuerdo con un método convencional, ésta se extendio en placas sobre un medio
de agar L que contenia 100 ug/mL de ampicilina para obtener un transformante.

El plasmido se extrajo segin el método de lisis alcalina a partir del transformante de Escherichia coli IM109
(producida por Takara Shuzo) que hospedaba pMPI505, para determinar la secuencia de nucleétidos. La secuencia de
nucledtidos se determind segtin el método de Sanger [J. Mol. Biol., 143, 161 (1980)] utilizando un equipo de reactivos
para secuenciacién TagDyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing (producido por Applied Biochemical). Una secuencia
de nucledtidos de un marco de lectura abierto determinado se muestra en la secuencia SEQ ID NO: 2 de la Lista de
Secuencias. Una secuencia de aminodcidos de la proteina deducida a partir de la secuencia de nucleétidos se muestra en
la secuencia SEQ ID NO: 3 de la Lista de Secuencias. Una secuencia parcial, que coincidia totalmente con la secuencia
de aminodcidos N-terminal de la enzima purificada, se encontré en la secuencia de aminoacidos. La secuencia N-
terminal de la enzima purificada comienza con el resto 21° de alanina de la secuencia mostrada en la secuencia SEQ
ID NO: 3. Consecuentemente, se supone que la secuencia de aminodcidos mostrada en la secuencia SEQ ID NO: 3 es
la de una proteina precursora, y que se elimina un péptido que comprende un segmento desde el resto 1° de metionina
al resto 20° de alanina después de la traduccion. Una secuencia de aminoécidos de una proteina madura deducida de
este modo, se muestra en la secuencia SEQ ID NO: 4 en la Lista de Secuencias. Se calcula que el peso molecular de la
proteina madura estimado a partir de la secuencia de aminodcidos, es 24,9 kilodaltons, que concuerda con el resultado
del SDS-PAGE para la enzima purificada. Conforme a los resultados descritos anteriormente, y debido al hecho de
que el transformante que hospeda el plasmido que contiene este fragmento, presentaba actividad de transfosforilacion,
se identificé que este marco de lectura abierto era la region que codifica la fosfatasa dcida deseada.

La secuencia de nucleédtidos y la secuencia de aminodcidos se compararon por homologia, respectivamente con
secuencias conocidas. Se utilizaron las bases de datos de EMBL y de SWISS-PROT. Como resultado, se ha demostrado
que la secuencia de nucledtidos mostrada en la secuencia SEQ ID NO: 2 de la Lista de Secuencias, coincide con la
secuencia de nucleétidos de un gen de la fosfatasa dcida conocido, obtenido a partir de Morganella morganii [Thaller,
M. C. y col., Microbiology, 140, 1341 (1994)], excepto que la G 54° es A, la G 72°es A, 1a T 276° es G, la T 378° es
C,1aG420°es T, la C 525°es G, la C 529°es T y la G 531° es A en el ultimo, y que la secuencia de aminoacidos
mostrada en la secuencia SEQ ID NO: 4 en la Lista de Secuencias, es la misma que la del gen de la fosfatasa acida
obtenido a partir de la Morganella morganii. A saber, el gen que codifica la proteina que comprende la secuencia de
aminodcidos mostrada en la secuencia SEQ ID NO: 4 en la Lista de Secuencias es el gen de la fosfatasa dcida de la
Morganella morganii NCIMB 10466.

La proteina precursora comprende 249 aminodcidos y el peso molecular de la proteina deducida a partir de su
secuencia es 27,0 kilodaltons.

La cepa de Escherichia coli JIM109 transformada con un pldsmido pMPIS05 se ha denominado AJ13143, que
ha sido registrada internacionalmente el 23 de Febrero de 1996 en el “National Institute of Bioscience and Human
Technology” de la Agencia de Ciencia Industrial y Tecnologia (c6digo postal: 305, 1-3, Higashi 1-chome, Tsukubashi,
Ibaraki-ken, Japén) de acuerdo con lo estipulado por el Tratado de Budapest, y se le ha otorgado el nimero de registro
FERM BP-5422.
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Ejemplo 9

Amplificacion de la actividad mediante expresion del gen de la fosfatasa dcida obtenido a partir de Morganella mor-
ganii NCIMB 10466

Se inocul6 Escherichia coli IM109/pMPI505 construida en el Ejemplo 8 en un medio L (50 mL) que contenia 100
ug/mL de ampicilinay 1 mM de IPTG, y se cultivé a 37°C durante 16 horas. Las células microbianas se recogieron de
su cultivo por centrifugacion y se lavaron una vez con solucién salina fisiolégica. Las células microbianas se pusieron
en suspension en una solucién tampén de fosfato de potasio 100 mM (5 mL, pH 7,2) y se rompieron mediante un
tratamiento con ultrasonidos realizado a 4°C durante 20 minutos. La solucién tratada se centrifugd para eliminar la
fraccién insoluble y se prepard de este modo un extracto exento de células.

La actividad de transfosforilacién del extracto exento de células obtenido se midi6 utilizando los testigos de ex-
tractos exentos de células preparados a partir de la cepa de tipo silvestre de Morganella morganii y de Escherichia
coli IM109 transformadas con el pldsmido pUC118 de la misma manera que la descrita anteriormente. El resultado se
muestra en la Tabla 7. No se detecté actividad de transfosforilacién en Escherichia coli IM109/pUC118. La actividad
de transfosforilacidn fue también baja en la cepa de tipo silvestre de Morganella morganii. Por otra parte, Escherichia
coli IM109/pMPI505 presenté una actividad de transfosforilacion elevada, que era 150 veces mds alta en actividad
especifica que la de la cepa de tipo silvestre de Morganella morganii. De acuerdo con el resultado, se ha demostrado
que el fragmento de ADN introducido permite que Escherichia coli exprese la fosfatasa dcida en un nivel elevado.

TABLA 7
Cepa microbiana Actividad de transfosforilacion (unidad/mg)
Morganella morganii NCIMB 10466 0,008
Escherichia coli JM 109/pUC118 no detectada
Escherichia coli JM 109/pMPI505 1,250

Ejemplo 10

Produccion del dcido 5’-inosinico a partir de inosina utilizando una cepa que hospeda el gen de la fosfatasa dcida
obtenido a partir de Morganella morganii NCIM 10466

Se disolvieron pirofosfato de sodio (12 g/dL) e inosina (6 g/dL) en una solucién tampoén de acetato de sodio 100
mM (pH 4,0), a la que se afiadieron células microbianas de Escherichia coli IM109/pMPI505 descritas anteriormente,
para dar una concentracién de células de 100 mg/dL expresado en peso seco de las células microbianas. La mezcla
de reaccién se incub6 a 30°C durante 6 horas manteniendo el pH a 4,0 y la cantidad de 4cido inosinico producido
se midi6 a lo largo del tiempo. El dcido inosinico producido contenia sélo 4cido 5’-inosinico. No se observé en
absoluto produccién secundaria de dcido 2’-inosinico ni de dcido 3’-inosinico. El resultado se muestra en la Figura
4. La cepa que hospedaba el gen de la fosfatasa 4cida expresaba una cantidad considerable de fosfatasa dcida y el
acido 5’-inosinico se produjo y se acumulé con eficacia extrema en un corto periodo de tiempo en la reaccién, para
producir acido 5-inosinico a partir de pirofosfato e inosina, empleando este microorganismo. Sin embargo, cuanto
se prolongaba el tiempo de reaccion, se observo que el dcido 5’-inosinico producido y acumulado habia disminuido
debido a la degradacién.

Ejemplo 11
Preparacion de un gen que codifica una fosfatasa dcida con actividad fosfomonoesterasa disminuida

Como se ha descrito en los Ejemplos 9 y 10, la cepa que hospeda el gen de la fosfatasa dcida, expresa una cantidad
considerable de fosfatasa 4cida, y el 4cido 5’-inosinico se produce y se acumula de forma extremadamente eficaz en un
periodo de tiempo corto en la reaccién para producir dcido 5’-inosinico, a partir de pirofosfato e inosina utilizando este
microorganismo. Sin embargo, se ha demostrado que la cantidad acumulada de 4cido 5’-inosinico no excede un cierto
grado porque el dcido 5’-inosinico experimenta una degradacién debido a la actividad fosfomonoesterasa que presenta
la propia fosfatasa acida. Por tanto, se mejor6 la enzima introduciendo una mutacion en el gen de la fosfatasa acida
obtenido a partir de Morganella morganii NCIMB 10466, clonado en el Ejemplo 7, segin el método de mutagénesis
dirigida al sitio, utilizando PCR.

Los oligonucle6tidos MUTS00, MUT510 y MUT520 mostrados en las secuencias SEQ ID NOs: 5, 6 y 7 en la

Lista de Secuencias, se sintetizaron respectivamente segiin el método de fosfoamidita utilizando un sintetizador de
ADN (Modelo 394 producido por Applied Biosystems).
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Se afiadieron plasmido pMPI505 (1 ng) como molde preparado en el Ejemplo 8, el cebador RV de M 13 (producido
por Takara Shuzo) y el oligonucle6tido MUTS510 (2,5 umoles de cada uno de ellos) como cebadores, y la polimerasa
de ADN Taq (2,5 unidades, producida por Takara Shuzo) a una solucién tampén de Tris-HCI 100 mM (pH 8,3, 100
#L) que contenia dATP, dCTP, dGTP, dTTP (cada uno de ellos 200 uM), cloruro de potasio (50 mM) y cloruro de
magnesio (1,5 mM), para realizar una reaccién PCR en la que se repetia 25 veces un ciclo que comprendia periodos de
30 segundos a 94°C, 2 minutos a 55°C y 3 minutos a 72°C. La reaccién PCR se realizé utilizando un ciclador térmico
tipo PJ2000 (producido por Takara Shuzo). Ademads se realizé una reacciéon PCR de la misma manera a la descrita
anteriormente, utilizando ADN plasmidico de pMPI505 (1 ng) como molde y el cebador M4 de M13 (producido por
Takara Shuzo) y el oligonucleétido MUTS00 (2,5 umoles de cada uno) como cebadores. Cada uno de los productos
de la reaccién se purificé por filtracién en gel para eliminar los cebadores empleando una columna Microspin S-400
(producida por Pharmacia).

Cada uno de los productos de la reaccién PCR (1 pL) se afladié a una solucién tampén de Tris-HCI 100 mM (pH
8,3, 95 uL) que contenia dATP, dCTP, dGTP, dTTP (cada uno 200 M), cloruro de potasio (50 mM) y cloruro de
magnesio (1,5 mM), y se calentd a 94°C durante 10 minutos, seguido por enfriamiento a 37°C durante 60 minutos. A
continuacién, la temperatura se mantuvo a 37°C durante 15 minutos para formar un heterodiplex. La polimerasa de
ADN Taq (2,5 unidades) se afadi6 para realizar una reaccién a 72°C durante 3 minutos de manera que se completara
el heteroduplex. A continuacién, se afiadieron el cebador RV de M13 y el cebador M4 de M13 (2,5 umoles de cada
uno) a esta solucién de reaccion para realizar una reaccion PCR en la que se repiti6é 10 veces un ciclo que comprendia
periodos de 30 segundos a 94°C, 2 minutos a 55°C, y 3 minutos a 72°C.

Se realiz¢6 la digestion del producto de la segunda reacciéon PCR con Hindlll y EcoRI seguido por extraccién con
fenol/cloroformo y precipitacién con etanol. Este fragmento de ADN se unié con pUC118 al que se habia realizado
una digestién con HindIll y EcoRI. La Escherichia coli JIM109 (producida por Takara Shuzo) se transformé como
el ADN plasmidico obtenido segin un método convencional, se extendié en placas sobre un medio de agar L que
contenia 100 ug/mL de ampicilina para obtener un transformante. El pldsmido se extrajo a partir del transformante
segun el método de lisis alcalina para determinar su secuencia de nucleétidos, confirmando que el nucleétido deseado
habia sido sustituido. La determinacién de la secuencia de nucledtidos se realizé por el método de Sanger [J. Mol. Biol.
143, 161 (1980)] utilizando el equipo de reactivos para secuenciacién Taq DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing
(producido por Applied Biochemical). De esta forma, se produjo un gen mutante que codifica una fosfatasa mutante
en la que el resto 72° de glicina (GGT) de la proteina madura estaba sustituido por el resto de 4cido aspartico (G*AT).
El plasmido que contenia este gen mutante se denominé pMPI510.

Ademds, se preparé un gen mutante que codificaba una fosfatasa mutante en el que el resto 151° de isoleucina
(ATC) de la proteina madura se sustituyé con un resto de treonina (A*CC), segin el mismo procedimiento que el
descrito anteriormente, utilizando pMPI505 como molde, y los oligonucleétidos MUTS500 y MUT520 como cebadores.
El plasmido que contenia este gen mutante se denominé pMPI520. A continuacién, se prepard un gen mutante que
codificaba una fosfatasa mutante en la que el resto 72° de glicina (GGT) de la proteina madura se sustituy$ por un
resto de dcido aspartico (G*AT) y el resto 151° de isoleucina (ATC) de la proteina madura se sustituy6 por un resto
de treonina (A*CC), segin el mismo procedimiento descrito anteriormente utilizando pMPI510 como molde, y los
oligonucle6tidos MUTS00 y MUTS520 como cebadores. El pldsmido que contenia este gen mutante se denomind
pMPIS530.

La Escherichia coli IM109/pMPI510, la Escherichia coli IM109/pMPI520 y la Escherichia coli IM109/pMPI530,
en las que se habian introducido los pldsmidos que contenian los respectivos genes de la fosfatasa dcida mutante, y la
Escherichia coli IM109/pMPI505, en la que se habia introducido el plasmido que contenia el gen de la fosfatasa dcida
de tipo silvestre, se inocularon en un medio L (50 mL) que contenifa 100 ug/mL de ampicilina y 1 mM de IPTG, y
se cultivaron a 37°C durante 16 horas. Las células microbianas se recogieron de su cultivo y se lavaron una vez con
solucidn salina fisioldgica. Las células microbianas se pusieron en suspension en una solucién tampén de fosfato de
potasio 100 mM (5 mL, pH 7,0), y se rompieron mediante un tratamiento con ultrasonidos realizado a 4°C durante 20
minutos. Las soluciones tratadas se centrifugaron para eliminar las fracciones insolubles, y de este modo se prepararon
extractos exentos de células. Las actividades fosfomonoesterasa y las actividades de transfosforilacion de los extractos
exentos de células se midieron a pH 4,0, y se compararon con la actividad de la cepa silvestre.

La Tabla 8 muestra el resultado de la medida de las actividades fosfomonoesterasa y de las actividades de transfos-
forilacion de la fosfatasa dcida de tipo silvestre y de las fosfatasas dcidas mutantes se muestra que tanto las actividades
fosfomonoesterasa como las actividades de transfosforilacion de las fosfatasas acidas mutantes, han disminuido en
comparacion con la fosfatasa dcida de tipo silvestre, y que los grados de disminucién de las actividades fosfomonoes-
terasa son mayores que los de las actividades de transfosforilacion, con el resultado de que la relacién entre la actividad
fosfomonoesterasa y la actividad de transfosforilacion de la fosfatasa d4cida mutante disminuye en comparacién con la
fosfatasa 4cida de tipo silvestre.
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TABLA 8
Plasmido Actividad fosfomonoesterasa Actividad de Relacién"
transfosforilacion
(unidad/mg) (unidad/mg) (valor relativo)
PMPI505 5,91 0,625 9,45 (100)
pMPI510 0,59 0,090 6,55 (69)
pMPIS520 2,24 0,583 3,84 (40)
pMPI530 1,07 0,318 3,36 (35)

Y Relacién entre las actividades fosfomonoesterasa y las actividades para producir éster
nucleodsido-5'-fosfato.

Ejemplo 12

Produccion de dcido 5’-inosinico a partir de la inosina utilizando las cepas que hospedan un gen que codifica la
fosfatasa dcida con actividad fosfomonoesterasa disminuida

La Escherichia coli IM109/pMPI510, Escherichia coli IM109/pMPI1520 y Escherichia coli JIM109/pMPI530 en
las que se han introducido los pldsmidos que contienen los genes que codifican las fosfatasas dcidas mutantes, y la
Escherichia coli IM109/pMPI505 en la que se ha introducido el plasmido que contiene el gen de la fosfatasa dcida
de tipo silvestre, se inocularon en un medio L (50 mL) que contenia 100 ug/mL de ampicilina y 1 mM de IPTG, y se
cultivaron a 37°C durante 16 horas.

Se disolvieron pirofosfato de sodio (12 g/dL) e inosina (6 g/dL) en una solucién tampoén de acetato de sodio 100
mM (pH 4,0) a la que se afiadieron las células microbianas de cada una de las cepas de Escherichia coli obtenidas
mediante los cultivos descritos anteriormente, para obtener una concentracién celular de 100 mg/dL expresada en peso
seco de las células microbianas. La mezcla de reaccion se incubé a 30°C durante 22 horas manteniendo el pH a 4,0, y
la cantidad de 4cido 5’-inosinico producido se midi6 a lo largo del tiempo. El resultado se muestra en la Figura 5.

En la Figura 5, el eje de ordenadas indica la concentracién de 4cido 5’-inosinico (mg/dL) y el eje de abscisas
indica el tiempo de reaccion (h). El avance de la reaccién, medido utilizando las cepas de las células respectivas, se
indica por los circulos negros para la Escherichia coli IM109/pMPI505, tridngulos negros para la Escherichia coli
IM109/pMPI510, circulos blancos para la Escherichia coli IM109/pMPI520 y cuadrados blancos para la Escherichia
coli IM109/pMPI530.

La velocidad de degradacion del dcido 5’-inosinico producido disminuyé en la reaccién para producir dcido 5’-
inosinico a partir de inosina utilizando las cepas que hospedan la fosfatasa dcida con actividad fosfomonoesterasa
disminuida. Como resultado, el rendimiento y la cantidad acumulada de acido 5’-inosinico aument6. La acumulacién
mds alta de dcido 5’-inosinico se obtuvo para la Escherichia coli IM109/pMPI530 como cepa que hospeda el gen que
codifica la fosfatasa dcida mutante en la que el resto 72° de glicina y el resto 151° de isoleucina se sustituyeron por el
resto de dcido aspdrtico y el resto de treonina, respectivamente.

Ejemplo 13

Produccion de varios ésteres nucledsido-5-fosfato utilizando las cepas que hospedan un gen que codifica la fosfatasa
dcida con actividad fosfomonoesterasa disminuida

La Escherichia coli IM109/pMPI530 en la que se habia introducido el pldsmido que contiene el gen que codifica
la fosfatasa 4dcida mutante, se inocul6 en un medio L (50 mL) que contenfa 100 pug/mL de ampicilinay 1 mM de IPTG,
y se cultivé a 37°C durante 16 horas.

Se disolvieron pirofosfato de sodio (12 g/dL) e inosina, guanosina, uridina o citidina (6 g/dL) como aceptores
de grupos fosfato, en una solucién tampén de acetato de sodio 100 mM (pH 4,0), a lo que se afiadieron las células
microbianas descritas anteriormente, para obtener una concentracion de células de 100 mg/dL expresada en peso seco
de las células. La mezcla de reaccién se incubé a 30°C durante 22 horas manteniendo el pH a 4,0. Las cantidades de
éster nucledsido-5’-fosfato producidas se muestran en la Tabla 9. El nucleétido producido contenia sélo nucledsido-5’-
éster fosfato. No se observé en absoluto produccién secundaria de éster nucledsido-2’-fosfato ni de éster nucledsido-
3’-fosfato.
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TABLA 9
Nucleosido Producto Cantidad producida (g/dL)
Inosina Acido 5-inosinico 10,01
Guanosina Acido 5'-guanilico 6,72
Uridina Acido 5"-uridilico 11,90
Citidina Acido 5'-citidilico 7,82

Ejemplo 14

Produccion de dcido 5’-inosinico a partir de varios compuestos de fosfato como donantes de grupos fosfato utilizando
las cepas que hospedan un gen que codifica la fosfatasa dcida con actividad fosfomonoesterasa disminuida

Se inoculé Escherichia coli IM109/pMPI530 en la que se ha introducido el pldsmido que contiene el gen de la
fosfatasa dcida mutante en un medio L (50 mL) que contenia 100 ug/mL de ampicilinay 1 mM de IPTG, y se cultivo
a 37°C durante 16 horas.

Se disolvieron inosina (6 g/dL), y tripolifosfato de sodio, polifosfato de sodio (nombre comercial: Polygon P,
producido por Chiyoda Chemical), fenilfosfato de di-sodio o carbamilfosfato de disodio (10 g/dL) como donantes de
grupos fosfato, en una solucién tampoén de acetato de sodio (pH 4,5), a lo que se afiadieron las células microbianas
descritas anteriormente para dar una concentracion de 100 mg/dL, expresada en peso seco de las células. La mezcla
de reaccién se incub6 a 30°C durante 22 horas manteniendo el pH a 4,0. La cantidad de dcido 5’-inosinico producida
se muestra en la Tabla 10. El 4cido 5’-inosinico se produjo y se acumulé eficazmente utilizando cualquiera de los
donantes de grupos fosfato. Sin embargo, la cantidad acumulada de dcido 5’-inosinico fue la mds elevada cuando se
utilizé 4cido polifosférico como donante de grupos fosfato.

TABLA 10
Donante de grupos fosfato Acido 5™-inosinico producido (g/dL)
Tripolifosfato de sodio 8,93
Polifosfato de sodio 11,45
Fenilfosfato de disodio 9,62
Carbamilfosfato de disodio 9,89

Ejemplo 15

Aislamiento del gen que codifica la fosfatasa dcida del cromosoma de Escherichia blattae

1) Determinacion de la secuencia de aminodcidos N-terminal

La fosfatasa dcida purificada a partir del extracto exento de células de Escherichia blattae JCM 1650 se adsorbi6
a una membrana DITC (producida por Milligen/Biosearch), y su secuencia de aminodcidos N-terminal se determin6
utilizando un Prosequencer 6625 (producido por Milligen/Biosearch). Se determiné la secuencia de aminoécidos N-
terminal que comprende 15 restos mostrada en la secuencia SEQ ID NO: 8 en la Lista de Secuencias.

2) Aislamiento del fragmento de ADN que contiene el gen que codifica la fosfatasa dcida

Se extrajo el ADN cromosémico de las células cultivadas de Escherichia blattae JCM 1650 de acuerdo con el
método de Murray y Thomson [Nucl. Acid. Res., 4321, 8 (1980)]. E1l ADN cromosémico se degrad6 parcialmente con
Sau3Al. A continuacion, los fragmentos de ADN de 3 a 6 kpb se fraccionaron mediante centrifugacién en gradiente
de densidad de sacarosa. Se realizé la digestion de un vector plasmidico pUC118 (producido por Takara Shuzo)
con BamHI, que se ligd con los fragmentos de ADN cromosémico parcialmente degradados. La ligacion del ADN
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se realiz6 utilizando un equipo de reactivos de ligacion de ADN (producido por Takara Shuzo) segiin un método
disefiado. A continuacion, la Escherichia coli IM109 (producida por Takara Shuzo) se transformé con una mezcla de
ADN obtenida segtin un método convencional. Los transformantes se extendieron en placas sobre un medio de agar L
que contenfa 100 ug/mL de ampicilina, y se hicieron crecer para preparar una genoteca.

Una solucién de reaccién que contenia dcido p-nitrofenilfosférico 4 mM y una solucién tampén de MES/NaOH 100
mM (pH 6,5) se verti6 sobre la superficie del medio de agar sobre el que se habian hecho crecer los transformantes, y
se mantuvo la temperatura a 30°C durante 15 minutos. Las cepas que habian expresado la actividad fosfatasa liberaron
p-nitrofenol y presentaron un color amarillo. Consecuentemente, los transformantes se seleccionaron utilizando este
fenémeno como indice. Como resultado del escrutinio de una genoteca de expresiéon génica de cromosomas que
comprendia aproximadamente 8.000 cepas de transformantes, se obtuvieron 14 cepas de transformantes que habian
expresado la actividad fosfatasa.

Los transformantes (14 cepas) que habian expresado la actividad fosfatasa se sometieron a aislamiento en colonias
aisladas. Las colonias aisladas se inocularon en un medio L (2,5 mL) que contenia 100 ug/mL de ampicilina, y se
cultivaron a 37°C durante 16 horas. Se afiadié una solucién tampén de acetato de sodio (100 mM, pH 5,0, 50 uL)
que contenia inosina (2 g/dL) y pirofosfato de sodio (10 g/dL) a las células microbianas recogidas de los liquidos del
cultivo, para realizar la reaccién a 30°C durante 16 horas. La produccién de dcido 5°-inosinico se detecté mediante
andlisis por HPLC para seleccionar las cepas microbianas que tenfan actividad de transfosforilacién. Como resultado,
se lograron obtener 3 cepas de transformantes que presentaban actividad de transfosforilacion y que se suponia que
hospedaban el fragmento de ADN que contenia el gen deseado de la fosfatasa 4cida.

Ejemplo 16

Determinacion de la secuencia de nucleotidos del gen de la fosfatasa dcida obtenido a partir de Escherichia blattae
JCM 1650

Se analiz6 el fragmento de ADN insertado, extrayendo un pldsmido de acuerdo con el método de lisis alcalina a
partir de una cepa de los transformantes que se suponia que hospedaba el fragmento de ADN que contenia el gen de
la fosfatasa 4cida obtenido a partir de la Escherichia blattae JCM 1650, obtenido en el Ejemplo 15. Este pldsmido se
denominé pEPI301. La Figura 6 muestra un mapa de las enzimas de restriccion determinadas del fragmento de ADN
insertado.

La region del gen de la fosfatasa dcida se especificé posteriormente por subclonacién. Como resultado se sugirié
que este gen de la fosfatasa 4cida estaba contenido en un fragmento que tenia un tamafio de 2,4 Kbp, escindido con las
enzimas de restriccion Clal y BamHI. Por lo tanto, con el fin de determinar la secuencia de nucleétidos, se construy6
un ADN plasmidico en el que el fragmento se ligdé con pBluescript KS(+) (producido por Stratagene) que habia sido
sometido a digestion con Clal y BamHI. Se transformé la Escherichia coli JIM109 (producida por Takara Shuzo) con
el ADN plasmidico denominado pEPI305 segtin un método convencional, y se extendid en placas sobre un medio de
agar L que contenia 100 ug/mL de ampicilina para obtener un transformante.

El plasmido se extrajo segin el método de la lisis alcalina a partir del transformante de Escherichia coli JM109
(producida por Takara Shuzo) que hospedaba pEPI305, para determinar la secuencia de nucledtidos. Una secuencia
de nucledtidos de un marco de lectura abierto determinado se muestra en la secuencia SEQ ID NO: 9 de la Lista de
Secuencias. Una secuencia de aminodcidos de la proteina deducida a partir de la secuencia de nucleétidos se muestra
en la secuencia SEQ ID NO: 10 de la Lista de Secuencias. Una secuencia parcial, que coincidia totalmente con la
secuencia de aminodcidos N-terminal de la enzima purificada, se encontr6 en la secuencia de aminoacidos. El extremo
N-terminal de la enzima purificada comienza con el resto 19° de leucina de la secuencia mostrada en la secuencia SEQ
ID NO: 10. Consecuentemente, se supone que la secuencia de aminodcidos mostrada en la secuencia SEQ ID NO: 10
es la de una proteina precursora, y que un péptido que comprende un segmento desde el resto 1° de metionina hasta
el resto 18° de alanina se elimina después de la traduccién. Una secuencia de aminoacidos de una proteina madura
deducida de este modo, se muestra en la secuencia SEQ ID NO: 11 en la Lista de Secuencias. Consecuentemente, se
calcula que el peso molecular estimado de la proteina madura es 25,1 kilodaltons, que concuerda con los resultados
del SDS-PAGE para la enzima purificada. De acuerdo con los resultados descritos anteriormente, y debido al hecho de
que el transformante que hospeda el plasmido que contiene este fragmento presentaba actividad de transfosforilacion,
se identificé que este marco de lectura abierto era la region que codifica la fosfatasa dcida deseada.

A saber, el gen que codifica la proteina que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en la secuencia SEQ
ID NO: 11 en la Lista de Secuencias es el gen de la fosfatasa acida de Escherichia blattae JCM 1650.

La secuencia de nucledtidos y la secuencia de aminodcidos se compararon por homologia respectivamente con
secuencias conocidas. Se utilizaron las bases de datos de EMBL y de SWISS-PROT. Como resultado, se ha demostrado
que la proteina mostrada en la secuencia SEQ ID NO: 8 y el ADN que la codifica son nuevos. Una proteina precursora
codificada por este gen comprende 249 aminodcidos, y el peso molecular de la proteina deducida a partir de su
secuencia es 27,0 kilodaltons.

La secuencia de aminodcidos se compard por homologia con secuencias conocidas respectivamente. Como resul-
tado, esta proteina presentaba un alto grado de homologia con la fosfatasa 4cida de Providencia stuartii (77,1%), con
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la fosfatasa acida de Morganella morganii del Ejemplo 8 (77,1%) y con la fosfatasa acida de Salmonella typhimurium
(44,3%).

La cepa de Escherichia coli JM109 transformada con un plasmido pEPI305 se ha denominado AJ13144, la cual
ha sido registrada internacionalmente el 23 de Febrero de 1996 en el “National Institute of Bioscience and Human
Technology” de la Agencia de Ciencia Industrial y Tecnologia (c6digo postal: 305, 1-3, Higashi 1-chome, Tsukubashi,
Ibarakiken, Japén) de acuerdo con lo estipulado por el Tratado de Budapest, y se le ha otorgado el nimero de registro
FERM BP-5423.

Ejemplo 17

Amplificacion de la actividad por expresion del gen de la fosfatasa dcida obtenido a partir de Escherichia blattae
JCM 1650

Se inoculé Escherichia coli IM109/pEPI305 construida en el Ejemplo 16 en un medio L (50 mL) que contenia 100
pg/mL de ampicilina y 1 mM de IPTG, y se cultivé a 37°C durante 16 horas. Las células microbianas se recogieron
de su cultivo por centrifugacion y se lavaron una vez con suero fisioldgico salino. Las células microbianas se pusieron
en suspensién en una solucién tampoén de fosfato de potasio 100 mM (5 mL, pH 7,2) y se rompieron mediante un
tratamiento de ultrasonidos realizado a 4°C durante 20 minutos. La solucién tratada se centrifugé para eliminar la
fraccién insoluble y se prepard de este modo un extracto exento de células.

La actividad de transfosforilacion del extracto exento de células obtenido, se midi6 utilizando testigos de extractos
exentos de células, preparados a partir de la cepa de tipo silvestre de Escherichia blattae y de Escherichia coli IM109
transformada con el pldsmido pBluescript KS(+) de la misma manera que la descrita anteriormente. El resultado se
muestra en la Tabla 11. La actividad de transfosforilacién no se detecté en la Escherichia coli IM109/pBluescript
KS(+). La actividad de transfosforilacién fue también baja en la cepa de tipo silvestre de Escherichia blattae. Por otra
parte, la Escherichia coli IM109/pEPI305 exhibi6 una actividad de transfosforilacién elevada que era 120 veces mds al-
ta en actividad especifica que la cepa de tipo silvestre de Escherichia blattae. De acuerdo con el resultado, se ha demos-
trado que el fragmento de ADN introducido permite que Escherichia coli exprese la fosfatasa dcida en un alto nivel.

TABLA 11
Cepa microbiana Actividad de transfosforilacion
(unidad/mg)
Escherichia blattae JCM 1650 0,002
Escherichia coli JIM109/ pBluescript KS(+) no detectada
Escherichia coli JM109/pEPI305 0,264

Ejemplo 18

Produccion de dcido 5’-inosinico a partir de inosina utilizando una cepa que hospeda el gen de la fosfatasa dcida
obtenido a partir de la Escherichia blattae JCM 1650

Se disolvieron pirofosfato de sodio (12 g/dL) e inosina (6 g/dL) en una solucién tampoén de acetato de sodio 100
mM (pH 4,0), a la que se afadieron células microbianas de Escherichia coli IM109/pEPI305 descritas anteriormente,
para dar una concentracién de células de 200 mg/dL expresado en peso seco de las células microbianas. La mezcla
de reaccion se incubé a 35°C durante 10 horas manteniendo el pH a 4,0 y la cantidad de 4cido inosinico producido se
midi6 a lo largo del tiempo. El 4cido inosinico producido contenia s6lo dcido 5’-inosinico. No se observé en absoluto
produccion secundaria de dcido 2’-inosinico ni de 4cido 3’-inosinico. El resultado se muestra en la Figura 7. El 4cido
5’-inosinico se produjo y se acumuld de forma extremadamente eficaz en un periodo corto de tiempo en la reaccion,
para producir dcido 5’-inosinico a partir de pirofosfato e inosina utilizando este microorganismo.

Ejemplo 19
Preparacion de un gen que codifica una fosfatasa dcida con actividad fosfomonoesterasa disminuida

Como se ha descrito en los Ejemplos 17 y 18, la cepa que hospeda el gen de la fosfatasa 4cida obtenido a partir
de Escherichia blattae, expresa una cantidad considerable de la fosfatasa acida, y el acido 5’-inosinico se produce
y se acumula de forma extremadamente eficaz en un periodo de tiempo corto en la reaccion, para producir acido

5’-inosinico a partir de pirofosfato e inosina utilizando este microorganismo. Sin embargo, se ha demostrado que la
cantidad acumulada de 4cido 5’-inosinico no excede un cierto grado porque el dcido 5’-inosinico experimenta una
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degradacion debido a la actividad fosfomonoesterasa que presenta la propia fosfatasa 4cida. Por lo tanto se procurd
mejorar la enzima introduciendo una mutacién en el gen de la fosfatasa dcida obtenido a partir de la Escherichia
blattae clonada en el Ejemplo 15, segtin el método de mutagénesis dirigida al sitio, utilizando PCR.

Los oligonucleétidos MUT300, MUT310 y MUT320 mostrados en las secuencias SEQ ID NO: 12, 13y 14 en la
Lista de Secuencias se sintetizaron respectivamente segin el método de la fosfoamidita, utilizando un sintetizador de
ADN (Modelo 394 producido por Applied Biosystems).

Se afiadieron plasmido pEPI305 (1 ng) como molde preparado en el Ejemplo 16, cebador RV de M13 (producido
por Takara Shuzo) y el oligonucleétido MUT310 (2,5 umoles de cada uno de ellos) como cebador, y la polimerasa
de ADN Taq (2,5 unidades, producida por Takara Shuzo) a una solucién tampén de Tris-HCI 100 mM (pH 8,3, 100
uL) que contenia dATP, dCTP, dGTP, dTTP (cada uno de ellos 200 uM), cloruro de potasio (50 mM) y cloruro de
magnesio (1,5 mM), para realizar una reaccién de PCR en la que se repetia 25 veces un ciclo que comprendia periodos
de 30 segundos a 94°C, 2 minutos a 55°C y 3 minutos a 72°C. La reaccién de la PCR se realiz6 utilizando un ciclador
térmico tipo PJ2000 (producido por Takara Shuzo). Ademds se realizé una reaccion PCR de la misma manera que la
descrita anteriormente, utilizando el plasmido pEPI305 (1 ng) como molde, y como cebador M3 de M13 (producido
por Takara Shuzo) y el oligonucleétido MUT300 (2,5 umoles de cada uno). Cada una de las soluciones de la reaccién
se purificd por filtracién en gel para eliminar los cebadores utilizando una columna Microspin S-400 (producida por
Pharmacia).

Cada uno de los productos de la reaccién PCR (1 uL) se afiadi6 a una solucién tampén de Tris-HCl 100 mM (pH
8,3, 95 uL) que contenia dATP, dCTP, dGTP, dTTP (cada uno 200 uM), cloruro de potasio (50 mM) y cloruro de
magnesio (1,5 mM), y se calenté a 94°C durante 10 minutos, seguido por enfriamiento a 37°C durante 60 minutos. A
continuacidn, la temperatura se mantuvo a 37°C durante 15 minutos para formar un heterodiplex. La polimerasa de
ADN Tagq (2,5 unidades) se afiadié para realizar una reaccién a 72°C durante 3 minutos de manera que se completara
el heterodiplex. A continuacién, se aiadieron el cebador RV de M13 y el cebador M3 de M13 (2,5 umoles de cada
uno) a esta solucién de reaccién para realizar una reaccién PCR en la que se repiti6é 10 veces un ciclo que comprendia
periodos de 30 segundos a 94°C, 2 minutos a 55°C, y 3 minutos a 72°C.

Se realizé la digestién del producto de la segunda reaccién PCR con Clal y BamHI seguido por extraccién con
fenol/cloroformo y precipitacién con etanol. Este fragmento de ADN se ligé con pBluescript KS(+) al que se habia
realizado una digestién con Clal y BamHI. La Escherichia coli JIM109 (producida por Takara Shuzo) se transformé
con el ADN plasmidico obtenido segtin un método convencional, se extendié en placas sobre un medio de agar L que
contenfa 100 pg/mL de ampicilina para obtener un transformante.

El plasmido se extrajo a partir del transformante segtin el método de lisis alcalina, para determinar su secuencia de
nucledtidos, confirmando que el nucledtido deseado habfia sido sustituido. Por lo tanto, se preparé un gen mutante que
codifica una fosfatasa mutante en la que el resto 74° de glicina (GGG) de la proteina madura se habia sustituido con
un resto de 4cido aspartico (G*A*T). El plasmido que contenia este gen mutante se denominé pEPI310.

Se prepar6 un gen mutante que codifica una fosfatasa mutante en el que el resto 153° de isoleucina (ATC) de la
proteina madura se habia sustituido con un resto de treonina (A*CC), segtin el mismo procedimiento que el descri-
to anteriormente, utilizando pEPI305 como molde, y los oligonucleétidos MUT300 y MUT320 como cebadores. El
plasmido que contenfa este gen mutante se denominé pEPI320. A continuacién, se prepard un gen mutante que co-
dificaba una fosfatasa mutante en la que el resto 74° de glicina (GGG) de la proteina madura se habia sustituido por
un resto de dcido aspartico (G*A*T) y el resto 153° de isoleucina de la proteina madura se habia sustituido por un
resto de treonina (A*CC), segin el mismo procedimiento descrito anteriormente utilizando pEPI310 como molde, y
los oligonucledtidos MUT300 y MUT320 como cebadores. El plasmido que contenia este gen mutante se denomind
pEPI330.

La Escherichia coli IM109/pEPI310, Escherichia coli JIM109/pEPI320 y Escherichia coli IM109/pEPI330, en
las que se habian introducido los pldsmidos que contenian los respectivos genes de la fosfatasa dcida mutante, y
la Escherichia coli IM109/pEPI305, en la que se habia introducido el pldsmido que contenia el gen de la fosfatasa
dcida de tipo silvestre, se inocularon en un medio L (50 mL) que contenia 100 ug/mL de ampicilina y 1 mM de
IPTG, y se cultivaron a 37°C durante 16 horas. Las células microbianas se recogieron de su cultivo y se lavaron una
vez con solucién salina fisioldgica. Las células microbianas se pusieron en suspension en una solucién tampén de
fosfato de potasio 100 mM (5 mL, pH 7,0), y se rompieron mediante un tratamiento con ultrasonidos realizado a 4°C
durante 20 minutos. Las soluciones tratadas se centrifugaron para eliminar las fracciones insolubles, y de este modo
se prepararon extractos exentos de células. La actividad fosfomonoesterasa y la actividad de transfosforilacién de los
extractos exentos de células se midieron a pH 4,0, y se compararon con la actividad de la cepa silvestre.

La Tabla 12 muestra el resultado de la medida de la actividad fosfomonoesterasa y de la actividad de transfosfo-
rilacion de la fosfatasa dcida de tipo silvestre y de las fosfatasas dcidas mutantes. Se observa que tanto la actividad
fosfomonoesterasa como la actividad de transfosforilacion de las fosfatasas acidas mutantes, han disminuido en com-
paracion con la fosfatasa dcida de tipo silvestre, y que los grados de disminucién de la actividad fosfomonoesterasa
son mayores que los de la actividad de transfosforilacién, dando como resultado que la relacién entre la actividad
fosfomonoesterasa y la actividad de transfosforilacion de la fosfatasa 4cida mutante disminuye en comparacion con la
fosfatasa 4cida de tipo silvestre.
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TABLA 12
Plasmido Actividad fosfomonoesterasa Actividad de Relacién
transfosforilacion
(unidad/mg) (unidad/mg) (valor relativo)
pEPI305 2,38 0,132 18,03 (100)
pEPI310 0,26 0,019 13,68 (76)
pEP1320 0,88 0,123 7,15 (39)
pEPI330 0,42 0,070 6,00 (33)

D Relacion entre la actividad fosfomonoesterasa y la actividad para producir éster
nucledsido-5'-fosfato.

Ejemplo 20

Produccion de dcido 5’-inosinico a partir de la inosina utilizando las cepas que hospedan un gen que codifica la
fosfatasa dcida con actividad fosfomonoesterasa disminuida

Escherichia coli IM109/pEPI310, Escherichia coli JIM109/pEPI320 y Escherichia coli IM109/pEPI330 en las
que se habian introducido los plasmidos que contienen los genes que codifican las fosfatasas dcidas mutantes y la
Escherichia coli JIM109/pEPI305 en la que se habian introducido el pldsmido que contiene el gen de la fosfatasa dcida
de tipo silvestre, se inocularon en un medio L (50 mL) que contenia 100 ug/mL de ampicilina y 1 mM de IPTG, y se
cultivaron a 37°C durante 16 horas.

Se disolvieron pirofosfato de sodio (12 g/dL) e inosina (6 g/dL) en una solucién tampén de acetato de sodio (pH
4,0) a la que se afiadieron las células microbianas de cada una de las cepas de Escherichia coli obtenidas mediante los
cultivos descritos anteriormente, para obtener una concentracién de 200 mg/dL expresada en peso seco de las células
microbianas. La mezcla de reaccién se incubd a 35°C durante 32 horas manteniendo el pH a 4,0, y la cantidad de 4cido
5’-inosinico producido se midi6 a lo largo del tiempo. El resultado se muestra en la Figura 8.

En la Figura 8, el eje de ordenadas indica la concentracion de 4cido 5’-inosinico (mg/dL) y el eje de abscisas indica
el tiempo de reaccion (h). El avance de la reaccion, medido utilizando las cepas de las células respectivas, se indica por
los circulos negros para Escherichia coli IM109/pEPI305, tridngulos negros para Escherichia coli JM109/pEPI310,
circulos blancos para Escherichia coli IM109/pEPI320 y cuadrados blancos para Escherichia coli IM109/pEPI330.

La velocidad de degradacién del 4cido 5’-inosinico producido disminuyé en la reaccién para producir dcido 5’-
inosinico a partir de inosina utilizando las cepas que hospedan la fosfatasa dcida con actividad fosfomonoesterasa
disminuida. Como resultado, el rendimiento y la cantidad acumulada de dcido 5’-inosinico aumenté. La acumulacién
mayor de acido 5’-inosinico se obtuvo para Escherichia coli IM109/pEPI330 como cepa que hospeda el gen que
codifica la fosfatasa dcida mutante en la que el resto 74° de glicina y el resto 153° de isoleucina se sustituyeron por el
resto de dcido aspdrtico y el resto de treonina, respectivamente.

Ejemplo 21

Produccion de varios ésteres nucledsido-5’-fosfato utilizando las cepas que hospedan un gen que codifica la fosfatasa
dcida con actividad fosfomonoesterasa disminuida

Se inoculd E. coli IM109/pEPI330 en la que se habia introducido el plasmido que contiene el gen de la fosfatasa
dcida mutante en un medio L (50 ml) que contenia 100 ug/mL de ampicilina y 1 mM de IPTG, y se incubé a 37°C
durante 16 horas.

Se disolvieron pirofosfato sédico (12 g/dL) e inosina, guanina, uridina o citidina (6 g/dL) como aceptor de grupos
fosfato en una solucién tampén de acetato sédico 100 mM (pH 4,0) y se afiadieron las células microbianas descritas
anteriormente para proporcionar una concentracién celular de 200 mg/dL, expresada en peso seco de las células. La
mezcla de reaccion se incubd a 35°C durante 32 horas manteniendo el pH a 4,0. Las cantidades de éster nucledsido-5’-
fosfato formado se muestran en la Tabla 13. El nucleétido formado fue sé6lo éster nucledsido-5-fosfato. No se observo
en absoluto la formacién de éster nucledsido-2’-fosfato ni de éster nucledsido-3’-fosfato como subproductos.
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TABLA 13
Nucledsido Producto Cantidad producida (g/dL)
Inosina Acido 5'-inosinico 7,45
Guanosina Acido 5'-guanilico 4,77
Uridina Acido 5"-uridilico 8,93
Citidina Acido 5'-citidilico 6,60

Ejemplo 22

Produccion de dcido 5’-inosinico utilizando las cepas que contienen un gen que codifica la fosfatasa dcida con acti-
vidad fosfomonoesterasa disminuida a partir de varios compuestos de fosfato como donantes de grupos fosfato

Se inocul6 E. coli IM109/pEPI330 en la que se habia introducido el pldsmido que contiene el gen de la fosfatasa
dcida mutante en un medio L (50 mL) que contenia 100 pg/mL de ampicilina y 1 mM de IPTG, y se cultivé a 37°C
durante 16 horas.

Se disolvieron inosina (6 g/dL) y tripolifosfato sédico, un polifosfato sédico (Polygon P, nombre comercial de un
producto de Chiyoda Chemical), fenilfosfato de disodio o carbamilfosfato de disodio (12 g/dL) como donantes de
grupos fosfato, en una solucién tampén de acetato 100 mM (pH 4,0) a lo que se afiadieron las células microbianas
descritas anteriormente, para proporcionar una concentraciéon de 200 mg/dL, expresada en peso seco de las células.
La mezcla de reaccion se incub6 a 35°C durante 32 horas manteniendo el pH a 4,0. La cantidad de dcido 5’-inosinico
formado se muestra en la Tabla 14. El 4cido 5’-inosinico se formd y se acumulé con buena eficacia con cualquiera de
los donantes de grupos fosfato. Sin embargo, la cantidad acumulada de dcido 5’-inosinico era mayor cuando el dcido
polifosférico se empleaba como donante de grupos fosfato.

TABLA 14
Donante de grupos fosfato Acido 5-inosinico producido (g/dL)
Tripolifosfato de sodio 5,96
Polifosfato de sodio 8,84
Fenilfosfato de disodio 7,60
Carbamilfosfato de disodio 7,73

Ejemplo 23

Aislamiento de gen de la fosfatasa dcida obtenido a partir del cromosoma de Providencia stuartii y determinacion de
la secuencia de nucledtidos del gen

Se sintetizaron los oligonucleétidos PRP1 y PRP2, que tienen las secuencias de nucledtidos ilustradas en las
secuencias SEQ ID NO: 15 y 16 de la Lista de Secuencias, respectivamente. Estos oligonucledtidos se disefian para
amplificar un gen que codifica la fosfatasa 4cida de la Providencia stuartii en funcién de la secuencia de nucleétidos
conocida del gen que codifica la fosfatasa 4cida de la Providencia stuartii (base de datos del EMBL, nimero de
inventario X64820).

Se extrajo ADN cromosémico de células microbianas cultivadas de Providencia stuartii ATCC 29851 segtn el
método de Murray y Thomson [Nucl. Acid. Res. 4321, 8 (1980)]. Se afiadi6 el ADN cromosémico (0,1 ng) como
molde, los oligonucledtidos PRP1 y PRP2 (2,5 umoles de cada uno) como cebadores y la polimerasa de ADN Taq (2,5
unidades, producida por Takara Shuzo) a una solucién tampé6n de Tris-HCI 100 mM (pH 8,3, 100 uL) que contenia
dATP, dCTP, dGTP, dTTP (cada uno de ellos 200 uM), cloruro de potasio (50 mM) y cloruro de magnesio (1,5 mM),
para realizar una reacciéon PCR en la que se repetia 30 veces un ciclo que comprendia periodos de 30 segundos a
94°C, 2 minutos a 55°C y 3 minutos a 72°C. La solucidn de la reaccion se sometié a electroforesis en gel de agarosa,
seguida por recuperacién del fragmento de ADN amplificado de aproximadamente 1 kpb mediante polvos de vidrio

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2281 082 T3

(fabricados por Takara Shuzo). Se realiz6 la digestién del fragmento del gen con BamHI, que se ligd con pUC118 y
que habfa sido sometido a digestiéon con BamHI. El pldsmido obtenido tal y como se ha descrito anteriormente, se
denominé pPRP100.

Se midieron la actividad fosfomonoesterasa y la actividad de transfosforilacion de Escherichia coli IM109/
pPRP100, un transformante en el que se habia introducido pPRP100. Como resultado, la cepa presentd actividad
de transfosforilacion del nucledsido, asi como actividad fosfomonoesterasa.

El plasmido se extrajo segin el método de lisis alcalina a partir del transformante de Escherichia coli JM109/
pPRP100, para determinar la secuencia de nucleétidos. Una secuencia de nucle6tidos de un marco de lectura abierto
determinado y una secuencia de aminodcidos de la proteina deducida a partir de la secuencia de nucleédtidos, se
muestran en las secuencias SEQ ID NO: 17 y 18 de la Lista de Secuencias. La secuencia de nucleétidos del marco
de lectura abierto coincide totalmente con la secuencia de nucledtidos del gen conocido de la fosfatasa dcida de
Providencia stuartii.

Ejemplo 24

Aislamiento de los genes de la fosfatasa dcida obtenidos a partir de los cromosomas de Enterobacter aerogenes,
Klebsiella planticola y Serratia ficaria y determinacion de las secuencias de nucledtidos de los genes

Se extrajo ADN cromosdémico a partir de las células microbianas cultivadas de Enterobacter aerogenes IFO 12010,
Klebsiella planticola TFO 14939, y Serratia ficaria IAM 13540, segin el método de Murray y Thomson [Nucl. Acid.
Res. 4321, 8 (1980)]. A continuacidn, segin el método descrito en el Ejemplo 7, se construyé una genoteca de expre-
sién de genes cromosémica que comprendia aproximadamente 20.000 transformantes de Escherichia coli IM109 y se
escrutd para obtener transformantes que mostraran actividad de transfosforilacion. Se consider6 que cada uno de estos
transformantes hospedaba el gen de la fosfatasa dcida obtenido a partir de cada una de las cepas originales.

El ADN plasmidico se extrajo a partir de uno de los transformantes de Escherichia coli que se considerd que tenia
el gen de la fosfatasa dcida obtenido a partir de la Enterobacter aerogenes IFO 12010, segiin un método de lisis alcalina
y se analiz6 el ADN insertado del pldsmido. El plasmido anterior se denominé pENP100. Un mapa de las enzimas de
restriccion del ADN insertado obtenido a partir de la Enterobacter aerogenes IFO 12010 se muestra en la Figura 9.

Como resultado de especificar la region del gen de la fosfatasa dcida mediante subclonacioén, se sugirié que el gen
de la fosfatasa dcida estd contenido en el fragmento de 1,6 kpb escindido con las enzimas de restriccion Sall y Kpnl.
A continuacidn, el fragmento Sall-Kpnl se ligd con pUC118 que se habia digerido con Sall y Kpnl para construir un
plasmido. El pldsmido resultante se denominé pENP110.

Segtin el procedimiento descrito anteriormente, el ADN pldsmido se extrajo de uno de los transformantes de
Escherichia coli que se consider6 que tenia el gen de fosfatasa dcida obtenido a partir de Klebsiella planticola IFO
14939, segin un método de lisis alcalina y se analizé el ADN insertado del pldsmido. El pldsmido anterior se denomind
pKL100. Un mapa con las enzimas de restriccién del ADN insertado obtenido a partir de Klebsiella planticola IFO
14939, se muestra en la Figura 10.

Como resultado de especificar la region del gen de la fosfatasa dcida mediante subclonacioén, se sugirié que el gen
de la fosfatasa dcida estd contenido en el fragmento de 2,2 kpb escindido con las enzimas de restriccién Kpnl 'y EcoRI.
A continuacién, el fragmento Kpnl-EcoRI se ligd con pUC118 que se someti6 a digestiéon con Kpnl y EcoRI para
construir un pldsmido. El pldsmido resultante se denominé pKLP110.

Similarmente, se extrajo el ADN plasmidico de uno de los transformantes de Escherichia coli que se consideraba
que tenfa el gen de la fosfatasa dcida obtenido a partir de Serratia ficaria IAM 13540, segin un método de lisis alcalina
y se analizé el ADN insertado del pldsmido. El plasmido anterior se denominé pSEP100. Un mapa con las enzimas de
restriccion del ADN insertado obtenido a partir de la Serratia ficaria IAM 13540, se muestra en la Figura 11.

Como resultado de especificar la region del gen de la fosfatasa dcida mediante subclonacién, se sugirié que el
gen de la fosfatasa 4dcida estd contenido en el fragmento de 1,4 kpb escindido con la enzima de restricciéon HindIIl.
A continuacidn, el fragmento HindlIIl se ligé con el pUC118 que se habia digerido con HindIll para construir un
plasmido. El plasmido resultante se denominé pSEP110.

A continuacién, los ADN plasmidicos se extrajeron a partir de los transformantes Escherichia coli IM109/
pENP110, Escherichia coli IM109/pKLP110 y Escherichia coli IM109/pSEP110, en los que se habian introducido
pNEP110, pKLP110 y pSEP110, respectivamente, segin un método de lisis alcalina. Las secuencias de nucle6tidos
de los insertos de estos pldsmidos se determinaron segiin el método descrito en el Ejemplo 8. Las secuencias de nu-
cledtidos determinadas de los marcos de lectura abiertos de los insertos se muestran en la secuencia SEQ ID NO: 19
para Enterobacter aerogenes IFO 12010, en la secuencia SEQ ID NO: 21 para Klebsiella planticola IFO 14939 y en la
secuencia SEQ ID NO: 23 para Serratia ficaria IAM 13540. Adicionalmente, las secuencias de aminodcidos deducidas
se muestran en las secuencias SEQ ID NOs: 20, 22 y 24 respectivamente. Debido al hecho de que los transformantes
que hospedan los plasmidos que contienen estos fragmentos presentaron actividad de transfosforilacion, se identificé
que estos marcos de lectura abiertos eran los genes deseados de la fosfatasa 4cida.
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Las secuencias de nucledtidos y las secuencias de aminoacidos deducidas se compararon por homologia respec-
tivamente con secuencias conocidas. Se utilizaron las bases de datos EMBL y SWISS-PROT. Como resultado, se ha
demostrado que los genes ilustrados en las secuencias SEQ ID NO: 19, 21 y 23 en la Lista de Secuencias, son ge-
nes nuevos. Se supuso que la proteina codificada por el gen obtenido a partir de Enterobacter aerogenes IFO 12010
comprende 248 restos de aminodcidos, la proteina codificada por el gen obtenido a partir de Klebsiella planticola IFO
14939 comprende 248 restos de aminodcidos y que la proteina codificada por el gen obtenido a partir de Serratia ficaria
IAM 13540 comprende 244 restos de aminoacidos. Hay una posibilidad de que estas proteinas puedan ser proteinas
precursoras como las fosfatasas acidas derivadas de Morganella morganii y de Escherichia blattae.

Las secuencias de aminodacidos deducidas a partir de las secuencias de nucle6tidos se muestran en la Figura 12,
con nomenclatura de una letra, junto con la secuencia de aminodcidos deducida de la fosfatasa dcida obtenida a partir
de Morganella morganii NCIMB 10466 obtenida en el Ejemplo 8, la de Escherichia blattae JCM1650 obtenida en
el Ejemplo 16 y la secuencia de aminoécidos conocida de la fosfatasa 4cida de Providencia stuartii (EMBL ntimero
de inventario X64820). Los restos de aminoacidos comunes a todas las secuencias de aminoacidos, se indican con
asteriscos debajo de las secuencias en la Figura 12.

Como se muestra en la Figura 12, las secuencias de aminodcidos de las fosfatasas dcidas obtenidas a partir de seis
cepas son muy homologas entre siy 130 restos de aminodcidos son comunes entre todas las secuencias de aminodcidos.
Por tanto, se supone que estas fosfatasas dcidas tienen funciones similares.

Ejemplo 25

Amplificacion de la actividad mediante expresion del gen que expresa la fosfatasa dcida obtenido a partir de Entero-
bacter aerogenes, Klebsiella planticola y Serratia ficaria

Se inocularon Escherichia coli IM109/pPRP100 construida en el Ejemplo 23, Escherichia coli IM109/pENP110,
Escherichia coli IM109/pKLP110 y Escherichia coli IM109/pSEP110 construidas en el Ejemplo 24, en un medio L
(50 mL) que contenifa 100 ug/mL de ampicilinay 1 mM de IPTG, y se cultivaron a 37°C durante 16 horas. Las células
microbianas se recogieron de estos cultivos por centrifugacion, y se lavaron una vez con suero fisiolégico salino. Las
células microbianas se pusieron en suspension en una solucién tampén de fosfato de potasio 100 mM (5 mL, pH 7,0),
y se rompieron mediante un tratamiento por ultrasonidos realizado a 4°C durante 20 minutos. Las soluciones tratadas
se centrifugaron para eliminar la fraccién insoluble, y de esta forma se prepararon extractos exentos de células.

La actividad de transfosforilacién de los extractos exentos de células obtenidos se midié utilizando testigos de
extractos exentos de células preparados a partir de Providencia stuartii ATCC 29851, Enterobacter aerogenes IFO
12010, Klebsiella planticola IFO 14939, Serratia ficaria IAM 13540 y Escherichia coli JM109, transformadas con el
plasmido pUC118 de la misma manera que se ha descrito anteriormente. Los resultados se muestran en la Tabla 15.
La actividad de transfosforilacion era baja en todas las cepas de tipo silvestre. La actividad de transfosforilacién no se
detect6 en Escherichia coli IM109/pUC118. Por otra parte, los transformantes de Escherichia coli IM109 en los que se
introdujeron los genes de la fosfatasa acida, exhibieron actividades de transfosforilacion elevadas en comparacién con
las cepas de tipo silvestre. Segtin el resultado, se ha demostrado que cada uno de los fragmentos de ADN introducidos
permiten que Escherichia coli exprese la fosfatasa dcida a un nivel elevado.

TABLA 15

Cepa microbiana Actividad de transfosforilacion

(unidad/mg)
Providencia stuartii ATCC 29851 0,005
Enterobacter aerogenes IFO 12010 0,002
Klebsiella planticola IFO 14939 0,002
Serratia ficaria IAM 13450 0,001
Escherichia coli IM109/pUC118 no detectada
Escherichia coli IM109/pPRP100 0,833
Escherichia coli JM109/pENP110 0,301
Escherichia coli IM109/pKLP110 0,253
Escherichia coli JIM109/pSEP110 0,123
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Aplicabilidad industrial

De acuerdo con la presente invencién, el éster nucledsido-5’-fosfato se puede producir de forma econdmica y
eficaz, permitiendo que la fosfatasa 4cida actie bajo condiciones de pH 3,0 hasta 5,5 sobre un nucledsido y un donante
de grupos fosfato seleccionado entre el grupo consistente en dcido polifosférico o una de sus sales, dcido fenilfosférico
o una de sus sales y carbamilfosfato o una de sus sales. Especialmente, el éster nucledsido-5’-fosfato se puede producir
mads eficazmente empleando la fosfatasa dcida proporcionada por la presente invencidn, la fosfatasa dcida que tiene la
mutacién para disminuir la actividad fosfomonoesterasa.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir éster nucledsido-5’-fosfato que comprende las etapas de permitir que una fosfatasa
dcida actuie en condiciones de pH de 3,0 a 5,5 sobre un nucleésido y un donante de grupos fosfato seleccionado entre
el grupo consistente en dcido polifosférico o una de sus sales, dcido fenilfosférico o una de sus sales y carbamilfosfato
o una de sus sales, para producir éster nucle6sido-5’-fosfato y recogerlo.

2. El método para producir éster nucledsido-5’-fosfato de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la fosfatasa
dcida tiene una mutacién para disminuir su actividad fosfomonoesterasa hasta un nivel menor que el de la fosfatasa
dcida de tipo silvestre.

3. El método segin la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que dicha fosfatasa 4cida se obtiene a partir de
una de las siguientes cepas bacterianas:

Morganella morganii NCIMB 10466

Morganella morganii IFO 3168

Morganella morganii IFO 3848

Escherichia blattae JCM 1650

Escherichia blattae ATCC 33429

Escherichia blattae ATCC 33430

Providencia stuartii ATCC 29851

Providencia stuartii ATCC 33672

Enterobacter aerogenes IFO 12010

Enterobacter aerogenes IFO 13534

Klebsiella planticola IFO 14939

Klebsiella planticola 1AM 1133

Serratia ficaria IAM 13540

Serratia marcescens IAM 12143.

4. El método para producir éster nucledsido-5’-fosfato segin la reivindicacién 1, en donde la fosfatasa acida
comprende una secuencia de aminodcidos que se selecciona entre el grupo consistente en las secuencias ilustradas en
las SEQ ID NOs: 4, 11, 18, 20, 22 y 24.

5. El método para producir éster nucledsido-5’-fosfato segtin la reivindicacién 2 o la reivindicacién 3, en donde
dicha fosfatasa dcida comprende una secuencia de aminodcidos que se selecciona entre el grupo consistente en las
secuencias ilustradas en las SEQ ID NOs: 4, 11, 18, 20 y 24 que tienen una mutacién que disminuye la actividad
fosfomonoesterasa de dicha fosfatasa dcida hasta un nivel menor que el de la fosfatasa dcida de tipo silvestre.

6. El método para producir éster nucle6sido-5’-fosfato segin la reivindicacién 4, en donde dicha mutacién se
selecciona entre el grupo consistente en sustituciones del resto de aminoécido correspondiente a la(s) sustitucion(es)
del resto de glicina en la posicién 72 y/o el resto de isoleucina en la posicién 151, por otro aminodcido en SEQ ID
NO: 4.

7. El método para producir éster nucledsido-5’-fosfato segtin la reivindicacién 5, en donde dicha mutacién se
selecciona entre el grupo consistente en la(s) sustitucion(es) del resto de glicina en la posicién 72 y/o del resto de
isoleucina en la posicidon 151 por otro aminoécido en SEQ ID NO: 4, la(s) sustitucién(es) del resto de glicina en la
posicion 74 y/o del resto de isoleucina en la posicién 153 por otro aminodcido en SEQ ID NO: 11, la(s) sustitucién(es)
del resto de glicina en la posicidén 92 y/o del resto de isoleucina en la posicién 171 por otro aminodcido en SEQ ID

NO: 18, 20 0 22, y la(s) sustitucién(es) del resto de glicina en la posicién 88 y/o del resto de isoleucina en la posicién
167 por otro aminodcido en SEQ ID NO: 24.
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LISTA DE SECUENCIAS
(1) INFORMACION GENERAL:

(i) SOLICITANTE:
(A) NOMBRE: Ajinomoto Co., Inc.
(B) CALLE: 15-1, Kyobashi 1-chome, Chuo-ku
(C) CIUDAD: Tokio
(D) PAIS: Japén
(F) CODIGO POSTAL (ZIP): 104 Japén
(ii) TITULO DE LA INVENCION: Método para producir éster nucleésido-5’-fosfato
(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 24

(iv) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: Disquete
(B) ORDENADOR: Compatible con PC IBM
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) PROGRAMA: PatentIn Edicién n° 1.0, Versién n° 1.25 (EPO)

(v) DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: EP 96914437.7

(vi) DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: PCT/JP96/01402
(B) FECHA DE PRESENTACION: 24-MAY-1996

(vi) DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: JP 7-149781
(B) FECHA DE PRESENTACION: 25-MAY-1995

(vi) DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: JP 8-094680
(B) FECHA DE PRESENTACION: 26-MAR-1996

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Morganella morganii
(B) CEPA: NCIMB 10466

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:1:

Ala Ile Pro Ala Gly Asn Asp Ala Thr Thr Lys Pro Asp Leu Tyr Tyr
1 5 10 15

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:2:
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 750 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CATENARIEDAD: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Morganella morganii
(B) CEPA: NCIMB 10466

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 1..747

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: sig_peptide
(B) LOCALIZACION: 1..60

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: mat_peptide
(B) POSICION: 61..747

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:2:

ATG AAG AAG AAT ATT ATC GCC GGT TGT CTG TTC
Met Lys Lys Asn Ile Ile Ala Gly Cys Leu Phe
-20 -15 -10
TCC GCG CTG GCC GCG ATC CCG GCG GGC AAC GAT
Ser Ala Leu Ala Ala Ile Pro Ala Gly Asn Asp
1 S
GAT TTA TAT TAT CTG AAR ART GRA CAG GCT ATC
Asp Leu Tyr Tyr Leu Lys Asn Glu Gln RAla Ile
15 20
TTA CCG CCA CCG CCG GAA GIC GGC AGT ATT CAG
Leu Pro Pro Pro Pro Glu Val Gly Ser Ile Gln
30 35

TCa
Ser

GCC
Ala

GAC
Asp

TTT
Phe
40

Leu

ACC
Thr

AGC
ser

25
TTA
Leu

TTT
Phe

ACC
Thr

10
CTG
Leu

Asn

TCC CTT
Ser Leu

~5
ARG CCG
Lys Pro

ARA CTG
Lys Leu

GAT CAG
Asp Gln

48

96

144

192
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GCA
Ala

45
CAG
Cln

TTT
Phe

CTG

Leu

ACC
Thr

TAC
Tyr
125

Asn

CTG
Leu

CGG
Arg

CAG
Gln

ACA
Thr

205

Gln

ATG
Met

GCA
Ala

TCA

Ser

TAT
Tyr

CGC
Arg
110
GGC
Gly

GGA
Gly

GTG
val

GGT
Gly

aAGT
Ser
190
TTA

Leu

GAA
Glu

TAT
Tyx

CAG
Gln

GGG
Gly

Lys

95
TCC
Ser

ACA
Thr

TCT
Ser

CTG
Leu

TAT
Tyr
195
GAT
Asp

CAT
Hig

TTT
Phe

GAG
Glu

GCA
Ala

GCA
Ala

80
CTG

Leu

GCC
ala

GAA
Glu

TAC
Tyr

GCG
Ala
160
CAG
Gln

GTG
val

TCC
Ser

GCA
Ala

Lys

GAT
Asp

65
TTC
Phe

CTG
Leu

Lys

ACC
Thr

CCG
Pro
145
GAA
Glu

CTC
Leu

GAT
Asp

GAT
Asp

CAA
Gln
225

GGC
Gly

50
GCT
Ala

GGC
Gly

ACC
Thr

GAA
Glu

TGT
Cys
130
TCA
Ser

GTG
val

GGA
Gly

GCC
Ala

cCcG
Pro
210
ARA
Lys

ES 2281 082 T3

CGT ATG CTG CGC AAT

Arg

GAC
Asp

TAT
Tyr

AAT

Asn

CAT
His
115
AAT
Asn

GGT
Gly

AAC
Asn

CAG
Gln

GCG
Ala
195
GCA
Ala

TCA
Ser

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:3:

Met

CTG

Leu

(olele)

Pro

ATG
Met
100
TAC
Tyr

ACC
Thr

CAT
His

CCG
Pro

AGC
ser
180
CGG
Arg

TTT
Phe

CAG
Gln

Leu

GCC
Ala

ATA
Ile

85
ATT
Ile

ATG
Met

Lys

ACG
Thr

GCA
Ala
165
CGG
Arg

ATT
Ile

CAG

Gln

Lys
229

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 249 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Morganella morganii
(B) CEPA: NCIMB 10466

Arg

GCA
Ala

70
AcCC
Thr

GAG
Glu

CGC
Arg

GAT
Asp

TCT
Ser
150
AAT
Asn

GTG
val

GTC
Val

GCG
Ala

TAA

Asn

55
GGG
Gly

GAA
Glu

GAT
Asp

ATC
Ile

CAG
Gln
135
ATC
Ile

CAG
Gln

ATT
Ile

GGT
Gly

CAG
Gln
215

ACC
Thr

GGT
Gly

Lys

GCC
Ala

CGG
Arg
120

Lys

GGC
Gly

GAT
Asp

TGC
cys

TCA
Ser
200
TTA

Leu

GAG
Glu

GTG
Vval

GAC
Asp

GGT
Gly
108
olole)

Pro

Lys

TGG
Trp

GCG
Ala

GGC
Gly
185
GCC
Ala

GCG
Ala

CcGC
Arg

GCA
Ala

TCT
Ser

90
GAT
Asp

TTT
Phe

cTC
Leu

GCA
Ala

ATT
Ile
170
TAT
Tyr

GCT
Ala

Lys

GGA
Gly

ACC
Thr

75
(elole)
Pro

CTT

Leu

GCG
Ala

TCC
Ser

ACC
Thr
155
CTG
Leu

CAC
His

GTC
val

GCC
Ala

AAA
Lys

60
GCA
Ala

GAG
Glu

GCC
Ala

TTT
Phe

ACC
Thr
140
GCA
Ala

GAA
Glu

TGG
Trp

GCG
Ala

Lys
220

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

750
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:3:

Met
-20
Ser
Asp
Leu
Ala

45
Gln
Phe
Leu
Thr
TYyr
125
Asn
Leu
Arg
Gln
Thr

205
Gln

Lys
Ala
Leu
Pro

30
Met
Ala
Ser
Tyr
Arg
110
Gly
Gly
val
Gly
Ser
130

Leu

Glu

Lys Asn Ile

Leu

Tyr

15
Pro
Tyr
Gln
CGly
Lys

95
Ser
Thr
Ser
Leu
Tyr
175
Asp

His

Phe

Ala

Tyr

Pro

Glu

Ala

Ala

80

Leu

Ala

Glu

Tyr

Ala

160

Gln

val

Ser

Ala

Ala
1
Leu
Pro
Lys
Asp
65
Phe
Leu
Lys
Thr
Pro
145
Glu
Leu
Asp

Asp

Gln
225

ES 2281 082 T3

Ile
-15
Ile
Lys
Glu
Gly

50
Ala
Gly
Thr
Glu
Cys
130
Ser
val
Gly
Ala
Pro

210
Lys

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:4:

Ala Gly Cys

Pro
Asn
val

35
Arg
Asp
Tyr
Asn
His
115
Asn
Gly
Asn
Gln
Ala
195

Ala

Ser

Ala
Glu

20
Gly
Met
Leu
Pro
Met
100
Tyr
Thr
His
Pro
Ser
180
Arg

Phe

Gln

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 229 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Morganella morganii
(B) CEPA: NCIMB 10466

Gly
5
Gln
Ser
Leu
Ala
lle
8s
Ile
Met
Lys
Thr
Ala
165
Arg
Ile

Gln

Lys
229

Leu

Asn

Ala

Ile

Arg

Ala

70

Thr

Glu

Arg

Asp

Ser

150

Asn

val

val

Ala

Phe
-10
Asp
Ile
Gln
Asn

5%
Gly
Glu
Asp
Ile
Gln
135
Ile
Gln
Ile

Gly

Gln
215

Ser
Ala
Asp
Phe

40
Thr

Lys
Ala
Arg
120
Lys
Gly
Asp
Cys
Ser

200
Leu

Leu
Tkr
Ser

25
Leu
Glu
Val
Asp
Gly
105
Pro
Lys
Trp
Ala
Gly
185

Ala

Ala

Phe
Thr

10
Leu
Asn
Arg
Ala
Ser

90
Asp
Phe
Leu
Ala
Ile
170
Tyr

Ala

Lys

Ser

Lys

Lys

Aap

Gly

Thr

75

Pro

Leu

Ala

Ser

Thr

155

Leu

His

val

Ala

Leu

Pro

Leu

Gln

Lys

60

Ala

Glu

Ala

Phe

Thr

140

Ala

Glu

Trp

Ala

Lys
220
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:4:

Ala
1
Leu
Pro
Lys
Asp
65

Phe

Leu

Thr
Pre
145
Glu
Leu

Asp

Asp

Ile Pro Ala Gly Asn Asp Ala Thr Thr

Lys
Glu
Gly

S0
Ala
Gly
Thr
Glu
Cys
130
Ser
vVal
Gly

Ala

Pro
210

Asn
Val

35
Arg
Asp
Tyr
Asn
His
115
Asn
Gly
Asn
Gln
Ala

195
Ala

Glu

20
Gly
Met
Leu
Pro
Met
.00
Tyr
Thr
His
Pro
Ser
180

Arg

Phe

5
Gln Ala

Ser Ile

Ile

Gln

10

Asp Ser Leu

Phe
40

Leu Arg Asn Thr

Ala Ala

70

Ile Thr
85

Ile Glu

Met Arg

Lys Asp

Thr Ser
150

Ala Asn

165

Arg val

Ile Val

Gln Ala

Gln Lys Ser Gln Lys

225

229

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:5:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

S5
Gly

Glu

Asp

Ilie

Gln

135

Ile

Gln

Ile

Gly

Gln
215

Gly
Lys
Ala
Arg
120
Lys
Gly
asp
Cys
Ser

200
Leu

(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: otro 4cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc = “synthetic DNA”

(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:5:

ATTACCATGA TTACGAATTC

25

Leu
Glu
val
Asp
Gly
105
Pro
Lys
Trp
Ala
Gly
185

Ala

Ala

Asn
Arg
Ala
Ser

90
Asp
Pha
Leu
Ala
Ile
170
Tyr

ala

Lys

Lys
Lys
Asp
Gly
Thr

78
Pro
Leu
Ala
Ser
Thr
155
Leu
His

val

Ala

Pro
Leu
Gln
Lys

60
Ala
Glu
Ala
Phe
Thr
140
Ala
Glu
Trp

Ala

Lys
220

Asp

Leu

Ala

45

Gln

Phe

Leu

Thr

Tyr

125

Asn

Leu

Arg

Gln

Thr

205
Gln

Leu

Pro

30
Met
Ala
Ser
Tyx
Arg
110
Gly
Gly
val
Gly
Ser
190

Leu

Glu

Tyr

15
Pro
Tyr
Gln
Gly
Lys

95
Ser
Thr
Ser
Leu
Tyr
178
Asp
His

Phe

Tyr

Pro

Glu

Ala

Ala

80

Leu

Ala

Glu

Tyr

Ala

160

Gln

val

Ser

Ala

20
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(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:6:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otro 4cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc = “synthetic DNA”

(iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: SI
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:6:

GCGGTTGCCA CATCCCCTGC G

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:7:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otro 4cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc = “synthetic DNA”

(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:7:

TTGCCAGCC GGTAGACGTA T

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:8:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 15 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Escherichia blattae
(B) CEPA: JCM 1650

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:8:

Leu Ala Leu Val Ala Thr Gly Asn Asp Thr Thr Thr Lys Pro Asp Leu
1 5 10 15

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:9:

21

21
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 750 pares de bases

(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) CATENARIEDAD: doble

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(iti) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Escherichia blattae
(B) CEPA: JCM 1650

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) LOCALIZACION: 1..747

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: sig_peptide
(B) LOCALIZACION: 1..54

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: mat_peptide

(B) POSICION: 55..747

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:9:

ATG AAA AAA CGT

Met
-18
CAG
Gln

GAT
Asp
15

TTG
Leu

Gee
Ala

Leu

TTC
Phe

Lys

GCC
Ala

CTC
Leu

CCG
Pro

ATG
Met

GCG
Ala

TCC
Ser
80

Lys Arg
~-15

CTG GCG

Leu Ala

1

TAC TAC

Tyr Tyr

CCA CCa
Pro Pro

TAT GAA
Tyr Glu
50
GCG GAA
Ala Glu
65
GGC GCG
Gly Ala

GTT
val

CTG

Leu

CTC
Leu

CCG
Pro
35

CAG
Gln

GAT
Asp

TTT
Phe

CTG
Leu

GTC
val

AAG
Lys
20

GCG
Ala

GGG
Gly

GCA
Ala

GGT
Gly

GCA
Ala

GCT
Ala
5

AAC
Asn

GTG
Val

CGC
Arg

AAC

Asn

AGC
Ser
85

GTT
val

RCC
Thr

AGT
Ser

GGC
Gly

CcTG

Leu

CTG
Leu
70

TGT
Cys
~10
GGC
Gly

GAA
Glu

TCC
Ser

CTG
Leu
55

AGC

Ser

CCG ATC

Pro

Ile

TTT
Phe

AAC
Asn

GCC
Ala

ATT
Ile
40

CGC
Arg

AGT
Ser

ACC

Thr

GCC
Ala

GAC
Asp

ATT
Ile
25

GCG
Ala

ARC
Asn

GGC
Gly

GAA
Glu

GCA
Ala

ACT
Thr
10

AAC
Asn

TTT
Phe

ACC
Thr

GGG

Gly

Lys
90

TIG
Leu

ACC
Thr

AGC
Ser

CTC
Leu

GAR
Glu

GTG
Val
75
GAC
Asp

TTC
Phe

ACG
Thr

CTG
Leu

AAC
Asn

CGC
Arg
60

GCG
Ala

Gce
ala

TCT
Ser

Lys

GCG
Ala

GAT
Asp
45

GGT
Gly

AAT

Asn

cCG
Pro

TCT
Ser

CCG
Pro

CTG
Leu
30

CAG
Gln

AAG
Lys

GCT
Ala

GCG
Ala

48

96

144

192

240

288

336
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CTG
Leu
95

ACC
Thr

TAT
Tyr

Asn

CTG
Leu

cGC
Arg
175
CAG
Gln

ACC
Thr

GCC
Ala

CAT
His

cGcC
Arg

GGG
Gly

GGC
Gly

GTG
val
160
GGT
Gly

AGT
Ser

CTG
Leu

GAA
Glu

ARA
Lys

AGC
Ser

GTC
vVal

TCT
Ser
145
CTG
Leu

TAT
Tyr

GAT
Asp

CAT

His

TTC
Phe
225

TTA
Leu

GCG
Ala

TCT
ser
130
TAT
Tyr

GCA
Ala

GAG
Glu

GTG
Val

ACC
Thr
210
GCC
Ala

ES 2281 082 T3

CTG ACC RAT ATG ATT GAG GAC GCC GGG GAT CTG GCG
Leu Thr Asn Met Ile Glu Asp Ala Gly Asp Leu Ala
100 105 110
AAA GAT CAC TAT ATG CGC ATT CGT CCG TTC GCG TTT
Lys Asp His Tyr Met Arg Ile Arg Pro Phe Ala Phe
115 120 125
ACC TGT AAT ACC ACC GAG CAG GAC AAA CTG TCC AAA
Thr Cys Asn Thr Thr Glu Gln Asp Lys Leu Ser Lys
135 140
CCG TCC GGG CAT ACC TCT ATC GGC TGG GCT ACT GCG
Pro Ser Gly His Thr Ser Ile Gly Trp Ala Thr Ala
150 155
GAG ATC ARC CCT CAG CGC CAG AARAC GAG ATC CTG AAA
Glu Ile Asn Pro Gln Arg Gln Asn Glu Ile Leu Lys
165 170
CTG GGC CAG AGC CGG GTG ATT TGC GGC TAC CAC TGG
Leu Gly Gln Ser Arg Val Ile Cys Gly Tyr His Trp
180 185 190
GAT GCC GCG CGG GTA GTC GGA TCT GCC GTT GTG GCG
Asp Ala Ala Arg Val Val Gly Ser Ala val val Ala
195 200 205
AAC CCG GCG TTC CAG CAG CAG TTG CAG AAA GCG AAG
Asn Pro Ala Phe Gln Gln Gln Leu Gln Lys Ala Lys
215 220
CAG CAT CAG ARG AAA TAA
Gln His Gln Lys Lys
230

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:10:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 249 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(vi) FUENTE ORIGINAL.:

(A) ORGANISMO: Escherichia blattae
(B) CEPA:JCM 1650

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:10:

Met Lys Lys

-18

Gln Ala Leu

Asp Leu Tyr

1s

1

Arg Val Leu Ala Val Cys Phe Ala Ala Leu Phe Ser Ser
-15 -10 -5
Ala Leu Val Ala Thr Gly Asn Asp Thr Thr Thr Lys Pro
5 10
Tyr Leu Lys BAsn Ser Glu Ala Ile Asn Ser Leu Ala Leu
20 25 30

384

432

480

528

576

624

672

720

750
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Leu

Ala

Leu

Phe

Leu

95

Thr

Tyr

Asn

Leu

Arg

175

Gln

Thr

Ala

ES 2281 082 T3

Pro Pro Pro Pro Ala Val Gly Ser Ile Ala

Met
Ala
Ser
80

Hig
Arg
Gly
Gly
val
160
Gly
Ser

Leu

Glu

Tyr

Ala

65

Gly

Lys

Ser

val

Ser

145

Leu

Tyr

Asp

His

Phe
225

Glu
50
Glu

Ala

Leu

Ala

Ser

130

Tyr

Ala

Glu

Val

Thr

210
Ala

35

Gln Gly Arg Leu Leu

Asp
Phe
Leu
Lys
115
Thr
Pro
Glu
Lou
Asp
195

Asn

Gln

Ala
Gly
Thr
100
AsSp
Cys
Ser
Ile
Gly
180
Ala

Pro

His

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:11:

Asn
Ser
85

Asn
His
Asn
Gly
Asn
165
Gln
Ala

Ala

Gln

Leu

70

Pro

Met

Tyr

Thr

Hig

150

Pro

Ser

Arg

Phe

Lys
230

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 231 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Escherichia blattae
(B) CEPA: JCM 1650

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:11:

Leu Ala Leu Val Ala Thr Gly Asn Asp Thr Thr Thr Lys Pro
5
Tyr Tyr Leu Lys Asn Ser Glu Ala Ile Asn

Pro Pro Pro Ala Val Gly Ser Ile Ala Phe

Tyr Glu Gln Gly Arg Leu Leu Arg Asn Thr

1

20

35

50

55

Ser

Ile

Ile

Met

Thr

135

Thr

Gln

Arg

val

Gln

215
Lys

40
Arg

Ser

Thr

Glu

Arg

120

Glu

Serxr

Arg

Val

val

200
Gln

Asn
Gly
Glu
Asp
105
Ile
Gln
Ile
Gln
lle
188

Gly

Gln

10

25

40

55

Phe
Thr
Gly
Lys
90

Ala
Arg
Asp
Gly
Asn
170
Cys

Ser

Leu

Leu

Glu

Vval

75

Asp
Gly
Pro
Lys
Trp
155
Glu
Gly

Ala

Gln

Asn

Arg

60

Ala

Ala

Asp

Phe

Leu

140

Ala

Ile

Tyr

val

Lys
220

Ser Leu Rla Leu

Asp
45

Gly
Asn
Pro
Leu
Ala
125
Ser
Thr
Leu
His
val

2058
Ala

Gln
Lys
Ala
Ala
Ala
110
Phe
Lys
Ala
Lys
Trp
190

Ala

Lys

Asp Leu

15

30

45

60

Glu Arg Gly Lys

Leu Pro

Leu Asn Asp Gln Ala Met

Leu Ala
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Ala Glu Asp Ala Asn Leu Ser Ser Gly Gly
65 70

Gly Ala Phe Gly Ser Pro Ile Thr Glu Lys

85 90

Lys Leu Leu Thr Asn Met Ile Glu Asp Ala

100 105
Ser Ala Lys Asp His Tyr Met Arg Ile Arg
115 120
Val Ser Thr Cys Asn Thr Thr Glu Gln Asp
130 135

Ser Tyr Pro Ser Gly His Thr Ser Ile Gly

145 150

Leu Ala Glu Ile Asn Pro Gln Arg Gln Asn
165 170

Tyr Glu Leu Gly Gln Ser Arg Val Ile Cys
180 185

Asp Val Asp Ala Ala Arg Val Val Gly Ser
195 200
His Thr Asn Pro Ala Phe Gln Gln Gln Lau
210 218
Phe Ala Gln His Gln Lys Lys
225 230

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:12:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otro 4dcido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc = “synthetic DNA”

(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:12:

CCTCGAGGTC GACGGTATCG

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:13:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii)) TIPO DE MOLECULA: otro 4cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc = “synthetic DNA”

(iii) HIPOTETICO: NO
10

Val

75
Asp
Gly
Pro
Lys
Trp
155
Glu
Gly

Ala

Gln

Ala

Ala

Asp

Phe

Leu

140

Ala

Ile

Tyr

Val

Lys
220

Asn

Pro

Leu

Ala

125

Ser

Thr

Leu

His

val

205
Ala

Ala
Ala
Ala
110
Phe
Lys
Ala
Lys
Trp
190

Ala

Lys

Phe
Leu

95
Thr
Tyr
Asn
Leu
aArg
178
Gln

Thr

Ala

Ser

80
His
Arg
Gly
Gly
val
160
Gly
Ser

Leu

Glu

20
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(iv) ANTI-SENTIDOCO: SI
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:13:

ATTCGCCACA TCGCCACTGC T

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:14:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: otro 4cido nucleico
A) DESCRIPCION: /desc = “synthetic DNA”

(iiiy HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:14:

TAGCCCAGCC GGTAGAGGTA TG

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:15:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otro 4cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc = “synthetic DNA”

(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: SI
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:15:

CTGGATCCTG TGGCCTATCAT CACCT

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:16:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otro 4cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc = “synthetic DNA”

(iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:16:

11

21

22

25
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CTGGATCCGA CGCGATTTTA CCATA

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:17:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 747 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CATENARIEDAD: doble

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Providencia stuartii

(B) CEPA: ATCC 29851

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 1..744

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID N:17:

ATG
Met

1
AGT
ser

GAT
Asp

TTG
Leu

GCG
Ala

65
CAA
Gln

7T
Phe

ATT
Ile

ACT
Thr

AAA AAA CTA TTA

Lys

GTA
val

CTT
Leu

CcCG
Pro

50
ATG
Met

GCC
Ala

TCT
Ser

CAT
His

cGe
Arg
130

Lys

TTT
Phe

TAT
Tyr

35
CCA
Pro

TAT
Tyr

GCT
Ala

GAA
Glu

Lys
118
TCA
Ser

Leu

GCG
dla

20
TAT
Tyr

CCA
Pro

GAA
Glu

AAG
Lys

GCT
Ala
100
TTG
Leu

GCC
Ala

Leu

5
GCG
Ala

TTA
Leu

CCT
Pro

AAA
Lys

GAT
Asp

85
TTT
Phe

CTG
Leu

Lys

GCA GTA TTC

Ala

Val

Phe

ATC CCT CCC

Ile

AAA
Lys

GAA
Glu

GGC
Gly

70
GCT
Ala

GGT
Gly

ACG
Thr

GAG
Glu

Pro

ARC
Asn

GIG
Val

55
CcGT
Arg

GAT
Asp

TAT
Tyr

AAT

Asn

Lys
135

Pro

TCA
Ser

40
GGC
Gly

TTA
Leu

CcTG
Leu

ccC
Pro

ATG
Met
120
TAC
Tyr

TGC
Cys

GGC
Gly

25
CAG
Gln

AGT
Ser

TTG
Leu

GCT
Ala

ATT
Ile
108
ATT
Ile

ATG
Met

GCA
Ala

10
RAT
Asn

GCT
Ala

ATC
Ile

CGA
Arg

GCG
Ala

90
ACC
Thr

GAA
Glu

cGe
Arg

12

GGG
Gly

GAT
Asp

ATT
Ile

TTA
Leu

AAT
Asn

75
GGC
Gly

GAA
Glu

GAT
Asp

ATT
Ile

GCT
Ala

GTG
val

GAT
Asp

TIT
Phe

60
ACT
Thr

GGT
Gly

Lys

GCG
Ala

CGT
Arg
140

T
Phe

ACA
Thr

AGT
Ser

45
TTA
Leu

GAG
Glu

GTT
val

GAT
asp

GGG
Gly
128
CCA
Pro

GTT
Val

ACT
Thr

30
TTA
Leu

AAC
Asn

CGT
Arg

GCG
Ala

GCG
Ala
110
GAT
Asp

TTT
Phe

TCA
Ser
1s

Lys

GCG
Ala

GAC
Asp

GGA
Gly

AAC
Asn

95
(Sloy y
Pro

TTA
Leu

GCG
Ala

ACC
Thr

cce
Pro

TTA
Leu

CAA
Gln

GAR
Glu

80
GCA
Ala

GAA
Glu

GCA
Ala

TIC
Phe

48

96

144

192

240

288

336

384

432

25
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TAC
TYyr
145

Asn

CTC
Leu

CGT
Arg

CAA
Gln

ACT
Thr
225
GAC
Asp

GGT
Gly

GGC
Gly

GTA
val

GGT
Gly

AGT
Ser
210
TTA
Leu

GAA
Glu

GTT
val

TCT

Sex

TTG
Leu

TAT
Tyr
195
GAT
Asp

CAC
His

TTT
Phe

GCT ACC TGT

Ala Thr Cys
150

TAT CCT TCT

Tyr Pro Ser

165

TCA GAA ATT

Ser Glu Ile

180

GAR CTT GGC

Glu Leu Gly

GTT GAT GCA

Val Asp Ala

TCC AAC CCT
Ser Asn Pro
230

GCT AAA CTG

Ala Lys Leu
245

ES 2281 082 T3

RAC ACG AAA GAT CAG GAC AAA TTA

Asn Thr Lys Asp Gln Asp Lys Leu

GGA CAC ACC GCA ATT GGC TGG GCA

155

Gly His Thr Ala Ile Gly Trp Ala

170

TCT AAG
Ser Lys

160

TCT GCA
Ser Ala

175

AAC CCA GAR ARC CAA GAT AAA ATT
Asn Pro Glu Asn Gln Asp Lys

185

Ile
190

CAA AGC CGA GTC ATC TGT GGT TAC
Gln Ser Arg Val Ile Cys Gly Tyr
200 205

GCT CGT ATC GTT GCA TCG GGT GCG
Ala Arg Ile Val Ala Ser Gly Ala

215

GAA TTC CAA AAR CAG TTA CAA AAA
Glu Phe Gln Lys Gln Leu Gln Lys

220

235

AARA ARA TAG
Lys Lys

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:18:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 248 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Providencia stuartii
(B) CEPA: ATCC 29851

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:18:

Met
1

Ser

Asp

Leu

Ala

65
Gln

Lys

Val

Leu

Pro

50

Met

Ala

Lys Leu Leu
5
Phe Ala Ala
20
Tyr Tyr Leu
35

Pro Pro Pro

Tyr Glu Lys

Ala Lys Asp
85

Ala

Ile

Lys

Glu

Gly

70
Ala

Val Phe Cys Ala Gly Ala
10

Pro Pro Gly Asn Asp Val

25
Asn Ser Gln Ala Ile Asp
40

Val Gly Ser Ile Leu Phe

55 60

Arg Leu Leu Arg Asn Thr

75

Asp Leu Ala Ala Gly Gly

90

13

Phe

Thr

Ser

45

Leu

Glu

val

TTA ARA
Leu Lys

CAT TGG
His Trp

GTA GCA
val Ala

GCC ARAA
Ala Lys

240

val Ser

15

Thr Lys
30

Leu Ala

Asn Asp

Arg Gly

Ala Asn
95

Thr

Pro

Leu

Gln

Glu

80
Ala

480

528

576

624

672

720

747
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Phe Ser

Ile His

Thr Arg
130

Tyr Gly

145

Asn Gly

Leu Val

Arg Gly

Gln Ser
210

Thr Leu

225

Asp Glu

Glu

Lys
115
Ser
vVal
Ser
Leu
Tyr
195
Asp

His

Phe

Ala
100
Leu
Ala
Ala
Tyr
Ser
180
Glu
val

Ser

Ala

Phe

Leu

Lys

Thr

Pro

165

Glu

Leu

Asp

Asn

Lys
245

Gly
Thr
Glu
Cys
150
Ser
Ile
Gly
Ala
Pro

230
Leu

ES 2281 082 T3

Tyr
Asn
Lys
135
Asn
Gly
Asn
Gln
Ala
215

Glu

Lys

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:19:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

Pro

Met

120

Tyr

Thr

Hisg

Pro

Serxr
200
Arg

Phe

Lys

(A) LONGITUD: 744 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CATENARIEDAD: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL:

Ile
105
Ile
Met
Lys
Thr
Glu
185
Arg

Ile

Gln

(A) ORGANISMO: Enterobacter aerogenes

(B) CEPA: IFO 12010
(ix) CARACTERISTICAS:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 1..744

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:19:

Thr

Glu

Arg

Asp

Ala

170

Asn

val

val

Lys

Glu

Asp

Ile

Gln

155

Ile

Gln

Ile

Ala

Gln
235

Lys

Ala

Arg

140
Asp

Asp
Cys
Ser

220

Leu

Asp
Gly
125
Pro
Lys
Trp
Lys
Gly
205

Gly

Gln

Ala
110
Asp
Phe
Leu
Ala
Ile
190
Tyr

Ala

Lys

Pro

Leu

Ala

ser

Ser

175

Leu

His

val

Ala

Glu

Ala

Phe

Lys

160

Ala

Lys

Trp

Ala

Lys
240

ATG AAA ARG CGC GTT CTC GCC CTC TGC CTC GCC AGC CTG TTT TCC GTT
Met Lys Lys Arg Val Leu Ala Leu Cys Leu Ala Ser Leu Phe Ser Val
10
AAC GCT TTC GCG CTG GTC CCT GCC GGC AAT GAT GCA ACC ACC AAA CCG

Asn Ala Phe Ala Leu Val Pro Ala Gly Asn Asp Ala Thr Thr Lys Pro
30

1

20

5

25

14

15

48

96
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GAT
Asp

TTG

Leu

GCG
Ala

65
CTG
Leu

TTC
Phe

TTA
Leu

ACC
Thr

TAC
Tyr
145

Asn

Gln

ACC
Thr
225
GAT
Asp

CTC
Leu

CCG
Pro

50
ATG
Met

GCG
Ala

TCC
Ser

CAT
His

CGC
Arg
130
GGC
Gly

GGA
Gly

GTA
Val

GGC
Gly

AGC
Ser
210
CTG
Leu

GAA
Glu

TAT
Tyr

35S
CCG

Pro

TAT
Tyr

GCT
Ala

AGC
Ser

ARG
Lys
115
AGC
Ser

GTT
Val

TCT
Ser

CTG
Leu

TAT
Tyr
185
GAT
Asp

CAT
His

TTC
Phe

TAT
Tyr

CcCcG

Pro

GAG
Glu

GAA
Glu

GCT
Ala
100

Leu

GCG
Ala

TCA

Ser

TAC
Tyr

GCG
Ala
180
GAA
Glu

GTC
Vval

ACC
Thr

GCC
Ala

ES 2281 082 T3

CTG AAA AAT GCA CAG

Leu

CCG
Pro

Lys

GAA
Glu

Asn

GTT
val
S5

ARAA GGA CGG

Lys

GAT
Asp

85
TTT
Phe

CTG
Leu

Lys

ACC
Thr

CCT
Pro
165
GAG
Glu

TTG
Leu

GAT
Asp

AAC
Asn

ARA
Lys
245

Gly

70
GCT
Ala

GGT
Gly

ACA
Thr

GAG
Glu

TGT
Cys
150
TCC
Ser

ATC
Ile

GGC
Gly

GCG
Ala

CCG
Pro
230
ACG
Thr

Arg

AAC
Asn

TCG
Ser

AAT
Asn

Lys
135
AAC
Asn

GGC
Gly

AAT
Asn

GCG
Ala
215
GcC
Ala

CAG
Gln

Ala

40
GGC
Gly

CTG
Leu

CTG
Leu

cce
Pro

ATG
Met
120
TAT
Tyr

ACT
Thr

CAT
His

CCG
Pro

AGC
Ser
200
CGG
Arg

TTC
Phe

AAG
Lys

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:20:

Gln

AGC
Ser

TTG
Leu

AGC
Ser

ATC
Ile
105
ATT
Ile

ATG
Met

ACC
Thr

ACC
Thr

CAG
Gln
185
CGG
Arg

ATA
Ile

CARA
Gln

TAA

GCC
Ala

ATC
Ile

CGC
Arg

GCC
Ala

20
ACC
Thr

GAG
Glu

CcGC
Arg

GAG
Glu

TCT
Ser
170
CGG
Arg

GIT
val

GTC
val

CAG
Gln

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 248 aminoacidos

15

ATC
Ile

GCA
Ala

AAT
Asn

75
GGC
Gly

GARA
Glu

GAT
Asp

ATT
Ile

CAG
Gln
155
ATC
Ile

CAA
Gln

ATC
Ile

GGC
Gly

CAG
Gln
235

GAT
Asp

TTT
Phe

60
ACC
Thr

GGC
Gly

Lys

Gecc
aAla

cGC
Arg
140
GAC
AsSp

GGT
Gly

AAC
Asn

TGC
Cys

TCG
Ser
220
TTG
Leu

AGT
Ser

45
TTA

Leu

GAA
Glu

GTIC
val

GAC
Asp

GGC
Gly
125
cCG
Pro

AAG
Lys

TGG
Trp

GAA
Glu

GGC
Gly
208
GCG
Ala

CAG
Gln

CTG
Leu

AAC
Asn

CGT
Arg

GCG
Ala

GCG
Ala
110
GAT
Asp

TTT
Phe

CTG
Leu

GCA
Ala

ATT
Ile
190
TAT
Tyr

GTG
val

Lys

GCG
Ala

GAT
Asp

GGC
Gly

AAT
Asn

95
CCG

Pro

CTG
Leu

GCG
Ala

TCG
Ser

ACC
Thr
175
CTC
Leu

CAT
His

GTG
Val

GCA
Ala

CTG
Leu

CAG
Gln

AAG
Lys

80
GecC
Ala

CAG
Gln

Gce
Ala

TTC
Phe

Lys
160
GCG
Ala

Lys

TGG
Trp

GCG
Ala

Lys
240

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

747
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(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

ES 2281 082 T3

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Enterobacter aerogenes
(B) CEPA:IFO 12010

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:20:

NMet
1
Asn
Asp
Leu
Ala
65
Leu
Phe
Leu
Thr
Tyr
145
Asn
Leu
Arg
Gln
Thr

225
Asp

Lys Lys Arg Val

Ala
Leu
Pro

50
Mat
Ala
Ser
His
Arg
130
Gly
Gly
val
Gly
Ser
210

Leu

Glu

Phe
Tyr

35
Pro
Tyr
Ala
Ser
Lys
115
Ser
val
Ser
Leu
Tyr
195
Asp
His

Phe

Ala

20
Tyr
Pro
Glu
Glu
Ala
100
Leu
Ala
Ser
Tyr
Ala
180
Glu
val

Thr

Ala

S
Leu

Leu

Pro

Lys

Asp

8s

Phe

Leu

Lys

Thr

Pro

165

Glu

Leu

Asp

Asn

Lys
245

Leu Ala Leu Cys Leu

val
Lys
Glu
Gly

70
Ala
Gly
Thr
Glu
Cys
150
Ser
Ile
Gly
Ala
Pro

230
Thr

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:21:

Pro
Asn
val

55
Arg
Asn
Ser
Asn
Lys
135
Asn
Gly
Asn
Glu
Ala
215

Ala

Gln

Ala
Ala

40
Gly
Lau
Leu
Pro
Met
120
Tyr
Thr
His
Pro
Ser
200
Arg

Phe

Lys

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 747 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CATENARIEDAD: doble

Gly

25
Gln
Ser
Leu
ser
Ile
105
Ile
Met
Thr
Thr
Gln
185
Arg

Ile

Gln

16

10
Asn

Ala

Ile

Arg

Ala

90

Thr

Glu

Arg

Glu

Ser

170

Arg

val

val

Gln

Ala
Asp
Ile
Ala
Asn

75
Gly
Glu
Asp
Ile
Gln
155
Ile
Gln
Ile

Gly

Gln
23S

Ser
Ala
Asp
Phe

60
Thr
Gly
Lys
Ala
Arg
140
Asp
Gly
Asn
Ccys
ser

220

Leu

Leu
Thr
Ser

45
Leu
Glu
val
Asp
Gly
125
Pro
Lys
Trp
Glu
Gly
205

Ala

Gln

Phe
Thr

30
Leu
Asn
Arg
Ala
Ala
110
Asp
Phe
Leu
Ala
Ile
190
Tyr

val

Lys

Ser

15
Lys
Ala
Asp
Gly
Asn

9s
Pro
Leu
Ala
Ser
Thr
175
Leu
His
val

Ala

val

Pro

Leu

Gln

Lys

80

ala

Gln

Ala

Phe

Lys

160

Ala

Lys

Trp

Ala

Lys
240
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(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)

(iiiy HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Klebsiella planticola
(B) CEPA: IFO 14939

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 1..747

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:21:

ATG
Met

1
AGC
Ser

GAT
Asp

TTG
Leu

GCG
Ala

65
TTG
Leu

TTC
Phe

CTG

Leu

ACC
Thr

ARA
Lys

GCC
Ala

CTC
Leu

cca
Pro

50
ATG
Met

GCG
Ala

TCC
Ser

CaC

His

CGA
Arg
130

AAG CGT GTA CTC

Lys

TTT
Phe

TAC
TYyr

35
CcCcG
Pro

TAT
Tyr

GCA
Ala

GCA
Rla

Lys
115
GGC
Gly

Arg

GCG
Ala

20
TAT
Tyrx

CCG
Pro

GAG
Glu

GAR
Glu

GCA
Ala
100
CTG
Leu

GCG
Ala

val

5
CTG
Leu

CTG
Leu

CCG
Pro

AAA
Lys

GAT
Asp

85
TTC
Phe

CTC
Leu

Lys

Leu

GTT
val

AAR
Lys

Glu

GGC
Gly

70
GCC
Ala

GGC
Gly

ACC
Thr

GAG
Glu

ES 2281 082 T3

GCC CTT TGC

Ala

ccc

Pro

AAT
Asn

GTG
Val

55
CGT
Arg

ARC
Asn

TCC
Ser

AAC

Asn

AAG
Lys
135

Leu

GCC
Ala

GCC
Ala

40
GGC
Gly

CTG
Leu

CTG
Leu

CcCG
Pro

ATG
Met
120
TAT
Tyr

Cys

GGC
Gly

25
CAG
Gln

AGC
Ser

CTG
Leu

AGC
Ser

ATC
Ile
105
ATT
Ile

ATG
Met

CTT
Leu

10
AAT
Asn

GCC
Ala

ATT
Ile

CcGC
Arg

GCG
Ala
90

AGC
Ser

GRA
Glu

CGT
Arg

17

GCC
Ala

GAT
Asp

ATT
Ile

GCG
Ala

GCC
Ala

75
GGT
Gly

GAA
Glu

GAC
Asp

ATT
Ile

AGC
Ser

GCC
Ala

GAC
Asp

TTT
Phe

60
ACC
Thr

GGC

Gly

Lys

GCG
Ala

CGT
Arg
140

CTC
Leu

ACC
Thr

AGC
Ser

45
TIA
Leu

GCC
Ala

GTG
val

GAC
Asp

GGC
Gly
125
CCG

Pro

TTT
Phe

ACC
Thr

30
CTG
Leu

AAC
Asn

cGe
Arg

GCC
Ala

GCC
Ala
110
GAT
Asp

TTT
Phe

TCA
Ser

15
AAG
Lys

GCG
ala

GAT
Asp

GGC
Gly

AAC
Asn

95
CCG
Pro

CTG

Leu

GCC
Ala

GTT
Val

cce
Pro

CTG
Leu

CAG
Gln

ARG
Lys

80
GCC
Ala

GCG
Ala

GCG
Ala

TTC
Phe

48

96

144

192

240

288

336

384

432
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TAC
Tyr
145

Asn

CGC
Arg

CAG
Gln

ACC
Thr
225
cac
Asp

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:22:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 248 aminoacidos

GGC
Gly

GGC
Gly

GTG
val

GGC
Gly

AGC
Ser
210
CTG
Leu

GAG
Glu

GIG
val

TCC

Sex

CTG

Leu

TAT
Tyr
195
GAT
Asp

CAT
His

TTT
Phe

TCC

Ser

TAC
Tyr

GCC
Ala
180
GAG
Glu

GTT
Val

ACC
Thr

GCG
Ala

ACC
Thr

CCT
Pro
165
GAA
Glu

CTC

Leu

GAC
Asp

AAT
Asn

AAA
Lys
245

TGC
Cys
150
TCC

Ser

ATC
Ile

GGT
Gly

GCC
Ala

CCG
Pro
230
CAG
Gln

(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

ES 2281 082 T3

AAT
Asn

GGA
Gly

AAC
Asn

GAA
Glu

GCG
Ala
2158
GCC
Ala

CAG
Gln

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Klebsiella planticola
(B) CEPA: IFO 14939

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:22:

ACC ACC GAA

Thr

CAC

His

CcCG
Pro

AGT
Ser
200
CGG
Arg

TTC
Phe

Lys

Thr

ACC
Thr

CAG
Gln
185
CGG
Arg

aTT
Ile

CAG
Gln

TAG

Glu

TCT
Ser
170
cGC
Arg

GTG
Vval

GTC
Val

CAG
Gln

CAG
Gln
155
ATC
Ile

CAG
Gln

ATC
Ile

GGC
Gly

CAG
Gln
235

GAT RAAG
Asp Lys

GGC TGG
Gly Trp

AAT GAG
Asn Glu

TGC GGT
Cys Gly

CTG TCG
Leu Ser

GCG ACC
Ala Thr

175

ATT CTC
Ile Leu

190

205

TCG GCG
Ser Ala

220

CTG CAA
Leu Gln

Met Lys Lys Arg Val Leu Ala Leu Cys Leu Ala
10

Asp Leu

Leu

Ala

65

Leu

1

Ser

Pro

20

as

50

Ala

Met

Tyr

Ala

5

Pro Pro Pro Glu val

Ala Phe Ala Leu Val Pro Ala

25

40

55

Glu Lys Gly Arg

70

85

Glu Asp Ala Asn

Gly

Leu

Leu

18

Gly Asn Asp
Tyr Tyr Leu Lys Asn Ala Gln Ala Ile
Ser Ile Ala

Leu Arg Ala

75

Ser Ala Gly

S0

Ser
Ala
Asp
Phe

60

Thr

Gly

TAC CAC
Tyr His

GTG GTT
Val val

AAA GCC
Lys Ala

Lys
160
GCC
Ala

AAG
Lys

TGG
Trp

GCA
Ala

Lys
240

Leu Phe Ser

15

Thr Thr Lys
30
Ser Leu Ala

45

Leu Asn Asp

Ala Arg Gly

Val ARla Asn

95

val

Pro

Leu

Gln

Lys

80
Ala

480

528

576

624

672

720

747
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ES 2281 082 T3

Phe Ser Ala Ala Phe Gly Ser Pro Ile Ser Glu Lys

100 108
Leu His Lys Leu Leu Thr Asn Met Ile Glu
115 120
Thr Arg Gly Ala Lys Glu Lys Tyr Met Arg
130 135
Tyr Gly Val Ser Thr Cys Asn Thr Thr Glu
145 150
Asn Gly Ser Tyr Pro Ser Gly His Thr Ser
165 170
Leu Val Leu Ala Glu Ile Asn Pro Gln Arg
180 185
Arg Gly Tyr Glu Leu Gly Glu Ser Arg Val
195 200
Gln Ser Asp Val Asp Ala Ala Arg Ile Val
210 215
Thr Leu His Thr Asn Pro Ala Phe Gln Gln
225 230

Asp Glu Phe Ala Lys Gln Gln Lys
245

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:23:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 735 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CATENARIEDAD: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Serratia ficaria
(B) CEPA: 1AM 13540

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 1..732

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:23:

Asp

Ile

Gln

155

Ile

Gln

Ile

Gly

Gln
235

Ala
Arg
140
Asp
Gly
Asn
Cys
Ser

220

Leu

Asp
Gly
125
Pro
Lys
Trp
Glu
Gly
205

Ala

Gln

Ala Pro
110
Asp Leu

Phe Ala

Leu Ser

Ala Thr
175

Ile Leu

190

Tyr His

val val

Lys Ala

Ala

Ala

Phe

Lys

1€0

Ala

Lys

Trp

Ala

Lys
240

ATG ARA ARA ATA TTA TTA GCC ACA TTA AGC TGC GCC GCG TTG ACG CAG

Met Lys Lys Ile Leu Leu Ala Thr Leu Ser Cys Ala Ala Leu

1 5 10

TTT TCC TTT GCC GCC AAA GAT GTC ACT ACC CAC CCT GAG GTT
Phe Ser Phe Ala Ala Lys Asp Val Thr Thr His Pro Glu Vval

20 25

19

15

30

Thr Gln

TAT TIT
Tyr Phe

48

96



20

25

30

35

40

45

50

55

60

CTG
Leu

cCG
Pro

GCC
Rla

65
GAC
Rsp

pyie
Phe

GTG
Val

Lys

ACC
Thr
145
cer
Pro

GAA
Glu

ATG
Met

ACT
Thr

GAA
Glu
225
GGC
Gly

CRA
Gln

GCG
Ala

50
GGG
Gly

GCC
Ala

GGC
Gly

ATG
Met

AAT
Asn
130
TGC
Cys

TCC
Ser

ATC
Ile

GGC
Gly

GCG
Ala
210
cce

Pro

CTG
Leu

GAR
Glu

35
ATG
Met

Lys

CAC
His

CTA
Leu

Lys
115
CAC
His

CGA
Arg

GGC
Gly

AAC
Asn

CAA
Gln
185
GCG
Ala

ACC
Thr

AAA
Lys

TCA
Ser

GAC
Asp

ATA
Ile

GIT
val

GAA
Glu
100
ATG
Met

TAT
Tyr

cCG
Pro

CAT
His

cCe
Pro
180
AGC
Ser

CGC
Axr

T7TC
Phe

RAG
Lys

CAG
Gln

AGC
Ser

GTG
val

GCC
Ala

85
ATA
ile

CGT
Arg

ATG
Met

GAC
Asp

-Yolo]
Thr
165
Gee
Ala

CGG
Arg

ATG
Met

Gee
Ala

TAA

TCC
Ser

ATT
Ile

CGC
Arg

70
GGG
Gly

GCC
Ala

GAA
Glu

cec
Arg

GAA
Glu
150
ACC
Thr

AGG
Arg

GTT
val

GCG
Ala

GCC
Ala
230

ATC
Ile

GAT
Asp

558
ART
Asn

GAC
Asp

CAA
Gln

ATT
Ile
135
GAA
Glu

ATC
Ile

CAG
Gln

ATC
Ile

GCG
Ala
218
CAG
Gln

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:24:

ES 2281 082 T3

GRC
Asp

40
TTC
Phe

aACT
Thr

GGC
Gly

CGG
Arg

GCC
Ala
120
CGC
Arg

AGC
Ser

GGC
Gly

GGT
Gly

TGC
cys
200
TCG
Ser

CTG
Leu

AGC
Ser

CTG

Leu

CCG
Pro

GTT
val

Lys
105
GGC
Gly

cce
Pro

ACC
Thr

TGG
Trp

GAA
Glu
185
GGT
Gly

GCC
Ala

CARA
Gln

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 244 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

Leu

AAT

Asn

CGT
Arg

GCC
Ala

90
ACG
Thr

GAT
Asp

TTT
Phe

CTG
Leu

GCG
aAla
170
ATC
Ile

TAT
TYr

ATG
Met

ARG
Lys

20

GCA
Ala

GAC
Asp

GGC
Gly

75
GCC
Rla

CCG
Pro

TT6
Leu

GCG
Ala

TCG
Ser
155
ACC
Thr

CTG
Leu

CAC
His

GTG
Val

GCC
Ala
235

CTA
Leu

Lys

60
AAG
Lys

GCA
Ala

GAG
Glu

GCG
Ala

TTT
Phe
140
ARG
Lys

GCG
Ala

CAG
Gln

TGG
Trp

GCG
Ala

220

Lys

16
Leu

45
GCG
Ala

CAG
Gln

TIT
Phe

CTG
Leu

ACC
Thr
125
TAT
Tyr

AAC
Asn

CTG
Leu

CcGC
Arg

CAA
Gln
205
CGT
Arg

GAC
Asp

CCG
Pro

CAA
Gin

GCT
Ala

TCC
Ser

TTT
Phe
110
cGeC
Arg

RAC
Asn

GGT
Gly

GTG
Val

GGC
Gly
190
AGC
Ser

TTG

Leu

GAA
Glu

CcCG

Pro

TAaC
Tyr

TAT
Tyr

AAC
Asn

95
AAG
Lys

AGC
Ser

GARA
Glu

TCT
Ser

CIG
Leu
175
TAT
Tyr

GAC
Asp

CAT

His

TTC
Phe

CcCG

Pro

GAC
Asp

GAT
Asp

80
GCC
Ala

CTG
Leu

GCC
Ala

e]ole]
Ala

TAC
TYEC
160
GCT
Ala

GAT
Asp

GTG
val

GCC
Ala

ARC
Asn
240

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

735
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(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Serratia ficaria
(B) CEPA: 1AM 13540

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:24:

ES 2281 082 T3

Met Lys Lys Ile Leu Leu Ala Thr Leu Ser Cys

1
Phe

Leu
Pro
Ala

65
Asp
Phe
val
Lys
Thr
145
Pro
Glu
Met
Thr
Glu

225
Gly

Ser
Gln
Ala

50
Gly
Ala
Gly
Met
Asn
130
Cys
Ser
Ile
Gly
Ala
210

Pro

Leu

Phe
Glu

35
Met
Lys
His
Leu
Lys
115
His
Arg
Gly
Asn
Gln
195
Ala

Thr

Lys

Ala

20
Ser
Asp
I1le
val
Glu
100
Met
Tyr
Pro
His
Pro
180
Ser
Arg

Phe

Lys

s
Ala

Gln

ser

val

aAla

85

Ile

Arg

Met

Asp

Thr

165

Ala

Arg

Met

Ala

Lys

Ser

Ile

Arg

70

Gly

Ala

Glu

Arg

Glu

150

Thr

Arg

val

Ala

Ala
230

Asp

Ile

Asp

55

Asn

Asp

Gln

Asp

Ile

135

Glu

Ile

Gln

Ile

Ala

215
Gln

val
Asp

40
Phe
Thr
Gly
Arg
Ala
120
Arg
Ser
Gly
Gly
Cys
200

Ser

Leu

Thr

25
Ser
Leu
Pro
Val
Lys
105
Gly
Pro
Thr
Trp
Glu
185
Gly

Ala

Gln

21

10
Thr His

Leu Ala
Asn Asp
Arg Gly
75
Ala Ala
90
Thr Pro
Asp Leu
Phe Ala
Leu Ser
155
Ala Thr
170
Ile Leu
Tyr His

Met Val

Lys RAla
235

Ala
Pro
Leu
Lys

60
Lys
Ala
Glu
Ala
Phe
140
Lys
Ala
Gln
Trp
Ala

220
Lys

Ala
Glu
Leu

45
Ala
Gln
Phe
Leu
Thr
128
Tyr
Asn
Leu
Arg
Gln
205

Arg

Asp

Leu
Val

30
Pro
Gln
Ala
Ser
Phe
110
Arg
Asn
Gly
val
Gly
190
Ser

Leu

Glu

Thr

15
Tyr
Pro
Tyr
Tyr
Asn

95
Lys
Ser
Glu
Ser
Leu
175
Tyr
Asp
His

Phe

Gln

Phe

Pro

Asp

Asp

80

Ala

Leu

Ala

Ala

Tyr

160

Ala

Asp

Val

Ala

Asn
240
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