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“CEPA DE Escherichia coli PRODUTORA DE L-TREONINA
E METODO DE PRODUCAO DE L-TREONINA”
RELATORIO DESCRITIVO

REFERENCIA REMISSIVA

A PEDIDO DE PATENTE CORRELATO

1. Este Pedido reivindica o beneficio do Pedido de Patente
coreano 10-2008-0002310, depositado em 8 de janeiro de 2008, no
Escritério de Propriedade Intelectual coreano, cuja revelacao é aqui

incorporada em sua totalidade por referéncia.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

2. Campo da Invencao

3. Uma ou mais modalidades da presente invencao relacio-
nam-se com uma cepa de Escherichia coli (E. coli) produtora de L-
treonina com com produtividade intensificada de L-treonina em que um
promotor de um gene da carboxilase do fosfoenolpiruvato (ppc) sobre o
cromossomo € substituido por um promotor de um gene da sintase da

cisteina (cysK) e um método de produzir L-treonina usando o mesmo.
4. Descricao da Técnica Correlata

5. A L-treonina € um aminoacido essencial e é extensamen-
te usado como aditivo da alimentacdao animal ou aditivo de alimentos e
também é usado como matéria-prima para a sintese de fluidos ou
drogas médicas. Enquanto a proteina animal contém uma quantidade
suficiente de L-treonina, a proteina vegetal é deficiente em L-treonina.
Deste modo, € provavel que a L-treonina seja deficiente em dietas
animais principalmente vegetarianas e, deste modo, € extensamente

usada em particular como aditivo para a alimentacao animal.
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6. A L-treonina € principalmente produzida por um proces-
so de fermentacao usando Escherichia coli (E.coli) ou Corynebacterium,
que é desenvolvida por mutagénese artificial ou recombinacao genética.
Para produzir a L-treonina, € usada uma cepa mutante derivada a
partir de uma cepa do tipo selvagem de Escherichia coli (E.coli), Coryne-
bacteria sp., Serratia sp., ou Providencia sp. Os exemplos da cepa
mutante incluem uma cepa analoga do aminoacido ou mutante resis-
tente a droga e um diaminopimellic acido diaminopimélico, uma metio-
nina, uma lisina ou uma cepa mutante auxotréfica de isoleucina que
tem também um analogo de aminoacido ou resisténcia a droga. Entre
os métodos de produzir L-treonina usando uma cepa mutante, um
método de uso de um microorganismo que pertence a espécie Escheri-
chia coli tem fenétipos auxotroéficos de acido diaminopimélico e metioni-
na e € mutacionado de forma que a biossintese da L-treonina nao é
afetada pela inibicdo de regeneracdo de treonina € revelada na Patente
japonesa 10037/81.

7. Um processo de fermentacdao que usa uma cepa recom-
binante pode também ser usado na producao de L-treonina. Por
exemplo, a Publicacdo de Pedido de Patente japonesa 05-227977 revela
um meétodo de producao de L-treonina usando um E. coli recombinante
em que um operon de treonina que consiste em genes que codificam a
aspartoquinase, a desidrogenase da homosserina, a homosserina
quinase e a sintase da treonina é introduzido numa forma de plasmidio
e um método de producédo de L-treonina usando Brevibacterium flavum
de producao de treonina em que € introduzido um operon de treonina
derivado a partir de E. coli (Turba E, et al, Agric. Biol. Chem. 53:2269-
2271, 1989).

8. Em geral, a expressao de um gene especifico num mi-
croorganismo pode ser intensificada aumentando o nimero de cépia do
gene no microorganismo. Para isto, € usado um plasmidio que da um

numero de cOpias maior para um microorganismo [Sambrook et al.,
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Molecular Cloning, 2°, 1989, 1.3-1.5]. Isto &, o numero do gene pode ser
aumentado tanto quanto o numero de copias do plasmidio por um
microorganismo Unico inserindo um gene alvo no plasmidio cujo name-
ro de cépia pode ser mantido num nivel alto e, entdo, transformando o
microorganismo com o plasmidio recombinante obtido. Tém sido feitas
também tentativas para intensificar a produtividade da treonina usando
este método e foi reportado um sucesso parcial (Patente US 5.538.873).
Contudo, esta tecnologia que usa um plasmidio induz a expressao
excessiva de apenas um gene especifico na maioria dos casos, impondo,
assim, um fardo pesado sobre um microorganismo hospedeiro. Além
disso, podem ser perdidos plasmidios durante o cultivo de uma cepa
recombinante, diminuindo, assim, a estabilidade do plasmidio. Para
resolver estes problemas do método de producao de treonina usando
uma cepa recombinante em que € introduzido um plasmidio, foram
desenvolvidos a adicao de um antibiético numa cultura e métodos de
uso de um plasmidio cuja expressao € controlavel [Sambrook et al
Molecular Cloning, 2°, 1989, 1.5-1.6, 1.9-1.11]. No caso de usar o
plasmidio cuja expressao € controlavel para aliviar o fardo sobre um
microorganismo hospedeiro e obter uma grande quantidade de células,
durante a fase de crescimento, um microorganismo hospedeiro €
propagado artificialmente sob condicdées em que ndo acontece a expres-
sao de um gene alvo sobre o plasmidio e, depois do crescimento sufici-
ente do microorganismo hospedeiro, é induzida a expressao temporaria
do gene, obtendo-se, assim, um material alvo. Todavia, os métodos que
usam plasmidios cuja expressao € controlavel podem ser apenas usados
quando um produto de gene final for uma proteina ou um metabolito
secundario. Num caso em que um produto de gene € um metabolito
primario que é produzido ao mesmo tempo em que 0s microorganismos
comecam a crescer, deve ser induzida a expressao de um gene alvo
durante a fase de crescimento. De outra forma, € dificil antecipar a
acumulacdao do metabolito primario. Visto que a treonina pertence a

um metabolito primario, o caso posterior € também aplicado a treonina.
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9. Deste modo, para intensificar a produtividade da treoni-
na, que € um metabolito primario, € revelada a insercdo de genes
envolvidos na biossintese da treonina no DNA cromossdémico de um
microorganismo na Patente US 5.939.307, em vez de usar um método
de introduzir um plasmidio com genes relacionados com a biossintese
da treonina num microorganismo. Os métodos de aumentar os genes
relacionados com a biossintese da treonina e a expressao da mesma
foram diversamente desenvolvidos, mas existe ainda uma necessidade
de desenvolver um método de producgdo mais econdmica de L-treonina

com alto rendimento.

10. Para aumentar o rendimento da producao de L-treonina,
tem sido intensivamente conduzida pesquisa sobre uma rota de biossin-
tese a partir do oxaloacetato até a treonina. Com relacao a isto, preten-
demos primeiro induzir o fluxo de carbono ao longo de uma rota de
fosfoenolpiruvato até o oxaloacetato intensificando a atividade da
fosfoenolpiruvato carboxilase envolvida numa etapa exatamente antes
da biossintese da L-treonina. Para isto, estudamos e apuramos que
uma cepa de microorganismo capaz de produzir L-treonina em que um
promotor de um gene de fosfoenolpiruvato carboxilase (ppc) sobre o
cromossomo era substituido por um promotor de um gene que codifica
a sintase da cisteina (cysK) para aumentar a expressao de um gene que
codifica ppc, que € uma primeira enzima na biossintese da L-treonina
depois da glicolise, produzia L-treonina com alto rendimento, comple-

tando, deste modo, a presente invencao.

SUMARIO DA INVENCAO

11. Uma ou mais modalidades da presente invencao propor-
cionam uma cepa de Escherichia coli (E. coli capaz de produzir L-

treonina com alto rendimento.

12. Uma ou mais modalidades da presente invencado tam-

bém proporcionam um método de produzir L-treonina usando a cepa de
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E. coli, por meio do que a L-treonina pode ser produzida com eficiéncia.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

13. As caracteristicas e vantagens da presente invencao des-
critas acima e outras tornar-se-ao mais evidentes pela descricdo em
detalhe de modalidades exemplificativas da mesma com referéncia aos

desenhos anexos em que:

14, a Figura 1 é um diagrama que ilustra um processo de

construcao de um vetor recombinante pUC-PcyskK; e

15. a Figura 2 é um diagrama que ilustra um processo de

construcao de um vetor recombinante pUCpcysKmloxP.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

16. A presente invencado proporciona um microorganismo
produtor de L-treonina em que um promotor de um gene de fosfoenolpi-
ruvato carboxilase natural (ppc) sobre o cromossomo € substituido por

um promotor de um gene da sintase da cisteina (cysK).

17. No microorganismo produtor de L-treonina, a expressao
de ppc aumenta de tal modo que um promotor de um gene de codifica-
cao de ppc, que converte o fosfoenolpiruvato produzido depois da
glicolise em oxaloacetato, o material de partida da biossintese da L-
treonina é substituido pelo promotor do gene cysK e a produtividade da

L-treonina pode aumentar, em consequéncia.

18. O microorganismo pode incluir uma célula procariética
ou eucariética capaz de produzir L-treonina em que um promotor de um
gene ppc sobre o cromossomo € substituido por um promotor de um
gene cysK. Por exemplo, o microorganismo pode ser uma cepa de
microorganismo que pertence ao género da Escherichia, ao género da
Erwinia, ao género da Serratia, ao género da Providencia, ao género da

Corynebacterium ou ao género da Brevibacterium. Em particular, o
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microorganismo pode ser um microorganismo que pertence a familia da
Enterobacteriaceae e, mais particularmente, um microorganismo que
pertence ao género da Escherichia. Mais particularmente, o microorga-
nismo pode ser Escherichia coli CA0O30031 (KCCM 10910).

19. A E. coli CAO30031 é derivada a partir de E. coli KCCM
10541 que € derivada a partir de uma E. coli produtora de L-treonina,
KFCC 10718 (Publicacao de Patente coreana 92-8395). A E. coli KFCC
10718 tem resisténcia a um analogo da L-metionina, um fenétipo
auxotréfico da metionina, resisténcia a um analogo da L-treonina, um
fenétipo auxotrofico da isoleucina de escape, resisténcia a um analogo
da L-lisina e resisténcia ao acido x-aminobutirico e é capaz de produzir
L-treonina. Deste modo, o microorganismo pode incluir também um
microorganismo mutante para produzir L-treonina, além de um micro-
organismo do tipo selvagem. Por exemplo, o microorganismo mutante
pode ser um microorganismo que tem resisténcia a um analogo da L-
metionina, uma fenétipo auxotrofico da metionina, resisténcia a um
analogo da L-treonina, um fenotipo auxotroéfico da isoleucina de escape,
resisténcia a um analogo da L-lisina e resisténcia ao acido o-

aminobutirico e pertence a E. coli capaz de produzir L-treonina.

20. Numa modalidade, o microorganismo pode ser E. coli
que tem uma fenétipo auxotrofico da metionina e resisténcias a um
analogo da treonina, um analogo da lisina, um analogo da isoleucina e
um analogo da metionina. Por exemplo, o analogo da L-metionina pode
ser pelo menos um composto selecionado a partir do grupo que consiste
em D,L-metionina, norleucina, ®-metilmetionina e L-metionina-D,L-
sulfoximina, o analogo da L-treonina pode incluir pelo menos um
composto selecionado a partir do grupo que consiste no acido ®-amino-
B-hidroxi valérico e D,L-treonina hidroxamato e o analogo da L-lisina
pode ser pelo menos um composto selecionado a partir do grupo que
consiste em S-(2-aminoetil)-L-cisteina e 8-metil-L-lisina. Os exemplos

do microorganismo mutante podem incluir um microorganismo em que

Petigdo 870180129795, de 13/09/2018, pag. 17/28



7/13

um gene pckA envolvido na conversao do oxaloacetato (OAA) em fosfoe-
nol piruvato (PEP), que € um intermediario envolvido na biossintese da
L-treonina, é inativado, um microorganismo em que um gene tyrR que
reprime um gene lysC que é envolvido na conversao do oxaloacetato em
aspartato € inativado ou um microorganismo em que um gene galR que
reprime a expressdo de um gene galP que é envolvido no influxo de

glicose € inativado.

21. No microorganismo da presente invenc¢ao, o promotor do
gene ppc sobre o cromossomo € substituido pelo promotor do gene cysK
para aumentar a expressdao do mesmo. O promotor do gene cysK aqui
usado pode ser derivado a partir de um gene cysK com uma taxa de
expressao alta e pode ter uma sequiéncia de nucleotidios de SEQ ID NO:
10.

22. A presente invencao também proporciona um método de
producédo de L-treonina, incluindo o método: cultivar um microorganis-
mo transformado com produtividade intensificada de L-treonina em que
um promotor de um gene ppc natural sobre o cromossomo € substituido
por um promotor de um gene cysK; e isolar a L-treonina a partir da

cultura do microorganismo.

23. No método de produgao de L-treonina, o microorganismo
transformado pode ser E. coli, por exemplo, E. coli CAO30031 (KCCM
10910).

24, Uma ou mais modalidades da presente invencao serao,
agora, descritas mais completamente com referéncia aos exemplos
seguintes. Todavia, estes exemplos sdao proporcionados apenas com
propodsitos ilustrativos e nao se pretende que limitem o escopo da

presente invencao.
Exemplo 1:

Construcao do vetor recombinante pUCpcysKmloxP
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(1) Preparacao do fragmento Pcysk

25. Para obter um fragmento de DNA de 0,3 kb contendo um
promotor de um gene cysK (SEQ ID NO: 10), foi extraido o DNA gendmi-
co (gDNA) de W3110, que é uma cepa de E. coli do tipo selvagem,
usando um sistema QIAGEN Genomic-tip e foi realizada uma reacao em
cadeia da polimerase (PCR) usando o gDNA como gabarito e um kit PCR
HL premix (fabricado por BIONEER, Coréia). Para amplificar o promo-
tor do gene cysK, foi realizado PCR usando iniciadores de SEQ ID NOS:
1 e 2 como se segue: 30 ciclos de desnaturacdao a 94°C durante 30
segundos, anelando a 55°C durante 30 segundos e alongamento a 72°C

durante 2,5 minutos.

26. Os produtos de PCR foram digeridos com Kpnl e EcoRV,
eletroforezados sobre um gel de agarose a 0,8% e entdo eluidos, para
obter um fragmento de DNA de 0,3 kb (em seguida, chamado de “frag-
mento de PcyskK”).

a. Construcao do vetor recombinante pUC-PcysK

27. A Figura 1 é um diagrama que ilustra um processo de
construcad do vetor recombinante pUC-PcysK contendo um promotor

de um gene cysK.

28. O plasmidio pUC19 (New England Biolabs, EUA) e o fra-
gmento de PcysK obtido de acordo com o Exemplo 1-(1) foram, cada um,
digeridos com enzimas de restricdo Kpnl e Smal e ligados um com o

outro para construir o vetor pUC-PcyskK.

b. Construcao do vetor recombinante pUCpcysKmloxP

29. A Figura 2 é um diagrama que ilustra um processo de

construcao de um vetor recombinante pUCpcysKmloxP.

30. Em geral, numa experiéncia de delecdo de genes causa-

da por inativacdo de uma etapa, sempre que um gene € deletado, uma
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sequéncia de um sitio de reconhecimento da recombinase loxP perma-
nece sobre um DNA cromossémico. Foi reportado que, devido as
sequéncias de loxP que permanecem sobre o DNA cromossémico,
quando as cepa sdo adicionalmente modificadas para desenvolvimento
adicional, a eficiéncia pode ser significativamente diminuida (Nagy A.,
Genesis, 26:99, 2000). Um método melhorado de delecdo de genes
usando mutantes loxP, que sdo chamados de lox71 e lox 66 foi proposto
por Suzuki (Appl. Environ. Microbiol. 71:8472, 2005). Deste modo, para
substituir mais eficientemente um promotor de um gene ppc sobre o
cromossomo por um promotor de um gene cysK usando os mutantes

loxP, construimos o vetor pUCpcysKmloxP tendo tanto um cassete

mutante loxP-Cm"-loxP como o promotor do gene cysK.

31. Como mostrado na Figura 2, a PCR foi realizada usando
o plasmidio pACYC184 (New England Biolab) como gabarito usando
iniciadores de SEQ ID NOS: 3 e 4 como se segue: 30 ciclos de desnatu-
racao a 94°C durante 30 segundos, anelamento a 55°C durante 30
segundos e alongamento a 72°C por 1 minuto para obter 1,1 kb de
fragmento de PCR. O vetor pUC-PcysK construido de acordo com o
Exemplo 1-(2) e o 1,1 kb de fragmento de DNA obtido usando
pACYA184 como gabarito foram, cada um, digeridos com enzimas de
restricdo Ndel/Kpnl, ligados um ao outro e transformados em E. coli.
Entao, foram selecionadas células tendo DNA ligados com precisdo ao
vetor usando um método geral e o plasmidio pUCpcysKmloxP foi purifi-

cado a partir da cultura das células.
Exemplo 2:
Preparacao de E. coli KCCM de 10541 pcyks-ppc
recombinante

32. Para substituir um promotor nativo de um gene ppc

(SEQ ID NO: 9) que codifica a fosfoenolpiruvato carboxilase sobre o
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cromossomo por um promotor de um gene cyskK, foi realizado um
método de inativacdo conhecido (Warner et al., PNAS, 6;97(12):6640,
2000) sobre E. coli KCCM 10541.

33. Primeiro, foi realizada PCR wusando o plasmidio
pUCpcysKmloxP construido de acordo com o Exemplo 1 como gabarito
usando iniciadores de SEQ ID NOS: 5 e 8 como se segue: 30 ciclos de
desnaturacao a 94°C durante 30 segundos, anelamento a 55°C durante
30 segundos e alongamento a 72°C durante 1 minuto para obter
fragmentos de DNA e os fragmentos de DNA obtidos foram purificados
usando um kit de QIAGEN (kit de PCR Purification). Subseqiientemen-
te, foi realizada mais PCR usando iniciadores de SEQ ID NOS: 6 e 7 e os
fragmentos de DNA purificados como gabarito, como se segue: 30 ciclos
de desnaturacdo a 94°C durante 30 segundos, anelamento a 55°C
durante 30 segundos e alongamento a 72°C durante 1 minuto. Os
fragmentos de DNA resultante foram purificados, os fragmentos de DNA
purificados foram introduzidos por eletroporacao em E. coli KCCM
10541 em que o vetor pKD46 foi introduzido (Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 97(12), 6640-6645(2000)) e uma coldénia unica foi selecionada
sobre uma placa Luria-Bertani (LB) contendo 15 pg/mL de cloranfeni-
col. A cepa selecionada era uma cepa em que o fragmento de DNA foi
inserido num sitio promotor de um gene ppc. O vetor pJW168 (BMG
Biothechnol. 2001;1:7. 26 de setembro de 2001) foi introduzido na cepa
selecionada para preparar E. coli KCCM 1054 1-PcyK-ppc recombinante
em que o promotor naive do gene ppc foi substituido pelo promotor do

gene cysK, por remocao do gene de resisténcia a antibiéticos.
Exemplo 3:
Comparacao quanto a produtividade de L-treonina
entre microorganismos recombinantes

34. O microorganismo recombinante preparado de acordo
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com o Exemplo 2 foi cultivado num meio de titulo de treonina, como
mostrado na Tabela 1 abaixo, num frasco de Erlenmeyer, e foi confir-

mado se a produtividade de L-treonina foi melhorada.

Tabela 1
Composicao Concentracao (por litro)

Glicose 70 g
KH,SO, 2g
(NH4)2SO04 25g
MgSO0,-7H,0 lg
FeSO,.-7H,0 5 mg
MnSO,.4H,0 5 mg

DL-metionina 0,15g
Extrato de levedura 2g
Carbonato de calcio 30g
pH 6,8

35. 1 alca de platina de E. coli KCCM 10541 e E. coli KCCM

10541 pcysks-ppc que foram cultivadas num meio sélido LB numa
incubadora a 33°C durante a noite foram, cada uma, inoculadas em 25
ml de meio de titulo, como mostrado na Tabela 1, e cultivadas na
incubadora a 33°C a 200 rpm durante 48 horas. Os resultados sédo

mostrados na Tabela 2 abaixo.

36. Como mostrado na Tabela 2, quando a cepa mae E. coli
KCCM 10541 foi cultivada durante 48 horas, produziu 29,8 g/L de L-
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treonina, enquanto a E. coli KCCM 10541 pcysks-ppc do Exemplo 2
produziu 34,7 g/L de L-treonina, que tem uma produtividade 4,9 g/L
mais alta do que aquela da cepa mae. Deste modo, foi confirmado que
a cepa recombinante em que o promotor do gene ppc foi substituido
pelo promotor do gene cysK tem produtividade intensificada de L-
treonina. A E. coli KCCM 10541 pcysks-ppc transformada foi chamada
de E. coli CAO30031 e depositada no Korean Culture Center of Microor-
ganisms (KCCM) em 20 de dezembro de 2007 (Acesso No: KCCM

10910).
Tabela 2
Cepa L-treonina (g/L)
KCCM10541 (cepa mae) 29,8
KCCM10541-PcysK-ppc 34,7
37. Como descrito acima, de acordo com a presente inven-

¢cao, num microorganismo em que um promotor de um gene ppc sobre o
cromossomo € substituido por um promotor de um gene cyskK, a expres-
sao do gene ppc, que € uma enzima que converte fosfoenolpiruvato em
oxaloacetato que € um precursor da biossintese da L-treonina, aumen-
ta, intensificando, assim, significativamente a produtividade de L-
treonina em 16% ou mais. O microorganismo pode produzir L-treonina
com alto rendimento e, deste modo, pode ser largamente usada nas
indastrias médicas, farmacéuticas e de alimentacao, particularmente

para a alimentacao animal.

38. Embora a presente invencao tenha sido particularmente
mostrada e descrita com referéncia a modalidades exemplificativas da
mesma, ficara entendido por aqueles de capacidade ordinaria na técnica

que podem ser nela feitas varias mudancas na forma e nos detalhes
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sem sair do espirito e do escopo da presente invencdo, conforme defini-

da pelas Reivindicagcdes seguintes.
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REIVINDICACOES

1. Cepa de Escherichia coli Produtora de L-Treonina, caracterizada
por que um promotor de um gene da carboxilase fosfoenolpiruvato (ppc)
sobre o cromossomo é substituido com um promotor de um gene da

sintase da cisteina (cysK),

em que o promotor do gene cysK possui uma sequéncia nu-

cleotidica de SEQ ID NO: 10.

2. Cepa de Escherichia coli Produtora de L-Treonina, de acordo com
a Reivindicacao 1, caracterizado por ser Escherichia coli CAO30031 de
numero de acesso KCCM 10910.

3. Método de Producao de L-Treonina, caracterizado por que com-
preende: cultivar a cepa Escherichia coli de acordo com qualquer uma
das Reivindicacoes 1 e 2; e isolar a L-treonina a partir da cultura da

cepa de Escherichia coli.
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PCR AMPLIFICADO
pUCI2 PROMOTOR cysK
(268600) (0.3Kb)
DIGESTAO Kpnl/ Smal DIGESTAO Kpnl/ Smal
LIGACAO

PROMOTOR cysK

pUC—-PcyskK
{2386bp)

FIG. 1
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pACYC184

(4245bp)

PCR

mloxP-Cm"-loxP pUC—PcysK
{1.1kb)

DIGESTAO Kpnl; Ndel DIGESTAO Kpnl/ Ndel

LIGAGCAO

YSKm IOXP
A
of
)
v

pUCpcysKmloxP

FIG. 2

Peti¢do 870160024161, de 30/05/2016, pag. 6/6



