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POLYPEPTIDES AND BIOSYNTHETIC PATHWAYS

CROSS-RRFERENCE TO RELATED APPLICATION
This application claima pricvity to U.S. Patent Application 60/374,831 filed April 23, 2002.

FIELD
This disclosurs provides polypeptides and biosynthetic pathways that are seful in the
production of indole-3-pymvate, 2-hydroxy 2-(indol-3yimethyl)-4-keto ghrtaric acid (MP) and/or
monatin,

BACKGROUND
Indole pyruvats,

Indole-3-pyruvate is a strong antioxidagt that is believed to counter act oxidative stress in
tissucs with high oxygen concentrations (Politi «f al. “Recent advances in Tryptophsn Research”,
edited by G. A. Filippini 7 ol. Plesum Pross, Now Youk, 1996, pp 291-8). Indale pyruvate lyo is sn
intermediate in s pathway to produce indolo-acetic acid (IAA), the primary plant growth harmone
anxin (diffissible growth promoting factor). IAA is active in submicrogram smounts in a range of
cell divigion, and root initistion. Synthetic mxine are nsed in horticulture to induce rooting sud to
promote the set and development of fruit. At high concentrations the synthetic auxins are effective
more enviroamentally fiendly than chemically produced herbicides, Growth regalators had world
sales in 1999 of 0.4 billion pounds (1.4 billicn U.S. doliars).

Some cxamples of patents on indole acetic acid and derivatives thereof include: US Patent
No. 5,843,782 Micropropagation of rose plaats, auxin used in culture medivm and US 5,952,231
Patent No. Microptopagation of rose plants. '

In addition to plant related utilities, indole acetic acid js uscful in pharmaceatical
spplications. For example, US Patent No. 5,173,497 “Method of preparing alpha-oxopyrrolo[2,3-
Blindole acetic acidy and devivatives™ propases the use of these compounds in the treatment of
memory impairment such us that associzted with Alzheimer’s discase and scnile dementia. The
mechanism proposed in US Patent No. 5,173,497 is that these compounds inhibit the polypeptide
acetylcholinesterase and increase acetylcholine levels in the brain,

Indole-3-carbinol is produced from indole-3-acetic acid by peroxidase-catalyzed oxidation,
aod can easily be convested luto diindo)ytmethane. Both compounds are reported to eliminate toxing
and promote the production of hormones beneficial to women's health.

Trptophan Derivatives .
" Chlorinsted D-tryptophan hag been identified a5 a nopmutritive sweetener, and there is
ncreating intevest in pursuing other derivatives ss well. Monatin is a paturs] sweetener that is gimilar
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in composition to the amino scid tryptophan. It can be extracted from the bark of the Toots of the
South African ahrub, Sclerochlion ilicifolius, and has promise in the food and boverage indastry 18 2
high-intensity sweetener. Same examples of patends an monatin include: US Patent No, 5994559
WMWMMMW.USMM4WHI-@QJJ-
dicarbaxy-3-hydroxy-trat-4-yI)-indole compounds, US Patent No. 5128164 Composition for herman
consumption containing 3-(1-amino-1,3-dicarboxy-3-hydroxy-but-4-yI)-indole compounds; and US
Patent No. 5128482 Procoss fix the prodaction of 3-1(1-amino-1,3-dicatboxy-3-hydroxy-tut-4-y1)

Some of the precursors of monatin described here can also be useful as synthetic sweetenan
or as intermediates in the syofhesis of ;oomatin derjvatives.

SUMMARY

The disclogure provides several biosynthetic routes for making monatin from ghicoss,
tryptophan, indole-3-lactic acid, snd/or throngh manstin precursors such as indole-3-pyruvate and 2-
hydroxy 2-(indole-3.yimethyl)-4-keto gluteric acid. Polypeptides and micleic acid sequencos that can
be used to meke monatin, indale-3-pyruvate, and 2-kydroxy 2-(indale-3-yimethy])-4-keto glataric
acid are disclosed.

Monstin cam be produced fhrough indole-3-pyruvate, 2-hydroxy 2-(indols-3-yimetiryl)-4-
keto gluteric acid (monatin precumsor, MP, the niphs-ksto form of monatin), indole-3-lactic acid,
tryptopham, and/er glucose (FIG, 1). Methods of producing or making monatin or it imermediates
shown in FIGS, 1-3 and 11-13 thet involve converting a substrate to a first product, and then
converting the first product to a sccond product, and so on, until the desired end product is crested,
are disclosed.

FIGB. 1-3 and 1]-13 show potential intermediate products and end products in boxes. For
example, a conversicn frum one product to another, such as glacose to tryptophan, tryptophan to
indole-3-pyruvate, indole-3-pyruvate to MP, MP to monatin, or indole-3-lactic acid (indole-lactate) to
indole-3-pyruvate, cun be perfaamed by using these methods, These conversions can be facilitated
chemically or biologically. The term “canvert” refirs to the use of either chemical mesns or
polypeptides in a reaction which changes s first imermediate to a second intermediste, The term
“chemical conversion™ refirs to reactions that sre not actively facilitasod by polypeptides. The term
“biological conversion” refers to reactions that are actively facilitated by polypeptides. Conversions
csm take place in vivo or in vitre. When biological conversions are nsed the polypeptides and/or calls
unbemobﬂmdmwppuunchubydmmachnnnmpdyww The
mmnmbemhhdmgwmﬂummﬂed'Miﬂnbmh
exarmple in & batch or a contimuous reactor.

MMmﬁoww&thﬂﬁ:MuﬁnMwﬂaMnﬂ
making a first product, and then contacting the first product created with a socond polypeptide end
creating a second product, and then contacting the sccand product created with & third polypeptide
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and creating a thind product, for exsmple monatin. The polypeptides used and the products produced
are shown in FIGS. 1-3 and 11-13.

Polypeptides, and their coding sequences, that can be used to perfonn the oouversions
shown in FIGS. 1-3 and 11-13 are disclossd. In some examples, polypeptides having 0ne ar more
point nutations that allow the substrate specificity and/or activity of the polypeptides to be modified,
are used to make monatin.

Isolated and recombinant cells thet produce monatin ari: disciceed. These calls can be sy
cel), such as a plant, amimel, bacterial, yeast, algal, srchasal, or fangal cell

-In a particuler example, the disclosed cells incinde one or more of the following activities,
for exsanple two or more or three or mose of the following activities: tryptophan aminotransferase
(BC 2.6.1.27), tyrosine (aromatic) aminotransfersse (EC 2.6.1.5), multiple substrate sminotrnsferase
(BC 2.6.1.-), aspartate sminotransferase (BC 2.6.5.1), tryptophan dehydrogenase (BC 1.4.1.19),
tryptophan-phenylpyruvate transaminase (EC 2.6.1.26), L-amino acid oxidase (EC 14.3.2),
tryptophan oxidase (oo EC muvber, Hader & al., J. Bacteriol 125:1096-1104, 1976 and Furays et al.,
Biosci Bioteclnol Blockem 64:1486-93, 2000), D-ansino acid debydrogenase (EC 14.99.1), D-armino
acid oxidade (EC 1.4.3.3), D-alanine sminctransferase (BC 2.6.1.21), synthase/tyase (BEC 4.1.3.-),
such 23 4-hydroxy-4-methyl-2-oxoglutarate aldolase (EC 4.1.3.17) or 4-hytroxy-2-axoghutarste
sldalage (EC 4.1.3.16), synthase/lyase (4.1.2.-), D-tryptophen aminotransferase (Kohibs and Mito,
Proceedings of the 8* Interational Symposinm on Vitamin Bg and Carbonyl Catalysis, Osska, Japan
1990), phenylalanine dehydrogenase (EC 1.4.1.20) and/or glutamate dehydrogenass (BC 1.4.1.2,
14.13, 14.14).

In another example, cells inclnde one or more, for example two or moTe, or three or more, of
the following activities: indololactate delrydrogonase (BC 1.1.1.110), R-4-hydroxyphenyllactate
dehydrogenase (BC 1.1.1.222), 3-(4)-hydroxyphenylpyravate mductase (BC 1.1.1.237), Iactate
dehydrogenaso (BC 1.1.1.27, 1.1.1.28, 1.1.2.3), (3-imidexo}-5-yl) Jactate dehydrogenase (EC
1.1.1.111), lactate oxidase (EC 1.13.-), synthase/tyase (4.1.3.-) mich as 4-hydroxy-4-roethyl-2-
cxoglutarate aldolase (EC 4.1.3.17) or 4-hydraxy-2-oxoghtarsts aldolasc (EC 4.1.3.16),
synthase/lyase {4.1.2.-), tryptophan delrydrogenase (EC 1.4.1.19), tryptophan-phenylpyravate
tcanaaminase (EC 2.6.1.28), tryptophan aminotranafersse (EC 2.6.1.27), tyrosine (sromatic)
aminotransferase (BC 2.6.1.5), nmitipie substrate sminotransfiersse (EC 2.6.1.-), aspartate
aminotransferse (BC 2.6.1.1), phemylalanine dehydrogenase (EC 1.4.1.20), glutamate dehydrogenase
(BC 14.12, 1.4,13, 1.4.1.4 ), D-xmino acid dehydmgemse (EC 1.4.99.1), D-tryptopken
amninotranaferase, andor D-alauizs sminotensferase (BC 2.6.1.21).

In addition, the disclosed cells can include ane or more of the following activities, for
example two or mote ar three or more of the following activitics: tryptophan aminotransferase (BC
2.6.127), tyrosine (xromatic) aminotransferase (EC 2.6.1.5), multiple substrate aminotransferase (BC
2.6.1.-), aspartate aminotransferase (BC 2.6.1.1), tryptophan dehydrogenase (EC 1.4.1.19),
tryptophan-phenylpyruvate transaminase (EC 2.6.1.28), L-amino acid oxidase (BC 14.3.2),
tryptopban cxidsse (00 EC number), D-amino acid delydropenase (EC 1.4.99.1), D-amino acid
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oxidase (EC 1.4.3.3), D-abxnine aminotransfersse (EC 2.6.1.21), indolelactate delrydrogensse (BC
1.1.3.110), R-4-bydroxyphenyllactats dekydragensse (EC 1.1.1.222), 3-(4)-hydroxyphemylpyruvate
reductase (EC 1.1.1.237), Iactxte debiydrogenase (EC 1.1.127, 1.1.1.28, 1.1.2.3), (-imidazol-5-¥1)
tacixte dehydrogenass (EC 1.1.1.111), Iactate cxidase (BC 1.1.3..), synthase/lyaso (4.1.3.) such as 4-
hrydroxy-4-methyl-2-cxogiutarste aldolase (BC 4.1.3.17) or 4-hydroxy-2-oxog hutarsts aldalase (EC
4.1.3.16), synthase/lyasc (4.1.2.~), giuiamate dehydroganass (EC 14.1.2, 14.13, 14.14),
phenylainmios debydrogenase (EC 1.4.1.20), snd/or D-trypiophsin aminotranaferase.

Monstin can be produced by a method that includey contacting tryptophan and/ey indole-3-
Juctic acid with a first polypeptide, wharein the first polypeptide couverts tryptophan and/or indole-3-
Inctic acid 10 indole-3-pyruvats (citber the D or the L form of tryptophan or indole-3-lactic acid can
be used as the substrate that is converted 1 indole-3-pyravate; cme of skill in the ast will apprecists
resulting indole-3-pyruvate with a second polypeptide, wherein the second polypeptide converts the
indole-3-pyruvate to 2-hydroxy 2-(indal-3-ylmethyl)-4-keto ghrtaric acid (MP), snd contacting the
MP with a third polypeptide, wherein the third polypeptide converts MP to monatin. Exemplary
polypeptides that can be nsed for these conrversions are shown in FIGS. 2 and 3,

Another aspoct of the invention pravides compasitions such as MP, cells that contain at least
two palypeptides, or sometimes at least three or at least four potypeptides, that are sncoded on st Jeast
ons sxogenons nucleic stid sequence,

These and other aspects of the disclosure are spparent from the following detailed
description and illustrative examples.

BRIEF DESCRIPTION OF THE FIGURES

FIG. 1 shows biogynthetic pathways used to produce monatin snd/cr indole-3-pyruvate.
One pathway produces indole-3-pyruvate via tryptophen, while snother produces indole-3-pyravate
via indole-3-factic acid. Monatin {s subsequently prodaced via a 2-hydroxy 2-(indol-3ykmetryf)-4-

Compounds showy in boxes are substrates and products produced in the blosynthetic
pathways,

Compasitions sdjacent to the arrows are cofactors, of reactants that can be wed during the
converzion of a substrate io 8 product. The cofactor or reactant used will depend upon the
polypeptide used for the particalar step of the hiosynthetic pathiway. The cofactar PLP (pyridaxal §*
- phosphatc) can catalyze reactions independent of a polypeptide, and therefore, marely providing
PLP can aliow for the progression from substrate to product.

FIG. 2 is a more detailed diagram of the biosynthetic pathway that utilives the MP
intermediate. The substrates for each step in the pathways are shown in boxes. The polypeptides
allowing for the conversion between substrates are Jisted adjacent to the amrows between the
substrates. Esch polypeptide is described by its commen name and an enzyrmatic class (EC) mumber.
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indale-3-lectic acid to indale-3-pyravate. The subsirates are shown in boxes, snd the polypoptides
allowing for the conversion between the substrates are listed adjacent to the srrow between the
substrates. Each palypeptide is described by its conunon name and an enzymatic class (EC) number.

FIG. 4 shows one possible resction for making MP via chemical means.

FIGS. SA and 5B sre chromatogrems showing the LC/MS identification of monatin
prodnced enrymatically.

FIG. 6 is an electrospray mass specirum of enzymatically synthesived monatin

FIGS. 7A and 7B show clroratogmns of the LC/MS/MB daughtor jon sualyses of monatin
produced in s enzymatic mixture.

FIG. 8 i» a clvomatogram showing the high resolution mass messurement of monatin
pioduced enrymatically.

FIGS. 9A-9C are chromatograms showing the clriral sepamtion of (A) R-typtophan, (B) S-
tryptophan, and (C) monatin produced enzymatically.

FIG. 10 is 2 bar graph showing the relstive amount of monatin produced in becterial cella
following IPTG induction. The () indicates a lack of substrate addition (oo tryptophan o pyruvate
was added).

FIGS. 11-12 are echermtic diagrms showing pathways used to incresse the yiold of
monatin produced from tryptophan or fadole-3-pyruvats.

FIG. 13 is a schematic diagram showing a pathway which cam be used to increase the yield
of momtin produced from tryptophan or indole-3-pyruavate.

SEQUENCE LISTING
shown using standard letter abbreviations for nuclsotide bases, sand tiree-letier code for amino scids.
Only ane strand of each micleic acid saquence fs shown, but the complementary strand is ynderstmod
10 be inchded by any reference to the displayed strand,

SEQ ID NOS: 1 and 2 show the sucloic acid and amino acid soquances of sn
aminotransferase from Sinorhisobisem melilotl, respectively (fatA gene, called s tyrosine or sroumtic
sminotransferase in literatxe).

SEQ ID NOS: 3 and 4 show the nucleic acid and amino acid sequences of a
tyrosine aminotransfersse from Rhodobacter sphasroides (2.4.1), respectively (by homology with
tatA (SEQ ID NOS: 1 and 2) predicted to be an "sspartate aminotransferass™ by genomics software),

SEQ ID NOS: 5 and 6 show the nucleic acid and amino acid sequences of an
aminotmnsferase from Rhodobacter sphaervides (35053), respectively (novel, cloned based on 2.4.1
sequence SEQ ID NOS 3 mnd 4).

SEQ ID NOS: 7 and 8 show the nucleic acid and amino acid sequences of 8
broad substrate aminotransferase (bsof) from Leiskmania major, respectively.
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BI'QIDNOS:DM 10 show the nueleic acid and amino acid sequences of an sromatic
aminoiransieysss (araT) from Bacillus subtilis, respectively.

SEQ ID NOS: 11 and 12 show novel micleic acid and amino acld sequences of s aromatic
aminotransferase (araT) from Lactobacillus amylovorus, respectively (by homology identified sz an
xromatic sminotransferass). '

SRQ ID NOS: 13 and 14 show the nucleic acid and amino acid sequences of
a multiple sibstrate smimotranadezase (mc) from R sphasroides (35053), respectively (Weutified as &
rmultiple substzate aminotranafzase by homology 1o Accession No. AAAE01000093.1, by 14743-
16155 and Acceszion Na. ZP00005012.1).

SEQ ID NOS: 15 and 16 show primers used to clone the B. subtifis D-alamine
aminotransferase (da/) sequence.

SEQID NOS: 17 and 18 show primers used to clone the S. melilos! tat4 sequence.

SEQ ID NOS: 19 and 20 show primers used to clone the B. subtilis araT aminotransferass
soguence.

SEQID NOS: 21 and 22 show primers usad to clone the Rkododacter sphaeroides (2.4.1
and 35053) muiltiple substrate sminotanaferase sequences.

SEQ ID NOS: 23 and 24 show primers used to clone the Leinkmania major bsat sequence.

mmuo&umum;hﬁwu@ummmmr
sequence.

SEQ ID NOS: 27 and 28 show primess used to clone the R sphasroides totA soquencos
(botts 2.4.1 and 35053).

SEQ ID NOS: 29 and 30 show prime used to clone the E. coli aspC sequence (gens
sequence Genbazk Accession No.: AB0D0195.1, profein sequence Genbank Accession
No:AAC?4014.1).

SEQ ID NOS: 31 and 32 show the nucluic acid and amino acid sequences of aromatic
sminotransferase (yrB) from E. colf, respectively.

SEQ ID NOS: 33 and 34 show peimers used to clane the E. coll tyrB sequence.

mmuoamnmmudmdupwmw
oxoglutarate aldolase (KHG) (EC 4.1.3.16) activity.

SEQ ID NOS: 41 and 42 show the aucleic acid sequences of tryptopbanase (faa) from E.
coli and tyrosine pheacl-lyase (tpr) from Citrobacier freundti, coding for proteina PO0913
(GI:401195) and ¥31013 {QI:401201), respectively.

SEQ 1D NOS: 43 - “Mpnmudbclmtypﬁphupolyppdhndﬂ-
tyrosinase (tyrosine phenol-tyase) polypeptides.

SEQIDNOSJT-ﬂmmwhmmmmlymdumdp-
tyrosinase polypeptides.

SEQ ID NOS: 55-64 show primers used to clane palypeptides with 4-hrydroxy-4-methyl-2-
oxoghutarate aldolase (EC 4.1.3.17) activity.

\o
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SEQ ID NOS: 65 and 66 show the miclaic acid and amino acid saquences of 4-hydraxy-4-
mmwmmmcm.m

SEQ ID NOS: 67-68 show primers used to clone C. testasteroni 4-hydroxy-4-methyl-2-
axoguterate akdolase (pro) in m operon with K. coli aspC in pET30 Xa/LIC.

SEQID NOS: 69-72 show primes used to clons E coli aspC and C. testosteron; pro4 in
pESC-his.

SEQ ID NOS: 73-74 show sequences added 1o fhe 5' sid of primezs weed w clons the genes
disclosed herein.

DETAILED DESCRIFTION OF SEVERAL EMBODIMENTS
. Abbreviations and Terms

The following explanations of tects and methods are provided o beiter describe the prosent
disclosure and to gnide those of ordinary akill in the art in the practice of the present disclosure. As
vaed hereln, “comprising”™ mesns “inchuding™ sod the singalar forms "s” or “xn™ or “the™ include
plural references unleas the context clexily dictates otherwise, For example, reference to “comprising
apoﬁ"imhhmcnﬂwﬁﬂduﬂmmmwwudrm
reference to one or more colls and oquivalents thereof known to those skilled in the art, and eo firth.

Uniess explained otherwise, all technica] and scieptific terms used berein have the same
mesning a9 commonly understood to one of ordinary akill in the art to which this disclosure belongs.
Although methods and materialy similar or equivalent to those described herein can be nscd in the
practice or testing of the present disclosure, suitsble methods and materials are described below. The
muatecials, methods, and examples arc ustrative only and not intended to be limiting. Other festures
and sdvantages of the disclosure are sppareat from the following detailed description and the claims.

¢DNA (complemeniary DNA): A pisce of DNA lacking internal, non-coding segments
(introns) and regulatory sequences which determine transeription. ¢cDNA can be synthesized in the
Isbovatory by reverse transcription from messenger RNA extracted from cells.

Conservative substitution: Onamlmbn@d.hﬁhﬁmu(ﬁwzs.ulﬂ
regidues) for amino acid residues baving similar biochamical propesties. Typically, conservative
substitutions have little to no impact an the activity of a resulting polypoptide. For examgple, ideally,
< " . 5 l de inchoding ane or more tive substitutions retaiss
trypiophan aminotransferass activity. A polypeptids can be produced to contsin one or more
conscrvative substitutions by mamipulating the mcleotide sequence that encodes that polypeptide
using, for example, standerd proceduzes such as site-directod nutagenesh or PCR.

Substitotional varizuts sze those in which af Jeast one residue in the amino acid sequance has
been removed sud a different residne inscrted jo its place. Examples of amino acids which rmy be
substituted for an original amino ecid in a protein end which mre regarded as conservative
substitationa include: Ala substitoted with ser or thr; arg substitated with gin, his, or lys; am
substituted with gla, gin, lys, his, asp; asp substituted with am, glv, or gin; cys substituted with ser or

+ ala; gin substituted with asn, glo, lys, is, asp, or arg; ghu substituted with asn, gln lys, or ssp; gly
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substituted with pro; his substituted with am, Iys, gin, arg, tyr; fle substitutad with Ju, met, val, phe:
lou sobstituted with ils, met, val, phe; lys substituted with esn, ghu, gin, his, arg; met sobstitoted with
ile, leu, val, phe; phe substitated with trp, tyr, met, ile, or loa; ser substituted with thr, als; the
subatituted with ser or ala; trp substituted with pbe, tyr; tyr sobstitoted with his, phe, or trp; and val
sobstitated with met, ila, low ’

Further infinnmtion about conservative substitutions can bo found in, amang other locations,
Ben-Bamat et al., {J. Bocseriol 169:751-7, 1987), ORegun of ol., (Gene 77:237-51, 1989), Sakin-
Toth et al., (Protein Sci. 3:240-7, 1994), Hochuli o2 al, (Blo/Technology 6:1321-5, 1983), WO
00/67796 (Curd ¢ gl.) and in siandard textbooks of genetics and molecular biology.

Exogenons: The term “exogenome™ as uscd herein with reference to mncleic acid and »
particular cell refers to any mcleic acid thet does not originate from that perticalar cell as found in
pature. ‘Thus, non-netmrally-ocaunring nuclsic acid is considared o be exogenous to 2 cell once
introduced irvio the cell. Nucleic acid that is natmally-occorring also can be exogenons to a particular
coll For cxample, an etire chromosome isolated fram a cell of person X fs xn exogenous mncleio
acid with respect to a cell of person Y ance that chromosoms is introduced into Y™s cell.

Functionally Equivalent: Having an equivalent finction. Tn the coutext of an exzyme,
functionally equivalent molacules include different molecules that retain the function of the exxyme.
For cxample, functional equivalents can be provided by sequance altertions in an enzyme sequence,
wharein the peptide with one or more sequence alterations retaing a function of the naaltered peptide,
such that it retains its enzymetic activity. In a particular example, & tryptophan aminctransferase
fimctional equivalent remins the ability to comvert tryptopban to indole-3-pyravate.

Bxamples of sequence alterations incinde, but are not Hrited to, conseyvative substittions,
deletions, nmiations, frameshifis, and insertions. In one example, a given polypeptide binds an
axtibody, and a fimctionsl equivalent is a polypeptids that binds the same aniibody. Thuse
functional equivalent includes peptides that have the same binding specificity as a polypeptide, snd

. that can bo used ay & reagent in pisce of the polypepfide. In one example 3 functional equivalent

includey a polypeptide wherein the hinding sequence is discontinuous, whersin the antibody binds &
linesr epitope. Thus, if the peptide sequence is MPEL ANDLGL (amino acids 1:10 of SEQ ID NO:
12) a functional equivalent includes discontinuous epitopes, that can appesr as follows (**=sny
mumber of intervening amino acids): NH2 -¢*-M*4PSRSS] 4\ s NeT)se] weGee] O00H. In
this example, the polypeptide is functionally equivalent to smino acids 1-10 of SEQ ID NO: [2 if the
threo dimensional structure of the polypeptide ia mch that it can bind & monocional sntibody thet
binds amino acids 1-10 of SEQ ID NO: 12.

Hybridization: The term “hytuidization” a3 used herein rofers o s method of testing for
complementarity in the miclootide sequence of two mclelc acid molecules, based on the ability of
complementary single-stranded DNA and/ar KNA. to form a duplex molecale. Nucleic acid
hybridization techniques can be wsed 1 obtain an isolated mucleic acid within the scope of the
disclosure. Brisfly, my nncleic acid having some bomology to a sequence set forth in SEQ ID NO:
11 can be used a3 a probe to identify & similsr mcleic acid by hybridization mmder conditions of
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mmoderate to high stringency. Oncs identified, the mucleic acid then can be purified, sequanced, and
analyzed 10 dotermmine whether it is within the scope of the present disclogure.

Hybridtzstion cen be done by Southern or Northern analysis to identify a DNA or RNA
sequoace, respectively, that ybridizes to s grobe. The probe can bo lsbeled with  biotia,
W'M“'M'ﬂ"n’- The DNA or RNA to be analyzed can be
electropharetically separated an an agarase or polyscrylamide gel, tranzferred to nitrocellulose,
nylon, of oiber suitsble memibrme, and hybridized with the probe using standard techmiques well
Inown in the art such 23 those desczibed in sections 7.39-7,52 of Sambrook ef a/., (1989) Molecnlar
Cloning, second edition, Cold Spring Farbar Labaratory, Plainview, NY. Typically, s probe is at
least shout 20 mcleotides in length. For example, & probe comrespanding 1o & contignous 20
melootide sequence set forth in SEQ ID NO: 11 can be used to identify an identical ar similsr oncleic
acid In sddition, probes longer or shorter than 20 nucleotides can be nsed.

" The disclosure also provides islated pcleis acid soquences that are st least about 12 bases
in length {e.g., at least about 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 100, 250, 500, 750,
1000, 1500, 2000, 3000, 4000, or 5000 basea in length) and hybridize, under hybridization
conditions, to the sense or antiscnse strand of a mucksic acid having the sequence set farth in SEQ ID
NO: 11. The hybridization conditions can be moderatsly or highly stringent hybridization conditions.

For the purpose of this disclosure, moderately stringent hybridizxtion conditions moun the
hybridizstion is performed st about 42°C in a hybridization sohition coztaining 25 mM KPO, (pH
74), 5X $8C, 5X Denhart’s solution, 50 pg/m!. denstured, sonicated salmon sperm DNA, 50%
formamide, 10% Dextran solfate, and 1-15 ng/mL probe (about 52107 cpm/pg), while the washes are
pexformed st about 50°C with a wash solution containing 2X SSC and 0.1% sodiumn dodecy] sulfate,

Highly stringent hybridization conditions mesn the hybridization is pexficmed st about 42°C
in s hybridization solution coutrining 25 mM KPO, (pH 7.4), SX SSC, SX Denhart’s solution, S0
$g/mL denatured, sonicated salmon sperm DNA, 50% formamide, 10% Dextran sulfiste, and 1-15
ng/mL probe (sbout 5x10 ep/pg), while the washes mre performed at about 65°C with a wash
solution containing 0.2X SSC and 0.1% sodivm dodecyl sulfate.

Isolated: The term "isolated” as used herein with reference to mcleic acid refers 1o a
maturally-occurring nucleic acid that is not immedistaly contignous with both of the sequences with
which it is immediately contigaous (one on the 5 end nd one on the 3* end) in the natorully-
oocnwring genoas of the organiam from which it is derived. For example, an isolsted muclaic acid
cam be, without imitation, » recombinant DNA molecule of any length, provided one of the pucleic
acid sequences normally found immediately flanking that recomibinant DNA molecule in a natarally-
occwTing genome is removed or absent. Thus, an isolated nucleic acid includes, without limitation, a
recombinant DNA that exists as 2 scparste molecule (e.g., a cDNA or & genomic DNA fragment
praduced by PCR or restriction endonoclesse treatment) independent of other sequences as well as
recombinant ONA that is incorparated into & vector, an sutonomously replicating plaamid, a virus
{e.g., a retrovims, adenovirus, or herpes virus), or into the genomic DNA of s prokaryote o
cularyote. In addition, an isolated nucleic acid can include s recombinant DNA mwlecule that is part

G
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of a kybrid or fagion nucleic acid sequence.

WMWHMWMMWMMHMMWN
naiunally-occurring rucleic acid since non-mtamlly-occurving macleic acid sequences are not found
in pature and do not bave fixnedistely contiguous sequances in a paturally-occurriog geoome, Fer
example, non-natunally-occumxing mcleic scid such as an engineered ouclcic acid is considared to be
isalated mncleio ucid. Engineered mclelo acid can be made using common molecular cloning or
indapendent of ather sequences, or incorporated jnto & vector, an sutonomously replicsting plasmid, »
virm (e.g., & retrovinus, adenovirus, or hegpes vins), or the genomic DNA of & prokaryote or
cukaryote. In addition, a son-npturally-occurring muclsic scid can inclode s nucleic acid molocale
that is past of a kybrid er fission mocleio acid soquence.

It will be appareat to those of skill in the axt that a mcleio acid existing smong lmdreds to
millions of other mucleic acid molscules within, for example, cDNA or genomic libreries, or gel stices
confaining & genomic DINA rosiriction digsst is not to be considered an isolated pacleic acid.

Nuclele seld: The tetm “muclsic acid™ as used herein encompasses both KNA and DNA
inchuding, withoat Bmitation, cDNA, genowmic DNA, and synthetic (e.g., chemmically synthesized)
DNA_ The nacleic scid can be doublo stranded o single-stranded. Where single-stranded, the
mclelc acid can be the sensc strand or the ntiserse strand. Tn sddition, mucleic acid can be circular
or lincar.

Operably linked: A first nucleic acid sequence is “opershly linked™ with & second nucleic
acid sequence whonever the firet mucleic ncid sequence is placed in a functional relationship with the
second mcleic acid sequence. For instance, 8 promoter is opersbly linked to a coding sequence if the

. promoter affects the transcription of the coding sequence. Genenlly, operably Jlinked DNA

sequences xre contignons and, where nacessary to join two palypeptide-coding regions, in the same
reading fisame.

+  Peptida Modifientions: The present disclosurs includes enzymes, as wall as synthstic
embodirnents thereof. In addition, smalogues (non-peptide organic molecules), derivatives
(chemically functionalized peptide molecules obtnined starting with the disclosed peptide sequences)
and variants (bamologs) having the desired enzymatic activity can be ntilized in the methods
described herein. The peptides disclosed herein include a sequence af amino acids, that can be either
L- snd/ox D- amino acids, nsterally occarring sud otherwise,’

Peptides can bo modified by » variety of chernical techmiques to produce derivatives baving
csscatially the samc astivity as the unmodificd peptides, and optionally having ofher desirable
propertics. For exsmple, carboxylic acid groups of the protein, whether carboxyl-terminal or side
chain, may be provided in the form of a salt of s phermaceatically-acceptablo cation or esterified to
form & C1-C16 estex, or converted to an amide of fxnis NRIR2 wherein R and R2 are each
independently H or C1-C16 alkyl, or conibined to form a beterocyclic ring, such as a 5- or 6-
membered ring. Amino groups of the peptide, whether amino-terminal or side chain, may be in the
form of a pharmaceuticaflly-acceptable acid addition sult, such as the HCI, HBr, acetic, benzoic,
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toloene sulfomic, maleic, tariaric and ofher organic salts, or may be modified to C1-C16 alkyl oc
dialkyl amino or farther convented 0 au amide.

Rydxyl groups of the peptide side chains may be converted to C1-C16 alkoxy or to 8 C1-
C16 ester using well-recopnized techniques. - Phexyl and phanolic rings of the peptide side chaing
mmy be substitoted with one dr more halogm atoes, such ez F, CL, Bror |, or with C1-C16 alkyl, C1-
C16 alkaxy, carboxylic acide and esters thereof, or sxmides of such carboxylic acids. Methylens
grovps of the peptide side chains can be extended to homnlogons C2-C4 alkyieuss. ‘Thiols can be
protected with any one of & number of wall-recognived protocting groups, such as scetamide groups.
Those skilled in the art will also recognizs methods for introdncing cyclic structures into the peptides
of this dinclosure to salect and provide conformmtional constraints to the structure that reselt in
enhanced stability. Far example, s C- or N-termiual cysteine can be added to the peptide, so that
when oxidized the peptide will contein  disolfide bond, genemsting a cyclic peptide. Other peptide
esters,

Peptidormimetic and organomimetic exmbodiments are also within the scope of the present
disclosure, whereby the thyee-dimansional sxrangemnent of the chemical constituents of such peptido-
and organomimetics mimic the troe-dimeusions] smangement of the peptide backbane and
component smino acid side chains, regulting in meh poptido- snd organaxrimetics of the proicing of
pharmacophore is an idealived, fhreo-dimensional definition of the structural requirements fur
biclogical activity. Peptido- and organomimetics can be designed to fit each phanmacophore with
crrent computer modsling software (using computer assisted drug dexign or CADD). See Waltars,
“Computer-Assistcd Modeling of Drugs”, in Klegerman & Groves (eds.), Pharmacestical
Bistechnology, 1993, Inteephurm Press: Buffalo Grove, IL, pp. 165-74 and Ch. 102 in Manson (od.),
Principlcs of Phaxmacology, 1995, Chapmen & Hall, for descriptions of techniques used in CADD.
Also incinded within the scope of the disclosure sre mimetics prepared xing such techuiquos. In one
exsmple, & mimetic mimics the enzyme activity geserated by an enzyme or a variant, fragment, or
fusion thereol. '

Probes and primers: Nucleic acid probes and priners can be prepared readily based on the
amino scid sequences snd mncleic acid sequences provided heretn, A “probe™ inchudes an isolated
mcleic acid containing & detectsbls label or reportar molecule. Exemplary iabels include, but are not
limaited to, radicactive isotopes, Lighnds, chemiluminescent agants, and polypeptides. Methods for
labeling and guidance in the choioe of Jabels appropriate for various pamposes are discossed in, for
example, Sambrook ef al, (ed.), Molecular Cloning: A Laboratory Mamual 2nd ed., vol 1-3, Cold
Spring Harbor Laborutory Preas, Cold Spring Harbor, N. Y., 1989, snd Ausubel of al. (2d.} Coxyent
Protocols in Molecular Biology, Greenc Publishing and Wiley-Intorscience, Now York (with porindic
updais), 1987.

“Primens™ sxe typically micleic acid molecules having ten or mors mucleotides (e g., naclaic

- acid molecules having betwoen sbout 10 nucleatides and shout 100 sucleotides). A primer cap be
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amoaled 1o 8 complementary target nmcloic scid strand by sucleic acid bybridization to foom & bybid
strand by, for example, 8 DNA polymorase polypeptide. Primer pairs can be used for srmplification
of a nuclsic acid soquence, for example, by the polymerase chain reaction (PCR) or other nacloic-
acid amplification methods known in the mt.

Moethods for prepazing and using probes and primers gre described, for example, in
refirences sich as Szmbrook of al. (od.), Molecular Cloning: A Laboratory Mamal, 2ad ed., vol. 1-3,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989; Auvsubel ef o/, (od.), Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing and Wiley-Interscience, New York (with periodic
wpdates), 1987; sod Innis et al. (eds.), PCR Protocols: A Guide t0 Methods and Applications,
Acsdemic Press: San Dicgo, 1990. PCR primer pain can be derived from a known sequence, for
example, by using computer programs intended for that purpose such as Primer (Version 0.5, 1991,
Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridpe, Mass.). One of skill in the art will
appreciste that the specificity of a particular probe or primer increases with the length, but thata
probe or primer can range in size from o foll-length sequincs to sequences as short as five
consecutive nucleotides. Thus, for cxample, s primer of 20 consécutive mucleotides can suneal 10 8
target with  higher specificity fhan s corresponding primer of anly 15 nucleotides. Thus, ia order to
ohtain greater specificity, probes and primers can be selacted that comprise, for example, 10, 20, 25,
30, 35, 40, 50, 60, 10, B0, 90, 100, ISD,MZS_O. 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750,
200, 850,900.?50. 1000, 1030, 1100, 1150, 1200, 1250, 1300, 1350, 1400, 1450, 1500, 1550, 1600,
1650, 1700, 1750, 1800, 1850, 1900, 2000, 2050, 2100, 2150, 2200, 2250, 2300, 2350, 2400, 2450,
2500, 2550, 2600, 2650, 2700, 2750, 2800, 2850, 2900, 3000, 3050,3100, 3150, 3200, 3250, 3300,
3350, 3400, 3450, 3500, 3550, 3600, 3650, 3700, 3750, 3800, 3850, 3900, 4000, 4050, 4100, 4150,
4200, 4250, 4300, 4350, 4400, 4450, 4500, 4550, 4600, 4650, 4700, 4750, 4800, 4850, 4500, 5000,
5050, 5100, 5150, 5200, 5250, 5300, 5350, 5400, 5450, or more consecutive pucleotides.

Promoter: Anuamy of nuclsic acid control sequences which direct trangcription of a
mucledc acid. A promoter inclndes necessary ancleic acid sequences near the start site of
trenscyiption, such as, in the case of a polymerase 11 typo promater, 2 TATA clement. A promoter
cmn include distal enhancer or repressor elaments which can be located as nmch as several thongand
base paira from the start site of transcyiption.

Puovified: ‘The torm "purifiod” as nacd barsin does not require abshate purity; sather, it Is
inteaded as & relative term. Thus, for exammple, a purified polypeptide ar sucleic acid preparstion can
be one in which the subject polypeptide ar nucleic acid, respectively, is st a higher concentration than
the polypeptide or mucleic acid would be in its natum] environment within an organism. For example,
r polypeptide preparation can be considered purified if the polypeptide content in fhe preparstion
ropresents at least 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 50%, 92%, 95%, 98%, or 99% of the total protein
content of the preparation.

Recombinant: A “recombinat™ mucleic acid is one having (1) a sequence that is not
nahmally occurring in the organism in which it is expressed or (2) s sequence nde by an artificial
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combination of two gthetwise-separated, shorter sequences, This artificial combination is ofien
accomplished by chemical synthesis or, mare cormmonly, by the artificial menipulation of isolsted
segments of euckic acids, c.g., by genetic engineering techniques. “Recondbinant” is also uaed to
reguisiory sequences and coding regicus that are fxmd in the crpania &om which the nucleic scid
wag isolated,

Sequence identily: The similarity between amino acid sequences is exproased in terms of the
sixuilarity between the sequences, othcywise refexred to as sequance identity, Sequence idextity is
frequently measured in terms of percentage identity (or similarity ar homology); the kigher the percentage,
the more similar the two sequences are. Homologs or variants of 8 peptide, such a3 SBQ ID NO: 12,
possens & relatively high degree of sequence identity when aligned using stendard methods.

Mathods of alignment of sequences for comparison are well known in the art. Verious programs
and alignment algoritms sre described in: Smith and Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482, 1981;
Needierman and Wunsch, J. Mol Biol 48:443-53, 1970; Pearson and Lipmum, Proc, Nad. Aced. Sct. U.SA.
85:2444-8, 1988; Higgins and Sharp, Gene 73:237-44, 1988; Higgins and Sharp, CARIOS 5:151.3, 1939;
Coxpet et ul., Nucleic Acids Research 16:10881-90, 1988; and Altschwl ef ol, Nature Genet. 6:119-29,
1994.

The NCBI Basic Locsl Aligament Search Tool (BLAST™) (Altachnl et al., J. Mol Biol. 215:403-
10, 1590) is available from several sources, incinding the National Center for Bintecimology Information
mmme)dmﬁerorunmmm&cmnlynmm
blastp, blastn, blastx, thlastn and thiastx.

Varizats of & peptide are typically cheractezized by possession of at least 509 requence
identity counted over the full length slignment with the smino acid saquence using the NCBI Blest
2.0, gapped blastp set to defanit parameters. For comparisons of amino acid sequences of greater
than sbout 30 amino scids, the Blast 2 saquences fimction is employed using the default BLOSUMG2
mutrix set to defuult patameters, (gap existence cost of 11, and a per residue gap cost of 1). When
aligning short peptides (fewer than around 30 smino acids), the alignment is performed using the
Blast 2 sequences functian, employing the PAM30 matrix et 1o default pameters (opea gap 9,
extension gap 1 penaltiea), Proteins with sven greater similarity to the reference sequances will show
increming perceniage identitins when agsessed by this method, such as at least 0%, at leagt 90%, at
least 95%, at least 98%, or even at least 99% sequence idantity. ‘When lcas than the entire sequence is

- being compared for sequencs identity, homologs and variants will typically possess at least 30%

sequence identity over short windows of 10-20 amino acids, and may possces sequence jdentities of
at least 85%, at least 90%, at least 95%, or 98% depending on their similarity to the reference
sequonce. Methods for determining sequence identity over such short windows are described at the
website that is maintained by the National Center for Biotachmology Information in Bethesda,
Marylmd. One of akill in the art will appreciate that these sequence identity ranges are provided for
mmnummumymﬁmmmmumuw
outside of the ranges provided. -
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munber of mutohes is determined by counting the nember of positions whers an idontical nucledtide
or mnino acid residus is presented in both sequences. The percent sequence idantity is determined by

3  dividing the number of matches sither by the length of the sequance set forth in the identified
seguence (8.5, SEQ ID NO: 11), or by an ssticulated lngth (a.g., 100 conzecutive nuclectides or
amino acid residues from o soquence set forth in an identifiad sequence), followed by multiplying the
resulting value by 100. For example, 8 nucleic acid saquence that bas 1166 matches when aligned
with the saquence set forth in SBQ ID NO: 11 Is 75.0 pereent idestical to the sequonce set fixth in

10 SEQIDNO: 11 (ie., 1166+1554*100=75.0). It is noted that the porcent sequonce Mentity value is
rounded 1o the nearest tenth. For exemple, 75.11, 75:12, 75.13, and 75.14 is ronnded down to 73.1,
while 75.15, 75.16, 75.17, 75.18, and 75.19 s rounded up to 75.2. It is also noted that the length
vaine will always be su integer. In ancther exsmple, » target sequence containing a 20-nucleotide
region that aligns with 20 consecutive ouclectides from an identified sequence as follows eomaius o

15  region that shares 75 parcent soquence identity to that identified saquence (Le., 15+20°100%75).

1 20 °
Target Saguence: AGITOFIGTACTATCALTCA
VIV
Identified Bequence:  ACUTGGTGANCTOCCAGTGA

20 Specific binding agents An sgent that is capabls of specifically binding to sny of the
polypeptide described heroin. Hxamples inchude, but are not limited to, polyclonal antibodies,
manocional entibodies (including humanized monacloml antibodies), and fragments of monocloosl
antibodies such as Fab, F(ab"),, and Fv fragments as wall a8 aury other agent capable of specifically
binding t0 an epitope of such polypeptides. ’

25 Antibodics 1o the polypeptides provided herein (or fragments, variants, or fusions thereof)
can be uwed to pwify ar idantify such polypeptides. The amino acid and mucltic acid sequences
provided berein allow for the production of specific antibody-based binding agents thet recognize the
polypoptidey described hesatn.

Monoclonal or polycloos] antibodies can be produced to the polypeptides, portions of the

30  polypeptides, or variants thereof. Optiraally, antibadies raised againat one or more epitopes on &
polypeptide entigen will specifically datoct that polypeptide. That is, sntibodies ruivod against one
particulsr polypeptide would recogrize and bind that particular polypepride, snd would not
substantially recognixe or bind to other polypeptides. The devermination thst an antibody specifically
binds to a particular polypeptids is made by any cne of a number of standard immunoassxy methods;

35 ﬁMWMbIoﬁg(ﬂmu,&ded.(d).mamhm
Manuzl, 2nd od., vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989).

To determine that a given antibody proparation (such as » proparstion produced in a mouse
againat s polypeptide having the amino acid sequence set forth in SEQ ID NO: 12) specifically
datects the appropriste polypeptide (g, a polypeptide having the amino scid sequence set forth in
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SEQ ID NO: 12) by Western bloiting, total celinlar protein can be extracted from cells and separated
by SDS-polyscrylamido gl slectrophoresia.

The separated total cellular protein cen then be transfixred to & membrane (0.8,
nitrocelulosc), snd the autibody preparstion incubuted with the membranc. After washing the
memhrane to remove non-specifically bound antibodies, the presence of specifically bound antibodies
<an ba detected using an spproprists sccondary sntibody (¢.2., an anti-mouse sutibody) conjugated to
a polypeptide such s alkaline phosphatase since application of 5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate/nitro hing tetrazalinm results in the production of « densaly biue-colored compound by

Substantially pure polypeptides suitable for use as an immmogen can be obtined from
transfecied cells, trangformed cells, ar wild-type cells. Polypeptide concentrations a the final
prepantion can be adjusted, for example, by concentration on an Amicon filier device, o the level of
a faw aicrogramns per milliliter. In addition, polypeptides ranging in sive from full-length
polypeptides to polypeptidos having as fow 84 nine amino acid residues can be utilized as
imoumogens. Such polypeptides can bs produced in cell cultare, can be chemrically synthasiznd
using standard methods, or can be obtained by cleaving large polypeptides into smallor palypeptides
that can be purified. Polypeptides having as fow as nine smino acid residnes in lengfh can be
imunogenic when presentod to an immans system in the context of a Major Histocompatibility
Complex (MHC) molecule such sy an MHC class I or MHC chass I molecule. Accordingly,
polypeptides having st Jeast 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 500, 1000, 1050, 1100,
1150, 1200, 1250, 1300, 1330, or more consecutive amino acid residnes of any amino acid sequencs
disclosed herein can be used as immmogens for producing antibodies.

Monoclonal sntibodies to any of the polypeptides disclosed herein can be prepared from
mwine hytwidomes according to the classic method of Kohler & Milstein (Nature 256:495-7, 1975)
ot & derivative method thareof. .

Polycloml antiserum contstoing autibodies to the heterogeneous epitopes of sny polypeptide
disclosed herein can be prepared by imoumizing suitsble animals with the polypeptids (or fragment
thereaf), which can be unmodified or modified to enhance immunopenicity. An effoctive
imnmeaizstion protocol for rabbits can be found in Vaitulaitis ef al. (J. Clin. Endocrinol. Mesab.
33:988-91,1971).

Antibody fragments ¢an be used in place of whole sntibodies and can be readily expressed
in prokaryotic bost cells. Methods of making and using inummologically effective portions of
monoclonal antibodies, also referred to as “antibody fragments.” sre well known and include those
described in Better & Borowitz (Mothods Enzymol. 176:476-96,1989), Glockahuber ef ol.
(Biochemistry 29:1362-7,1990), U.S. Pat. No. 5,648,237 (“Expression of Functional Antibody
Fragments™), U.S. Pat. No. 4,946,778 (“Single Polypeptide Ciuin Binding Molecules™), U.S. Pat. No.
5,455,030 (“"Immnmotherapy Using Single Chain Polypeptide Binding Molecules™), and references

. Cited theyein
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Transformed: A “transformed” cell is a call into which a nucleic acid molecule has been
introduced by, for example, molecular biology techniques. Transformation encompasses all
m‘wm.mammuwmmmﬂmm
Eimitation, transfection with a viral vector, conjogation, transformation with a plasmid vector, and .
intraduction of naked DNA by-electroporation, lipafection, snd particle gan socaleration.

Variants, Cragmeats er fusion protsine: The disclosed proteins, incinde variants,
fragments, and fusions thereof, DNA sequences (for exsmple SEQ ID NO: 11) which encode for a
protein (for example SEQ ID NO: 12), fision protein, or a fragment or variant of a protein, can be
engineered to allow the protein to be sxpressed in enlearyotic cells, bactevia, insacts, snd/or planty.
To obtain expression, the DNA. sequence can be altered and operably linked to other regulatory
sequences. The final product, which contains the regulatory sequences and ths protein, is refered to
as a vector. This vector can be introdneed into cukaryotic, bacteria, insect, and/or plant cells. Once
inside the ccll the vector allows the protein to be produced.

A fasion protein inchuling s protein, such s s tryptophan aminctransforase (or variane,
polymorphism, mutent, ar fragment thereof), for example SEQ ID NO: 12, Linked to othey aming acid
sequencas that do not inhibit the desired activity of the protein, for example the ability to convext
tryptophan to indole-3-pyruvate. In one example, the other amino acid sequencos are no more than
abost 10, 12, 185, 20, 25, 30, or 50 smino acida in length,

One of ondinary skill in the art will appreciate that 8 DNA sequence can be altered in
tumerous ways without affecting the biclogical activity of the encoded protein. For exanwpla, PCR
can be used o produce variations in the DNA soquence which encodes an protein. Such variants can
be variants optimized for codan preference in a host cell used to express the protein, or other
soquence changes that facilitate expression.

Veetor: A mucleis acid molecule s introduced into a cell, theyeby producing a transformed
cell. A vector may include nuclaic acid sequences that permit it to replicate in the cell, such as an
arigin of replication. Avmmydnmmwmnhmbhw“ﬂdnp
genetic clements known in the st

Overview of Biosynthetic Pathways

As shown in FIGS. 1-3 and 11-13, many biosynthetic pathwarys can be nsed to praduce
meanatin or jts intermadistes such s indols-3-pyrovate or MP. For the conversion of each substrate
(gincose, tryptophan, indole-3-lactic acid, indole-3-pynuvate, and MP) to each product (tryptophen,
indole-3-pyruvate, MP and monstin) several different polypeptides can be used. Moreover, these
reactions cxn b caxied ont in v, ix vitro, or through a combination of in vive reactions and iy vitro .
reactions, such as in vifro resctions that include non-enzymatic chemical reactions. Therefore, FIGS.
1-3 and 11-13 are exemplary, and show multiple different pathways that can be nsed to obiain desired
products.
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Gincose to Tryptophan :

Many organizs cxn synthegize tryptophan from giocose. The construci(s) containing the
gene(s) necessary to produce mopatin, MP, sad/ar indole-3-pyruvate from glucose and/or tryptophan
can be cloned into such organisns. It is shown hersin that tryptophan can be converted into monatin.

" In other exampies, an organiam is engineered ning known polypeptides t produce
tryptophan, or overproduce tryptopban. For example, U.S. Patent No. 4,371,614 (bercin incorporated
by refience) describes an £ coli strain trnsformed with a plasmid containing & wild type tryptophan
operon.

Maximam titers of tryptophen disclosed in U.S. Patent No. 4,371,614 are sbout 230 ppm.
Stmilarty, WO 8701130 (barein incosporated by reference) doscribes an E. coli strain that has beea
genetically enginesred to prodnce tryptopban and discosses incressing fermentstive production of L-
tryptophan. Those skilled in the art will recognizs that organisms capabls of producing tryptophan
from glucose are also capablo of utilixing other carbon and energy sources that can be converted to
gincose or fmctose-6-phosphate, with similar resnlts. Exemplary carbon and energy sources include,
but are not limited to, sucrose, fractose, starch, cellulose, or glycarol,

Tryptophan to Indoie-3-pyravete

Scvenal polypeptides can be wsed to canvert tryptophen to indole-3-pyruvats. Exemplacy
polypeptides include members of the anxyme classes (BC) 2.6.1.27, 1.4.1.19, 1.4.99.), 2.6.1.28,
1432,1.433,2.6.1.5,2.6.1.-, 2.6.1.1, xod 2.6.1.21. Thesc classes inchade polypeptides termed
tryptophan sminotransfirase (aleo termed L-phenylalanine-2-oxoglotarate sinotmnafersse,
tryptophan transarminage, 5-hydroxytryptophan-ketogluteric transarminase, hydroxytryptophen
aminotransferase, L-trypiophan sminotransfirase, L-tryptophan trenssminsse, and L-tryptophan:2-
oxoghrtarate sminotransferase) which converts L-tryptophan and 2-oxoghutsrate to indole-3-pyravate
snd L-glutamate; D-tryptopham aminotransferass which converts D-tryptophan and & 2-0xo acid 0
indole-3-pyruvats and an amino acid; tryptophan dehydrogenase (also termed NAD(P)-L-tryptophan
debydrogenase, L-tryptophan dehydrogenase, L-Trp-delrydrogenase, TDH and L-tryptophan:NAD(P)

‘oxidoreductase (deaminsting)) which converts L-tryptophan snd NAD(P) to indole-3-pyruvate and

NH, and NAD(F)H; D-amino acid dehydrogensse, which coaverts D-amino scids and FAD to indole-
3-pyruvate snd NH, and FADH;; tryptophen-phenyinyravate transaminase (also termad -
tryprophan-a-ketaisocsproate mpinotransferase and L-tryptophan-phenylpyruvate aminotrandferase)
which converts L-tryptophem szd phenylpyravate to indole-3-pyruvate and L-phenyllaznine; L-amino
acid oxidase (also termed ophio-amino-acid oxidase and L-amino-acid:axygen oxidoreductase
(M@?Mmab@ﬂdﬂpﬁ&hnbmnﬁdnﬂﬂhﬁm
axidoreductass (desminating)) which converts a D-amino acid and HyO and O, to 8 2-oxo acid snd
NH,; and H;0;; and tryptophan axidase wiich converts L-tryptophan and H,O and O, to indole-3-
pytuvate and NH; and HyO;. These classes slso contain tyrogine (sromatic) aminotransferase,
aspartate sminotransfirage, D-amino acid (or D-alanine) sminotransferase, snd broad (smitiple
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sobstrate) aminotmnsfizzse which have muiltiple aminotransferase activities, some of which can
convert tryptophan and & 2-axo acid 0 indale-3-pyravats end an smino acid.

Eloven members of the sminotransferase class that have mch activity are described below in
Exxmple 1, inchuding & Bovel aminotransforase shown in SBQ ID NOS: 11 and 12, Therefore, this ]
disclosure provides isclsted nncleic ecid snd protein sequoncss having at least 80%, at east 85%, at
loast 50%, at least 95%, st beast 98%, or oven at least 99% sequence identity to SBQ ID NOS: 11 and
12. Also encompassed by this disclosure are fragments and fhiions of SEQ ID NOS: 11 snd 12 that
retain aminotransferage ctivity or encode & protein having suinotransferase activity. Exemplary
fragments include, but sre not lmited to st least 10, 12, 15, 20, 25, 50, 100, 200, 500, or 1000
cantiguous nuclootides of SRQ ID NO: 11 or at least 6, 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 200, 300 ar 350
contignous axnine acids of SEQ ID NO; 12. The disclosed sequences (and variants, fragments, and
fusions thereof) can be part of a vector. Ths vectar can be vsed to transform host cells, thereby
producing recombinant cells which can produce indole-3-pyruvate from tryptophan, and in some

" exxmples can further produce MP aud/or monatin.

L-amino acid oxidsses (1.4.3.2) are known, and sequences can be isolated from seveml
different scurces, smch as Vipera lobetine (sp P81375), Ophicphagus hannah (sp P81383),
Agkistrodon rhodostoma (spP81382), Crotalus atrax (sp P56742), Burkholderia cepacia, Arabidopsis
thaliana, Caulobacter cresentuz, Chlasrydosonas reinhardii, Mus musculus, Prevdomonas
ayringas, snd Rhodococcus wir. In addition, tryptophan oxidases are described in the literabure and
can be isolated, for examyle, from Coprivus sp. SF-1, Chinese cabbags with club root disease,
Arabidopsis thalisna, and mummalisn liver. One member of the L-amino acid oxidsse class thet can
couvert tryptophsn to indole-3-pyravaie is discussed below in Exsmplo 3, ey well as alternative
sources fisr malecular cloning. Many D-amino acid oxidase genes are available in dutabases for
moleculer cloning.

Tryptophan dsbydrogenases ars known, and cam be isolated, for example, from spinach,
Pisvm sattwms, Prosopis fultfiora, pes, mesquite, whest, maize, tomatn, tobacco, Chromobacterfum
viclaceum, and Lactobacilli. Many D-amino acid dehytdrogensse gene sequences sre known.

As shown in FIGS. 11-13, if an amino acid oxidese, such as tryptophsm oxidase, is used to
convert iryptopham to indole-3-pyruvate, catalase can be sdded to reduce or oven eliminate the
prosence of hydrogen peroxida,

Indele-3-lactate to Indole-3-pyruvate .
The resction that conrverts indole-3-Iactate to indole-3-pyruvate can be catalyzed by a varicty

of polypeptides, such as members of the 1.1.1.110, 1.1.1.27, 1.1.1.28, 1.123, 1.1.1222, 1.1.1.737, .

1.1.3.~, ar 1.1.1.111 classes of polypoptides. The 1.1.1.110 clams of palypeptides incindes

indolelactate dehydrogesases (also texmed indolelactic acid: NAD* oxidoreductase). The 1.1.1.27,

"1.1.1.28, and 1.1.2.3 classes inchade lactate dehydrogenases (also tevmed Inctic acid delrydrogenases,

lactste: NAD* oxidoreductase). The 1.1.1.222 class contxins (R)-4-hydroxypheuyllactate
dehydrogennse (also teymed D-aromatic lactate deliydrogenase, R-aromatic lactate debrydrogenase,
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and R-3-(4-hydraxyphenyl)isctate NAD(P)* 2-axidoreductase) and the 1.1.1.237 class containg 3-(4-
hydroxyphenyipyruvats) reductasc (also tarmed hydroxyphenylpynivate reductase and 4-
hydroxyphesyllactate: NAD* oxidoreductase). The 1.1.3.- class contains lactate oxidases, and the
1.1.1.11] class contains (3-imidaxol-5-y1) lactato defiydrogenasos (slso texmed (S)-3~(imidazol-5-
yl)lactate: NAD(P)* axidoreductuase). It is kely that several of the polypeptides in these clastes allow
for the production of indole-3-pyruvate fram indole-3-lactic acid. Examplos of this conversion are
provided in Bxample 2.

Chemical resctions can also bo weed to convert indole-3-Iactic acid to indole-3-pyruvate.
Such chemical reactions include an oxtidation step that can be accomplished nsing several methods,
for example: nir oxidation using & B2 cetalyst (China Chomical Reporter, v 13, n 28, p 18 (1), 2002),
dilute perramganate and perchlarate, or bydrogen peroxide in the presence of metal catalysts.

Indole-3-pyruvats to 2-hydraxy 2-{indel-3plmethyl)-4-keto glutaric acld (MP)

Sevenl imown polypeptides can be used to convert indole-3-pyravats to MP. Bxemplary
polypeptide classes include 4.1.3.-, 4.1.3.16, 4.1.3.17, and 4.1 2.-. These clamses inclode carbon-
carbon synthases/lyases, such ms aldolases that catalyze the condensation of two carboxylic scid
substrates. Peptide class BC 4.1.3.- are synthasea/lyasor that form carbon-carbon bonds utitizing oxo-
acid substrates (such as indole-3-pyruvete) as the electrophile, while EC 4.1.2.- are syathases/iynsos
that form carbon-carbon bands wtilizing aldehyide substrates (such as benzaldelhyde) a9 the
electrophile. |

For example, the polypeptide described in EP 1045-029 (BC 4.1.3.16, 4-hydroxy-2-
oxogiutarate glyoxylate-lysse also termed 4-kydroxy-2-cxoglutarsic aldolsse, 2-oxo-4-
hydroxygluterate aldalase or KHG aldolase) converts glyoxylic acid and pyravate o 4-kydroxy-2-
ketoghutaric acid, and the polypeptide 4-hydroxy-4-inethyl-2-oxoghtiarate aldolase (EC 4.1.3.17, also
termed 4-hydroxy-4-methyl-2-axogluterate pyruvate-lyase or ProA aldolass), condenses two ksto-
acids such as two pyruvates to 4-lrydroxy-4-methyl-2-oxoglutarste. Reactions utilizing these lynses
are described herein.

FIGS, 1-2 and 11-13 show schematic diagrams of these reactions in wirich a 3-carban (C3)
molecule is combined with indole-3-pyravate. Many members of EC 4.1.2.- and 4.1.3.-, particularly
PLP-utilizing polypeptides, cxn utilize C3 molecules that are amino acids such as sexine, cysteins,

, ind alanine, or derivatives thereof Aldol condenmtions catalyzed by represcatatives of BC 4.1.2.-

and 4.1.3.- require the three carban molecule of this pathway to be pyravate or a derivative of
pyruvate. However, other compounds can serve as a C3 catbon source and be converied to pyruvate,
Alanine can be transaminated by many PLP-utilizing transaminases, including many of thoss
mentioned sbove, to yield pyravate, Pyruvate and ammonia can be obtained by bets-elimination
reactions (such as thoss catalyzed by tryptophmase or f-tyrosinase) of L-serine, Lcysteine, and
derivatives of serine and cysteine with sufficient leaving gronps, such as O-metiryl-1-serine, O-
benzyl-1-scxine, S-methylcysteins, S-benzylcysteine, S-alkyl-L-cysteing, O-acyl-L-serine, snd 3-
chioro-L-alanine. Aspartate can serve as a source of pyravato in PLP-mediatad beta-lyase resctions
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such s those catalyzed by tryptophanase (EC 4.1.99.1) and/or B-tyrosimase (EC 4.1.992, also termed
tyrosine-pheno) lyase). The rate of beta-lyase reactions can be increased by performing site-directed
mutagensis on the (4.1.99.1-2) palypeptides as described by Mowrstou ef al. (/. Biol. Chem
274:1320-5, 1999) and in Exsmple §. Thess madificatians allow the polypeptides to sccept
dicarboxylic amino scid suhetrates. Lactst can also serve as s sonrce of pyruvate, and is oxidized to
pymvate by the addition of lactate debhydrogenase and an oxidized cofactor or lactate oxidasy and
oxygen. Examples of these reactions sre described below. For 'example, as shown in FIG. 2 and
FIGS. 11-13, ProA aldolase can be contacted with indole-3-pyruvate when pyravate is used as the C3
molecule.

‘The MP cun also be genemted uying chentical reactions, such as the aldo] condengntions
provided in Example 5.

MP ta Monatin

Conversion 6f MP to monatin can be catalyzed by one or more of: tryptophan
aminotransferases (2.6.1.27), ryptophan delrydrogenases (1.4.1.19), D-amino acid delrydropenases
(1.4.99.1), ghutamate delrydrogenases (1.4.1.2-4), phemrylalsnine dehydrogsnase (EC 1.4.1.20),
tryptophan-phenylpyravate transumioases (2.6.1.28), or moro generally members of the
aminotransferage family (2.6.1.-) such as aspartate aminotransferase (BC 2.6.1.1); tyrosins (sromatic)
amintranaferass (2.6.1.5), D-tryptophan sminotrnaferase, or D-alanine (2.6.1.21) sminotrenaforase
(0. 2). Eeven members of the aminotranaferass clase are described below (Examgle 1), inclnding
a novel member of the clags shown in SEQ ID NOS: 11 end 12, and reactions demonstrating the
activity of aminotransferase and dehrydrogenass enzymes are provided in Exsmple 7.

This reaction can also be performed nsing chemical reactions. Amination of the loeto acid
(MP) is pecformed by rednctive smination nting smmania and sodinm cyspoborohydride.

" FIGS. 11-13 show sdditional polypeptides that can be used to convert MP to monatin, 88
well ns providing increased yislds of monatin from indole-3-pyruvate or tryptophan. For example, if
sspartate is used as the amino donor, aspartate aminotransferase can be used to convert the aspertate
to oxaloacetate (FIG. 11). The oxaloacetate is converted 10 pyruvate and carbon dioxide by a
decarboxylase, such ss oxaloacetate decarboxylase (FIG. 11). In addition, if lysine is ueed as the
amino demor, lysine epsilog sminotrensfersse can be used to canvert the lysine to allysine (FIG. 12).
The allysine is spantaneously converted to 1-piperiduing 6-carboxylate (FIG. 12). If s polypeptida
capable of catelyzing reductive aminstion reactions (¢.§., ghitamate dehydrogenase) is used to
convert MP to monatin, a polypeptide that can recycls NAD(F)H and/ar produce a valatile product
(FIG. 13) can be used, such as formate dehydmgenase.

Additional Considerations (n the Design of the Blosynthetic Pathways
Depending an which polypeptides are used to generatn indole-3-pyruvate, MP andfor
monatin, cofactors, substrates, and/or additions] polypeptides can be provided to the production eefl
to enhance product formation. '
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Remeval of Hydrogen Peraxide

n@mmhammrmmhmumm
and can damage the polypeptides or intermediates produced. The L-amino acid oxidase described
above generates H,O, a8 2 product. Therafors, if L-amino acid oxidase is used, the resulting HyO;
can be removed or its lovels decreased to decrease potential injury to the cell or product.

Catalases can be used to reduce the level of HyOsin the cell (FIGS. 11-13). The production
cell can express 2 gene or cDNA sequence that encodes 2 catalase (BC 1.11.1.6), which catalyres the
decomposition of hydrogea peroxide into water snd oxygem gas. For example, a catalage can be
sxpressed from a vector transfected into the produstion cell. Bxamples of catalases that can be used
fo inclads, but are not kimited to: trjQSBV50 (Stapiylococess xylosus), tjQYKBES (Bacillus
halodurans), 5iQ9URI7 (Condida albicans), tiP77948 (Streptomyces coelicolor), XiQ9RBIS
(Xenthomonas campestris) (SwistProt Accession Noa). Biocatalytic reactors utilizing L-amino acid
oxidase, D-amino scid oxidase, or tryptophan oxidsse can also contsin a catalase polypeptide.

Medulation of PLP (pyridexal-3"-phosphats) Availabiitty

As shown in FIG. 1, PLP can be utilized in one or moro of the bicsynthetic steps described
herein. The concentration of PLP can be supplementsd ao that PLP does not become a limitation an
the overall cfficiency of the reaction. .

The biosynthetic patirway for vitamin By (the pracursor of PLP) has been thoroughly studied
in E colf and some of the proteing have been crystallized (Laber ef al_, FEBS Larters, 449:45-8,
1999). Two of the genes (epd or gopB and serC) are required in other metabolic patirways, while
thvo genos (pdd, pdx, and pee/) aro wicpas 10 pyridorat phosphate biosynthesis. Onc of the
starting mxterials in the E. colf pathway is 1-deoxy-D-xyklose-S-phosphate (DXP). Synthesis of this
precursor from common 2 and 3 carbon central metabaolites is catalyzed by the polypeptide 1-dooxy-
D-xylulose-S-phosphate synthase (DSX). The other procursor is a threanine derivative formed from
the 4-carbon sugar, D-erythrosc 4-phosphate. The genes required for the conversion to phospho-4-
hydroocyl-L threpine (HTP) are gpd, pdxB, and serC. The last reaction for the Sormstion of PLP 52
complex intramolecular condonstion and ring-closure reaction between DXP and HTP, catalyzed by
the gone products of pdxd and pdic/.

IfPLP becomes a lintiting ntrient during the fermentation to produce monatin, increased
expraagion of one or more of the pathway genes in a production host cell can be need to increase the
yicld of monatin. A host organiem can contain multipls copies of its native patiyway genes ar copies
of non-pative pathway genes can be incorporated into the organism’s genome. Additionally, mmitiple
copics of the salvage pathiway genes can be cloned into the host arganism.

One mlvage pathway that is consarved in all argsnisms recycles the verious derivatives of
vitamin B to the active PLP form. The polypeptides involved in this pathway are pdxX kinase, pdxH
axidase, md pdxY kinase. Over-axpression of ane or more of these genes can increase PLP
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Vitamin B levels cam be elevated by elimination or repression of the metabolic regulation of
the native biosynthetic pathway genes in the host arganism. PLP represses polypeptides iovolved in
the biosynthesis of the precursor threonine devivetive in the bacterium Flavobacterium sp. strain 238-
7. Thds hacterial sirain, freed of metsbolic control, overprodaces pyzidaxal derivativos end can
excrete up to 20 mg/L of PLP. Genstic manipulation of the host organism producing monatha in &
pathway gemes. '

Ammoniiun Utllivation

Tryptophanase resctions can be driven toward the synthetic direction (prodnction of
tryptophan from indole) by meking ammonia more available or by removal of water. Reductive
amimation reactions, such as those catalyzed by gluiamate dehydrogensse, can also be driven forward
by an excess of smmopium.

Ammoni can be made available 38 an smxnonivm carbonate or amenomium phosphate seit in
a carbonate or phosphate buffiwed sysiem. Anmunaonia can also be provided a3 azmmoninm pyravate ar
ammonium formate. Alternatively, armmonia can be supplied if the reaction is conpled with &
reaction that gencratcs ammouis, such ss gintarate dehydrogenase or tryptophan defrydrogenase.
Ammonia can be generated by addition of the natural substrates of EC 4.1.99.- (tyrosine or
tryptophem), which will be hydrolyzed to phenol or indole, pyruvate and NH,. This also allows for an
increased yield of synthetic product over ¢ nonmal equilibrizm smoust by allowing the ermyme to
hydrolyze its preferred substrate.

Removal of products and byproducts

The conversion of tryptoghan to indole-3-pyrnvats via s tryptophen aminotnsfarsse may
advensely affect the production mte of indole-3-pyruvate becanse the reaction produces ghrtamats and
requires the co-substrate 2-oxogiutarate (o-ketogiutarate). Ghlllmﬂuymeinhi:iﬁmnf_lh
aminctransfernse, and the reaction will consume large amownts of the co-mbstrate. Moreover, high
glutamate conceatrations are detrimentsl to downstream separation processes,

The polypeptido ghutarmte delrydrogenase (GLDE) converts glutamate w 2-oxogintarste,
thereby recycling the co-scbetrate in the reaction catalyzed by tryptophan eminotransforass. GLDH
also generatey reducing equivalents (NADH or NADPH) that can be used to generste energy for the
cel) (ATP) under serobic conditions. The utilization of ghitamate by GLDH slso redoces byproduct
formation. Additionally, the reaction generates smenonds, wirich can serve as a nitrogen source for
the cell or 83 a substrate in a reductive smination for the final step shown in FIG. 1. Therefore, &
mmﬂummamﬁwmhwbmhﬁeﬂnﬂm

* the cost of media and/ar scparation processes.

hhwmhnnmﬁaﬂny.hnﬁmdmaofmﬂne(o;..hﬂu
aspartate) can be converted back to the amino aceeptor required for step 1 (.., 2-oxo-gintarats or
oxaloacetate), if an aminotransferase from the approprixte enzymo classes is used. Utilization of two
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separnte transaminases for this pathway, in which the substrate of one trnsaninase docs not
competitively inhibit the activity of the other traaxminese, can incresss the efficiency of this
_ My of the reactioos in the described pathways aro reveribls end will, tharefore, reach an

5 equilibrinm betwesn substratzs and products. The yield of the pathway can be increased by

continuous removal of the products from the polypeptides. For example, secretion of monatin into

the fermentation broth using s permesse or other transport protein, or selective crystallization of

mopatin fram & biocatalytic reactor stream with concomitant recycle of substrates will incresse the

reaction yicld

10 ‘The removal of byproducts by additional ensymatic reactions or by substitntion of amino
damor groups is another way to increass the reaction yield. Several examples sre discussed in
Example 13 and shown in FIGS. 11-13. Idcally a byproduct is produced that is unavailable to react in
the revense direction, either by phase change (evapomtion) or by sponiancous conversion to an
unreactive endproduct, such s cxrbon dioxide.

15
Modulation of the Substrats Peois

The indale pool ean be modulated by incrensing production of tryptophan precursors and/or
altering catabolic pathways involving indole-3-pyruvate snd/or tryptophan, For example, the
production of indole-3-scatic acid from indole-3-pyruvats can be reduced or eliminsted by

20  fenctionally deleting the gane coding for BC 4.1.1.74 in the host cell. Production of indole from
tryptophen can be reduced or aliminatad by functionally delcting the gene coding for BC 4.1.99.1 in
the host cell. Alternatively, an oxcass of indole can be utilizad as a substrate i an in Woro or Iz v
process in combination with increased amounts of the gene coding for EC 4.1.99.1 (Kawasaki ef al.,
J. Farm. and Bioeng., 82:604-6, 1996). Genetic modifications can be made to increase the level of

25  imtermediates such as D-erytiyose-4-phosphate and chorismate.

Tryptophen production is regulatod in most organisms. One mechanism i via fredhack
inhibition of certain enxymes in the psthway; as typtophan levels increase, the production rate of
trypiophan decreases. Thus, when vsing a host coll enginecred to prodoce monatin vis a tryptophan

. intermediate, an organism can be nsed that is not sensitive to tryptophan concentrations. For

30  cxmmple, o strain of Catharanthur roseus thot is resistant o growth inhibition by various tryptophan
analogs was selocted by repested exposure to high cancenirations of S-methyltryptophsa
(Schallenberg and Bestin, Z Naturforsch 34:541-5, 1979). ‘The resulting tryptophan synthase activity
of the strain was less effected by product inhibition, likely due to mrmxtations in the gene. Similarly, a
bost cell used for monatin production ean be oplimizoad.

35 Tryptophan production can be optimized through the nse of directed evolution to evolve
polypeptides that aro less sensitive to product inhibition. For example, screening cxn be performed
on plates containing no tryptophan in the mediurn, bet with high levels of non-membolizable
tryptophan anslogs. US. Patent Nos. §5,756,345; 4.142.@7:.!nd4,37l.ﬂdduuhmﬂndluedh
increase tryptophan productivity in a fermeniation arganism. The last step of oyptophen biosynthesis



28

2[’1“

WO 0309139 . PCT/US03/ 12588

10

15

20

25

30

-4-

is the addition of serine to indoe; therefore the availability of serine can be increased to increase
tryptophan production.

The amount of monatin produced by & farmentation organism can be increased by increasing
the smount of pyruvate prodncad by the host organiern.  Certain yeasts, lud:li!'l’h\awv‘u
cutanewn (Wang at al, Lett. Appl. Microbiol 35:338-42, 2002) and Torulapsis glabrets (Li & cl.,
Appl Microblol. Biotechnol. 57:451-9, 2001) overproduce pyrrvate and can be used t practice the
methods disclosed beroin, In addition, genetic modifications can be made to organizms to promote
pyruvic acid production, such as those in K colf strain W1485Hp2 (Kawasski ot al., J Ferm. and
Bioeng. 82:604-6, 1996).

Controlling Chiraliy
The taste prafile of wonatin ean be altered by controlling the stareochemistry (clirality) of
the molecale. For example, different monatin iscmers may be desired in differont blends of
concentrations for different food systeras. Chirality can be controlled via s combination of pH snd
polypeptides. :
2

IZ
g

Racemization at the C-4 position of monatin (see mumibered moleculs above) can occar by
deprotonation and reprotonation of the alphs carbon, which can ocour by s shift in pH or by reaction
with the cofictor PLP. In s microorganism, the pH is unlikely to shift enough to cause the
Iacemization, but PLP is sbundunt. Methods to control the chirality with polypeptides dopend upan
the biosynthetic route utilized for monatin production.

When monatin is formed using the patirvay shown in FIQ. 2, the following can be
considered. In a biocamlytic resction, the chinlity of carbon-2 is desermined by the enxyms that
canverts indole-3-pyravate to MP, Multiple enzymes (c.g. from EC 4.1.2.-, 4.1.3.-) can coovert
indole-3-pyruvate to MP, thus, one can choose the erzyme that forms the desired isomey.
Alteraatively, the enmtiospecificity of the szyme that convests indole-3-pyruvats to MP can be
modified through the use of directed evalution or catalytic antibodies can be engincared to eatalyzo
the degired reaction. Once MP is produced (either exzymatically or by chemical condegsation), the
amino group can be added steroospecifically using a transaminase, such as those described herein.
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Eiﬁﬂﬂ:R.NSwnﬁmﬁnnOmebedeum:D-ub
sromatic acid aminotransferase is used. Most aminotransfarases are specific for the L-isomer,
however D-trypiophan mminotransfetases exist in cortain plats (Kohiba and Mito, Proceedings of the
8th Intorpationa] Symposium on Vitemin By sad Carboay! Catalysis, Osaks, Jepan 1990). Mareover,
D-alanine sminotransferases (2.6.1.21), D-methionine-pyravate sminotransferases (2.6.1.41) and both
(R)-3-amino-2-methylpropancats aminotransferase (2.6.1.61) and (8)-3-smino-2-methylpropancate
aminotransferass (2.6.1.22) bave been identified. Certain amingtransfernses may only sccept the
substrate for this reaction with a particular configurstion at the C2 cathon. Therefore, even il the
conversion to MP is not stereospetific, the steroochemistry of the final prodoct can be coutrolled
tirough the approprisic sclection of s transamivase. Since the renctions are reversible, the unreacted
MP (undesired isomer) can be recycled back to its constituents snd & racemic mixture of MP can be
reformod.

Activation of subsirates

Phospborylated substrates, such as phosphoenoipyruvate (PEF), can be used in the reactions
disclosed hersin. Phosphorylated substrates can be mare energetically firvorable and, therefore, can
be need to increase the reaction rates and/or yialds. In aldol condensations, the sddition of a
phosphate group stabilizes the enol tartomer of the mucleaghilic substrate, making it more reactive.
In other reactions, & phosphorylated substrate aften provides a better lewving group. Similarty,
substrates can be activated by convarsion to CoA derivatives or pyrophosphate desivatives,

Example 1
Cloning and Expression of Tryptophan Aminotcansferases
This example describes methods thet were used o clone tryptophan aminctransferases,
which can be used to comvert tryptophan to indole-3-pyruvate.

Experimental Overview

Blevea genes encoding aminotransfarases were cloned into £ coli. These gones were
Barillus subtilis D-alxnine sminotrensferase (dat, Genbank Accession No. Y140%82.1 bp 28622-29470
snd Genbank Accession No. NP_383848.1, nocleic acid sequence and smino scid sequence,
respectivaly), Sinorhizobtum melilot/ (also termed Rhizobison meltiotf) tyrosine mminotransferase
(tatd, SBQ ID NOS: 1 md 2, mucleic acid sequence and wmino scid sequence, respectively),
Rhodobacter sphaeroides strain 2.4.1 tyrosine aminotrangferase (#24 asserted by homology, SEQ ID
NOS: 3 and 4, mucleic acid sequence snd xmin seid sequence, respectively), R. sphaervides 35053
tyrosine aminotmnsferase (asserted by homology, SEQ ID NOS: 5 and 6, mucleic acid sequence and '
amino acid sequence, respectively), Leiskmania major broad subsirate sminotransferass (bsat,
asscrted by homology to peptide fragméxats from L. mexicana, SBQ ID NOS: 7 and 8, mcleic acid
sequence snd amino acid sequence, respectively), Bacilkus subtilis sromatic sminotransferase (aral,
assertsd by homology, SEQ ID NOS: 9 sud 10, nucleic acid sequence and amino acid sequence,
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reapectively), Lactobacillus amylovorus arommatic sminotransfermae (ara? assexted by homology, SBQ
ID NOS: 11 and 12, mxleic acid sequence and aming scid sequoncs, respectively), R. sphoercides
35053 multiple substrate syminotransferase (agpested by hamnlogy, SEQ ID NOS: 13 and 14, micleic
acid seqence and amine ncid sequence, respectivaly), Rkodobactsr sphaeroides sain 2.4.1 multipls
substrais antinotransfersse (mae asseriod by bomology, Genvank Acceasion No. AAAE01000093.1,
bp 14743-16155 and Genbank Acoession No. ZP00005082.1, mcleic acid sequence and amino acid
sequence, respectively), Escherichia colf aspartate minotransfirass (a3pC, Genbank Accession No.
AF000195.1 bp 2735-1565 and Genbank Accession No. AAC74014.1, oucleic acid sequence and
wmino acid sequence, respectively), and E. coli tyrosine aminotransferase (r8, SBQ 1D NOS: 31
sad 32, auclelc acid soquence snd anino acid sequence, respectively).

The genes were cloned, expressod, and tesiod for activity in conversion of tryptophan to

Idantification of Bacterial Strains that May Contain Polypaptides with the Desired Activiey

l{omhﬂnN@lmﬁmlCmuthhghfumﬁm)ﬁMm
designated as tryptophen aminstransferases. However, organisms having this enzymatic activity
have been identified. L-tryptophan aminotransfarase (TAT) activity has been measired in cell
extracts or from purified protein from the following sources: Risizobacterial isolate from Farmuca
octoflora, pea mitochondria and cytosol, nmflower exown gill cells, Rhizobium legroninosarum
Yiovar trifoli, Erwinia herbicola pv gypsophilae, Psesdomonas syringae pv. savastenoi,
Agrobacterium tumefocians, Avospirilum lpferum & brasilense, Enterobacier cloceae, Enterobacter
agglomerans, Bradyrkizoblim elkanti, Candida maltose, Azotobacter vinelandii, mat brain, rat liver,
Sinorhizobium melilofi, Pyeudomonas fluoreycens CHAD, Loctococous lactis, Lactobocillus cased,
Lactobacillus kelveticus, wheat scedlings, barley, Phareolus aureur (ommg bean), Saccharomyces
wvarum (catlsborgensis), Leiskmania sp., maizs, tomato shoots, pea plants, tobacco, pig,
Cloatridin sporogenes, snd Sirepiomyces griseus.

Isolation af Genomic DNA for Cloning

& meliloti (ATOC mumber 9930) was grown in TY medis at 25°C, pH 7.2. Cells were
grown to an optical density at 600 nm (ODgy) of 1.85 and a 2% inocuhum was used for genomic
DNA preparations, ‘The Qiagen ganomic tip 2043 kit (Valencia, CA) was used for genomtic DNA
isolation.

Bacilius subtilis 6051 (ATOC) was grown st 30°C In Bereto Nutrieut Broth (Difiso; Detroit,
MI). The Qipgen genomic tip 20/G protocol was used to isolate the genomic DNA with the
following changss: the concentrations of proteinase K and lysozyme were doubled and incabation

Leishmania major AYCC 50122 genomic DNA was supplied by IDI, Inc. (Quebec, Canada)’
in T buffer pH 8.0, 17 ng/plL.

v
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Rhodobecter sphoercides 2.4.1 (provided by Prufessor Sam Kaplan, University of Texss,
Houston), R. sphaeroides 35053 (ATCC mumber), sud L astylovorus genomic DNA was prepared by
stanciard phenol extraction. Cells were barvested in late log phase, resusponded ia TEN buffer (10
nM Tris-HQ, pH 7.5, 1 oM EDTA, 100 mM NaCl), snd lysed by the addition of 0.024 mL sodium
lauryl saxcosine per ml cell vnspension. After extracting st least throe times with an equal volume of
phanal satrated with TE buffer (10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 mM EDTA), the DNA solution was
extracted once with 9:1 chimoform-octano] and thres times with chloroform. The DNA was
precipitated by the addition of 0.1 volume of 3 M sodinm acetate, pH 6.8 and 2 volumes ethanol. The
precipitate was collectad by centrifugation and washed opca with 70% cthanol. Finally the DNA was
disgplved in 0.10 ml. distilled water.

Escherichia coli gencmic DNA was isolated from strain DH10B (uvitrogen) and propered
using the Qiagen Genomic-tip™ (500/G) kit. From 30 mi. of this strain grown in LB to an OD e of
1.87, 0.3 mg of purified DNA was obtained. ‘The purified DNA was dissolved in Qiagen elution
buffer (EB) at a concenirstion of 037 pg/ul.

Polymerase Chain Reaction Pretscol _

Primems were designed with compatible overhangs for the pET 30 Xa/LIC vector (Novagen,
Madisan, WI). The pET vector bas & 12 base single stranded overhang on the 5° side of the Xo/LIC
sitc snd & 15-base single standed overhang on the 3' side of the Xa/LIC site. The plasmid is
degigned for higation indopendent cloning, with N-tarminal His and S-tags and an optional C-terminal
His-tag. The Xa protease recognition site (JEGR) aits directly in front of the start codon of the gems
of interest, such that the fusion protein tags can be removed.

The following sequences were added to the 5' ends of the organism specific sequences when
dexigning primers: forward primer, §' GATATTGAGGGTOGC (SEQ ID NO: 73); reverse primer: §'
AGAGGQAGAGTTAGAGOC (SEQ ID NO: 74).

Bocilhus subtilis dat primere: N temx: 5-
GATATTGAGOGTCGCATGAAGGTTTTAGTCAATGG-3' and C texm: 5'-
AGAGGAGAGTTAGAGCCTTATGAAATGCTAGCAGCCT-3' (SEQ ID NOS: 15 and 16).

Sinorkizobium meliiot! taid privaem: N tenn: 5'-

GGTATTGAGGGTCGCATGTTOGA CGCCCTOGCOOA and C term: 5'-
AGAGGAGAGTTAGAGCCTCAGAGACTGGTGAACTTGC (SEQ ID NOS: 17 and 18).

Baclilus sulilis araT primers: N term: 5-
GUTATTGAGGGTCGCATGGAACATTTGCTGAATCC and C terex 5'-
AGAGGAGAGTTAGAGCCTTAAACGCOGTTGTTTATOG (SEQ ID NOS: 19 and 20).

' Rhodobacter sphaeroides msa (both 2.4.1 and 35053): N teom: 5'-
OGTATTGAGGGTCGCATGCGOGAGCCTCTTGOCCT and C tanm: 5'-
AGAGGAGAGTTAGAGCCTCAGOCGGGGAAGCTCCAGG (SEQ ID NOS: 21 and 22).
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Leisimauia major beat: N torma: 5'-
GATATTGAGGGTCACATGTCCACGCAGACGGCCAT and C toxm: 5-
AGAGGAGAGTTAGAGCCTCACTCACGATTCACATTGC (SBQ ID NOS: 23 and 24).

Lactobacllivs amylovorus araT: N torm: 5%
GGTATTGAGGGTCGCATGCCAGAATTAGCTAATGA and C tornx: 5%
AGAGGAGAGTTAGAGCCTTATTCGTCCTCTTGTAAAA (SBQ ID NOS: 25 and 26).

Rhodobacter sphaerotdas tatA (both 24.1 and 35053 strains): N temx: 5~
GGTATTGAGGGTCGCATGCGCTCTACGACGGCTCC and C term: 5
AGAGGAGAGTTAGAGCCTCAGCCGCGCAGCACCTTAG (SEQ ID NOS: 27 mnd 28).

Escherickia coli aspC: N temm: 5'-
GGTATTGAGGATCGCATGTTTGAGAACATTACCGC-3' and C ferm: 5-
AGAGGAGAGTTAGAGCCTTACAGCACTGCCACAATCG-3' (SEQ ID NOS: 29 and 30).

Escherickia coli tyrB: N tenx: S'-
GGTATTGAGGGTCGCGTGTTTCAAAAAGTTGACGC and C term: 5'-
AGAGGAGAGTTAGAGCCTTACATCACCGCAGCAAACG-3' (SBQ ID NOS: 33 and 34).

The gene derived from S. malilodi (fat4) was amplified using the following PCR protocol.
1n 1 50 pL reaction 0.1-0.5 ug templade, 1.5 1M of each primer, 0.4 mM each INTP, 3.5 U Expand
High Fidelity Polymemse (Rocks, Indianapalis, IN), and 1X Expend™ buffier with Mg were used.
The thermooycler program used incjuded a hot mart st 96°C for 5 mimutes, followed by 29 ropetitions”
of the following steps: 94°C for 30 seconds, 55°C for 2 minntes, and 72°C for 2.5 minutes. After the
29 repetitions the sarmple was mainteined at 72°C for 10 minutes and then stored st 4°C. This PCR
protoco] produced a product of 1199 bp.

The sequences of the genns devived from R sphaeroides (msa and tatd), L. amylovorvs

" gre?, end Bacillus araT were umplificd using the following PCR protocol. I a 50 L reaction, 0.1-

0.5 pg template, 1.5 M of each primer, 0.4 1M each dNTP, 3.5 U Expand High Fidelity™
Polymezase, and 1X Expand™ buffer with Mg wevo added. ‘The thermocycler program ased incinded
2 Iot stert at 96°C for S mimstes, followed by 29 repetitions of the following steps: 94°C for 30
seconds, 40-60°C for 1 mimue, 45 seconds (pradient thermocycler) and 72°C fixr 2 mioutes, 1S
seconda. After the 29 repetitions the sxmple was meintained at 72°C for 10 minuies mud then stored
at4°C.

For each R sphaervides myo gene, the 42°C and 48°C annealing temperatares prodaced
multiple products, but s distinct band at spproximately 1464 bp. For L auyiovorss eraT, the 42°C,
48°C, and 56°C annealing temperatures yiclded single products with intease bands at 1173 bp. For B.
subtilis araT, the 40°C, 45°C, 50°C, 55°C ammesling temperatures generated ringle intenso products
(1173 bp), from both gemomic DNA and colonies. For L. major beat, the 55°C amealing temperstare
pave the cleanest product (1239 bp). For Rhodobacter taA genes, the 50-55°C aunealing
temperatires gave clean products at the cocrect stze (1260 bp), For both E. colf pones and the B.
sulnilis dat gepe, an sanesling tempearatore of 55-60°C was used, and the anmealing time was
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shortened t0 45 seconds. Clean products of the correct sizes were obtained (spproximately 1.3 kb for
tha E, coli genes, 830 bp fox the dat gens).

Cloning

The PCR products were gel pusifiod from 0.8 or 1% TAE-agarose gela using the Qiagen gal
extraction kit {Valencis, CA). The PCR products were quantified by comparison to standends ou sn
agarose gel, and then treated with T4 DNA polymerase following the mannfactures’s recommended
protocols fur Ligation Independent Cloning (Novagen, Madison, WI)-

Briedly, spproximately 0.2 pmol of purified PCR product was treated with 1 U T4 DNA
polymarase in the presence of dOTP for 30 mimmies at 22°C. The polymerase removes succeszive
‘bases from ths 3' ends of ths PCR product. When the polymemse encounters a gnmmine residne, the 5'
to 3' polymerase activity of the enzyme countenacts the exomicleass activity to effectively prevent
further excision. ‘This creates singls stranded overhangs that are compatible with the pET Xo/LIC
vector. The polymerase is inactivated by incubsting st 75°C for 20 minutes.

The vecior and treated insert were snoealed as recommended by Novagen, Approximataly
0.02 pmol of trested insert and 0.01 peol vector were incubated for 5 mximutes st 22°C, 6.25 mM
EDTA (final concentration) was sdded, and the incubation at 22°C was repeated. The sumealing
reaction (1 pL) was added to NovaBlue™ gingles competent cells (Novagen, Madison, W1), and
incobated om ice for 5 minutes, After mixing, the cells were tmnaformed by heat abock for 30
seconds 8242°C. The cells ware placed o ice for 2 mimutes, ahd allowed to recover in 230 pL of
toom texmperature SOC for 30 misutes at 37°C with shaking at 225 rpm. Cells were plated on LB
plates containing kanamycin (25-50 pg/mL).

Plasmid DNA was purified using the Qiagen spin miriprep kit and screaned for the comrect
insesty by restriction digest with Xiol and Xbal 'Ihemofphmidﬁhﬂppmadbhﬂﬂ_b
correct insert were verified by dideoxy chain tepmination DNA sequencing.

SEQ ID NOS: 1-14 and 31-32 show nucleotide and corresponding smino acid sequences of
the recombinant sminotrensferases, sny changes from the Gepbank sequences were either silent ar
generated conservative substitotions in the protein seqoence. SEQ ID NOS: 11 and 12 are novel
toquences. '

Gene Expression and Assays .

Flasmid DNA, verified by sequence analynis, was subcloned into E. coli expressicn hosts
BLR(DE3) or BL21(DE3) (Novagen, Madisan, WT). The cultures were grown and the plasarids were
Isolated using Qiagen miniprep kit, snd analyzed by restriction digest to confirm idextity.

Induction way initisfly performed with L. asmilovors araT, B. subtilis aral, and 8. melifoti
tatA in both BLR(DE3) and BL21(DE3) cells. A time course study was performed with culinres
grown in LB containing kenamycin (30 mg/L) to an ODgy 0f 0.5-0.8 and induced with 1 mM IPTG
{izopropyl thiogalacatoside) and sampled at 0, 1, 2, and 4 hours post induction. Cells from 2.0 mL
were resuspended in 0.10 ml. 120 :M Tris-HCL, pH 6.8 contsining 10% sodivm dodecyl sulfute,
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10% 2-mercaptoethancl, and 20% glycerol, hested at 95°C for 10 min, and cooled, and diluted with
0.10 mL H;0. Aliquots of these tital cellnlar protein samplos were analyzad by SDS-PAGE using &
4-17% gradient gol. There were uo sigaificant differeaces in the smount of protein expressed
‘between the 2 hour end 4 hour inductian, nor between the BUR(DE3) and BL21(DE3) calls.

Call extracts were slso prepared fram the 4 hour samples by suspending cell pellets from 2
mL of cultnre in 0.25 mL Novagen BugBuster™™ reagent containing 025 pL benzouase nuclease,
fncubating at room termperature for 20 minutes with gentls shaking, and centrifoging st'16,000 x g to
remove cell debris. The supernatants (cell extracts) wars loaded onto 4-15% gradient gels fos
enalysis of the callular soluble proteins.

The theree clones, (L. amylovorus araT (SEQ ID NOS: 11 snd 12), B. subtilis araT (SEQ ID
NOS: 9 and 10), and 5. melilod ratd (SBQ ID NOS: 1 xd 2) showed soluble protein that
comesponded to the correct size (approxinmtely 45 kDa), The B. subtilis araT gene product was
over-exprossed at the highest level and/or was more soluble tham the other two gene products,

In mbsequent expression methods, plasmid DNA from positive clones was subcloned into
BL21(DE3) dne to the better growth characteristics of this hoat. Induction was repeated using 1 mM
IPTG with cultures grown in LB couteining knamyin at 50 mg/L, indacing when the OD g rosched
approximately 0.8. Cells were barvested after 4 hours of growth at 37°C, centrifaged at 3000 rpm for
10 minutes (4°C), washed with TEGGP buffer (50 mM Tris-HCl (pH 7.0), 0.5 mM EDTA, 100 mg/L
ghitathione; 5% glycezol, with Roche complete protease inhibitor cocktail), and flash frozen in -80°C
cthanol, _

Ssmples were resuspended in 5 mL/g wet cell weight of BugBuster™ (Novagen) reagent
contrining 5 pl/ml. proteass inhibitar cocktail set #3 (Calbiochem-Novabiochem Corp., San Diego,
CA)and 1 yL/mL benzonase nuclease, Samples were incubated at room tempersture for 20 minutes
on su orbital shaker, Insolnble cell debris was removed by centrifagation at 16,000 X g for 20
mimuirs at 4°C. *

Cell extracts wers analyzed by SDS-PAGE, and assayed for iryptophan aminotransferase
activity by following production of indale-pyruvic scid using the following protocol. One miL.
reactions were carried out in 50 mM sodinm tetraborate (pH 8.5), 0.5 M EDTA, 0.5 mM sodium
aracoate, 50 M pyridoxal phosphate, 5 mM a-ketoghsiarate, and 5 mM L-tryptophan. The reactions
were initiated by the addition of cell froo extracts ar purified enxyme and wexe incubated 30 mimrates
2t 30°C. 20% TCA (200 uL) was added 1o stop the reaction, and the precipitated proficin was
removed by centrifogation. Thic sbecibance st 327 nm was mewsared and compared t & stendard
curve of freshly prepared indole-3-pyruvate in the assay buffer. Control reactions without the
substrate tryptophan or using cell-free extracts from clones transformed with pET30a alone were also
performed. .

mmhw&mhmxwﬁmhenmm
proteins were purified using His-Bind cartridges following mmmifacturer’s protocols (Novagen,
Madison, WI). The cluent fractions were desalted on PD-10 (Amenham Bioecicnces, Piscatzway,
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NJ) colurms and chuted in 50 mM Tyis, pH 7.0. Purified proteins were analyzed by SDS-FAGE and

Resuls from the 37°C induction with | mM IPTQ (4 boors) demonsirate that L major baas,
5. melllogl 1td, E. coli aspC, axd both R. sphaeroides taid clooes bave significant levels of

5  tryptophsn aminotransferase detivity. The araT protain from B. subtilis was over-expressed and
soluble, but showed littls enzynatic activity. The L amylovorus araT gene product appeared to be
soluble in the cell extract, but purification using a Ris-Bind cartridge resulted in only amall amounts
of protein with the correct molecular weight. The msa gene produnits were fusoluble and further
oxpression exporimenis were dane at 24°C to minimize inclnsion body formation. Ssveral

10  concentrations of IPTG between 10 M and 1 mM were used to maximizs the soamt of soluble
protein,

Table 1 lists the apecific activitics measared in micrograms of indole-3-pyravate (I3P)
formod per milligram protein per minuts. In some cascs, very emall smovnts of recombinent protein
showed high levels of activity above the effective linear range of the assay. In these cases 3 >’

15  precedes the specific activity mumber.

L. major beat CB >49.3

L. major bsat P >4280

S. melilot! tat4 CE >28.6

S. meliloti tatd P >931

2A.1 mid CB >412

24.1 AP 1086

35053 weA CB >623

35053 ttd P >486

L. amylovorus araI"CE 126 —

L antylovorus araT P 0 little protein after His-Bind

— cartridge

B subtilis araT CB o undetectable

B. subtilis araT P 15-4.5

24.1 mza CB 2.05 very littls soluble protein
24.1 maP 0 0o protem afier His-Bind cartri
35053 msa CE 397 very little soluble protein
35033 msa P 0 0o protein after His-Bind cantri
| E colf azpC (P) 800

E coli nrB (P) 1 not very soluble

B. subrilis D-aminotransf (P) § 2.7 D as subsinate
broad range transaminase 2 g cat ¥ T 7684
 Porcos ype 1A 15 Sigma G7005

Porcine type 1 1 Sigma G751

20 Aun alignment camparing all of the recombinant proteins cloned illustrates that there sre not
many highly conserved areas between the araT, tatd, heat, and mga sequences. An alignment of
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highest activity recombirnt proteins: Rhodobacter fatd gens product homwlogs, L major broad
conserved regions, however they sre ouly spproximmtely 30-43% identical at the: protein level. The
availability of the broad mnge, D-specific (D-alanine) aminotranafrzase cam be usefal in the
production of other steraoisorers of monatin.

Exanple 3
Conversien of Indole-3-1actate te Indole-3-pyruvate

As shown in FIGS. 1 aud 3, indale-3-Iactic acid can be used to produce indole-3-pyruvate.
Conversion between lactic acid and pyruvaio is o rovarxible maction, as is conversion betwemn indole-
3-pyrivate and fndole-3-hactate. The oxidatios of indole-lactste was typically followed due to the
high amount of beckground at 340 nm from indole-3-pyruvate. .

The standard aasy wiixture contsined 100 mM potassinm phosphate, pH 8.0, 0.3 mM
NAD", 7 units of Inctate debrydrogenasa (LDH) (Sigma-1.2395, 8t. Louis, MO), sod 2 mM subatrate
in 0.1 mL. The asssy was pecformed in duplicate ina UV-transperent miczotiter plate, using &
Molecular Devices SpectraMax Phus platereader. Polypoptide snd buffer were mixed and pipotted
imto wells containing the indole-3-lactic acid and NAD® and the sbsorbence st 340 am of each well
was read at intervals of § scconds after brief mixing. The reaction was held at 25°C for 5 mimstes.
The increase in sbsorbance at 340 nm follows the produstion of NADH from NAD'. Separate
negative controls were perfonued without NAD" and without substrate. D-LDH from Lewconostoc
mesenteroides (Sigma catalog mmber 12395) sppeared to exhikit more activity with the indole-
derivative substrates than did L-LDH from Bacifius steavotbermophilus (Sigms caslog mmber
L5275). .
' S iruilar methods were utilized with D-lactic acid and NAD+ ar NADH and pyruvase, the
natural substrates of D-LDH polypeptides. The Ve, for the radnctian of pyruvats was 100-1000 fold
higher than the V., for the oxidation of lactate. The V. for the oxidstion reaction of indole-3-
Inctic with D-LDH was approximataly one-fifth of that with lactic acid. The presence of indale-3-
pyruvate was also messared by following the changs in absorbance: at 327 (the enol-borate
derivative) using S0 mM sodinm borats buffer contsining 0.5 mM EDTA and 0.5 mM sodium
arseaate. Small, but repeatable, sbsorbance changes were cbserved, as compared to the negative
coatrols for both L. and D-LDH polypeptides.

Additionally, broad specificity lactate dehydrogenmses (enzymes with activity sssocisted
with EC 1.1.1.27, EC 1.1.1.28, snd/or BC 1.1.2.3), can be cloned and used to make indole-3-pyravate
from indole-3-lactic acid. Sources of broad specificity delrydrogenases include £, col, Neisseria
gonorrhoeae, and Lactobacilius plantorun:.

Alternatively, indole-3-pyruvate can be produceid by contacting indole-3-lactate with cellular
extracts from Clastridium sporogenes which covtain s indolelactate debydropenase (EC 1.1.1.110);
or Typanosoma cruzi epimaztigotes cellular extracts which contain p-hydroxyphenylactate
debrydrogeinase (EC 1.1.1.222) known to bave activity an indale-3-pyruvate; or Presdomaonas
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acidovorans or E. coli cellulay exiracts, which contain an imridazal-5-yl lactate delrydrogenase (BC
1.1.1.111); or Coleus blunsei,which contains s kydroxyphenylpyruvate redoctase (BC 1.1.1.237); or
Candida maltosa which conizins a D-aromatic hetate dehydrogenase (EC 1.1.1.222), Roferences
describing such activitios inclade, Nowicki et al. (FEMS Microbiol Lett 71:119-24, 1952), Jean xnd
DeMoas (Canadian J. Microbiol 14 1968, Coote aud Hasssll (Biockem. J. 111: 237-9, 1969),
Cortee o ol. (C.R. Seances Soc. Biol Fil. 162 390-5, 1968), Petersen snd Alfermenn (Z
Neterforsch. C: Bioscl. 43 501-4, 1988), md Bhainagar & al. {J. Gen Microbiol 135:353-60, 1989).
In addition, n lactate oxidase such as the oo from Preudomonas sp. (Gu et al. J. Mo). Catalywia B:
Bnzymatic: 18:299-305, 2002), can be utilied for oxidation of indole-3-lactic to indole-3-pyruvate.

Exampie 3

Cenversion of L-tryptophan to Indole-3-pyruvate utilizing L-amino acid oxidase

This example describes methods veed to convert tryptophan to indale-3-pyruvate via an
oxidase (EC 1.4.3.2), 23 am alternative to using 2 ryptophan aminotransferase a5 described in
Bxample 1. L-amino acid oxidase was purified from Crotalus durissus (Sigma, St. Lonis, MO,
catalog mumber A-2805). The scoession murshers of L-amino acid oxidases for molecular cloning
includa: CADZ1325.1, AALI4831, NP_490275, BAB7825), A38314, CAB71136, JE0266, T03202,
548644, CAC00499, P56742, PE1383, 093364, PB1382, P81375, 862652, P23623, AAD45200,
AACI67, CAAS3452, APO03S00, and ZARSES.

Reactions were pecformed in microcentrifage tubes in a total volume of 1 mL, incubated for
10 mimtes while shaking at 37°C. The reaction mix contained S mM Lotryptophan, 100 mM sodiom
phosphate buffer pH 6.6, 0.5 mM sodium ersenate, 0.5 mM EDTA, 25 mM sodium tetraborate, 0.016
mg catalsse (83 U, Sigma C-3515), 0.008 mg FAD (Sigras), and 0.005-0.125 Unity of L-amino acid
oxidase. Negative controls contained all components except tryptophan, and blanks costxined all
components except the oxidase. thumundhmhwmmm
the oxidative deamination. The soditn tetraborate and arsenate were vsed to stabilizs the enol-barste
form of indole-3-pyruvate, which shows § maxirmm sbsorbance st 327 am. Indole-3-pyruvate
standards were prepared at concentrations of 0.1-1 mM in the reaction mix.

The purchased L-amino acid oxidase hed & specific activity of 540 pg indole-3-pyruvate
farmed per minute per mg protein. This is the same order of magnitude as the specific activity of
tryptophan aminotransforase exxymes.

Example 4
Cenverting Indole-3-pyruvate o 2-bydroxy 2-(indol-3-yimethyf)-4-keto glutaric acid with sn
Aldolnse
This example describes methods that can be used to convert indole-3-pyruvate fo the 2-
hydroxy 2~{indol-3-yimettryl)-4-keto glutaric acid monatin precursor (MP) using an aidolase (lyse)
(FIG. 2). Aldol condensations are reactions that form carbon-carbon bands betweet the f-carbos of
en aldahyde or ketone and the carboxyl carban of snother aldehyds or ketoae. A carbanion is formed
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o the corbon adjacent to the carbouyl group of one substrate, xd serves as a nncloophile atiacking
the carbonyl carbon of the second substrate (i clectrophilic carbon). Most commmonly, the
electrophilic substrate is an aldelryde, so most aldalases fall iuto EC 4.1.2.- category. Quite often, the
mcleophilic substrat is pyravatn. 1t i less commen for aldolases 1 catalyzr the condensation
between two keto-acids ar two aldelrydes.

Hawever, aldolases (hat catalyzs the condensation of two carboxylic acids have been
identified. For-exsmpls, EP 1045-029 describes the production of L4-hydraxy-2-krtoglotaric acid
from glyoxylic acid and pyruvate using s Prendomonas culivwe (BC 4.1.3.16). In addition, 4-
ydroxy-4-methyl-2-oxoglutarate aldolage (4-hydroxy-4-methyl-2-oxogintarate pyruvate lyase, EC
4.13.17) can cainlyzs the copdensation of two keto scids. Therefore, similar sldolse polypeptides
wev used to catalyze the condensation of indole-3-pyruvate with pyrovate.

Clening

4-Hydroxy-4-methyl-2-axoglutarate pyruvats lyases (ProA sidolase, BC 4.1.5.17) and 4
hydroxy-2-oxoglutarate glyoxylats-lyase (KHG aldolase, EC 4.1.3.16) catalyzs reactions very similer
1o the aldoiage reaction of FIG. 2. Primers were dexigned with compatible overhangs for the pET30
Xa/LIC vector (Novagen, Madison, WI). The design of those primers is described sbove in Bxample
1.

The following primers were designed for pET30 X#/LIC cloning:

1. Prsudomonas strarinen prod peoe (Geobank Accession No.: 12964663 Venzior 12964663) and
Comamonas testosteroni prod geae (SBQ ID NOS: 65-66, micleic acid sequence and amino acid
sequence, respectively) forward F-GGTATTGAGGGTCGCATGTACGAACTGGGAGTTGT-3'
and reverse 5-AGAGGAGAGTTAGAGCCTTAGTCAATATATITCAGGC-3' (SEQ ID NOS: 55
and 56).

2. Stworhisobhan melioti 1021 SMc00502 gena (hornologous to prad, Geshank Accession Nos.:
15074579 snd CACA46344, mucleic acid sequence and amino scid scquence, respectively) forward 5'-
GOTATTGAGGGTCGCATGAGCGTAGTTCACCGGAA-3' and reverse S-
AGAGGAGAGTTAGAGCCTCAATCOGATATATITCAGTC-3' (SEQ ID NOS: 61 and 62).

3. Sphingomonas sp. LB126 Z gee (Genbank Accession No.: 7573247 Version:
71573247, codes foor a putstive acyl tansferasc) forward S
GGTATTGAGGGTCGCATGTCOGGCATCOTTGTCCA-3' and reverse 5
AGAGGAGAGTTAGAGCCTCAGACATATITCAGTCCCA-3' (SEQ ID NOS: 57 and 58).

4. Arthrobacter keyseri pcmB gene (Genbank Accession No.: AF331043 Version:
AF331043.1, codes for an axalocitraymiste aldolase) forward 5-
GGTATTGAGGGTCGCATGOGACTGAACAACCTOGG-3' and reverse 5
AGAGGAGAGTTAGAGCCTCAGTTCTCCACGTATTCCA-3' (SBQ ID NOS: 59 and 60).

5. Yerxinia pestis strain C0O92 YPOODS2 gene (Genbank Accession No. 15978115
Version: 15978115, codes for 8 possible trantfersss) forwad 5'-

5%
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QGGTATTGAGGGTCGCATGAGOCTGGTTAATATGAA-3' and roverse 5'-
AGAGGAGAGTTAGAGCCTTATGACTTTAACGCGTTGA-3' (SEQ ID NOS: 63 and 64),

6. Bacillus subsilis khg gene (Genbank Accession Nos. 299115.1 GL2634478, 126711
127301 an4 CAB14127.1, mucleic acid sequence and ammins acid sequence, respectively) forward 5.
GGTATTGAGGATCGCATGGAGTCCAAAGTOGTTGA-3" and severss 5-
AGAGGAGAGTTAGAGCCTTACACTTGGAAAACAGCCT-3' (SBQ ID NOS: 35 end 36).

7. E. col kig gene (Genbank Acceasion Noa. AB000279.1 1331-1972 snd AACM920.1,
mucleic scid and amino acid sequence, respectively) forward 5
GGTATTGAGGGTOGCATGAAAAACTGGAAAACAAG-3 s roverse 5-
AGAGGAGAGTTAGAGCCTTACAGCTTAGCGOCTTCTA-' (SEQ ID NOS: 37 and 38),

8. S. meiilon kkg gene (Genbank Accession Nos. ALS1792.1 GIL:15075850, 6535364873
and CACA7463.1, nuclsic acid and amino acid sequence, respectively) forward 5-
GGTATTGAGGGTCGCATGCGAGGGGCATTATTCAA-3' and roverse 5
AGAGGAGAGTTAGAGCCTCAGCCCTTGAGCGCGAAG-3' (SEQ ID NOS: 39 and 40).

Gemomic DNA from the organisms desaribed in 1-2 and 6-8, above, was purified uing the
Qiag=n genomic-tip protocol. Using similar techniques the genomic DNA from organisms described
in 3-5 can be purified.

Pssudomonas straminsa (ATOC 33636) was grown st 30°C in Nutrieqt Broth and
hydroxybenzoats medium. Comamionas testosteron! (ATCC 49249) was grown at 26°C in Nutrient
Broth and hydroxybezoste medium. Sphingomonas sp. LB126 (Flemish Iostitute for Technologieal
Research,VITO, B-2400 Mol, Belghnm) is grown acconding to the method described by Wattian of af,
(Research in Microbiol, 152:361-72, 2001). Arthroboctar keyseri (Gulf Bcology Divisicn, National
Health and Environmental Effects Research Laboratory, U.S. Envireumental Protection Ageacy, Galf
Broezs, FIL 32561, USA) is grown according to the protocol described by Batna (J, Bacteriol.
183:3689-3703, 2001). Strorhizobism melilot! 1021 (ATCC 51124) was grown 2t 26°C in ATCC
TY madinm and bydroxybenrvoste medivn. Yersinia pestis stmin CO92 (ATCC) is grown t 26°Cin
ATCC madiom 739 Horse blood agar. Bacilhus subtilis 6051 (ATCC) was grown s 30°C in Beroto
Nutrient Broth (Difco; Detroit, MI). E colf genomic DNA was isolated from strain DR10B
(Invitrogen) as described in Example 1.

The PCR, cloning, and screening protocols described in Example 1 were ased to cloge the C
testasteroni and the S. malilod! pro4 sequences, as well as the E. coli, B. subtilts, snd S. meliforl kg
sequences. m“mﬁdlmhudndmﬁem”mwm
Houston, TX) with S-iag and T7 terminator primezs (Novagen), and internal prirases from Integrated
DNA Teckmologies, Inc. (Caralville, IA).

Exprassion and Activity Assays
Plasmid DNA (verified by sequence analysis) was subcloned into expression host
BIL21(DE3) (Novagen). The cultures wore grown in LB mediuon with 50 mg/L kanamycin, the

&
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plasmids isolated nsing a Qiagen spin plasmid miniprep kit snd subsequently snalyzed by restriction
digest to confirm idextity. Induction experiments wers done with the BL21(DE3) constructs grown
in LB medium containing 50 mg/L kanamycin st 37°C. Protein expression was induced using 0.1
M [PTG affer the ODmo reached spproximately 0.6. The cells were grown for 4 hours 8t30°C and
harvested by contrifugation. The cells wero then lysed uging Bugbuster™ reagent (Novagen) and the
1). Porified proteins wore desalted on PD-10 dispossble colames and chuted in S0 mM Tris-HCl
bufler, pE 7.3 with 2 mM MgCl.

" 'The proteins were analyzed by SDS-PAGE on 4-15% gradient gela to detect scluble protein
levels ot the predictsd MW of the recombinant fusion protein.

The proteins ware assayed for activity using indole-3-pyruvats and sodinm pyravate as
substrates. The sasxy mixture contained 100 mM Tris-HCI (pH 7-pH 8.9), 0-8 mM MgCls, 3 mM
potassium phosphate (pH 8), and 6 mM of each substrate in 1 mL. The reaction was started by adding
varying amounts of polypeptide (for exampls from 10 to 100 pg), and was incubated st 25°C-37°C
for 30 minutes, filtered, and then frozsn at -850 *C.

BAUYILY RESRIS Wil Prpa Ren AL e

Both the C. testostaroni pro and 8. meliloti SMc00502 gene constrocts bad high levels of
expression when induced with [PTG. The recombinant proteins were highly soluble, as determined
by SDS-PAGE analysis of total protein and cellulsr extract ssmples. The C sesforteron! gene
product was purified to > 95% purity. Becsuse the yicld of the S. sielifot! gene product was very Jow
afier affinity purification uzing 2 His-Bind certridge, cellular extract was used for the exxymatic
asmys.

Both recombinant sldolases catalyzed the formation of MP from indole-3-pyruvate and
exzymatic activity. No product was spparent when indole-3-pyruvate, pyruvate, or potassivm
phosphate was absent, A small amout of the product was also formed in the abseace of enzyms
(typically ane onder of magnitnde Jess than when enzyme was present).

The product peak eluted from the reverse phase C18 column slightly later than the indole-3-
pyruvate standard, the mass spectrum of this pesk showed a collisionally-induced parent ian (M +
H}) of 292.1, the parent jon expeciad for the product MP. The major dsughter Gagments prosent in
the mase spectram inchaded thoss with mx =158 (15-indole-3-carbakichyds carbovium fon), 168 (-
bote-1,3-dienyl- LA-indole carbomium ion), 274 (292 - Hy0), 256 (292 - 2 H,0), 238 (292 - 3 H20),
228 (292 - CH403), mid 204 (loss of pyruvate). The prodnct also exhibited a UV spectrum
characteristic of other indole-containing compounds such as tryptophan, with the Ao, of 279-280 md
a small shoulder at approximately 290 nm. ) _

The amount of MP produced by the C. testarteroni aldolase increased with an increase in
mcﬁonunpumﬁommwbm‘c,mduhmﬂmd
magnesimn. The synthetic sctivity of the enzyme decreasod with incressing pH, the rmuximemn
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product observed was at pH 7. Based on tryptophan standurds, the amount of MP produced under &
stmdard assey using 20 pg of purified protein was approximately 10-40 pg per onc mL reaction.

Due to the high degree of homology of tha 5. meliloti and C. textasteroni ProA aldolase
cndingqm‘_ wiﬁﬁoﬁumwm“ihwmmdﬁem" geoe
producis can catalyze this resiction. Mareover, it is expecied that aldolascs that have threozine (T) ot
positions 59 and 87, sxginine (R) at 119, aspartats (D) st 120, and histidine (F) a2 31 sud 71, (based
on fhe sombering system of C. festosterors) will bave similar activity,

Activity Regplta with ki -

Both the B. nditilis and E. coli kkg gens constructs had high levels of expression of protein
when induced with IPTG, while the S. svafifotl thg bad » lower loval of expression. The recombinant
proteins were highly soluble, as judged by SDS-PAGHE spalysis of tota] protéine and cellulsy extracts.
The B. subtilis and E. coll kg gene products wers purified to > 95% purity; the yield of the S,
meliloti gene product was not as high after affmity purification vsing a His-Bind cartridge.

Thexe is no evidence that magnesivm end phosphate are required for activity for this
enzyme. Hmvu,ﬁzﬁmmmuwfm&mﬁhnﬁmmw.mdh
enzyme reportedly is bifanctional and has sctivity an phospharylated substrates such as 2-keto-3-
decxy-6-phosphogiucopate (KDPG). The exzymmatic assays were performned a3 described above, snd
in some inxtunces the phosphats was omitted. The results indicate that the rocombinent KHG
aldolases produced MP, bt were not as activo as the ProA aldolases. In some cases the leve] of MP
produced by KHG was almost identical to the amount produced by magnesium and phosphate slone.
Phosphate did not appear to increase the KHG activitias. The Bacifius enzyme had the highest
activity, approximately 20-25% higher activity than the magnesium and phosphate alone,
determined by SRM (sec Example 10). The Sinorhizobium cozyme had the Jeast amount of activity,
which may be associated with folding and solubility probiems noted in the expression. All doee
enrymes have the active site glutamate (position 43 i B. subtilis mmbering system) as well as the
lysine required for Shifl base formation with pyruvate (position 130); howover, the B. subiilis enzyme
contains a threanine in position 47, an active site residoe, rather than srginine. The B. subtilis KHG
is soaller and appears to be in a cluster distinet from the 8. melilon and E. colf enzymes, with other
enzymes having the active site threonine. The differences in the active site may be the reason for the
increased activity of the B. subullis enzyme.

Imprevement of Aldolase Activily

Catalytic antibodies can be s efficient as nanural aldolascs, accept a broad rangs of
substuates, and can be used to catalyzs the reaction shown in FIG. 2.

Aldolases can alao be improved by directed cvolution, for example as provioualy deacribed
fix a KDPG aldolase (highly hamologons to KHO described sbove) evalved by DNA shuffling sod
exror-pronc PCR to'remove the requirement for phosphate and to imvert the enautioselectivity. Tha
KDPG sldolase polypeptides are useful in biochenmical reactions since they ere highly spocific. far the

. donor substrate (herein, pyravate), but are relatively flexible with respoct to the acceptor substrax:
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(ie. indole-3-pyruvate) (Kocller & Wong, Nature 409:232-9, 2001). KHQ aldolase bas activity for
condencstion of pyruvate with s mzmber of carboxylic acide. Mammalisn verxions of the KHG
aldolsse are thought to have broader apecificity than bacterial versions, incloding kigher activity on
mythwwmmmaw .
kstoglutarate. Bacterial sources appear to bave a 10-fold proference for tha R isouxy. There are
nearly 100 KHG homologs available in genomic datahases, and activity has boan demnonstrated in
Pseudowmonas, Paracoccus, Providencia, Sinorhizobium, Morganella, E. coli, wnd mansnalisn
tisies These emzymes can be nsed a5 2 starting point for tailoring fhe enantiospecificity that is

Aldolases that utilize pyruvate and another snbstrate that is either a keto acid md/or bas a
bulky hydrophobic group like indole can be “evolved™ to tailor the polypeptide's specificity, speed,
and solectivity. In addition to KBG and ProA aldolases demonstrated herein, exanples of these
enzymes inchude, but are oot limited to: KDPG aldolass and related polypeptides (KDPH);
transcarboxybenzalpyravats hydratse-aldolase from Nocardioides st; 4-(2-carboxyphenyf)-2-oxobut-
3-cnoate aldolase (2"-carboxybenralpyruvase aldalase) which condenses pyravate and 2-
carbaxybenzaldehyde.(zn aromstic ring-containing substrate); trans-0O-hydroxybensylidenepyruvase
hydratasc-aldolase from Pseudomonas putida snd Sphingomonas aromaticivorans, which also
utilizes pyruvate snd sn aromatic-containing aldehytde as subsirates; 3-hydroxyaspartats akdolase
(erythro-3-hydroxy-L-sspartate glyoxylste lyase), which uses 2-oxo scids as the substrates and is
thonght to be in the organism Aficrococcus dewitrificans; benzoin aldolasc (benrakdelrydo lynse),
which utilizes substrates containing benzyl groups; dibydroncopterin aldolass; L-threo-3-
phenylserine benzaldehyde-lyase (phenylscrine aldolase) which condenses glycine with
benzaldehyde; 4-hydroxy-2-oxovalerate sldolase; 1 2-dikydroxybenzylpyruvate aldolase; and 2-
hydroxybenzalpyruvate aldolase.

A polypeptide having the desired activity can be selectad by screeming clones of interest
using the following methods. Tryptophan suxotrophs are transformed with vectors carrying the
€lomes of intexest on an cxpression cassctic wnd are grown on & mediom containing small amounts of
monatin or MP, Since aminotransfersses and aldolaga reactions are reversible, the cells are sbls to
praduce tryptophan from a racemic mixture of monstin.  Similarly, crganinns (both recombinant and
wildtype) can be scresned by alility to utilize MP or monatin a3 a carbon and energy source. One
soarce of target aldolases is expression libraries of varions Pyendomonas and rhizobacterial strains.
Peendomonads have wany unnsual catsbolic pathways for degradation of aromatic molecules and
they also contain many aldolases; whareas the shizobacteria contain aldolases, ere knowa 1o grow in
the plant rhizosphere, and have runy of the genes described for constmction of a biosynthetic
pathway for monatin,
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Example 5
Chemical Syathesis of the Monatin Precursor

Example 4 described a method of vsing an aldolase t convert indole-3-pynvate to the 2-
hydroary 2-(indol-3-ytmethryl)-4-keto ghutaric acid monatin precursar (MP). This exumple describes
an alternative method of chesnically synthesizing MP.

The MP is formed by using & typics] aldol-type condensation (FIG. 4). Briefly, a typical
aldo}type reaction involves the grnerstion of a carbanion of the pyruvate ester using s strong base,
soch as LDA (lithium diisopropylamids), lithiom hexamethyldisilavans or buty? Hihiom The
carbanion that is generated reacts with the indole-pyravate to form the coupled prodoct.

Protecting groups that can be used for protecting the indole nitrogem include, but axe not
Limyited to: t-butyloxycarbonyl (Boc), snd beazyloxyearbanyl (Cixx). Blocking groups fior carbaxylic
acids include, but are not limited to, alkyi esters (for example, methyl, cthyl, benzyl esters). When
such protecting groups are uged, it is not possible to contyol the stereochemistry of the product that is
formed. However, if R2 and/or R3 are chiral protecting groups (FIQ. 4), such as (S)-2-butanal,
menthal, ar a chiral smine, this can favor the formation of one MP enamtiomer over the other,

Example 6
Counversion of Tryptophan or Indole-3-Pyruvate to Monatin

An in vitro process utilizing two enzymes, an aminotrsnsferass and sn aldolase, prodoced
monatia from trypiophan and pyravate. In the first step sipha-ketoghutarate was the scoeptor of the
arnino group from tryptophan in & trapsamination reaction gencrating indole-3-pytavate and
shutammte. An aldolase catalyzed the second reaction in which pyruvate was reacted with indole-3-
pyruvate, in the presence of Mg** and phosphate, generating the alpha-kato derfvative of monatin
(MP), 2-hydroxy-2-(indol-3-yimethyl)-4-ketoghntaric acid. Transfer of the amino group from the
ghotamate formed in the first reaction produced the doxired proditct, monatin. Purification and
characterization of the product established that the icomer formed was 5,S-monatin. Altermative
substrates, enzymes, snd conditiona sre described ss wel a3 improvements that wene made to this
process.

Engymex

The aldolase, 4-hydroxy-4-methyl-2-oxoghsiarate pyruvate Iyase (ProA. aldolase, prod genc)
(BC 4.1.3.17) from Comamonas fastorteroni waa cloned, expressed and purifiad as desczibed in
Example 4. The 4-hydroxy-2-oxogJutsrate glyoxylate lyases (KHG aldolases) (EC 4.13.16) from B.
subtllis, E. coll, and §. maliloti wore cloned, expressed und purified as describod in Example 4.

The sminotransfirases used in conjunction with the aldolases to produce monatin wers L-
aspartate aminotomeferase encoded by the E. coli aspC gene, the tyrosine aminotransferase encoded
by the E. coli tyrB gene, the S. mediloti TatA enzyme, the broad substrate axrinotransferase encoded
by the L. major hsat gene, or the ghuamic-cunloacetic transaminese from pig heart (Type Ila). The
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cloning, expression and purification of the nop-mammalisn proteins are described in Example 1.
Glutsmic-oxaloacctic transaminase from pig beart (type 1la) was obtainad from Sigma (# G7005).

Method using PreA aldeluse and L-asparinte sminoiranyforsse .

" The reaction mixtors contained 50 mM ammenium acetate, pH 8.0, 4 mM MgCl, 3 mM
potassium phosphate, 0.05 mM pyridoxal phosphate, 100 mM smmonium pyruvaie, 50 mM
tryptophan, 10 mM-alpha-ketoghrtazate, 160 mg of recombinmnt C. tesiosteroni ProA aldolase
(nspurified cell extract, ~30% aldolass), 233 mg of recombinant £. coll L-aspartaic atninotransferase
(mniﬁdullmdﬂmiMnM)hoylilﬁ. Al components except the enzymes
were mixed together and incubsted st 30°C until the tryptophan dissolved. The enzymes were then
adided end the reaction sclution was fncubated at 30°C with gentie shaking (100 rpm) for 3.5 howrs.
At 0.5 and 1 hour aficy the addition of the enzymes aliquots of solid tryptophan (50 mmoles each)
ware added to the reaction. All of the added tryptophan did not dissolve, but the concentration was
muigteined at 50 mM or higher. After 3.5 houes, the solid tryptophan was filtered off. Analysis of
the reaction mixhure by LC/MS nsing a defined amount of tryptophsn as a stenderd showed that the
concentration of tryptophan in the solution was 60.5 mM and the concentration of monatin was 5.81
mM (1.05 g).

The following methods weze used to purify the final product. Ninety percent of tha clear
solution was applied to a column of BioRad AG50W-XS rexin (225 mL; binding capacity of 1.7
meq/mL). The column was washed with water, collecting 300 mL fractions, ugtl the sheorbance at
280 nm was <5% of the first flow through fmcticn. The coluem was then elated with 1 M
ammonivm acetate, pH 8.4, collecting 4 300-mL fructiom. All 4 factions contained monatin and
were cvaporated to 105 mi using a roto-cvaparator with a tepid water bath. A precipitste formed as
the volume reduced and was filtered off over the course of the svaporstion process,

Analysis of the column fractions by LC/MS showed that 99% of the tryptophan and monatin
bound o the colunm. The precipitate that formed during the evaporation process contained >97%
ayptophan and <2% of monatin. The ratio of tryptophan to produoct in the supemstant was
spproximately 2:1,

The supernatant (7 ml) was applied to a 100 mL Fast Flow DEAE Sepharose (Amersham
Biosciences) column proviously converted to the acetate form by washing with 0.5 L 1 M NaOH, 0.2
L water, 1.0 L of 1.0 M anmmonium acetate, pt 8.4, and 0.5 L warer. The stpernatant way loaded at
<2 mL/min and the column was washed with water at 3-4 mL/min until the shsorbance st 280 nm
was ~0. Monatin was eluted with 100 mM ammonium acotats, pH 8.4, collecting 4 100-mL
fractions. .

Analysis of the fractions showed that the ratio of iryptophan to monatin in the flow taough
finctions was 85:15 and the ratio in the eluent fractions was 7:93. Assuming the extinction
coefficicnt at 280 nm of monstin is the same s tryptopban, the ehient fractions cantained 0.146
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mupele of product. Bxtrapolation to the totsl 1 L reaction would produce ~2.4 mmoles (~710 mg) of
momatin, for a recovery of 68%.

"The chuent fractions from the DEAR Scpharose coburmn wer evaporated to <20 L. An
aliquot of the product was fisrther purified by application to & Cy preparative reversed-phase column
tuging the same chromatographic canditions aa thasa deacribed in BExample 10 for the soalytical-scale
monatin characterization ‘Waters Fractionlynx™ software was employed o trigger sutomated
fraction collection of monatin based ou detection of the m/s =293 jon. The fiaction from the Cg
cohmnn with the corresponding protonated molecular ion for monatin was collected, svaporated to
dryness, and then dissolved in a smsll volume of watar. This fraction was usad for charscterization
of the product.

The resulting prococt was characterized using the following methods.,

UV/Visible Speciroscopy. UVivisible spectroscopic measmrementy of monatin produced
enzymatically wers carried out using a Cary 100 Bio UV/vizible spectrophotometer. The purified
produect, dissolved in water, showed an sbeorption maximmm of 280 nm with a shoukder at 288 nm,
characteristics typical of indole containing compounds.

LC/MS Analysls. Atalyscs of mixhires ox momstin desived from the i viro biochernical
reactions were carried out as described in BExample 10. A typical LC/MS analysis of monatin in an fa
vitro enzymatic synthetic mixtore is illustrated in FIG. 5. The lower panel of FIG. 5 illustrates &
aclecied jon chrametogram for the protonated molecular ion of momatin at m/4 = 293. This
identification of monatin in the mixtoye was comoborated by the mass spectrum illustraiod in F1G. 6.
Analysis of the purified product by LC/MS showed a single peak with 3 molecular jon of 293 and
sbsorbance at 280 nm. The mass spevtrum was idantical to that shown in FIQ. 6.

MS/MS Analysls. LC/MS/MS danghter ion experiments, as described in Example 10, were
also pexformed on monetin. A dsnghter ion mass spectram of monatin is ilustrated in FIG. 7.
Tentstive structural assigmnenty of all fragment iona labeled in FIG. 7 wete made. These inclade
fragment ions of s/ = 275 (293 — H;0), 257 (2932 x H,0)), 230 (275-COOH), 212 (257-COOH),
168 (3-buta-1,3-dienyl-1H-indole carbonium ion), 158 (1H-indole-3-carbaldehyde carbomium jon),
144 (3-ethyl-15-indole carbonium jon), 130 (3-methylene-14-indole carboniium ion), and 11§ (indale
carbonium ion). My of thoss ave the sumn as those obtxined for MP (Example 4), as expected if
dexived from the indole portion of the molecule. Some sre 1 mass urnit higher than those seen for
MP, due to the presence of an amino group instead of a ketone.

- High Resolution M5 analysis. FIG. 8 illusirates the mass spectrum obtained for purified
montin employing an Applied Biosystems-Perkin Elmer Q-Star hytrid quadrupole/time-of-flight
mass spectrometes. The measured mass for protonated monatin nsing tryptophan as en internal mpass
calitration standard was 293.1144. The calculsted mass of protonated monatin, based on the
elemental coreposition CyH;2N70s 0 293.1137. This is & mass meagurercnt error of legs than 2
parts per million (ppm), providing conclusive svidence of the elementsl composition of monatin

\
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NMR Spectrescopy. The NMR experiments were performed on s Varian Inova 500 MHz
instrument, The sample of monatia (~-3 mg) was dissolved in 05 mi of D;0. Initially, the solvent
(D10) wae used s the intemal reforence at 4.78 ppo. Since the peak for water was large, the 'H-
NMR was run with suppression of the peak for water. Subsequently, doe to the broadness of the
water pesak, tho C-2 proton of monatin was used as the reference peak, and set at the published value
of 7.192 ppm.

For “C-NMR, mn initial run of ssveral hrmdred scaps indicated that the ssoyple was foo
dilute to obtain an adequsts **C spectrem in the allotied time. Therefore, a hetoromclesr multiple
quantum coherence (FIMQC) experimant waa pexformed, which enabled the comrclstion of the
hydrogens snd the carbous to which they were stisched, and also providing informetion on the
chexical shifts of the carbone.

A summary of the 'H and HMQC data is shown in Tables 2 and 3. By compazison io
pobtished values, the NMR data indicated that the caxymatically produced mopatin was cither (S,5),
(R,R), or a mixture of both.

Chirsl LC/MS Analysts. To establish that the monatin produced in viro was one isomer,
and not & mixture of the (R,R) and (5,8) enantioners, chiral LC/MS analyses were cartied out nzing
the instrumentation described in Bxampls 10.

Chiral LC soparations were made using an Chizobiotic T (Advancod Separations
Technology) chira! chromatography cohwm at room temperature. Separation and detection, based on
published protocols from the vendor, wars optimized for the R- (D) and $- (L) isomens of tryptophen.
The LC mohile phase consisted of A) water contrining 0.05% (wv) rifluoroscetic scid; B) Methanol
containing 0.05% (v/v) triflnoroacetic acid. The elution was isocratic at 70% A and 30% B. The
flow rate was 1.0 ml/min, and PDA absorbance was monitored from 200 nm to 400 yron. The
instrumenta} parameters used for chiral LC/MS analysis of tryptophan and monatin sre identical to
those described in Example 10 for LC/MS analysis. Collection of mass spectra for the region m/s
150-400 was utilized. Selectod ion chromatograms for protonated molecular ions ([M + H]' = 205
for both R- and S-tryptophan and [M + HJ* = 203 for monatin) allowed direct identification of these
analytes in the mixinres.

The chromatograms of R- and S-tryptophan and monatin, separated by chiral
clzomatography and mouitored by MS, are shown in FIG. 9. The single poak in the clremstogram of
uomatin indicates that the compound s one isomet, with & rotention time almoat identical 10 5-

_ tryptophan.

YF &
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Table 2: 'H NMR data

VP2

‘Cargill [ Vieggsar ctal! “Takeshiotal’
Atom By NHH)Hz |8 JEH)Hz | 5, J(HH) Ha
2 7.192 (1N, 7.192 (s) 7.18(s)
g) -
4 7.671(0) | 799 1.686(d) |79 7.67 80
5 7.104(dd) | 799 7.102 ( 30,80 711 (dd) | 75,75
6 7178(a0) |* 7176 (dd) | 8.0, 8.0 717 ( 75,75
7 7439 (d) | 799 7439(0) |81 743 (ﬂ'ﬂl B0
10a 3242d) | 145 3243(d) 143 3.24 (d 145
10b 3.033(d) [145 3051(d) [ 143 305(d) | 145
12 2.626(d8) | 155,15 |2651(dd) | 153,17 |262(aH) |158,18
2.015(4d) ] 150,120 |2.006(dD) |153,11.7 |201(ad) | 155 120
13 13571 10.75% 15 |3.168(4d) | 116,18 | 3.57(4d) | 12.0,1.8

Viegganr &7 al. (J.C.S. Perkin Trans. 1:3095-8, 1992).
5  2Tukeshi and Shmeuke (JP2002060382, 2002-02-26).

Table 3: “C NMR data (from BEMQC spectrum)

Cargil Viegguar etal

Atom 5 B

2 126.1 1268
3 . 11031
4 1204 12046
5 1202 2025
6 28 22.74
7 112.8 112.79
8 . 137.06
9 . 12983
10a 364 3653
12 39.5 3931
13 549 5439
14 . 17530
15 ’ 18118

Vieggasr of al. (J.CS. Perkin Trans. 1:3095-2, 1952).

10 Polarimetry. The optical rotation was measnred on & Rudolph Autopol Il polaximeter.
The monatin was prepared as a 14.6 mg/mL solution in water. The expected specific rotation ([a)p™)
for 8,5 monatin (salt form) is 49.6 for s 1 phmL. solution in water (Vieggaer ef al). The obsesved
[alo™ was -28.1 for the purified, enzymatically produced monstin indicating that it was the S, §
1BOmEY,
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Improvements _

yields of 10 mg/mL were produced wsing the following reagent mix:

50 mM mmmonium acetate pH 8.3, 2mMMgClg,200mMpyrm(lodmnwmdmnm.s
mM alphs-ketoglutarsto (sodium salt), 0.05 mM pyridoxal phosphate,

deacrated water to achieve a final vohune of 1 mL after the addition of the enzymes,

3 mM potassium phosphate, 50 pg/ml of recomhinant ProA akiolase (cell extract; total protein
concentration of 167 pgiml), 1000 pg/ml of L-aspartsts aminotransferase encoded by the E. coli
aspC gene (cell extract; total protein comcentration of 2500 pg/ml), and solid tryptophan to afford a
conoentrstion of > 60 mM (saturated; some undissolved throughout the reaction). The mixture was
incubated st 30°C for 4 hoars with gentle stirring or mixing.

Snbsritnsions

The concentration of alpha-ketoglutarate can be reduced to 1 mM snd supplemented with 9
mM aspartate with o equivalent yield of monatin Ahemative amino acid scceptors can be utilived
in the Grst step, such as oxalocaceinte. .

When recombinant L. mqjor broad substrats aminotransferase was used in place of the 5.
colf L-aspartate aminotransferase, similar yiclds of monatin were schieved. However, a secand
unideatified product (3-10% of the major product) with s molecular mass of 292 was also detected by
LC-MS snalyzis. Monatin concentrations of 0.1-0.5 mg/ml wers produced when the E. coll tyrB
encoded enzyme, the S. melifoti int A encoded enzyms or the ghitamic-oxaloacetic transaminase from
pig heart (type I1a) was added as the aminotranaferasse. Whem starting the reaction from indole-3-
pyruvate, a reductive aminstion can be done for the last step with glutamate debydrogensss and
NADH (as in Exampls 7).

The KHG aldolases from B. subtifis, E. coli, and S. meliloti were also vsed with the E. coli L-
aspartate aminotransforase to produce monatin enzymaticslly. The following reaction conditions
were used: 50 mM NH-OAc pH 8.3, 2 mM MgCl; 200 mM pyruvate, § mM glutamate, 0.05 mM
pyridoxal phosphate, deacrated water to achisve a final volume of 0.5 mL after the sddition of the
enzymes, 3 mM potassium phosphate, 20 ug/mL of recombinant B. subrilis KHG aldolase (purified),
ca. 400 pg/ml. of E coli L-asparate aminotransferase (AspC) unpurified from cell extrmct, snd 12
mM indole-3-pyruvate. The reactions were incubated st 30°C for 30 minutes with shaking. The
amount of monatin produced uxing the B. subtilis enxyme was 80 ng/mL, and increased with
increasing amounts of aldolase. If indole-3-pyruvate and glutamate were replaced by ssturating
amocums of tryptophan and 5 M alpha-ketogiutarate, the production of monatin was increased to
360 ng/ml. Reactions were repeated with 30 pg/ml of cach of the three KHG enxymes in 50 mM
Tris pH 8.3, with saturating smots of tryptophan, and were allowed to proceed for an hour in order
to increase detection. ‘The Bacillus enzyme had the highest activity s in Exampls 4, producing
spproximately 4000 ng/ml monatin. The E. coli KHG produced 3000 ng/ml. monatin, and the S.
meliloti enzyme produced 2300 ng/ml..
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Esample 7
Intercouversion between MF and Monatin

_The amination of MP to fiorm mouatia can be catalyred by aminotransferases such a3 those
identified in Examples 1 and 6, or by dehydrogensses thet require a reducing cofactor such as NADH
or NADPH. These reactions are revensible and can be measored in either direction. The
directionality, when vaing s debydrogenase cnxyme, can be largely controlled by the concentration of
smmmonium salfs.

Dehydrogenase activity. The oxidative deamination of monatin was monitored by
following the incyease in absorbance st 340 om as NAD(P)- was canverted to the more
chromophoric NAD(F)H. Monstin was enzymatically prodnced and purified ag descyibed in
Example 6.

A typical assay mixture contained 50 mM Tris-HQl, pH 8.0 to 8.9, 0.33 mM NAD" or
NADF", 2 to 22 units of glutsmate dehydrogenase (Signm), snd 10-15 1M substrate in 0.2 mL. The
assay was performed in duplicate in & UV-trunsparent microtiter plate, an a Moleculer Devices
SpectraMux Plns platzroader. A mix of the enzyme, bulfer, xnd NAD(P)" were pipettod into wells
containing the substrate and the increase in absorbance at 340 nm was monitored st 10 second
intervals after briof mixing. The resction was incubated st 25°C for 10 mimmtes. Negative controls
were carvied out without the sddition of subsirate, and ghntarate was utilized as s positive control.
‘The type III gintamate delrydrogenase from bovine liver (Sigma # G-7882) catnlyzed the conversion
of the mopatin to ths monatin precursor at a mte of conversion approximately one-hundredth the mte
of the converzion of glutarnaiz to alpha-ketoylutarate.

Transamination activity. Monstin aminotrnsfersse assays were condueted with the
aspartate aminctransferase (AspC) from E. coli, the tyrosine aminotransferase (TyrB) from E. coli,
the broad subsimate aminotransferase (BSAT) fiom L. major, and the two commercially aveilable
porcine glutansie-oxaloaceiats aminotransferases described in Example 1. Both azaloscetts and
alpha-ketoglutarate were tested as the amino acceptor. The assay mixtare contained (in 0.5 mL) 50
mM Tris-HCl, pH 8.0, 0.05 mM PLP, 5 mM smino accepior, 5 mM monatin, and 25 pg of
aminotransferase. The assays were incubated at 30°C for 30 mimites, and the reactions were stopped
by addition of 0.5 ml isopropy! alcobol. The loss of monatin was manitored by LC/MS (Bxample
10). The highest amonnt of aclivity was noted with L. mgjor BSAT with oxaloscetate as the amyino
apceptor, followed by the same enzyme with alpha-ketoglutarate as the amino accepicr. The relative
activity with oxaloacetats was: BSAT > AspC > portine type Iia > porcine type I ~TyrB. The
relative activity with alpha-ketogintarate wes: BSAT > AspC > porcine type 1 > porcine type Ila >
TyiB.
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Exmmple 8

Production of Monatin from Tryptophan and C3 Sources Other than Pyruvate

As described sbove in Example 6, indale-3-pyravate ar tryptophan cam be converted to
mopatin using pyruvate as the C3 molecule. Hom.hmmlim“y.mhel
desimhle raw meterial. For example, pyruvate may be more expensive than other C3 earbon sources,
or may hxve adverse effcts on fermentations if added to the medinnn.  Alanine esn be tanearninated
by many PLP-enzymes to produce pyruvate. ) .

Tryptophannse-like enzymes parform beta-elimination reactions at faster raten than other
PLP enzymes such as aminotransferases. Eozymes from this class (4.1.99.-) can produce ammonia
and pyruvate from amino scids such as L-sezine, L-cysteine, and derivatives of serine wod cystaine
with good leaving groups such as O-methyl-L-serine, O-bexzyl-L-serine, S-methyicysteine, 8-
bemyicysteine, S-alkyl-L-cysteine, O-acyl-L-serine, 3-chloro-L-alanine.

Processes to produce monatin using EC 4.1.99.- palypeptides can be improved by mmitating
the P-tyrosimase (TPL) or tryptophsnase accordiag to the method of Mouratou ef al. (/. Biol. Chem
274:1320-5, 1999). Monratou ef al. describe the ability 10 covert the fi-tyrosinase into a dicarboxylic
amino ucid (-tyase, which has not becn repartad to occar in pature. The change in specificity was
sccomplished by converting valine (V) 2&3 to argintine (R) and argiaine (R) 100 to threanine (T).
These amino acid changes allow for ths lyase to accept & dicarboxylic amino acid for the hydrolytic
deamination reaction (such a3 sspmrtate). Aspartate, therefore, can also be used as 2 source of
pyruvats for subsequent akdol condensation reactions. '

Additionally, celis or enzymmatic resctors can be supplied with lactate and an encyme that
converts lactate to pyruvate. Examples of enzymes capable of catalyzing this reaction include Inctate
dehydrogensse and Iaciate oxidase.

Isolation of Genomic DNA

Tryptophanase polypeptides have previcusly been reportzd in, for example, Mourstou ef al.
(/BC 274:1320-5, 1999). To isolate genes that encode tryptophanase polypeptides, genomic DNA
from E coli DH10B was nsed as a template for PCR as described in Exareple 1,

The gene for tyrosine-phenol lysse was isolated from C. freundii (ATCC catalog nnmber
8090, Designation ATCC 13316; NCI'C 9750) and grown an Natrient agsr (Difco 0001) snd nutrient
broth (Difto 0003) at 37°C to wn OD of 2.0. The groomic DNA was purified uting a Qiagen
Genomic-tip ™ 100/G kit.

PCR Ampiification of Coding Sequences

Prinars were dusigned with compatible overhangs for the pET 30 Xa/LIC vector (Novagen,
Madison, W1) ss described sbove in Exarmpie 1.

E. coli tna (SEQ ID NO: 41). N-termine] primer for pET30 Xa/LIC cloning: §-GGT ATT
GAG GGT CGC ATG GAA AACTTT AAA CAT CT-3' (SEQ YD NO: 43). C-terminal primmes for

§
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pET30 Xa/LIC cloming: 5-AGA GGA GAG TTA GAG CCT TAA ACT TCT TTA AGT TTIT G-3'
(SEQ ID NO: 44).

C. fresmalil 1l (SBQ ID NO: 42). N-terminal primer for pET30 Xo/LIC cloning: 5-GGT
ATT GAG GGT CGC ATGAATTATCOGGCAGAACC-3' (SEQ ID NQ; 45). O-mnlpnutﬁr
PET 30 Xa/LIC cloning: 5°-AGA GGA GAG TTA GAG CCTTAGATGTAATCAAAGOGT (-3
(SEQ ID NO: 486).

The Eppendorf Mastarcycler™ Gradient 5331 Thermm! Cycler was ueed for oll PCR
reactions. In 50 ul was added 0.5 pg tempiste (genomic DNA), 1.0 pM of each prizoer, 0.4 mb
each NTP, 3.5 U Expand High Fidelity Polymerase (Roche), 1X Expand buffer with Mg, and 5%
DMSO (final concentration). The thermocyeler FCR program used was as follows: 96°C hot start (S
mimtes), 94°C - 30 scconds, 40-60°C - 1 mhmte 45 scconds, 72°C - 2 minutes 15 seconds; 30
repetitions. Ths final polymerizstion step was for 7 minutes, and the samples were then stored at
4°C.

Cloaing
Cloning and positive clons idestification procedures dstailad sbove in Bxample 1 wers used
tn identify the appropriate clones.

Geng Expression and Activily Assays

Plasmid DNA (verifiad by sequence analysis) was subcloned into the cxpression host
BL21({DE3) (Novagsz)). The cultures were grown in LB medinm with 30 mg/L kapamycin, the
plasmids were isolated using a Qingen miniprep kit, and analyzed by restriction digest to confhm

Induction experiments were dans with the BL.21{DE3) expression bost, the constructs were
grown in LB medium containing 50 mg/L. kassmycin at 37°C. Protein expression was induced using
0.1 mM IPTQ after the OD ey of the culture reached approximataly 0.6. The cells were grown for 4
hours at 30°C and harvested by centrifugstion. The cells were then lysed in 5 mL/g wet call weight
BugBuster™ (Novagen) reagent contuining § pL/mL protease inhihitor cockinil set #1I
(Calbiochem) and 1 pL/ml, berzonase ouclease (Novagen), and the His-tagged recombinant proteine
were purified uxing the His-Bind cartridges as described sbove in Example 1. Purified proteins were
desalted on & PD-10 (G25 Sephadex, Amersham Bicsciences) column and eloted in 100 mM Tris-C)
buffer, pH 8.0. The proteins were apalyzzd by SDS-PAGE on 4-15% gradient gels 1o check for
soluble protein levels at the predicted MW of the recombinant fimion protein.

Mutagenesis

Some members of polypeptide class 4.1.99.- (tryptophanase and f-tyrosinese) will pexform
the beta-lynse reaction with aspartate or similar amino acids without any modification. However,
mmﬁmdﬁechmymdmhmgmhdbalbwhhmdﬁemm
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the crestion of the product. Moreovez, in soms cases polypeptides that can perform the conversion
mlybeﬁn_ﬁeroptinﬁadbymm.

Site directed mutagencsis was performad based an 3D structure soalysis of PLP-binding
polypeptides. mwhmummduwmmm
below. )

Mutagenesis of Tryptaphanaze Exampls 1

The muiagenesis protocol provided balow introduced two point nxtations in the smino acid
sequance. The first point nytation changed arginine (R) st position 103 o threonine (T) and the
second point mxtation changed valine (V) at position 299 to arginine (R) (numbering system for £
coli mature protein). Mutagenesis experiments were performed by ATG Laboratories (BEden Prairie,
MN). Mutations wers introduced sequantially by PCR of gene fiagrments and resssembly of the
fragments was sccomplished by PCR as well. Primers for converting syginine (R)103 to threonine
(T): 5“CCAGGGCACCGAOGCAGAGCAAATCTATATT-3' (SEQ ID NO: 47) end 5
TGOGCOGGTGCOCTGGTGAGTOGGAATGGT-3' (SEQ ID NO: 48).

Primexs for convesting valine (V)299 to srginine (R): 5™
TCCTGCACGOGGCAAAGGGTTCTGCACTCOUGT-3' (SEQ ID NO: 49) end 5-
CTTTGCCGCATGCAGGAAGGCTTCOCGACA-3 (SRQ 1D NO: 50).

Muotants were screened by restriction digeat with Xba I/HindITl snd Sphi, and verified by
sequencing. '

Muragenesis of Tyrosine Phanol Lywss (D-tyresinase) Exampla 2

Two point mutations were made to the tyragine phenol lyase amino acid sequence. These
mutations converted arginine (R) at position 100 to tireonine (T) and valine (V) at position 283 to
mginine (R) (in C. freundii nature profein sequence). )

Primers for the R100T conversion were: 5°-
AGGGGACCGGCGCAGAAAACCTGTTATCOG-3' (SEQ ID NO: 51) and 5°-
AGQGGGACCAGCACAGAAAACCTGTTATCG-3' (SEQ ID NO: 52). Primers for the V283R
conversion were: 5'-GTTAGTCCGCGTCTACGAAGGGATACCAT-3' (SEQ ID NO: 53) and 5°-
GTAGACGOGGACTAACTCTTTGGCAGAAG-3' (SEQ ID NO: 54).

‘The methods described above were vsed, and the clomes were acreened by Kpnl/Sacl
digestion, and BstX ] digestion. The sequences were verified by dideoxy chain termination
sequencing. Recombinapt protein was prodoced as described sbove for the wildiype eaxymes.

The reaction mixtare consisted of S0 mM Tris-Cl pH 8.3, 2 mM MgCh, 200 mM C3 carbon
source, § M alpha-ketogintarate, sodium salt, 0.05 mM pyridoxal phosphate, desersted water to
achiove a final volume of 0.5 mL after the addition of the enzymes, 3 mM potagsimn phosphate pH
7.5, 25 g of crude recambinant C. fertasterani ProA aldolase as prepared ss in Example 4, S00 g of
&ude L-aspartaic aminotransferase (AspC) as prepared in Exampic 1, and solid tryptopban to affard &
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emmﬁu'loDGOmM(mmd;mmdi-onwumdim). The reaction mix
was incubated st 30°C for 30 minutes with mixing. Serine, alanine, and aspariate were supplisd as 3-
* of perfoyming beta-climination and bets-lyase reactions (tryptophanass (TNA), double nurtant
tryptophanase, $-tyrosinase (TPL)). The resulis are shown in Table 4:

serine

sexize 11 g wikdtyps TNA(1U)_ 5.1%

serine 80 pg double mutant TNA 4.6%
alanine none 2%
alanine T TNA ALT%
almnins 80 ug omiant TNA 435%
aspartate 110 g wildtype TNA (10 U) 7.7%
aspartate 5 U wildtype TPL (cruds) 5.1%
aspariate 80 pg routant TNA 13%

The monatin produced from alanine and serine as 3-cerbon soorces was verified by
LC/MS/MS daughter scan sualyzis, snd was identical to the characterized monatin produced in
Example 6. Alsnine wes the best slternative tested, and was transaminated by the AspC enzyme.
The amount of monatin produced was increased by addition of the tryptophanase, which is capable of
transarnination sa a secondary activity, The amonnt of momatin produced with serine as a carhon
sourcs nesrly doubled with the addition of the tryptophanase enzymes, even though only ons-fifth of
the amouat of tryptophansse was added in comparison to the aminotransferase. AspC is capable of
some amount of bete-elimination activity alone. The results with aspartate indicate that the
tryptophanase activity on aspartate does not increasc with the game site-directed mutations as
previously suggested for f-tyrosinase, Itis expected that the mutant f-tyrasinase will have higher
activity for prodnction of monatin. ’

Example 9
. Chemical Synthesis of Monatin

The addition of alanine fo indole-3-pyruvic acid produces monatin, and this reaction can be
performed synthetically with a Grignard or organolithium reagent.

For exaraple, to 3-chloro- or 3-bromo-slanine which has besn appropristely blocked at the
catboxyl and amino groups, is added nagnesium vnder ankydrous conditions. Indole-3-pynrvate
{eppropriately biocked) is then added to form the conpled product followed by removal of the
protecting groups to form monatin. Protecting proups that are particularly nseful include THP
(tetrabydropyranyl ether) which is easily sttached and removed,

h:
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Example 10
Detection of Monatin and MP
This example deacribes methods vsed to detect the presence of monatin, or ity precumar 2-
hydroxy 2-{indol-3-yimethyl)-4-keto ghutaric acid. .
5  LCMS Analysis '
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Analyses of mixtures for the alphs-kato acld form of monetin (monatin precursor, MP) and
momtin derived from in vitro or in vivo biochemical reactions were performed using »
Watsrs/Micromans liquid chromatography-tandem mass spactrometry (LC/MS/ME) instroment
including 8 Waters 2690 liquid chramatograph with a Waters 996 Photo-Dioda Array (PDA)
absorbance monitor placed in series between the clromatograph snd 2 Micromass Quatiro Ultina
triple quadrupole mass spectrometer. LC separstions were made using a Supelco Discovery Cyy
revepsod-phase chyomatography colunm, 2.1vm x 150 mm, or an Xterra MS Cq reversed-phase
chromatography cohumn, 2.1mm x 250 mmm, st room tempersture. The LC mobile phasa consisted of
A) water containing 0.05% (v/v) trifluoroacetic acid and B) methano! containing 0.05% (v/v)
triflucroacetic acid.

The gradient chation was linear from 5% B 0 35% B, 0-9 min, lincar from 35% B t0 90% B,
9-16 min, Isocratic at 90% B, 16-20 in, Lincar from 90% B to 5% B, 20-22 min, with a 10 min re-
equilibration period between runs. The flow rate was 0.25 ml/min, and PDA sbsorbance was
monitored from 200 om 0 400 nen.  All parsmetess of the RSI-MS were optimized and selected based
on generation of protonated molecular ious (M + HT') of the analytes of interest, and production of

The following instrumentxl parameters were used for LC/MS analysis of monatin: Capiliary:
3.5kV; Cone: 40 V; Hex 1: 20 V; Aperture: 0 V; Hex 2: 0 V; Source temperatnre: 100°C;
Desolvation temperature: 350°C; Desolvation gas: 500 L/h; Cone gas: 50 L/h; Low mass resolation
(Q1}): 15.0; High mass resolution (Q1): 15.0; Ion cnmgy: 0.2; Batrance: S0V; Collision Encrgy: 2;
Exit: SOV; Low mass resohution (Q2): 15; High mass resobution (Q2): 15; lon energy (Q2): 3.5;
Multiplier: 650. Uncertainties for reported mass/charge matios (m/%) and molecular masses aro &

- 0.01%. Initial detection of the alpba-keto acid form of monatin (MP) and monatip in the mixtures

'was sccomplished by LC/MS monitoring with collection of mass spectrs for the rogion m/A 150-400.
Sclected jon chromatograms for protonatsd molecular ions ([M + HI' = 292 for MP, (M + H]" = 293
for monatin) allowed direct identification of theso analytes in the mixtures.

MYMS Analysis

LC/MS/MS daughter jon experiments were parformed on mouatin as follows. A daughter
ion analysis involves tramsmission of the prrent ion (6.8, #/5 = 293 for monatin) of interest from the
first masgs anatyzer (Q1) into the collision cell of the mass spectrametey, where argon is introduced
and chemically dissociates the parent into fragment {daughter) joms. These fagment jons are then
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detected with the second mass snalyzer (Q2), and can be used to comoborate the structural
assignment of the pareat.

The following instrumental prrameters were used for LC/MS/MS analysis of monati:
Capillary: 3.5 kV: Cone: 40 V; Hex 1: 20 V; Apertom: 0 V; Hax 2: 0 V; Source temperature: 100 *C;
Desalvation tempenstare: 350 °C; Desolvation gas: 500 L/h; Cone gas: 50 L/b; Low mans resolution
(Q1): 13.0; High mam resolution (Q1): 13.0; Ion energy: 0.2; Entrance: -5 V; Callision Eneryy: 14;
Exit: 1V; Low mass resalution (Q2): 15; High mass resohution (Q2): I5; lon energy (Q2): 3.5;
Muitiplier: 650.

High-Throughpus Determination of Monatin

High-throughput analyses (< 5 min/sample) of mixtares for monatin derived from in vitro or
in vivo reactions wem curried out using instrumentation described sbove, md the same parameters as
described for LC/MS/MS. LC separstions were made using Waters Xtema MS Cq (2. 1mm x 50 mm)
chromatography at room temperature with isacrutic chation in 15% squeous MeOH, 0.25% acetic
acid at a flow rate of 0.3 mL/min. Detection of manatin in the ntixtres was accomplished using
salectad reaction monitoring (SRM)-tandem mass spectrometry. This involved monitoving specific
colfisionally-fndnced parent ion ([M + HIH- = 23.1) to daughter ion (¢.g,, the fragiment ion at iz =
168.1, tentatively assigned as & 3-buts-1,3-dismyl-1 H-indala carhanium ion) transitions to mexitmize
sonaitivity, seloctivity, and throughput for the datection of monatin. PDA sbeorbance data were
collacted in paralle] for farther verification of monstin identity,

Example 11
Productiop of Monatln in Bacteria

‘This example describes methods used to produce monatin in E. coli cells. Oue skilled in the
urt will understend that gimilar methods can be used to produce monatin I other bacterial cefla. In
addition, vectors containing other genes in the monatin synthesis pathway (FIG. 2) can be used.

Trp-1 + glucoss medium, » minimel medinn that bex been used for increased production of
tryplophan in E coli cells (Zeman of al. Folia Microbiol. 35:200-4, 1990), was prepared as follows.
To 700 mL nanopure water the following resgenis were added: 2 g (NH,),SO,, 13.6 g KHPOZ 02 g
Mg80,:7H0, 0.01 g CxCl52H,0, and 0.5 mg FeSO.7H,0. The pH was adjustad to 7.0, the volume
was increased to 850 L, and the medium was antoclaved. A 50% glucose solution was prepared
scperately, and sterile-filiered. Forty mL was added to the base medium (850 mlL) for a 1 L final
volume,

A 10 g/L L-tryptophan solution was prepared in 0.1 M sodiuh phosphate pH 7, and steyile-
filtered. One-tenth volume was typically added to culturcs as specified below. A 10% sodinm
pyravate solution was also prepared and sterils-filierod. A 10 mL sliquot was typically csed per liter
of cule. Stocks of ampicillin (100 mg/ml.), kenamycin (25 mg/ml) and IPTG (840 mM) were
prepared, sterile-Sltered, and stored at ~20°C bafire use, Tween 20 (polyoxyethylene 20-Sorbitan
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monolaurste) was utilized at a 0.2% (vol/vol) fma] concentiation. Ampicillin was used at non-letal
concentrations, typically 1-10 pg/ml. final concentration.

Fresh plates of E. coli BL21(DE3)::C. testosieroni proA/pET 30 Xa/LIC (described in
Exsmpla4) were prepared on LB medinn contrining 50 pg/ml. kepamycin. Overnight caltures (5
mlL) were inoculsted from s single colony and grown st 30°C in LB medivm with kansmycin
Typically s 1 o 50 inoculzm was used for indnction in trp-1 + ghucose medimm. Fresh antibiotic was
addad to a final concentration of 50 mg/L. Shake Sasky were grown st 37°C priar © induction.

Cells were sampled every hour untll an OD gy of 0.35-0.8 was cbizined. Cells weye then
induced with 0.1 mM IFTG, and the tempezatare reduced to 34 °C. Samples (1 xal) were collected
prior to induction (zero time point) and centrifuged at 5000 x 8. The supematant was frozen at~20°C
for LC/MS analysis, Four hours post-induction, snother 1 mL ssmple was collocted, and centrifuged
to separate the broth from the cell pellet Tryptopham, sodium pyruvate, ampicillin, and Tween were
added as described above.

The cells were grown for 48 houry post-induction, and another 1 mL sample was taken and
preparcd as above. At 48 hours, another aliquot of ryptopban and pyruvate were added. The entire
culiure volume was centrifuged afier approximately 70 hours of growth (post-induction), for 20
minates at 4°C and 3500 rpm. The supematant was decanted and both fhe broth and the colls were
frozen at —$0°C. The broth fractions were filtered and analyzed by LC/MS. The haights and areas of
the (M+H]" = 293 peaks were monitored as described in Exanple 10. The background level of the
medfum was subtracted. The data was also normalizod for cell growth by plotting the height of the
[M+H]" = 293 peak divided by the optical density of the cultare at 600 nm.

Higher levels of monstin were produced when pyruvete, ampicillin, and Tween were added
4 boaws post induction rather than at indaction. Other additives such as PLP, additiona) phosphats, or
additional MgCl, did not incresse the prodoction of monatin.  Higher titers of mnastin ware obtained
when tryptophan was utilized instead of indole-3-pyravate, and when the tryptophan was sdded post-
induction rather than at inoculstion, or st induction. Prior to induction, and 4 bows post-induction (at
time of substrate: addition), there was typically no detectable Jevel of monatin in the fermenmtion
broth or celluler extracts. Negative controls were done utilizing cells with pET30s vector only, as
well as cultures where tryptophan and pyruvate were not sdded. A perent MS scan demonstatod that
the compound with (m+1)z =293 was not derived from lerger molecules, and davghter scans
(performed a3 in Exsrople 10) were similar to monatin mede in vitro.

‘The effiect of Tween was studied by utilizing 0, 0.2% (vol/vol), and 0.6% final
cancentrations of Tween-20. Tbe highest amount of monstin produced by shake flasks was at 0.2%
Tween. The ampicillin concentration was varied between 0 and 10 pg/mll. The amount of monatin
in the cellnlar broth increased mpidly (2.5 X) between 0 snd 1 pgfmk., end increased 1.3 X when the
swpicBlin concentration was incressed fram 1 t 10 ug/ml.

A time course experiment showing typical results is shown in FIG. 10. ‘The amount of
manatin gecreted into the cell broth incrassad, even when the values are normalized for cell growth.
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By uxing the molar extinction coefficient of tryptophan, the amount of monatin in the broth was
estimated to be loss than 10 pg/ml.. The same sxperiment was repeatad with the cells contuining
vector without prod insert. Many of the mumbezs were negative, indicating the peak height at
/=293 was less in these cultures than in the medium slone (FIG. 10). The numbers wers
consistently Jower when tryptophan and pyravate were sheent, demonstrating that monatin production
is & resuli of an corymatic reaction catalyzed by the akiolase enryme.

The in vivo production of monatin in bacterial cells was repeated in 800 ml shake flask
experiments and in farmentars, A 250 mL ssnple of monatin (in cell-free broth) was purified by
anion exchange chromatography and preparative reverse-phase liquid chromatographty. This sample
was evaporsted, mnd submitted for high resolution mass suatysis (described in Example 6). The high
resolution MS indicated that the metsbolite being produced is monatin.

In vitro assays indicate that aminotransferase needs 1o be present at higher lavels than
aldolase (sco Example 6), therefore the aspartate aminotransfernse from E. coli was overexpressed in
combination with the aldolase gene to increase the amoont of monatin produced. Primers wero
designed to intyoduce C. tastosteron prod into an aperon with aspC/pET30 Xa/LIC, as follows: §'
peimar: ACTOGGATCCGAAGGAGATATACATATGTACGAACTGGGACT (SEQ ID NO: 67)
and 3' primer: CRGCTGTCGACOGTTAGTCAATATATTTCAGGC (SEQ ID NO: 68). The §'
primer contains a BamH] site, the 3' primer containg a Sall site for cloning. PCR was paxformed as
descyibed in Example 4, and gel purified. The aspCHpBT30 Xa/LIC construct was digested with
BamHI and Sa]l, as was the PCR prodnct. The digests were purified nsing a Qiagen spin column.
The proA PCR product was ligated 10 the vector usiog the Roche Rapid DNA Ligation kit
(Indisnapolis, IN) according to rarmfacturer’s instruetions. Chemical ersnsfornmtions were done
uxing Novablues Singles (Novagen) as described in Example 1. Colonies were grown up in LB
madium containing S0 mg/I. kspamycin and plasmid DNA was purified using the Qiagen spin
ouiniprep kit Cloncs were screened by restriction digest analysis and sequence was confirmed by
Seqwright (Houston, TX). Canstructs were subcloned into BLR{DE3), BLR{DE3)pl.ysS,
BL21(DE3) exd BL21(DE3)pLysS (Novagen). The proA/pET30 Xe/LIC construct was also
tranaformed into BL21(DE3)pLysS.

Initial comparisons of BLR(DE3) shake flask samples under the standard conditions
describod above demonstrated that the addition of the second gene (arpC) improved the amount of
monatin produced by seven-foll To basten growth, BL21(DE3)-derived host straing were used. The

' proA clones and the two gene operon clones were induced in Trp-1 medium ss above, the pLysS

hosts had chlocampbenicol (34 mg/L) added 1o the medium as well. Shake flask experiments were
performed with and without the addition of 0.2% Tween-20 and 1 mg/L. ampicillin. 'The amount of
monatin in the broth was calcujated vring éx vitro produced purified monatin as a standard. SRM
snalyses were performed as described in Example 10. Cells were sampled at xevo, 4 hours, 24 hoors,
48 honrs, 72 hours, md 96 hours of growth.

The results are shown in Table 5 for the maxinom amounts produced in the culture brots.
In most instances, the two gene constract gave higher values than the prod construct slone. The

St
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though these strains typically grow at a slower rate. The additions of Tween and smpicillin were

baneficial.

5 Table5: Amount of Monatip Produced by E, colf Bacteria
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Counstruct Host Tween+Amp | ug/ml. monatin time
prod BL21(DE) - - 04l Bl
prod BL21(DE3) _ 0 158 Bl
prad FLZI(DEpLysE . 1.04 a8 hr
prod BLZ1 T 16 e

apCprad | BL2I A 0.09 A8l

@xpCoprod BL21(DE3) ¥ 0.58 a8 hr

; BLII(DESJpLysS - 1.39 Sk
ﬁ-& BL21(DE3)pLyss ¥ 663 A8 br
Example 12 .
Production of Monatin in Yeast

This example describes methods used to produce monatin in cukaryotic cells. Ove skilled in
the art will nnderstand that similar methods can be used to produce monatin in any cell of ingerest. In

addition, other genes can be used (e.g., thoee listed in FIG. 2) in addition to, or altematively to those

descyibed n this example,

‘The pESC Yeast Epitope Tagging Vector System (Stratagene, La Jolla, CA) was wsed to
clone and expreas the E, coli aspC aud C. festosisioni prod genes into Saecharomyces cereviviae.
The pESC vectors contain both the GAL1 and the GAL10 promoters on opposite strands, with two

distinct rmltiple cloning sites, allowing for expression of two genes at the same time. The pESC-His
vectar also containg the His3 gene for complemenintion of histidine aunxatrophy in the host

(YPHS500). The GAL] and GAL10 promotars are reprossed by ghacose and inducad by galactose; 2
Komk sequence is utilized for optinal expreasion in yeast. The pESC plasmids sre shtile vectors,

allowing the initial construct to be made in E. oli (with the bla gene for selection); however, zo
bacterial ribosome binding sites are present in the mwitiple cloning sites.

The following priners ware designed for cloning into pESC-His (restriction sites are
wdalined, Kozak sequence is in bold): aspC (BamH1/Sal), GALI: 5-

CACGGATCCATAATGGTTGAGAACATTACCG-2' (BEQ ID NO: 69) and 5-

ACOCGTOGACTTACAGCACTGOCACAATCG-3' (SEQ ID NO: 70). prod (EcoRVNod),
GAL10; 5-COGGAATTCATAATGGTCGAACTGGGAGTTGT-3' (SEQ ID NO: 71) and 5-

GAATGOGGOOGCTTAGTCAATATATTICAGGCC-3' (SBQ ID NO: 72).

The second codon for both meture proteins was chamged from an aromatic amino acid to
valine due to the introduction of the Kozak sequence. The genes of interest were ampliGied using
PET30 Xa/LIC minigrep DNA from the clowes described in Examples 1 and Example 4 as templste.

PCR was perfonned using an Eppendorf Muster cycler gradient thermocycler and the following

protocol for a 50 pl reaction: 1.0 L. template, 1.0 pM of cach primer, 0.4 mM each ANTP, 3.5 U
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Expand High Fidality Polymerase (Roche, Indisnapolis, IN), and 1X Expend™ buffer with Mg. Tha
thermocycler progmm used convisicd of a hot start at 94°C for 5 minntes, followed by 29 repetitions
of the following steps: $4°C for 30 scconds, 50°C for 1 mimte 45 seconds, and 72°C for 2 mioutes
15 seconds. After the 29 repetitions the sample was nmintained at 72°C for 10 minutes snd then
stored st 4°C. The PCR products were purified by scparation on s 1% TAE-agarose gel followed by
recovery using & QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Valencia, CA).

The pESC-His voctor DNA (2.7 pg) was digested with BamH1/Sqll and gelpurified as
sbove. The arpC PCR product was digested with BamHL/Sall and purified with a QlAquick PCR
Purification Colunm. Ligations were performed with the Roche Rapid DNA Ligation Kit following
the mamifsctizrer’s protocols. Desalted ligations were electroporated into 40 pl Electromax DHI0B
campetont colls (avitrogen) ia 2 0.2 cin Biorad dispogable cuvetts using a Biorad Gene Pulser IT with
pulse cantroller plus, according to the mamufhcturer’s instructions. Afier 1 hour of recovezy in 1 mL
of SOC medium, the tranxfirmants were plated on LB medivm containing 100 ughnl. ampicillin.
Plasmid DNA preparstions for clones were done using QIAprop Spiz Miniprep Kits. Plasmid DNA
was scroened by restriction digest, and sequenced (Seqwright) for verification using primers designed
for the vector.

The aspC /pESC-Bia clono was digested with EcoRI and Nofl, as was the pro4 PCR
product. DNA was purified as above, and ligated as above. The two gene construct was transformed
into DH10B cells and screemed by restriction digest and DNA sequencing.

The construct was transformed into 5. cereviriae strain YPHS00 using the S.c. BasyComp™
Transformation Kit (Invitrogen). Transformation reactions were plated on SC-His minimal medium
(Invitrogen pYES2 manual) comaining 2% glucose. Individual yeast colonies were screened for the
presence of the prod and aspC genes by colony PCR using the PCR primers above. Pelleted colls (2
1) were suspendad in 20 pL of Y-Lysis Buffer (Zymo Resesrch) contnining 1 pl of zymolase and
heated at 37°C for 10 minutes. Four pL of this suspension was then used in a 50 pL. PCR reaction
using the PCR reaction mixture and program described sbove. '

Five mL cultures were grown overnight on SC-His + glucose at 30°C and 225 rpm. The
cells were gradually adjusted 10 prowth on mifinose in arder to minimize the lag period prior 1o
inducrion with galactose. After approximately 12 hours of growth, absarbanee massurements at 600
nm were taken, md an approprizie volume of cells was spun down snd resuspended to give an OD of
0.4 in the fresh SC-His medivm. The following carbon sources were uged sequentially: 1% mffinose
+ 1 % ghcose, 0.5% giucose + 1.5% mifinose, 2% raffinose, and finally 1% raffmose + 2% galactose
for induction.

After approximately 16 hours of growth in induction medium, the 50 mL cultures were
divided into duplicate 25 mL cultures, and the following were added to only one of the duplicates:
(final concentrations} 1 g/L. L-tryptophan, 5 mM sodivm phosphate pH 7.1, 1 g/L sodium pyruvate, 1
mM MgCl;. Samples of broths and cell peliets from the non-induction medium, snd from the 16 bour
cultures prior to addition of substrates for the monatin pathway, were saved as negative controls, In

A
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addition, constructy containing only a fanctional aspC gene (snd & truncated prod gene) ware utilized
a8 mother negative control: The calls were allowed to grow for s total of 69 hours post-induction,
Occasicnally the yeast calls wers indnced at a lower OD, and oaly grown for 4 howrs prior to addition
of tryptopben and pyruvate. However, these monatin substrates appear to inkibit growth and the
addition st higher OD was more affective.

The cell pellaty from the caltures were lysed with 5 mL of YeastBuster™ + 50 pl THP
(Novagen) per gram (wet weight) of cells following mangfacturér’s protocols, with the addition of
protease inhibitors and benzanase muclcase as dascribed in previous exsmples. The culture broth and
cell extracts were filtered and snalyzed by SRM as described in Examplo 10. Using this method, no
momstin was detected in the broth semples, indicating that the colls could not secrete monstin under
these conditions. The proton motive force may be insufficisnt under these conditions or the general
aminD acid transporters may be satorated with tryptophan, Protein expression was not at a level that
allowed for dotoction of changes nsing SDS-PAGE.

Monatin was detsctable (approxiomately 60 j1g/ml) tranxiently in cell extracts of the cultnre
lﬁﬁqumﬁmlpﬂ,mnmhnndwumnddedhﬁ:mﬁm Monatin was
not detecied in any of the negative coanirol cell extracts. Jn vitro asseys for mopstin weve performed
in duplicate with 4.4 mg/ml. of total protein (about double what is typically nsed for E. coli cell
cximacts) using the optimized assay described in Example 6. Other assays were performed with the
sddition of wither 32 pg/ml. C. testosteroni ProA aldolase or 400 pg/ml. AspC aminotransferase, to
determine which enzyme was limiting in the cell extract, Negative controls were pesformed with no
addition of enxyme, or the addition of anly AspC aminotrunsferase (the aldol condengation can occur
to some extent without enzyroe). Positive controls were performed with partially pure enrymes (30-
40%), nsing 16 pg/ml. aldolase and 400 ug/ml. aminotransferase.

In vitro results were analyzed by SRM, The enalysis of cell extracts showed that tryptophan
was effectively transported imto the cells when it was added to the medivm post-indoction, resulting
n tryptophan levels two arders of magnitude higher than thoee in which no sdditionsl tryptophan was
added. The results foc /x vitro monatin apalysis are shown in Table 6 (onmbers indicate ng/ml),

Table 6: Monatin production with yeast cell extracts,

apC - two-gene
construct |+ sldolase| + AspC | construet |+ aldolasef + AspC
repressed (glucose mediom) q 8883' l73.1| 465.1]
24 br induced 2832, 642 1375 91
br induced 4937 340. 71. 1652, 23693
59 b + suba. q 556 659. 21 7558 16688
contro] (purified enzymes) 218 2IHT .
-control (no enzymes) 0 254 r 254
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Positive results were chtained with the full two-gens construct cell extracts with and without
substrate added to the growth medium. ‘These results, in comparison to the positive controls, indicate
that the enzymes ware expressed at levels of close to 1% of the total protein in yeast. The amount af
monatin producad when the cell extract of the azpC canstruct (with truncated pro4) was asssyed with
aldalase was significantly greater than when cell extracts were sssayed alone, and indicates that the
recombinant AspC aminotransforase comprises spproximately 1-2% of the yeast total protsin. The
cell extracts of uninduced cnltures bad & mmall amonnt of activity when assayed with sldolnse dus to
the presence of pative sminotransforases in the cells. When assayed with AspC aminotransfersse, the
activity of the extracts from uninduced cells increased to the amount of toomatin produced by the
negative control with AspC (ca. 200 ng/ml). In contrast, the activity observed when asssying the two
gene construct cell extract increases more when aminotransforase is supplemented than when aldolsse
is added. Since both genes should be sxpressed of the same level, this indicates that the amount of
monstin prodaced is maximized when the lavel of aminotranaferse is higher than that of eldolass, in
agreement with resalts shown in Example 6.

The addition of pyruvate and tryptophen not only inkibits cellular growth, but epparently
inhibits protein expression as well. The sdditian of the pESC-Trp plosmid can be used o correct for
tryptophen suxotrophy of the YPH500 host cells, to provide s means of supplying tryptophan with
fewer effects on growth, expression, and secretion. .

Exampie 13
Improvement of Enzymatic Processes using Coupled Reactions

in theory, if no side reactions or degradation of substrates or intermediates occurs, the
maximim smount of prodnct formed from the enzymatic reaction illustrated in FIG. 1 is directly
proportional to the equilibrivin constants of each reaction, and the cancenirations of tryptophan and
pyrevate. Tryptophan is not a highly solnble substrate, and concentrations of pyruvaie grester than
200 mM appear to have 2 negative effect on the yield (sce Example 6).

Ideally, the concentration of monstin is maximized with respect to substrates, in order to

_ decrease the cost of separation. Physical separations can be performed such that the monatin iy

remaved from the reaction mixtare, preveating the revere reactions from ocomring. The rew
materials snd catalysis can then be regenersted. Due to the similarity of monatin in sige, charge, snd
hydrephobicity to several of the reagents and intermediates, physica) separations will be difficult
unless there is a high amount of affimity for menatin (such as an affinity chromatography technique).
However, the monatin reactions can be coupled to othear reactions such that the equilibrium of the
system is shifted foward monatio production. The following are examples of processes for improving
the yield of monatin obtained from tryptophan or indole-3-pyruvate,

Coupled resctlons using oxwloscetate decarbaxylase (EC 4.1.1.3)
FIG. 11 is an illostration of the reaction. Tryptophan oxidase and catalase are utilized to
drive the reaction in the direction of indale-3-gryruvate production. Catalsse js used in cxces smch

G\
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that hydrogen peroxide is not available o react in the reverse direction or to damage the eneymes or
intermediates. Oxygen is regenerated during (be catalase roaction. Alternatively, indole-3-pyruvate
can be used ps the substrate.

Aspartate is used as the antino donor for the smination of MP, and an aspartate
sminotramsferase i vtilized. Ideally, an aminotrunsfersse that bas & low specificity for the
tryptophen/indole-3-pyruvates rezction in copparison to the MP to monatin reaction is used so that the
aspartate is pot utilized to reaminate the indele-3-pyruvate. Oxaloacotate docarboxylnse (from
Prexdomonas sp.) can be sdded to couvest the comloacetats to pyruvate and carbon dioxide, Since
CO; is volatile, it is not available for reaction with the enzymes, decressing or even preventing the
severse reactions.. The pyruvate produced in this step can alao be utilized in the sldol condensation
reaction. Other docerboxylase enzymes can be nsed, and homnologs are known to exist in
Actinobacilius actinomycetemcomitans, Aquifex aeolicus, Archaeoglobus fulgidus, Asotobacter
vinelandil, Bacteroides fragilis, scvers] Bordetella species, Campylobacter jefuni, Chlorobium
tepidum, Chioroflexus auranticeus, Enterococous faecalis, Fusobacterium nucleatum, Klehsiella
pnonnoniae, Legionella pneumophila, Mapnetococeuy MC-1, Mannkeimia haemolytica,
Methylobacillus flagellatus KT, Paxsurelia multocida Pm10, Petrotoga miotherma, Porphyromanas
gingivalis, sovenal Preudomonas specics, severtl Pyrococeus species, Rhodococeus, sevenl
maritima, Traponema pallidhon, 20d scvenal Vibrio species.

Tryptophan aminotransferase assays were performed with the agpartate aminotransferase
{AspC) from E. colf, the tyrogine aminotransferase (TyrB) from E. coli, the broad substate
sminotransferase (BSAT) from L. mqjor, sud the two commercially available porcine glutumate-
oxaloacetats sminotransferases as described in Example 1. Both oxaloacetste and alpha-ketoglutsmte
ware tesied as the amino acceptar. The ratio of activity using monatin (Example 7) versus activity
using tryptophan was compared, to determine which enzyme had the highest specificity for the

spocificity for the monatin reaction verses the tryptophan reaction is the Porcine type II-A glutsnste-
oxaloacetate aminotansferase, GOAT (Sigom G7005). This specificity was independent of which
amino acceptor was utilived. Therefore, this enzyme was used in the coupled reactions with
oxaloacemte decarboxylase.

A typical reaction starting from indole-3-pymvate incinded (final cuncentrations) 50 mM
Tris-Cl pH 7.3, 6 mM indole-3-pyruvate, 6 mM sodium pyruvate, 6 mM aspariate, 0.05 mM PLP, 3
M potassivm phosphate, 3 mM MgCl,;, 25 ug/ml aminotransferase, 50 pg/mL C. terfosteroni ProA
aldolase, and 3 Units/mlL of decarboxylese (Sigma O4878). The reactions were allowed to proceed
for 1 hour st 26°C. In some cases, the decarboxylsse was omitted or the aspariais was substituted
with alphs_ketogluterate (as negative controls), The sminotransferase enzymes described above were
2ls0 tested in place of the GOAT to confirm estiier specificity experiments, Sarples were filtered
and malyzed by LC/MS as described in Example 10, The results demonstrate that the GOAT
enryme produced the highest amount of mopstin per mg of protain, with the least amount of

bt
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tryptophan produced as a byproduct. In addition, there was a 2-3 fold benefit from having the
decarboxylase enzyme added. The E. coli AspC enzyme also produced large amounts of mogatin in
conparison to the other aminotraneferases. ' _

Maonatin production was incressed by: l)puiudiullylddingzmaddiﬁmofin@ie-
pyruvate, pyravate, and sspartate (cvery half hour to howr), 2) perfanming the reactions in an
amercbic environment or with degassed buffers, 3) allowing the reactions to proceed overnight, and
4) vsing freshly prepared decarboxylase that has not been freepe-thawed multiple times. The
decarboxylase was inhibited by comcentrations of pyruvate greatertban 12 mM. At concentrations of
indole-3-pyruvate higher than 4 mM, side reactions with indole-3.pyravate were hastened. The
amount of indole-3-pyravate used in the reaction could be increased if the amonnt of aldolase was
also incronscd. High levels of phosphate (50 mM) and aspartate (50 mM) were found to be inhibitory
to tho decarboxylase engyme. The smonnt of decarbaxylase enzyme added could be reduced to 0.5
U/ml. with no decrease in monatin production in a one hour reaction. The amount of monatin
produced increased when the femperature was increased from 26°C 1o 30°C and from 30°C 10 37°C;
however, at 37°C the side reactions of indole-3-pyruvate were also hastencd. The amount of monatin
produced increased with increasing pH from 7 to 7.3, and was relatively stable from pH 7.3-8.3.

A typical reaction starting with tryptophan included (final concentrations) 50 mM Tris-Cl
pH 7.3, 20 mM tryptophan, 6 mM aspartotz, 6 mM sodium pyrovata, 0.05 M PLP, 3 mM potassiom
phosphate, 3 mM MgCl,, 25 pg/ml aminotransierase, 50 pg/mL C. testosteroni ProA sldolass, 4
Unit/mL of decarboxylase, 5~200 mU/m L-amino acid oxidase (Sigma A-2805), 168 U/mL
catslase (Sigma C-3515), and 0.008 mg FAD, Reactions weze carried out for 30 mitmtes at 30°C.
Improvement was observed with the addition of decarboxylase. The greatest amount of monatin was
produced when 50 mU/nL of oxidase was used. Improvements were zimilar o those observed when
indole-3-pyruvate was used as the substrate. In addition, the smount of monatin produced increased
when 1) the tryptophan level was low (ie., below the K., of the aminotransferass enzyme apd
therefore unable o compete with MP in the active site), and 2) the ratio of oxidase to aldolse and
aminotransierase was maintained at a level such that indole-3-pyruvate could not sccummiate,

Whether starting with either indole-3-pyruvate or tryptophen, the smount of monatin
produced in assays with incubation times of 1-2 hours increased when 2-4 tinoes the amonnis of all
the enzymes were used while maininining the same enzyme ratio. Using either substrate,
cancentrations of spproxiraately 1 mg/ml. of monatin were achieved. The amount of tryptophan
produced if starting from indole-pyruvate was typically less than 20% of the smount of product,
which shows the benefit of utilizing coupled resctions. With further optimization and control of the
concentrations of intermediates and side reactions, the prodactivity and yield can be improved
gratly.

Couipled reactions using lysine epsilion aminotrangferaze (EC 2.6.1.36)
Lysine qﬁhnauimﬂu:&rm(l.-LyﬁmMummliuu) is found in severa] organinms,
including Rhodococcus, Mycobacterium, Streptomyces, Nocerdia, Flavobacterium, Candida utilis,
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and Streptomyces. Tt is utilized by organinms as the first step in the production of some beta-lactam
antibiotics (Rius and Demmin, J. Microbiol Biotech., 7:95-100, 1997). This enzyme converts yysine
to L-2-sminocadipate 6-semialdelryde (allysine), bry a PLP-mediated transamination of the C-6 of
lysine, utilizing alpha-ketoghutarate as the amino acceptor. Allysine is unstable and spontancously
undergoes an intramolecular dehydmtion to form 1-piperideine 6-carboxyhte, a cyclic molecule.
This eftectively inhibity any reverse reaction from ocenring. The reaction scheme is depicted in FIG.
12. An alternative exzyme, lysine-pyravate 6-trmsarminase (EC 2.6.1.71), cam also be used.

A typical reaction cantained in 1 mL: 50 mM Tris-HCl pH 7.3, 20 mM indole-3-pyravate,
0.05 mM PLP, 6 mM potassium photphate pH 8, 2-50 mM sodium pyruvats, 1.5 mM MgCl,, 50 mM
lysine, 100 pg smiinotransferase (lysing epsilon aminotransferase LAT-101, BioCatalytics Pasadena,
CA), and 200 ug C. resiosteroni ProA aldolssc. The amount of monatin produced increased with
increasing concentrations of pyruvate. The maxizmm amount using these reaction conditions (st 50
oM pyruvate) was 10-fold less than what was observed with coupled reactions using oxaloscetate
decarboxylase (approximately 0.1 mg/mL).

A peak with [M+H]" = 293 elnted at the expected time for monatin snd the mass spectrum
comtzined several of the same fragmants observed with other enzymatic processasn. A second peak
with the corroct mass to charge ratio (293) cluted slightly earlicr than what is typically observed for
the §,S monatin produced in Example 6, and mmy indicste the presence of another isomer of monatin.
Very little tryptophan was produced by this cnzyme. However, there is likely some activity on
pyruvate (producing alanine 23 a byproduct). Also, the enzyme is known to be unstable.
Ioprovements can be mmade by perfieming directed evolution experiments to increase stability,
reduce the activity with pyruvate, and increaso the activity with MP. These reactions can also be
coupled to L-amino scid oxidase/catalase a5 described sbove.

Other coupled reactions

Another coupling reaction that can improve monatin yicld from tryptophan or indole-
pyruvate is shown in FIG. 13. Formate dehydrogenase (EC 1.2.12 or 1.2.1.43) is a common enzyme.
Some formate dehydrogemuses require NADH whils others can utilize NADPH. Glutamate
dehydrogenase catalyzed the intercanversion between the mouatin precursor and monatin in previous
examples, using ammonium based buffers. The presence of ammonium formate and formate
debydrogenase is an efficient systemn for regeneration of cofactors, and the production of earban
dioxide is an efficient way to decresse the rate of the reverse reactions (Bommarius er al.,
Biocotalysis 10:37, 1994 and Galkin ey a/. Appl. Environ. Microblol 63:4651-6, 1997). In sddition,
large amounts of ammonium formate can be dissolved in the reaction buffer. The yield of monatin
produced by ghutamate dehydrogenase reactions (or similar reductive sminations) can be improved by
the addition of formaie dehydrogenase and srarponiwy formate.

Other processes can be used to drive the equilibrivm toward monatin production. For
instance, if aminopropane is utilized as the amino scid donor in the conversion of MP to monatin with
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AD omega-gmine acid aminotrangferase (EC 2.6.1.18) such as those described by in US patents
5,360,724 and 5,300,437, one of the resulting products wonld be acetome, a more volatile product
than the substrate, aminopropane. The temperature can be mised periodically for short periods to
flash off the acetoma, thereby allevisting equilibrium. Acetone has a boiling point of 47°C, a
texperature not likely $o degrade the intermediates if nacd for ahort periods of time. Most
sminotrangferases that have activity on alpha-ketnghuterate also have activity an the monatin
precunsor. Similarly, if a glyoxylate/sromatic acid aminotransferase (BC 2.6.1.60) is used with -
glycine as the amino denor, glyoxylste is produced which js relatively unstable and has a highly
reduced boiling point in comparison 1o glycine.

EXAMPLE 14
Recombinant Expression

'With publicly available enzyme cDNA and amino acid sequences, snd the enzymes and
sequences discloged herein, such as SEQ ID NOS: 11 and 12, as wall as varianty, polymorphisms,
mutents, fragments and fusions thereof, the expression and purificstion of any protein, such as an
enxyms, by standard laboratory techmiquas is ensbled. One skilled in the art will enderstand that
enrymes and fragments thereof can be produced recombinantly in sny cell or organiem of interest,
and porified prior to use, for example prior to production of SEQ ID NO: 12 und derivatives thereof.

Methods for producing recombinant protains are well known in the art. Therefore, the scope
of this disclosure includes recombinsat expression of any protein or fragment thereof, such as sn
enzyme. For example, see U.S. Patent No: 5,342,764 o Jobneon ef al.; U.S. Patent No: 5.346,819 to
Pausch ef al.; U.S. Patent No: 5,876,969 to Fleer ef al. md Sambrook ef al. (Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, New York, 1989, Ch. 17).

Briefly, partial, foll-length, or varisut cDNA sequences, which encods for a protein or
peptide, can be ligated into an expression vector, such as a bacterial or cularyotic expreasion vector.
Proteins and/or peptides can be produced by placing a promoter upstream of the cDNA scquence.
Examples of promoters include, bat are not limited to lac, &rp, fac, tre, major operstor and promaoter
regions of phage lambda, the contral region of &d coat protein, the extly and lats promnters of SV40,
for 3-phosphoplycerate kinase, the pramoters of yeast scid phosphatuse, the promoter of ths yeast

Vectors suitable for the prodoction of imtact native proteins include pEC30 (Shimatake and
Roscoberg, 1981, Nature 292:128), pKK177-3 (Amann and Brosius, 1985, Gene 40:183) and pBT-3
(Stodier and Moffutt, 1986, J. Mol Biol. 189:113). A DNA sequence can be transferved to other
cloning vehicles, much as other plasmids, bacteriophages, cosmids, animal viruses and yeast artificial
chromosomes (Y ACs) (Burke et al., 1987, Science 236:806-12). These vectors can be introdnced
into a variety of hosts including somatic cefls, and simple ar complex organisms, such as bacteris,
fungi (Timberfake and Marshull, 1989, Sclence 244:1313-7), invertobrates, planis (Gasser and Fraley,
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1989, Sciance 244:1293), end muxumals (Purse] of al,, 1989, Science 244:1281-8), which are rendered
transgenic by the introduction of the heterologous cDNA.

For expression in msmmatian cells, 8 cDNA sequence can be ligated to beterologous
promoters, such 88 the simizn virus SV40, pramotar in the pSV2 vector (Mulligen sad Berg. 1981,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2072-6), end introduced into cells, such as monkey COS-1 cells
(Ghuzaman, 1981, Cell 23:175-82), to achicve trensient or long-term expression. The stable
integration of the chimeric gene constract mery be maintined in ‘mammalian cells by biochemical -
seloction, such as noomycin (Souther and Berg, 1982, J. Mol. Appl. Genet. 1:327-41) and
mycophoenolic scid (Mulligan sod Berg, 1981, Proc. Nail. Acad. Sci. USA T8:2072-6).

The transfier of DNA into eularyotic, such ss buman or other manmalian cells, is »
conventional tochmitue. The vectors are introduced info the recipient cells as pare DNA
(transfection) by, for example, precipitation with calcinm phosphate (Grahem and vander Eb, 1973,
Virology 52:466) strontium phospbate (Brash f al., 1987, Mol. Coll Biol. 7:2013), electroporatian
(Neumann et al,, 1982, EMBO J. 1:841), lipofection (Relgner ef al,, 1987, Proc. Narl, Aced. Sci USA
84:7413), DEAE dextran (McCuthan ot al., 1968, J. Nal. Cancer Inat. 41:351), microigjection
(Mueller o al., 1978, Cell 15:579), protoplast fusion (Schafiner, 1980, Proc. Natl. dead. Sci. US4
77:2163-7), or pellct guns (Klein et al., 1987, Nature 327:70). Alternatively, the cDNA can be
introduced by infection with viras vectars, for example retroviruses (Bemstuin o al., 1985, Gen.
Engry. 7:235) mch as adcnoviruses (Abnad o al., 1986, J. Mirol. 57:267) or Hexpes (Spaetz of al.,
1982, Cell 30:295).

In view of the many possible exbodiments to which the principles of our disclosure may be
applied, it should be recognized that the illustrated embodiments are only particular examples of the
disclonure and should not be taken as 2 limitation on the scope of the disclosure. Rather, the scope of
the digclogure is in accond with the following clsims. We therefore claim a1 our inveotion all that
comes within the scope snd spirit of these clxims.
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‘We claim:
1. Aﬂdhwﬁnﬂhmﬁmﬁhmmwm

2. A method of producing monatin, ccmprising converting tryptophan and/or indole-3-lactic acid to
Tnonatin, wherein the method cozoprises:

contacting tryplophan or indole-3-Iactic acid with a first polypeptide, wherein the first
polypeptide convests the tryptophan or indole-3-Iactic acid o indole-3-pyruvate;
contacting the indole-3-pyravate with 2 second polypeptide end a C3 carbon source, wherein the
second polypeptide converis the indole-3-pyruvate and the C3 carbon source to 2-hydroxy 2-(indal-3-
yimatbyl)-4-keto ghutaric acid; and

cantacting the 2-hydroxy 2-{indol-3ykmethyl)-4-keto glutaric acid with a third polypeptide,
wherein the third polypeptide coverts the 2-hydroxy 2-{indol-3ylmethyl)-4-keto giutaric scid to
monatin

3. The method of claim 2, wherein the first polypeptide ia selected from the group coasisting of
tryptophan sminotransferase (BC 2.6.1.27), tryptophan dehydrogenase (EC 1.4.1.19), tyrosine
(aromatic) sminotransferase (BC 2.6.1.5), tryptophen-phenylpynuvate transayuinase (EC 2.6.1.28),
nwitiple substrate aminotnsferase (EC 2.6.1.-), aspartate sminotransferase (BC 2.6.1.1), tryptophau
oxidase, L-amino acid oxidase (EC 1.4.3.2), D-amino acid dehydrogeaase (EC 1.4.99.1), D-amino
acid oxidase (BC 1.4.3.3), D-tryptopban aninotransferase, D-slanine aminotransferass (BC 2.6.1.21),
glutamate dehydrogenase (BC 1.4.1.2-4), phenylalmine dehydrogenase (BC 1.4.1.20), ind »
cambination thereof, and wherein the fist polypeptide converts tryptophan to indole-3-pyruvata,

4. The method of claim 2, wherein the first polypeptide is selected from the group consisting of
indolclactate dehydrogenase (BC 1.1.1.110), R-4-hydroxyphenyliactate debydrogenase (BC
1.1.1.227), 3-(4)-hydrexyphenylpyruvate redactase (EC 1.1.1.237), lactate debydrogennse (BC
1.1.127, 1.1.1.28, 1.1.2.3), (3-imidezol-5-yl) lactate dehydrogennse (BC 1.1.1.111), and lactate .
oxidase (EC 1.1.3.-), ara combination thereof, snd wherein the first polypeptide coaverts indole-3-
Iactic acid to indole-3-pyruvate.

5. The method of claim 2 or 3, wherein the first and/or third polypeptide comprises:

an amnino acid sequeace shown in SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 32, Genhank Accession
No: NP_388848.1, Genbank Accession No: ZPO0005082. 1, or Genbank Arcession No:
AACMO14.Y;

&0 amino acid sequence comprising at Jeast 90% sequence identity with the sequence shown
in SEQ IDNO:2, 4, 6, &, 10, 12, 14, 32, Genbank Accession No: NP_388848.1, Genbank Accession
No: ZPQ0005082.1, or Genbank Accession No: AAC74014.1; or
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smino acid sequences that differ from SEQ ID NO: 2,4, 6, 8, 10, 12, 14, 32, Genbank
Accession No: NP_388848.1, Genbank Accession No: ZP00005082.1, or Genbank Accession No:
AAC74014.1 by less than 50 comsexvative amino acid substitations, wherein the amino acid sequence
cmuqhypwphntoindoh&pymvm

6. The method of claim 2, whercin the second polypeptids is an EC 4.1.2.- o EC 4.1.3.- enzyme,

7. The method of claim 6, wherein the 5C 4.1.3.- cosyme is 4-hydroxy-2-ozogintarste glyoxylste-

}yase (BC 4.1.3.16), 4-hydroxy-4-methyl-2-oxoghrisrate pyruvate-lyase (EC 4.1.3.17) ora
combination thereof,

8. The method of claim 2, wherain the third polypeptide is selected from the group consisting of
tyrosine (srosoatic) sminotransferase (BC 2.6.1.5), tryptophan delrydrogenase (EC 1.4.1.19),
tryptophan-phenylpyravate tomsaminase (EC 2.6.1.28), tryptophan sminotransferase (EC 2.6.1.27),
aspariate aminotrnsferase (2.6.1.1), D-alanine sminotrnsferase (EC 2.6.121), D-typtophm
sminotransferase, ghatamate dehydrogenase (EC 1.4.1.2-4), phenylalanine dehydrogenase (BC
1.4.1.20), oxatiple substrate aminotransferase (EC 2.6.1.+), D-amino acid dehydrogeoase (EC
1.4.99.1), snd a combination thereof.

9. The method of claim 2, wherein the first polypeptide comprises an amino acid oxidase (EC 1.4.3.-
) and a catalase (EC 1.11.1.6), and wherein the first polypeptide converts tryptophen to indole-3-
pyruvate,

10. The method of claim 9, wharein the amino acid oxidase comprises a tryptophan oxidass.

11. The method of claim 2, wherein the C3 carbon source is selected from the group consisting of
pyravate, phosphoenolpyruvate, alanine, serine, cysieine, or a combination thervof,

12. The method of clsim 11, wherein the pyruvets is produced by alenine and a polypeptide capsble
of tranasmination of alanine; serine and 3 polypeptide capsble of beta-climination of serine; cystaine
and a polypeptide capable of bets-elimination of cysteine; aspartate and a polypeptide capable of
beta-lyase reactions with a dicarboxylic amino acid; lactate and lactats axidase (BC 1.1.3.-) or lactate
dehydrogenase (EC 1.1.1.27, 1.1.1.28, 1.12.3); or a combination thereof.

13. The method of claim 2, wheroin the method further comprises reducing an smount of hydrogen

peroxide produced when tryptophan is converted to indole-3-pyruvate, by contacting the hydrogen
peroxide with a catalase.

>
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14. The method of claim 2, wherein the second polypeptide comprises an amino acid sequanco
selactad from the grovp consigting of

SEQ ID NO: 66, Genbank Accession No: CACA6344, Genbank Accession No:
CABME:?.I. Genbank Accossion No: AAC74920.1, or Genbank Accession No: CACA7463.1;

am amino acid sequencs canprising at lesat 90% sequence identity to SEQ ID NO: 66,
Genbank Acceagion No: CAC46344, Genbank Accession No: CAR14127.1, Genbank Accession No:
AAC?4920.1, or Genbank Accession No: CACA7463.1; or

amino acid sequsnces that differ from SBQ ID NO: 66, Geubank Accession No: CACAG344,
Genbank Accession No: CAB14127.], Genbank Accession No: AAC74920.1, or Genbank Accession
No: CAC47463.1 by less than 50 conservative amino acid snbstitations, wherein the smino acid
stquence converts indole-3-pyruvate and pyravate to MP.

15. The meothod of claim 8, wherein the third polypeptide comprises en sspaxtate aminotransferase,
wherein the 2-hydroxy 2-(indol-3-yimethyl)-4-keto glotaric acid is contacted with aspartate to
produce oxaloacetsts and monatin.

6. The method of claim 15, further comprising comtacting oxaloacetate with 8 decarboxylase,

17. The method of claim 2, wherein the third polypeptide comprises a lysine opsilon
sminotransferase, and wherein the 2-hydroxy 2-(indol-3-yimethryl)-4-keto gintaric acid is forther
contacted with lysine. )

lB.Mn@dﬂdMZ.Mhmﬂmﬁ#mmmmﬁMn
amination activity and a polypeptide that is capable of recycling NAD(P)H.

19. The method of claim 18, whexein the enzyme baving reductive amination activity is selected
from the group consisting of glutsmate dehydrogenase, phenylalanine dehydrogenase, tryptophan
debydrogenase, or a combination thereof.

20. mmdahﬁnll.mmepwwe‘ofmdingmﬁnﬁﬂ
produces a volatile product,

21. The method of claim 20, wherein the polypeptide that is capable of recycling NAD(P)H and
producing a volatile product comprises formate dehydrogenase, and wherein the valatile product
produced is carbon dioxide.

22, The method of claim 2, wherein the method comprises converting indole-3-lactic acid to
monatin.
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23. The method of claim 2, where at loast 10 /L of monatin is produced.
4. A methad of producing monstin comprising converting indole-3-pyruvate to monatin.
5. Amﬁdofpudmumnﬂnmsmvuﬂglqﬁophnnm

26. A cell capable of producing monatin, wherein the cell comprises at least one exopenous pucleic
acid sequence encoding at Jeast ane polypeptide, wherein the st least ane polypoptide converts a first
intermediate in a pathway to make monatin into a second intermediste or inio manatin,

27. The cell of claim 26, wherein the at lesst one polypeptide is selected from the group

consisting of tryptophan aminotransferase (EC 2.6.1.27), tryptophan delrydrogenase (EC 1.4,1.18),
tyrosine (sromatic) amznotransferase (BC 2.6.1.5), tryptophan-phenylpymavate transaminase (EC
2.6.1.28), rultiple substrate aminotransferase (BC 2.6.1.-), tryptophan oxidase, L-amino acid oxidase
(EC 1.4.3.2), aspertate aminotransferase (EC 2.6.1.1), D-amino acid dehydrogemase (EC 1.4.99.1), D-
amino scid oxidase (BC 1.4.3.3), D-alxnine aminotransferass (EC 2.6.1.21), D-tryptophan
aminotransferase, indolelactate dehydrogenase (EC 1.1.1.110), R-4-hydroxyphewrylisctate
dehydrogenase (EC 1.1.1.222), 3-(4)-hydroxyphenyipyruvate reductase (EC 1.1.1.237), lactate
dehydrogenase (BC 1.1.1.27, 1.1.1.28, 1.12.3), (3-imidazal-S-y}) lactste dehydroganase (EC
1.1.1.111), lactate axidase (EC 1.1.3.-), synthase/lyase (4.1.2.-), synthase/lyasc (4.13.-),

phenylalanive deliydrogenase (EC 1.4.1.20), ghutamste debrydrogenase (EC 1.4.12, 1.4.13, 1.4.14),
and a combination thareof,

28. The cell of claim 27, wherein the at least one polypeptids is selectad from the group consisting
of: tryptophan sminotransferase (EC 2.6.1.27), tryptophan dehydrogenase (BEC 1.4.1.19), tyrosine
(aromatic) aminotransferase (EC 2.6.1.5), tryptophsn-phenylpyruvate transnntinase (EC 2.6.1.28),
mmltiple substrate aminotransferase (EC 2.6.1.-), aspartate aminotransferasa (BC 2.6.1.1), tryptophan
oxidese, L-amino acid oxidase (EC 1.4.3.2), D-smino acid dehydrogenase (BC 1.4.99.1), D-amino
acid oxidase (EC 1.4.3.3), D-alanine aminotrmsfersse (BC 2.6.1.21), D-tryptophan
aminotransferase, synfhase/lyase (EC 4.1.3.-), synthase/lyase (4.1.2.-), phenylalanine dehydrogennse
(EC 1.4.120), glutamats delrydrogenass (EC 14.1.2, 1.4.13, 1.4.1.4) and a combination thereof.

29. The cell of claim 27, wherein the at least one polypeptide camprises an activity selected from the
group caonsisting of indolclactato deliydrogenass (EC 1.1.1.110), R-4-hydroxyphenyllactate
dehydrogenase (EC 1.1.1.222), 3-{4)-hydroxyphenylpyruvate reductase (EC 1.1.1.237), lactate
debydrogenase (EC 1.1.1.27, 1.1.1.28, 1.1.2.3), (3-imidazol-5-yI) lactate dehydrogenase (EC

1.1.1.111), Inctate oxidase (EC 1.13.-), synthase/lyase (4.1.2.-), synthase/lyaso {4.13.-), tryptophan

dehydrogenase (EC 1.4.1.19), tryptophan-phenylpymivate transaminase (EC 2.6.1.28), tryptophan
sminotransferige (EC 2.6.1.27), tyrogine (sromatic) aminotransferase (EC 2.6.1.5), multiple substrate
sminotransferase (EC 2.6.1.-), aspariate sminotransferase (EC 2.6.1.1), ghutsmate dehydrogenase (BEC
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1.4.12, 14.13, 1.4.1.4), phenyhlanine dehydrogenase (EC 1.4.1.20), D-tryptophan
aminotrnsferase, D-amino acid dekydrogenase (EC 1.4.99.1), D-slanine aminotransferase (EC
2.6.121) and a combination thereof

30, The cell of chuim 27, wherein the syathase/lyase (BC 4.1.3.-) comprises 4-bydroxy-2-
oxoglummte aldoiase (EC 4.1.3.16) or 4-hydroxy-4-methyl-2-oxoghutarte aldoless (BC 4.1.3.17).

31, The recombinant cell of claim 26, whercin the cell is a bacterial call.
32, The yrecombinant cell of claim 26, wharein the cell is & yeast coll.

33. The cell of claim 27, wherein ths cell frther comprises ane ar move polypoptides that aro
encoded on at least ons exogenous mucleic acid sequence, wherein the polypeptides comprise
activities selected from the gronp contisting of: catalase, oxaloacetutn decarboxylase, lysine epsilon
aminotransferase, and formate dehydrogenase.

34. A polypeptide comprising s amino acid sequence sclected from the group consisting of
Genbank Accession No: PO0913), Genbank Accession No: NP_290344, Geubank Accession No:
CAA34096, Genbank Accession No: NP_246359, Genbaink Accession No: AAB96579, Genbank
Accession No: NP_232561, Genbank Accession No: Q39342, Genbark AccessionNo:

‘P28796Genbank Accession No: 1AX4_A, Genbank Accesyion No: BAA34638, Genbank Accession

No: P31014, Genbank Accession No: P31015, Genbank Accession No: NP_280989, Genbapk
Accesgion No: AAC33284, Genbank Accession No: NP_147638, Genbank Accession No:
AAFG63441, or Genbank Accestion No: AAA24679, where the amino acid reyidues at position 103
and 299 with respect to Genbank Actession No: NP_418164 have been changed to broaden
specificity of the polypeptide to accept dicarbaxylic smino acid substrates.

35. The polypeptide of claim 34, where the change in the amino acid sequence is selected from the

g:wpeunnmngof upnholmdugdhhmmlﬂwbmndvﬂu
zwbmmqndnhthum

36. A polypeptide comprising an amino acid ssquence selected fiom the group consisting of
Genbank Accession No: 2TPL_A, Getibenk Accession No: P31012, Geabank Accession No: P31013,
A49493, Genhank Accassion No: P31011, Genbank Acceasion No: AAB24234, Genbank Acoession
No: 1TPL A, , Genbank Accession No: 1TPL._B, Genbank Accession No: NP_245748, Geabank
Accession No: AAB41499, Genbank Accession No: Q08897, Genbank Accession No: T45297, and
Genbank Accession No: AAA71928, where the amino acid residues st position 100 and 283 with
respect to Genbank Accession No: X66978 bave been changed to broaden a specificity of the
polypeptide to accept dicarboxylic acid amino acid substrates,
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37. The polypeptide of claim 36, whare the change in the amino acid sequence is selected from the

growp consisting of: arginine 100 changad to threonine, arginine 100 changed to threonine and valine
283 to mxgimine; and valine 283 to arginine, :

34. The polypeptide of claim 34 ar 36, wheruin the gubstrata is aspariate.

39. A method of making monatin comprising reacting at least one alanine derivative blocked at
carbaxyl and aming groups, and at least ops indole-3-pyruvats derivative blocked at a carboxyl
group-

40. The method of making monatin sccording to claim 39, wherein the alaning derivetive is 3-
chloro-alanine or 3-bromo-alanine, and wherein the indolo-3-pyruvate is rescind with the alxzine
derivative in a Grignand or crganolithium reaction.

4). A method of making monatin comprising converting a sobstrate selected from the group
consisting of tryptophav, indole-3-lactic acid, indole-3-pyruvste, and 2-hydroxy 2-(indol-3-
ylmethyl)-4-keto glateric acid, %o ane or mare intermedistes, wherein monstin is made.

42.  The method of clxim 41, wharein at least one of the intermedinte products is couvested via a
chemical roaction.

43.  The method of claim 41, wherkin at least ope of the intermediste products is converted via a
polypeptide.

44, An isolated nucleic acid comprising et loast 90% sequence identity to SEQ ID NO: 11.
45. The solated mucleic acid of claim 44, wherein the mcleic scid comprises SEQ ID NO: 11.

46. The isolated miclzic acid of ciaim 44, wherein the nuclaic acid camprises st least 20 consecutive
macleotides of SEQ ID NO: 11,

47. A vector comprising the isolated nueleic acid of claim 44.
48. A recombinant cell corprising the vector of claim 47.

49. An isolated protein encoded by the isolated nucleic acid of claim 44.

S
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50. The isolated protein of claim 49, wherein the protein comprises a sequance that has at least 90%
sequence identity to SEQ ID NO: 12.

51. The isolated protein of clxim 50, wherein the protein comprizes SEQ ID NO: 12.

52. A mathod for producing monatin comgrising converting 2-hydroxy 2-(indol-3-yhmetiryl)-4-keta
ghotaric acid t0 moustin. )

53. The method of claim 52, wherein the mwthod fisrther comprives detection of the 2-hydroxy 2-
{indol-3-ylmethyl)-4-keto glutaric acid by mass apectromeiry.

54. A composition comprizing 2-hydruxy 2-(indol-3-yimethyl)4-koto ghutaric acid.

55. ‘The method of claim 2, wherein the tryptophan is produced from indole using s polypeptide
fomEC4.1.99.1.

56. A metbod for producing owastin comprising reacting tryptophan with one or more
palypeptides.

57 The method of claim 56, wherein the one ar more polypeptides is selected from the grovp
consisting of ; tryptopkan sminotransferase (BC 2.6.1.27), fryptophan dehydrogenase (EC 1.4.1.19),
tyrosine (sromatic) aminotransferase (BC 2.6.1.5), tryptophan-phenylpyruvate transaminesc (BC
2.6.128), multiple substrate sminotransferase (BC 2.6.1.-), aspastate aminotransferase (BC 2.6.1.1),
tryptophan oxidase, L-amino seid oxidsse (BC 1.4.3.2), D-amino scid dehydrogenase (BC 1.4.99.1),
D-amino acid oxidase (EC 1.4.3.3), D-alanine aminotransferase (BC 2.6.121), D-tvyptophan -
aminotransfesase, synthase/lyase (EC 4.13.-), synthase/lyage (4.1.2.-), phenylalaning dehydrogenase
(BC 1.4.1.20), gintsmate debydrogenass (EC 1.4.1.2, 1.4.1.3, 1.4.1.4) and a combination thervof.
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Glucose

l U.S. Patent No. 4,371,614

Tryptophan

EC 2.6.1.27 tryptopbsn aminotransfcrase

EC 2.6.1.5 tyrosine (aromatic) aminotransferase
EBC 1.4.1.19 tryptophan dehydrogenase

EC 1.4.1.2-4 glutamate dchydrogenase

EC 1.4.1.20 phenylalanine dehydrogenase

EC 2.6.1.28 tryptophan-phenylpyruvate transaminase
EC 2.6.1.- multiple substrate aminotransferase
EC 2.6.1.1 aspartate aminotransferase

EC 1.4.3.2 L-amino acid oxidage

tryptophan oxidase {(no BEC number)
D-tryptophan aminotransferage (no EC number)
BC 1.4.99.1 D-amino acid dehydrogenase

BEC 1.4.3.3 D-amino acid oxidase

¢ EC 2.6.1.2]1 D-alanine aminotransferase

Indole-3-pyruvate

EC 4.1.3., 4.1.2.- lyase, synthase .
EC 4.1.3.16 4-Hydroxy-2-oxoglutarate glyoxylate-lyase

EC 4.1.3.17 4-Hydroxy-4-methyl-2-oxoglutarate pyruvate-lyase
Chemical aldol condensation

2-hydroxy 2-(indol-3-ylmethyl)-4-keto ghitaric acid

EC 2.6.1.27 tryptophan aminotransferase
EC 2.6.1.5 tyrosine (aromatic) aminotransferase
EC 1.4.1.19 tryptophan dehydrogenase

BC 2.6.1.28 tryptopban-phenylpyruvate transaminase
EC 2.6.1.- multiple substrate aminotransferase

EC2.6.1.1 aspartate aminotransferase

BC 1.4.1.2-4 glutamate dehydrogenase

EC 1.4.120 phenylalanine dehydrogenage

BC 1.4.99.1 D-amino acid dehydrogenase

BC 2.6.12] D-alsnine aminotransferase

l D-tryptophan aminotransferase (no EC mumber)

Monatin

FIG. 2
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<110>
<l20>
<130>

<150>
<151>

<160> 74

<170>

<210> 1
<211 >
<212>
<213>

DA

<400> 1
atgttcgacg

aggaaggatg
ggacgcacgc
gacagcaagg
ctegtegged
tcecggegege
ctegggetge
gceacctacy
gcgetggaag
accggcggcy
ggecctgetge
gtcgogggec
tegaagtect
actgcectegg
atgcecgecgy
cgcgactgga
cttgcegagg
atgttctcca

atctatatgc

gagattgecg

6682-64349

60/374,831
2002-04-23

1170

ccctegeceg
agcgeccegg
cgatcttoceyg
cétatntcgg
gcgacacgat
teegtttgge
cgagctggce
acttcttcga
gcgccgeate
tcctgagega
cgctcgtoega
tecggeatct
tcgggcttta
cggacagggt
atecacggcge
cggaggagct
gactecgcac
tgctgceget
cggcatccgg

gcaagttcac

SEQUENCE LISTING

Cargill, Incorporated

PatentIn version 3.1

Binorhiszoblium meliloti

ccaagccgac
aaaggtcgat
ggccgtcaag
cecogaagyy
cgagcggage
ggcggacete
gaaccacgcg
cattccgtcg
cggcgatgeg
agcacaatgg
tetcgoctat
tetoggogtg
tcgegageoge
gcgctcaaac
agccgtegtyg
cgagacgatyg
ccgectggeag
ttecegaageg
ccgcatcaac

cagtctetga

gatcccttge
cteggegtag
gcggcggaaa
gaccteogtet
catgttgegg
atcgoeegea
ccgatctteca
cagtceggtca
gtgctgetge
atggagatcg
caggggtteg
gtcccggaag
gcgggcgcga
ctegegaggec
cggacgatce
cggetcagga
agcctcggeg
gaggttatge
atcgcoggge

Folypeptides and Biosynthetic Pathways

ttttcectgat
gagtctateg
agcggcttct
ttctcgateg
gcgtccagac
tgggcggceg
aggcggcegy
tcttcgataa
atgcaagctg
ccgegetggt
gcegeggeet
cgctecgtege
tcttegegey
tcgcacgcac
ttgacgacce
tgacgggcet
cagtcgeega
ggctcaggac

tgaagacggc

PCT/US03/12588
cggectgtte 60
cgacgagacc 120
cgaaacacag 180
gctetgggaa 240
geceggegge 300
aggcatctgg a60
gctcgntgtc 420
tetggtgage 480
ccacaacceg 540
ggcecgagege 600
cgaccaggat 660
ggtttectage 720
gaccagctocyg 780
cagctattcc 840
ggaactcagg 900
ccggeggteg 960
teaggaggge 1020
cgagcacage 1080
99llgccgcé 1140

1170
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<210> 12

<211> 389
<212> PRT
<213>

<400> 2

Met Phe Asp
1

Ile Gly Leu

Val Gly Val
35

Val Lys Ala
50

Tyr Ile Gly
65

Leu Val Gly

Thr Pro Gly

115

His Ala Pro
130

Phe Phe Asp
145

Ala Leu Glu
Cys His Asn
Ile Ala Ala

195

Ala Tyr Gln

Ala Leu Ala Arg Gln Ala

Asp Glu

Lya Arxg
55

Gly Asp
70

Thr Ile

Gly Ala

Gly Ile

Lys Ala

135

8er Gln
150
Als Bex

Gly aly

Ala Glu

Biporhizobium meliloti

Phe Axg Lys Asp Glu Arg Pro

Thr Gly Arg
40

Leu Leu QGlu

Leu Val Pha

Glu Arg Ser
80

Leu Arg Len
105

Trp Leu QGly
120

Ala Qly Leu

Bex val Ile

Gly Asp Ala
170

Val Leu Ber
185

Arg Gly Leu
200

Phe Gly Arg Gly leu Asp Gln Asp

Asp Asp Pro Leu Leu
1o

dly Lys Val

Thr Pro Ile
45

PCT/USU3/12588

Phe Leu
15 .

Asp Leu Qly

Phe Arg Ala

Thr Gln Asp Ser Lys Ala

60

Leu ASp Arg
75

His Val Alm

Leu Trp Glu

Gly Val Glu

Ala Ala Asp Leu Ile Ala

Leu Pro Ser
135

Asp Ile Ala
140

Phe Asp Asn
155

TIrp Pro Asn

Thr Tyr Asp

Leu Val Ser

160

Val Leu ILeu His Ala Ber

175

Glu Ala Gln Trp Met Glu

Leu Pro Leu Val Asp Leu

Val Ala Gly Leu

%
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2190

Arg His Leu Leu Gly Val
225 230

Ber Lys Ber Phe Gly Leu
245

Arg Thr Ser Ser Thr Ala
460

Gly Lau Ala Ary Thr B8er
275

Val Val Arg Thr Ile Lau
290

Glu Glu Leu Glu Thr Mst
305 310

Leu Ala Glu Gly Leu Arg
325

Asp Gln Glu Gly Met Phe
340

Net Arg Leu Arg Thr Glu
ass

Ile Asn XIle Ala Gly Leu
370

Lys Phe Thr Ser Leu
aas

<210> 3

<211> 1260
<212> DHA
<21)d>

<400> 3

215

Val Pro Glu Ala Leu
235

Tyr Arg Glu Arg Ala
250

Ser Ala Asp Arg Val
265

Tyr Ber Met Pro Pro
280

Asp Asp Pro Glu Leu
2895

Arg Leu Arg Met Thr
315

Thr Arg Trp 6ln Ber
iio

Ber Met Leu Pro Leu
345

His Gly Ilas Tyr Met
360

Lya Thx Ala Glu Ala
a7rs

Rhodobacter sphaesroides

atgcgetceta cgacggetee tggtccogagt goguygoatgta

aaggatgacg aaggaatgct gaccgccectg aagccgcage

ctgatccaga tgttecgoga ggatgegege geggacaags

tacaaggacc cgaccggget caccccggte atgegggocg

PCT/USON 12588

Val Ala Val Ger Cys
240

Gly Ala Ile Fhe Ala
255

Arg Ber Asn lLeu Ala
270

ABp His Gly Ala Ala
285

Axrg Arg Asp Trp Thr
Joo

Gly Leu Arg Arg Ser
320

Leu Gly Ala Val Ala
i35

Ber Glu Ala Glu Val
350

Pro Ala Ser Gly Arg
365

Ala Glu Ile Ala Qly
380

tgacgatctc aaggtcgcga

ccgeggacaa gatcctgecaa
togatctggg cgtgggcgte

tgaaggcgge cgagaagegg

120

180
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ctetgggagg
gccgegatgg
geccaccocey
cccgaggeca

tatctcggca

gocgagggea
ggetgetgee
gagagcctag
gacgggctcg
ctgategegg
atcgccateg
cggcagaact
gacgagacgc
acactgcqcc
ttogtggecy
cggctgcgga
ctgaaccgga
<210> 4

<211> 419
<212> PRT

<213>

<400> 4

tecgagaccac
cgaagctgat
gcggcacggy
cegictggat
tccogatgey
tgatggagga
ACAACCCYAC
cccggacagg
agatggaktgc
cctectgete
gegaggegge
actcctteec
tgagegecega
gececagettge
agcatcgegg
ccgagecacgyg

cgaccgtgee

caagacctac
cctegeggge
cgeggtgegt
ctcgaacecy
ggaataccge
tatggcceag
cggcgecaac
cgeggtgccy
ggcggcgacy
gaagaacttc
gggccggggc
gccggaccat
ctaggaaggcy
cgatgegekyg
catgtteteg

ggtectacatg

ggtgctageg

Rhodobacter sphaeroldes

accggecttg
geggteccgg
caggecgeteg
acctggeega
tatttcgacg
gtgaaggcog
ccgaaccegy
ctgatcgace
cggcttctgy
ggcatctace
acggtgcagg
ggcgegegge
gaactcgagy
caggccgaga
cgccteggga
gtgggegatt
cgegeggtgy

Met Arg Sexr Thr Thr Ala Pxo Gly Pro Ser Oly

1

10

Ber Arg Ser Arg Lys Asp Asp Glu Gly Met Leu
25

Gln Pro Ala Asp Lys Ile Leu G1ln Leu Ile Gln

as

Ala Arg Ala Asp lLye Ile Asp Leu Gly Val Gly

50

Thr Gly Leu Thr Pro Val Met Arg Ala Val Lya

70

75

ccgacgagee
ccgacegggt
agctgatecg
accatctgtc
ccgagaccgg
gcgacgtagt
tgcagtgget
tcgcectatea
ccaccagact
gegagogeac
ccaacctcaa
togtgaccat
aggtgcggct
ccggetogas
tcacgeccge
cgcggctgua

ccaaggtgct

2

PCT/USe3/12588
ggcctacaat 300
ggceoteggte 360
catggcectceg 420
gatcgtgaaa 480
cgecgtogat 540
getgetgeac 600
ggceatctge 660
gggctteggo 720
gaccgaggty 780
gogcatectg 840
cttoctgaac 500
gatcectegag 960
caacatgctg 1020
ccgeottegge 1080
cgaggtggag 1140
catcgegggy 1200
gegoggetga "1260

Ala Cys Met Thr Ile

15

Thr Ala Leu Lys Pro

Mot Phe Arg Glu Asp

Val Tyr Lys AsSp Pro

60

Ala Ala GQlu Lys Arg

0
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Leu Trp Glu

Pro Ala Tyr

Pro Ala Asp
115

Val Arg Gln

130

val
145

Trp Ile

Tyr Leu QGly

aly Ala val

Gly Asp
195

Ala Asn Pro

10

Arg
225

Thx Gly

Asp Gly Leu

Pro Glu

Tyxr Arg Glu
275

Arg Gly Thr
290

Ber FPhe Pro
305

Val

Asn

100

Arg

Ala

Ber

Ile

Asp

.180

Val

Asn

Ala

Glu

Val

Val

Pro

Glu Thr Thx
a5

Ala Ala Met

Val Ala BSer

Leu Glu leu
115

Asa Pro Thr
150

Pro Met Arg
165

Ala Glu Gly

Val Leu Lau

Pro Val Gln
215

Val Pro Leu
230

Met Asp Ala
245

Leu Ile Ala

Thr Gly Ile

Glo Ala Asn
295

Asp His aly
3lo

Lys

Ala

val

130

Ile

alu

Met

His
200

1le

Ala

Ala

Lau

Ala

Thr Tyr
80

Lys Leu
105

Ala Thr

Tyr Axg
170

Mat Glu
1iBs

Gly Cya

Lau Ala

Asp Leu

Ala Thr
250

Ser Cys
265

Ile Ala

Aan Phe

Thr Gly Leu

Ile Lau Ala

Pro Oly Gly
125

Ser Pro
140

Ala

His
155

Lan BSer

Tyr
Lau Ala

Asp

His Asn
205

Cys

Ile Cys Glu

Ala Tyr Gln
235

Arg Leu Leu
Ser Lys Asn

Ile Gly Glu
285

Len Asn Arg
300

Val Thr Net
315

Alm

Gly

110

Blu

Ile

Ala

Glmn

190

Ser

Gly

Ala

Phe

270

Ala

Gla

Ile

PCT/US03/12588

AsSp

85

Ala

Gly

Ala

val

Glu

175

val

Leu

Phe

Glu

val

Ala

160

Thr

Lys

oly

Ala

Gly
240

Thr Arg

Gly

Ala

Asn

Leu

Ile

aly

Glu
320



WO 03091396

PCT/USOY/ 12588

Asp Glu Thr Leu Ser Ala Asp Trp Lys Ala Glu Leu Glu Glu Val Arg

3as 330

Leu Asn Met Leu Thr Leu Arg Arg dln Leu Ala
340 345

Glu Thr Gly Ser Asn Arg Phe Gly Phe Val Ala
ass 360

Phe Ber Arg Leu Gly Ile Thr Pro Ala Glu Val
370 378

Glu His Gly Val Tyx Met Val Gly Asp Ser Arg
a8s 350 395

L.eu Asn Arg Thr Thr Val Pro Val Leu Ala Arg
405 410

Leu Arg Gly

«210> S

«<3211l> 1260

<212> DNA

«213> Rhodcbacter sphaeroides

<400> 5

atgogetcta cgacggetee tggtcecgagt ggggcatgta

mRaggatgacy aaggaatgct gaccgccotg aagccgcage

ctgatccage tgttccgcga ggatgegege geggacaaga

tacaaggacc cgaccggget cacccoggte atgcgggecg

ctctgggagg tcgagaccae caagacctac aceggccttg

gcegegatgg cgaagetgat cctcgcagge geggtccogg

gocacceceg goggeacggg cgeggtgegt caggegeteg

cccgaggeca ctgtetggat ctcgaamcccg acctggoega

tatctcggea tccecgatgog ggaataccge tatttegacg

gccgagggct tgatggagge tcotggeccag gtgaaggegg

ggctgetgoe acaacccgac cggcgocaac cegaaccocgg

gagagcctgg cccggacagy cgcggtgocg ctgatogacc

gaegggctcg agatggatge ggoggegacg cggcottctgg

ctgategegg cctectgetc gamgaacttc ggcatctace

3is

Asp Ala Leu Gln Ala
350

@lu His Arg Gly Met ~

aes

QGlu Arg Leu Arg Thr

3so:

Leu Asn Ile Ala Gly

Ala Val Ala Lys Val

tgacgatcte
ccgeggacaa
tcgatctggg
tgaaggeccge
ccggcgagoec
ccgaccgggt
agctgatccyg
accatctgtc
ccgagaccgg
gcgacgtggt
tgcagtggct
tcgectatea

ccaccagact

gcgagogaac

415

aaggtcgega
gatcctgcaa
cgtgggegte
cgagaagcgy
cgoctacaat
ggcctcgg;:c
catggcctog
gatcgtgaas
cgcogtcogat
gctgctgcac

ggcegtctge

gggcttogge
goccgaggtg

gggcatcctg

60
130
1980
240
300
as&o
420
480
540
600
660
720
780

%3

5



WO 03091396

atcgccatcg gogaggocgge gggcegggge acggtgoagg ccaacctcam cttcetgaac
cggcagaact actccttcec gocggaccat ggegoegogge tcgt:.gnccnt gatcctocgag
gacgagacgc tgagcgccga ctggaaggeg gaactocgagg aggtgoggcet caacatgeotg
acgctgegee gécagctl:gc cgatgegetg caggccgaga coggoetogam cegettogge
ttegtggecg-agcatecgegg catgttcetcocg cgoctoggga teacgcocge cgaggtggag
ofggctgogga cocgageacyg ggtctacatg gtgggcgatt cgcqgetgaa catcgegoqy

ctgaacegga cgaccgtgec ggtgetggeg cgogegghtgg coaaggtget gogoggotga

<210> &

<211> 419
<212> PRT
<413>
400> &

Met Arg S8er Thr Thr Ala

1 5

Ser Arxrg Ser Arg Lys Asp
20

Gln Pro Ala Asp lLys Ile
as

Ala Arg Ala Asp Lys Ile
50

Thr Gly Leu Thr Pro val
65 70

Leu Trp Glu Val Glu Thr
as

Pro Ala Tyr Asn Alm Ala
100

Pro Ala Asp Arg Val Ala
115

Val Arg Glo Ala Leu Glu
130

Val Trp Ile Ser Asa Pro
145 150

Rhodobacter sphaeroides

Fro Gly Pro Ser Qly Ala Cys Met Thr Ile
10 15

ABp Glu Gly Met Leu Thr Ala Leu Lys P
25 a0 :

Leu Gln Leu Ile Gln Met Phe Arg Glu Asp
40 45

Asp Leu Gly Val Gly Val Tyr Lys Asp Pro
55 60

Met Arg Ala Val Lys Ala Ala Glu Lys Arg
75 80

Thr Lys Thr Tyxr Thr Gly Leu Ala Gly Glu
90 95

Met Ala Ly® Lau Ile Lau Ala Gly Ala val
105 110

Ser Val Ala Thr Pro QGly Glly Thr Gly Ala
120 125

Leu Ile Arg Met Ala Ser Pro Glu Ala Thr
13s 140

Thr Trp Pro Asn His Leu Ser Ile val Lys
155 160

PCT/USAY/ 12588

260

1020

1080

1140

1200

1260




WO 0309139

Tyr Leu Gly

Gly Ala val

Ala Gly Asp
195

Ala Asn Pro
210

Axrg Thr Gly
aas

Asp Gly Leu
Leu Pro aGlu

Tyr Arg QGlu
275

Arg Gly Thr
290

Ser Phe Pro

305

Asp Glu Thr

Asn Met

Glu Thr Gly

3s5

Ser Arg
370

Glu
385

Hig Gly

Ile
165

Asp Ala Glu

la0

Val val Leu

Pro Val

Asn

Val Pro
230

Als

Glu Met Asp

Vval Leu Tle

Thr Qly

Val Gln Ala

Asp His
310

Ber Ala
325

Thr Leu
340

Ber Ren Arg
Leu

Gly Ile

val Tyr Met
390

170

Pro Met Arg Glu Tyr Axg Tyr Fhe Asp Ala

Gly Leu Met Glu Asp Leu Ala Gln

i8S

150

His QGly Cys Cys His Asn Pro

Gln Trp.Leu Ala Val Cys Glu Ber

215

Leu Ile Asp Leu Ala Tyr Gln Gly

Ala

Ala

Ile

Asn

aly

Asp

Ala Ala Thr
250

Ala Sexr Cym
265

Leu Ile Ala
200

Leu Aan Phea

Ala Arg Leu

Trp Lys Ala
330

435

Arg Leu Leun

8er Lys Asn

Ile dly Glu
a85

Leu Asn Arg
o0

Va)l Thr Met
315

Glu Leu Glu

Ala

Phe

270

Ala

aln

Ile

Glu

Arg Arg Gln Leu Ala Asp Ala Len

345

as50

Phe Gly Phe Val Ala Glu His Arg

360

Thr Fro Ala Glu Val Glu Arg Leu

375

Val Gly Asp Ber Arg Leu Asn Ile

i85

PCT/USG3/12588

Glu Thr
175

val Lys

Thr Gly

Lsu Ala

Phe Gly
240

Thr Arg
a55

aly Ile

Ala Gly

Asn Tyr

Leu Qlu
120

Val Arg
335

Gln Ala

Gly Met

Axrg Thr

Ala Gly
400

qe



WO 0091356

PCT/US0¥/12588

Leu Asn Arg Thr Thr Val Pro Val Leu Ala Arg Ala Val Ala Lys Val

405

Leu Arg Gly

<210> 7 .
12389

<211>
«212>
<213>

DRA
<400> 7

atgtccatgc
ccegatgtea
ctcgteattg
aaggctgagc
taccageceet
aacctggttg
ctgactegeg
aaccactacqg
gaccccaaga
gacggctooy
caggagcagt
gactccgect
ctgtttgeee
ttgtacagcyg
gatgtaaaga
ggtgecaget
gagctatcag
ctgegectge
ttecteggge
gtgtcoggee
acgatcaacqg
<210> B

<211> 412
<312> BPRT

aggcggccat
tcktcgatct
gtgecctaccg
agcttctett
tcatcgatga
cggtgcagac
tcttegacge
gogtcgtgaa
cggtcoagcet
tgttcattet
ggaacgagat
accaaggcta
gccgeggcat
agcgtgcagy
gegtgataga
tagcccacct
ccatggocaga
Bgacgcocgg
tgtcaaaggc
gcgetaacat

atgoctgtgeg

Leighmania major

gaccacyggey
cgcaRaacyc
cgacgagceag
ggacatgaat
ggeggtasag
gctgageggg
tgagacgacg
ggctgotggce
gaatttcgag
gcaccagtge
cgcgtcacty
tgegagegge
cgeggtactg
cacgctgtcyg
ttcgetgate
aatcctgagc
gcgcatcegt
gagctgggaa
goagtgcgaa
ggcaggtectg
caatgtgaat

410

gagcgetgge
gecgeegety
ggccgteect
ctcgactacyg
attatctacg
accggtgctg
cccatctace
tggaagaaca
ggcatgaaga
gegocacaace
atgctggceca
agcctcgaca
ctggegcagt
ctgctcoctea
cgtgaggagt
aacaacgaac
acgatgegec
catgtcatta
tactgccasa
acgeatgaga

cgtgagtga

agaagattca
ccaagggcec
atccgotacg
agtacctacc
goaatacegt
tctetctegy
tttceogacee
tctgcacgta
aagacattct
ccaccggegt
agcaccatca
cggacgcgta
cgttctecaa
aggacaagac
acacgtgccecc
tgcganagga
gcacegtgta
accagatigg
accacaacat

cggegetgat

4115

ggcacasgct
caaggecaac
cgtggtcege
catctogage
cgagctggag
ggcgaagctg
cacgtggcocce
cgcctactac
ggcggogccyg
ggacccgteg
ggtgttctte
tgctgeceoge
gaacatgage
gaagcgegeg
cccageccac
gtgggaggca
cgacgagctg
catgttttee

cttcatcaca

gctagcacay

60
120
p 1 [
240
300
360
420
480
540
600
660
720
760
840
200
960

1020
1080
1140
1200

1235
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<213> Leishmania major

<400> 8

PCT/US03/1 2588

Met 8er Met Gin Ala Ala Met Thr Thr Ala Glu Arg Trp Gln Lys Ile

1 5

10 15

Glnuaclnhhmhpvuilarhemuuunny:ugunul

20

30

Ala Ala Lys Gly Pro Lys Ala Asn Leu Val Ile Gly Ala Tyr Arg Asp

as

Glu Gln Gly Arg Pro Tyr Pro Leu Arg Val Val Arg Lys Ala Glu Gln .,

Tyr Gln Pro Phe Ile Asp Glu Ala

Val Glu Leu @lu Asn Leu Val Ala

100

Leu Leu Leu Asp Met Asn Leu Asp Tyr
70

val

Val
105

Ala Val Sexr Ieu Gly Ala Lys Leu Lem

118

Thr Thr Pro Ile Tyr Leu Ser Asp Pro

130 135

Val Val Lys Ala Ala Gly Trp Lys

145 150

Asp Pro Lys Thr Val Ser Leu Asn Fhe

165

Leu Ala Ala Pro Asp Gly Ser-val

120

Phe
185

Aan ¥Pro Thr Gly Val Asp Pro Ber Oln

195

Ber Leu Met Leu Ala Lys His His

210 215

Gln

Glu Tyx Leu Pro Ile Ber Gly
75 80

Lys Ile Ile Tyr Gly Asn Thr
0 95

Gln Thr Leu Ser Gly Thr Gly
110

Thr Ayg Val Phe Asp Ala Glu .,

135

Thr Txrp Pro Asn His Tyr Gly
140

Tle Cys Thr Tyr Ala Tyr Tyr
155 160

Glu Gly Met Lys Lys Rsp Ile
170 175

Ile Leu His Gln Cys Ala His
190 -

Glu Gln Trp Asn Glu Ile Ala
205

Val Phe Phe Asp Ser Ala Tyr
220

Gln Gly Tyxr Ala Ser Gly Ser Leu Asp Thr Asp Ala Tyr Ala Ala Arg

10

i
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225

230 235 .

PCT/US03/12588

240

Irau Phe Ala Arg Arg Gly Ila Glu Val leu Leu Ala Gln Ser Phe Ber

245 250

255

Lys hAan Met Gly Leu Tyr Ser Glu Arg Ala Gly Thr Leu Ser Leu Leu

Leu Lys

Leu Ile Arg Glu

290

Ala His Leu Ile

Glu ILeu Ser Ala

Tyx Asp Glu ‘Len
340

Ile Asn Gln Ile

A8p Lys
278

ass

Cys Glu Tyr Cys

370

Ala Asun Met Ala

Thr Lys Arg Ala Asp Val Lys Ber
280

Glu Tyr Thr Cys Pro Pro Ala Ris
295 300

Leu Ber Asn Asn Glu Leu Axg Lyn
aio * 318

Met Ala Glu Arg Ile Arg ThAr Net
328 330

Leu Arg Leun Gln Thr Pro Gly Ser
345

Gly Met Fhe Eer Phe Leu Gly Leu
aso

Gln Asn His Asn Ila Phe Ile Thr
375 ano

Qly Leu Thr His Glu Thr Ala Lesu
aso 395

Thr Ile Asn Asp Ala Val Axrg Asn Val Asn Arg Glu

<210>
<211>
<213>
<213>

<400>

9

1182
INA
Bacillus

405 410

subtilis

a7

Val Met Asp Ser

Gly Ala Axg Leu

Glu Trp @lu Ala
320

Arg Arg Thr Val
35

Trp Glu His Val
350

Ser Lys Ala Gln
ass

Val Ser dly Arg

Met Leu Ala Glu
400

atggeacatt tgctgastcc guaagcaaga gugevegssd tttcaggaat acgcaaatte

tcgaak~sew ~egcdGoaaCB Cgaagacgtc atttcactta caateggoea goctgatttt

ttcacaccge atcatgtgaa agctgcegea saasaageca t::gltga'aan cgtgacgtca

tatactcega atgeceggcta cctggagoty agacasgetg tgeagettta tatgaagaaa

11

a3

S~

60
120
1890
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aaageggatt
gccat-hga.l:g
cctatttate
gatactacgt
aacaccaagt
Jaagaactga
gamsatataca
gatcasacqga
ggatttttat
gtgtcgtgcy
gacgatgcat
cttgtttcea
attasstcat
gtggcacteg

tttgcetgct

tcaactatga
ctgcattbcg
cgggetatga
cacacggctt
gtgtcgtgct
aaagcatege
gtgaattaac
ttgtcattaa
ttgeaccgan
ccteatecat
tgattatgag
tgggacttga
ttggaatgac
tgccgggeag

caatggacac

aaraaacgtg aagcaatgca

tgctgaatet
gacgatttta
acctattate
taagcttace
tecttateeg
agctctctta
atatgacaga
cgggttgtca
agacattgca
ttctcaaaaa
agaacaatac
cgtagttaaa
ttcatttgat
ctegttctea
gctgagagaa

gacgataaac

PCT/USUI/12588
gaaattatca tcacaacagg cgcaagccaa oo
tctcecggtg atgaagtcat tatgccaggg 3s0
aatttgtgceg gggecaagee tgtoattgte 420
gococoggetga ttgaagatge tctgacacce 480
tcaaacccta cocggegtgac tttatctgaa 540
aaaggcagaa htgtcttegt attgtetgat . 600
ccgcattact ccatcgcaac ctatttgegg 660
asatcacaca gcabtgaccgg ttggagaatt 720
aagcacattt tasaggttca tcmatacaat 780
gecegegettg aagcetgteac amacggettt 840
aaanaacgtc tggactatgt ttatgeccgt 900
ccgteeggtg cgttttatat cttoecttet 960
tttagtatgg ctcttttgga agacgetgge 1020
ncl.t':n‘l'.ggtg négn\:atgt aaggctgtet 1080
ggcctagace gtttagaatt atttgtatta 1140
agcggcyttt aa 1182

<210>
<211l>»
«212>
<213>

10
i93

PRT

Bacillus subtilis
<400> 10

Met Glu His Leu Leu Asn Pro Lys Ala Argy Glu
1l 5 10

Ile Arg Lys Phe Ser Asn Leu Val Ala Gln His
20 25

Len Thr Ile Gly Gln Pro Asp Phe Phe Thr Pro
as 40

Asp Glu Asn Val Thr

Ala Ala Lys 3ow Ala Ila
0 S5

Leu Axg Gln Ala Val
70

Gln

Ala Gly Tyr Leu dlu
63 5

Lys Ala Asp Fhe Asn Tyr RAsp Ala Glu Sar Glu

12

Ile Glu Ile Bex Oly
p

Qlu Asp Val Ile flex
3o

His His Val Lys Ala
45

Ser Tyr Thr Pro Asn
60

Leu Tyr Mat lys Ly=
80

Ile Ile Ile Thr Thr



WO 0309139

Gly Ala 8Ser

dly Asp Glu
115

Ile Ile Asn
130

His Gly Phe
145

Asn Thr Lys

Axrg Asn val
195

Asp Axrg Pro
210

Val Ile Asn
22§

Gly Fhe Leu
His Qln Tyx
[ ]

Leu Qlu Ala
275

Gln Tyr Lys
250

Gly Leu Asp
305

Ile Lys Ser

Gln
100
Val
Lau
Lys
Cys
alu
180
Phe
His
aly
Phe

Val

Val

Phe

Ala

Ile

val
165

alu

val

Leu

Ala
245

Val

Gly
3as

Ile Asp Ala Ala Phe Arg Thr Ile
105

Met Pro Gly Pro Ile Tyr Pro QGly
130 125

Gly Ala Lys Pro Val Ila Val Asp
135 140

Thr Ala Arg Leu Ils Glu Asp Ala
150 155

Val Leu Pro Tyr Pro Ser Asn Pro
170

Glu l.eu Lys Ber Yle Ala Ala Leu
185

Leu Ber Asp Glu Ile Tyr Sar Glu
200 ° 205

Ber Ile Ala Thr Tyr Leu Arg Asp
ais 220

Ser Lys Ser His fexr Met Thr Gly
230 235

Pro Lys Asp Ile Ala Lys Hia Ile
a50

Ser Cys Ala Eer Ser Ile Sear Gln
265

Asn GQly Phe Asp Asp Ala Leu Ile
280 2858

Leu ASp Tyr Val Tyr ASp Arg Leu
295 300

Lys Pro Ber Gly Ala Phea Tyr Ile
310 315

Met Thr Ser Phe Aap Phe Ber Met
330

13

110

Thr

Leu

190

Leu

Glan

Trp

Leu

270

Val

Ala

PCT/US03/12588

Glu

Gly
175

Ala

Ser

33s

Pro

Sex

160

val

ely

Ile

Ile

240

val

Ala

Qlu

Met

Ser
320
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Glu Asp Ala Gly Val Ala Lsu Val Pro Gly Ser

340

Gly Glu @ly Tyr Val Arg Leu Ser Fhe Ala Cys
55

360

Arg 3lu Gl& Leu Asp Axg-Leu Glu Leu Phe Val

370

Ala Mat Gln

ass

<210>
<21l>»
<313>
<213>

11

DHA
<400> 11

atgccagaat
ggaattagaa
ggtgasccag
gataatgatt
agatattrga
gttggtgcaa
gttgcaattc
gattatgttt
gaaactatca
actggtgttg
catctgtacg
tcaattgeea
gegatgactg
ggtaaagttc
gaagcacttg
cgtgactaty
gcattttata
ttggatttag

ggtgaaggte

Thr Ile

1176

tagctaatga
tctttgataa
atatgaatac
cacactatgc
amaagattac
ctgaagcaat
ctacgccagt
tgatgaatac
aagaaaatcc
aatatagega
taattaccga
gcttaattec
gttatcgttt
atggecttat

aacacggact

bt Luawgga

tctttgctaa
cttttaaaga

atattagatt

375

Lactobacillus amylovorus

tttaggatta
caaagtttca
tococtgageat
tccacaaaag
tggaattgaa
taacgctacc
cttttcteta
tgeagaagat
aacaattasa
agatganatt
tgaaatttac
agsaagagca
aggctatgtt
ggtgacgact
tgatguaccct
attagccgag
aattccagct
ahaagtgggt

atcttatgca

Asn Asn Gly Val
390

agcaasaaga
gctatteotg
gttaagcaag
ggaaagctty
tatgatccoag
ttgtttgeta
tattggceeg
ggtitttangt
gcagtaatte
asagctttgy
agtactttga
atttatatct
gecggacetyg
acgacggatt
gagaaatata
atagagatgc
aagtatggea

Atecactccag

tcaagtgatyg

14

8er Phe Ser Thr Tyr
350

8er Met Asp Thr Leu

Lew Lya Lys Axg Glu

k-1

tcactgatgt
gcattatcaa
cggctattas
anttanga;n
anscagaaat
ttactaatecc
tggctacact
tancacctaa
tgaattatce
ctanggtaat
cttacggtgt
ctggtttate
caaanattat
catcacaaqe
gogaagttta
aagcagttas
aagacgatat
gtagtgcatt

aasacttgca

aaaagcttca
attgactttg
gaatattgca
agctatcagt
cgtagtaaca
gggtgacaag
tgctgatgece
gaagttagaa
aactaaccca
taaagataat
aaaacacttt
tasatcacat
ggcagasatt
tgccgeaatt
tganaagegt
gocagaaggt
gaaatttgcec
tggtcctggt

tgaggcaatg

0
120
l1a0
240
ipo
360
420
480
540
600
660
720
780
840
00
560

1020
1080

1140
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aagcgaatga agasagtttt acaagaggac gaataa

<3210> 12
<211> 391
<212> PRT

<213> Lactobacillus amylovorus

<400> 12

Met Pro Glu Leu
1

Ala

Val Lys Ala Ser Gly Ile

Pro dly Ile Ile
k 1

Glu His val Lys
50

His Tyr Ala Pro
65

Lys Tyr Leu Lys

Ile Val val Thx
100

Ala Ile Thr Asn
115

Bar Leu Tyr Trp
130

Mat Aan Thr Ala
145

Glu Thr Ile Lys

Pro Thr Asn Pro Thr

180

Leu Ala Lys Val
195

Gln

Qln

Lys

Val

Pro

Glu

Glu

165

Ile

Leu

Ala

Lys

70

Ile

Gly

Asp Leu

Arg Xle

Thr Leu

Ala Ile

Gly Lys

Thr Gly

Ala Thr

Gly Asp Lys

val

Asp
150

110

Ala Thr
135

Gly Fhe

Gly Val Glu

Lys

Asp Asn
200

PCT/USOY/ 12588

Gly Leu Sexr Lys Lys Ile Thr Asp
10 15

Phe Asp Asn Lys Val Ber Ala Ile
a5 30

dly Glu Pro Asp Met Asn Thr Pro
45

Lys Rsn Ile Ala Asp Asn Asp Ser
60

Leu Glu Leu Arg Lys Ala Ile Ser
75 a0

Ile Glu Tyr Asp Pro Glu Thr Glu
50 85

Glu Ala Ile Asn Ala Thr Leu Phe
105 1l0

Val Ala Ile Pro Thr Pro Val Phe
1258

Leu Ala Asp Ala Asp Tyr Val Leu
140

Lys leuv Thr Pro Lys Lys Leu Qlu
155 160

Ile Lys Ala Val Ile Leu Asn Tyr
170 175

Tyr Ser Glu Asp Glu Ile Lys Ala
185 150

His Leu Tyr Val Ile Thr Asp @lu
205

15

1176
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PCT/USE3/12588

Ile Tyr Ber Thr Leu Thr Tyr Gly Val Lys His Phe fSer Ile Ala Ser

Leu

225

Mat

Asp

Asp

Leu
305

Tyr

Lys
385

210

Ile

Met

Ala

Ser

Lys

FPhe

Lys

Gly

Ala

a7o

Val

<210>
<21l>

<212>

<213>

<400>

atgcgcgage ctetbgocct cgagatcgac cogggccacy gcoggeccget gttcetegee
atcgcegagg cgateaccet cgucatcacc cgegggegge tgaggecegg agogagactg

cccggeacac gegegetgge gegggegotc ggogtgoate gocaacacggt ggatgecgece

Pro Glu Arg Ala
230

'.‘h:t Gly Tyr Arg
245

Glu Jle Gly Lys
2860

Sar Gln Ala Ala
275

Glu Lys Tyr Arg

Glu Leu Ala Glu
310

Tyr 1le Phe Ala
325

Phe Ala Leu Asp
340

Ser Ala Phe Qly
55

Bar Ber Asp Glu

Leu dln Glu Asp
aso

13
1413

R. sphaesroldes

13

al1s

Ile Tyr Ile Ser Gly Leu fer Lys Ser His

Val

Ala

Glu
495

Ile

375

Glu

His

Ile

Val

Glu

Ile

Gly
380

235 240

‘Leu Gly Tyr Val Ala Gly Pro Ala Lys Ile

Gly Leu Met val Thr Thr Thr Thr
265 a1

Glu Ala Ieu Glu His Gly Leu Asp
285

Tyr Glu Lys Arg Arg Asp Tyr Val
300

Met Gln Ala Val lLys Pro Glu Gly
315 . 320

Pro Ala Lys Tyr Gly Lys Asp Asp
3’3o 335

Fhe Lys Glu Lys Val Gly Ile 'Thr
345 350

Gly Olu Gly Ris Ile Arg Leu Ber
365

Kie Glu Ala Mat Lys hrg Mat Lys
380

16

60
120

" 180
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tatcaggagt
gcgcaggate
gtcgegatge
gacaaggcge
gcggattacg.
gccteggace
atggegetgt
gagcceggget
gtgccggtag
ccgcgaatee

ggcgeggege

gaggacgact

cgcgegeoag
ggtatccgge
cgcgacgeca
cgcgacggeg
gatctgctgg
gcoeggyggec
gccgoagyge
gegeegeagyg
gtggagatcc
<210> 14

<3211> 470
<112> PRT
<213>

<400> 14

tgctgaceca
tgccgeaggg
gegegggget
tggegoggge
gcgatgeceg
ggggegtggt
tecectggtage
ateccgetage
atggcggegy
gggeggtcta
ggeqggttgea
acgaccacga
aaggtctgec
igggatacge
tcgaccggea
atctgggecg
cggagegtet
tcgegetgtg
aggcgggget
ccttecgget

tcgcoeggag

R. sphaervides

gggctggetg
gatgctggtg
cgecktetee
ctttcgeegg
cggoacetee
cgeggatect
ccgggcggeg
ctgggaggey
cctcaggate
tgtcacgeee
gcttetggaa
ataccgcttco
gctgatctat
gectggegeeo
gggcgacgcy
tcatgeecge
CcacggCgceag
gctgcgetge
cgcecetgetg
gggctatgeg

cttccecegge

caggccgage
cacaggeeceg
gatggcgege
gegetectgt
tegetgegag
gegeggetge
ctggegeegg
ttecgegoag
gacgegeteg
catcaccagt
ctggcagagc
gagggcegtc
gtgggctege
gagcggetge
ccgctegagg
aaggcgegea
ctggoeggge
gogggegtct
ccgggoacgc
gegctggacg
tga

cegegegggg
cgccegegee
cggaccccga
egcecgeett
aggegctgge
tgategegeyg
gagaggcgat
cgggagcgga
aggcegeget
atccgacgac
gccaccgget
cggtgctgoe
tgtcgaaact
tgacccgeat
cggogetgge
gggtctaccy
gegecgeett
cggcegagac
gcttegeget

aggggcagat

PCT/USL3/125%8
cacettcgtyg 240
ggtcgageeg 300
getggtgeec a460
ccgegeegga 420
agcctatctc 4180
gggcagecag 540
cgeggtogag 600
ggtgcgegge 660
ggccegggat 720
cgtcaccatg 780
cgcgctgate 840
gctggctgee 900
gctctegeee 260
ggcegeggeg 1020
cgagctgatc 1080
ggcgeggcgy 1140
cgatctgceg 1200
ctgggccgaa 1260
ggagagcceg 1320
cgcccaggeg 1380

1413

Met Arg Glu Pro Leu Ala Leu Glu Ile Asp Pro Gly His Gly Gly Pro

b}

5

10

15

Leu Phe Leu Ala Ile Ala Glu Ala Ile Thr Leu Asp Ile Thr Arg Gly

Arg Leu Arg Pro Gly Ala Arg

a5

25

Leu Pro Gly Thr Arg
40

17

30

45

Ala Leu Ala Aryg



WO 03091396
Ala Leu Qly Val
50

Leu Thr G@ln Qly
65

Ala Gln Asp Leu

Pro val Glu Pro
100

Ala Pro Asp Pro
115

Arg Axq Ala Lesu
130

Axp Ala Axg Gly
145

'naSerMpA:g

Arg Oly Ber Gln
180

Pro Gly Glu Ala
195

Glu Ala Phe Axg
210

Gly 4ly Gly Leu
a25

Pro Arg Ile Arg

Thr val Thr Met
260

Glu Arg His Axrg
275

His Axg Aan Thr Val Asp Ala
55

Trp Leu Gin Ala Qlu Pro Ala

Val

alu

Gly
165

Mot

Ile

Ala

Ala
245

Gly

70

75

Gln. @ly Met Leu Val His

Ber

Ser

150

Val

Ala

Ala

Ala

Ile

Val

Ala

90

Met Arg.Ala Gly Leu
105 .

Val Pro Asp Lys Ala
120

Pro Ala Fhe Arg Ala
135

Ser Leu Arg Qlu Ala
155

Val Ala Asp Pro Ala
170

Leu Phs Leu Val Ala
185

val ' Glu @lu Pro 4ly
200

Gly Ala Glu val Arg
215

Asp Ala Leu Glu Ala
2315

Tyr Val Thx Pro Ris
250

Ala Arg Arg Leu Gln
265

PCT/US03/12588

Ala Tyr Gln Glu Leu
60

Arg Gly Thr Phe Val
80

Arg Pro Ala Pro Ala
95

Ala Phe Ber Asp Oly
110

Leu Ala Arg Ala Ph=
135

Gly Ala Asp Tyr Qly
140

Leu Ala Ala Tyr Leu
160

Arg Lau Leu Ile Ala
175

Arg Ala Ala Leu Ala
190

Tyr Pro Leu Ala Trp
205

Gly Val Pro Val hsp
220

Ala Leu Ala Arg Asp
240

His OGln Tyr Pro Thr
255

Leu Leu Glu Leu Ala
270

Ieu Ala Len Ile Glu Asp Asp. Tyr Asp His Glu Tyr

-

18

(07
/&
RN



WO 03/091

396

PCTUSON 12558

Arg Phe Glu Gly Arg Pro Val Leu Pro Leu Ala Ala Arg Ala Pro Glu

Gly Leu
305

aly Ile

Pro Leu Ile

Axrg Leu Gly
aas

Mat Ala Ala Ala Arxg

@lu Ala Ala Leu Ala

Ala Arxrg
a7e

Lys Ala Arg

Gl Arg Leu Thr Ala

aes

Als Qly Gly Leu Ala

405

Thr Trp Ala Glu Ala

Thr Arg Phe Ala Leu

435

Tyr Ala Ala Leu Asp

Ala Arg 8er Phe Pro

«<310>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

15
as
DNA

ass 3oo0

Tyr val Gly Ser Leu Ser Lys Leu Leu Ser Pro
310 315 320

Tyxr Ala Leu Ala Pro Glu Arg I-u Leun Thr Arg
aao 33is

Aln Ala Ile Asp Arg Gln Gly: Asp Ala Pro Leu
345 350

Glu Leu Ile Arg Aap Gly Asp Leu Gly Arg His
360 365

Arg Val Tyr Arg Ala Axy Arg Asp Leu Leu Ala
as 380

Gln Leu Ala Gly Arg Ala Ala Phe Asp Leu Pro
aso ass 400

e=u Trp Leu Arg Cye Ala Gly Val Ser Ala Glu
410 415

Ala Gly Gln Ala Gly Leu Ala Leu Leu Pro Qly
425 430

Glu Ser Pro Ala Pro Glmn Ala Phe Arg Leu Gly
440 445

Glu Gly Gln Ile Ala Arg Ala Val Glu Ile lLeu
455 460

Gly
470

Artificial sequence

primer

15

ggtattgagg gtcgcatgaa ggttttagtc aatgg

19

\O\
hd
—



WO 03091396

<210>
cdll>
<212>»
<213>

<220>
<223>

<&00>

16

"

DEA

Artificial seguence

primax

16

agaggagagt tagagcctta tgaaatgcta geagect

<210>
<21ll>
<212>
<213>

<220>»
<223>

<400>

17

35

DRA

Artificial sequence

primexr

a7

ggtattgagg gtogeatgtt cgacgocectoc goecg

<210>
<Z1l>
<212>
<213>

<230>
<223>»

<400>

18

a7

DNA

Artificial ssquence

primer

18

agaggagagt tagagcctca gagactggtg aacttgce

<210>
<21l>
<212>
<213>

<2320>
<223>

<400>

15

a5

DNA

Artificial seguence

primexr

19

ggtattgagg gtcgcatgga acatttgetqg aatce

<310>
<311>
<212>
<213>

<320>
<223>

<400>

20

37

INA

Artificial seguence

primer

agaggagagt tagagcctta aacgcegttg tttatceg

<210>

a1

20

\GZ

O
~

PCT/USOY12%88

35

a7

37



WO 03/0913%96

<211>
<21a>
<213>

<220>
<221>

<400>

35
DHA
Artificial segquence

primer

21

ggtattgagg gtcgeatgeqg cgagectott geoct

<410>
<211l>
<213>
<213>

<220>
<223>

<400>

agaggagagt tagagcctca goeggggaag ctecggg

<210>

<211>
<213>
<213>»

<220>
<2323>

<400>

ggtattgagg gtegcatgte cacgcaggeog gocat

<210>
<21l>
<213>
<213>

<220>
<223>

<400>

agaggagagt tagagcctca ctcacgattc acattge

<210>
<211>
<112>»
<213>

<220>
<2323>

<400>

ggtattgagg gtcgcatgoe agaattagct aatga

<210>
<2ll>

22

37

DA

Artificial sequence

Primer

23
a5

oA
Artificial sequence

primer

23

24

37

DA

Artificial seguence

pPrimex

24

25

as

o

Artificial seguesnce

priger

25

26
37

21

PCT/US03/125u68

as

37

3s

37

[

/ O



WO 03/0913%

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

DRA
Artificial sequence

primer

agaggagagt tagagcctta ttegtectct tgtaaaa

<210>
<21ll>
<212>
<213>

<220>
<223

<400>

27

s

DMA

Artificial seguence

primer

27

ggtattgagg gtcgcatgeg ctctacgacg getco

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>»
<223>

<400>

28

37

DNA

Artificial seguence

primer

28

agaggagagt tagagcctca goocgeogocage acctigg

<210>
<21l1>
212>
<213>

<230>
<223>

<400>

29

as

DNA

Artificial sequence

primer

ggtattgagg gtcgecatgtt tgagaacatt accge

<210>»
<d1l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

a0

37

DNA

Artificial sequence

primer

agaggagagt tagagcctta cagcactgcc acaatcg

<210>
<211>
<212>

3l
1194
DNA

PCT/US03/12588

a7

as

a7

35

37

/ OXR



WO 13091396

213>

<400> 31
gtgtttcaaa

saagaagacc
ggaattattc
catggcgctE
ccgectgetgt
acccttggcg
gaatcaggcg
gcotggatteg
aatgacctgt
tgttgceaca
attectcaaay
gutatggaag
gtgagcaatt
gttatgtgtg
cgeegecaact
gacgaggcat
gcaatgegte
tatctgetta

cgactacgtg

ttasatacgy

<210>
<211>
<212>
<al3d>

ai
as?
PRT

<400>

-

32

E. coli

magttgacge
ctcgeagega
cacaactgca
cgctttattt
ttggtgegga
gctcegggge
toctgggtoag
aagtgagtac
tggcgacget
acccaacggg
ccogegaget
sggacgecta
cgttotcgaa
aagatgcega
actccagecc
tgaaagccag
aggaattgat
atcagcgcgg
aagastttgg

caaatgtaca

E. coll

JQS
&

PCT/US03/12588

ctacqgctggc gacccgattc ttacgcttat ggagogttet

caaagtgaat ttaagtateg gtctgtacta caacgaagac

sgccgtggeg gaggeggasg cgegectgaa tgogeagect

accgatggaa gggcttaact gctategeca tgecattgeg

ccatceggta ctgasacaac agecgecgtagce aaccattcaa

attgaaagtg ggcgeggatt toctgaaacg ctactteceg

cgatcctace
ttaccectqgg
gaaaacatta
tgccgatete
tattccattc
cgctattcge
aattttctee
agcecgetgge
gccgaatttt
ctggetggeg
gaaggtacca
cathtcagt
tgtctatete

acgtgtggca

tgggaaaacc gegtagcaat
tatgacgaag cgactaacgg
cctgcecgca gtattgtgtt
actaatgatc agtgggatgeo
ctegatattg cctatcaagg
gecattgoca gegetggatt
ctttacggeg agegegtegy

cgegtactgy ggcaattgaa

attcgceoggg
cgtgegettt
gctgeatceca
ggtgattgan
atttggtgce
accegetetqg
cggactttet

agcaacagtt

ggtgcgeagy tggtggctge agtgetgaat

gaagtaguag agatgegtac
agcacaguga tgccagaacy
tataccggtt ﬁlagtgccgc

atcgccageg gtogeatgtg

tegeattctg
caatttcgat

tcaggttgac

tgtegecggy

aaggcgtttg ctgecggtgat gtaa

Val Phe Gln Lys Val Asp Ala Tyr Ala Gly Asp Pro Ile Leu Thr Leu

h

Met Glu Arg Phe Lys Glu Asp Pro
20

10

30

15

Arg Ser Aep Lys Val Asn Leu Ser
25

Ile Gly Leu Tyr Tyr Asn Glu Asp Gly Ile Ile Pro Gln Leu Gln Ala

as

60
130
180
240
J00
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

+ 1140

1194



WO 03/891396

val Ala Glu Ala Glu Ala Arg Leu Asn Ala

Leun Tyr Leu Pro Net Glu Gly Leu Asn Cys

65 70

Pro Leu Léu Phe Gly Ala Asp
85

Ala Thr Ile Gln Thr Leu Gly
100

Asp Phe Leu Lys Arg Tyxr Phe
115

Pro Thr Trp Glu Asn Arg Val
130 135

val Ser Thr Tyr Pro Trp Tyr
145 150

Asn Asp Leu Leu Ala Thr Leu
165

Leu Leu His Pro Cys Cys His
180

Asp Gin Trp Asp Ala Val Ile
155

Pro Phe Leu Asp Ile Ala Tyr
210 215

Asp Ala Tyr Ala Ile Arg Ala
225 230

Val Ser Asn Ber Phe 5er Lys
245

dly Gly Leu Ser Val Met Cys
260

Len Gly Gln Leu Lys Ala Thr
275

Hie

Gly Ser

120

Ala

Asp

Lys

Asn

Glu

@in

Ile

Ile

Glu

Val
280

105

Glu

Ilw

Glu

Thr

Pro

iss

Ile

aly

Ala

Asp
265

val
90

Gly

Ber

Ala

170

Thr

Fhe

Ser

Ala

PCT/USON 12588
Gln Pro His Gly Ala Ser
60

Tyr Arg His Ala Ils Ala
75 B8O

Leu Lys Gln GMn Axg Val
95

Ala I..eu Lys Val Gly Ala
110

Gly Val Trp Val Ser Asp
135

Ala Gly Ala Gly Phe Glu
140

Thr Asn Gly Val Arg Phe
155 160

Pro Ala Arg Ber Ile val
175

Gly Ala Asp Leu Thr Asn
180

Lys Ala Arg Glu Leu Xle
205

Gly Ala Qly Met Glu Glu
230

Ala Qly Leu Pro Ala Leu
215 a40

Leu Tyr @ly Glu Arg Val
255

Glu Ala Ala Gly Arg Val
a70

Arg Arg Asn Tyr Ser Ber Pro Pro




WO 03091396 PCT/USA3/12588

Asn Phe dly Ala Gln Val Val Ala Ala Val Leu Asn Asp Glu Ala Leu
290 295 300

Lys Ala Ser Trp Leu Ala Glu Val Glu Glu Met Arg Thr Arg lle Leu
305 310 315 320

Ala Met Arg Gln Glu Leu Val Lys Val Leu Ser Thr Qlu Met Proc G8lu
' 325 330 335

Arg Asn Phe Asp Tyr Leu Leu Asn Gln Arg Gly Met Phe Ser Tyr Thr
340 345 350

Gly Let Ser Ala Ala Gln Val Asp Arg Leu Arg Glu GQlu Phe Gly Vel
ass 360 36s

Tyr Leun TIle Ala Ser Gly Arg Mat Cys Val Ala Gly Leu Asn Thr Ala
370 375 380

Asn Val Gln Arg Val Ala Lys Ala Phe Ala Ala Val Mer
385 . 390 385

<210> 33

<211l> 235

212> INMA

<213> Artificial sequence

<220>
«223> primer

<400> 33
ggtattgagg gtogegtgtt tcasasagtt gacge

<210> 34

<211l> 17

<212> DNA

<213> Artificial sequepce

<230>
<223> primex

<400> 34
agaggagagt tagagoctta catcaccgoca gcaaacg

<310> 35

<211> 35

<212> DMA

<213> Artificiasl secuence

<220>
<3223> primex

25

\oY

&

35

37




WO 030%13%

<400>

35

ggtattgagy gtcgecatgga gtocaaagtce gttga

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<233>

<400>

s

37

DNA

Artificial sequence

primer .

]

agaggagagt tagagcctta cacttggaaa acagecet

<210>
<2l1>»
<212>
<213>

<220>
<223>

<4 00>

37

35

DNA

Axrtificial segquence

primer

a7

ggtattgagg gtcgeatgaa aaactggaaa acaag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

a8

az

DNA

Artificial sequence

primer

agaggagagt tagagcctta cegcttagcg cctteta

<210>
<21l1l>
<212>
<313>

<220>
<223>

<400>

39

as

DNA

Artificial seqguence

Primer

ggtattgagg gtegcatgeg sggggoatta ttcaa

<210>
<311l>
212>
213>

<220>
<223>»

<400>

40

as

DNA

Artificial seguence

primerx

40

26

PCT/US03/12588

35

a7

as

37

\o%



WO 031091396

agaggagagt

<210> 41
<21l>
<213>
<213>

DNA
«<400> 41

atggaasact
cgtaccacec
ctggatageyg
cagagcatgc
tatgcgttag
cagggcegtyg
aaaggcetqyg
ggccatagecc
acgggegtge
gaagaagttg
ggtggtcagc
gatattccogg
cgtgaagcag
geegatatge
tgcatgaaag
caggaaggct

ggtctgtatyg

tagagcctca

1416 °

E. coll

ttaaacatct
gegettateg
aagatgtttt
aggctgegat
ccgagteagt
gcgcagagea
atcgcagcaa
agatcaacgg
gttacgactt
gtccgaataa
cggtttcact
tggtaatgga
aatacaaaga
tggcgatgte
acgacagctt
tccogacata

acggcatgaa

ctggtcgatg gtctggaaga
ttcgttgatg ccogtaaact
ctggectgeg agctgtataa
ttaggececgeg atccgaaaac
accattccge gogcaacata
catgtgaaang agaacgcggc
ttgegtcact tcaccgcaaa
<210> 42

<21ll> 1371
<212> DHA

gcccttgage

ccctgaacey
tgangiggca
tatcgattta
gatgcgegge
gaaaantatc
aatctatatt
aatggtggceg
ctgtacegty
taaaggcaac
cgtgcegtat
ggcaaactta
¢tcecgegege
ctggaccatce
cgccaagaaa
ctttgatgty
tggeggectg
tetocgactgg
gattggegtt
gttgcogeat
agtegocggt
cggtaaacaa
tactcaaaca
gaatattaam

acttaaagaa

gogaag

ttcecgoatte
attattaaat
ctgaccgaca
gacgaagcet
tttggttatc
coggtactga
ttctcéanct
cgtaacgtct
tttgaccttg
atcgttgcaa
aaagcgatgt
tttgetgaan
gagcagatca
gatgcgatgg
tacaccgagt
gaaggcggcg
ctggcttate
gtectgecagc
atcccggeag
atcegtgoag
ctgecatgee
catatggact
ggattaacct

gtttaa

27

gtgttattga
ccggtatgaa
geggecaccog
acagcggeag
aatacaccat
ttaaaasacg
atttctttga
atatcaaaga
agggatcaga
ccatcaccag
acagcatcge
acgcctattt
cccgogaaac
tgccgatggg
gcagaaccet
cgatggagcy
gtatecgegea
aggcgagcygy
accagttcce
tagapattgg
cggetgaact
tcattattga

ttacgtacga

PCT/US03/12588

as

'gcelgtanaa 60
ccegtteoetg 120
ggecggtgacy 180
tcgtagetec 240
tcegacteac 300
‘CgaAgCAggan 360
taccacgcag 420
agccttcgat 480
acgeoggtatt 540
taactctaca &00
gaagaaatac 660
catcaagcag 720
ctacaaatat 780
eggectgetyg B840
ttgegtggtyg 500
tctggeggta 960
ggtacagtat 1020
Ecncguggca 1080
ggcacaggcy 1140
ctctttectg 1200
gcetgogttta 1260
agcctttaaa 1320
accgaamgta 1380
1416

;




WO 03491396

<213>

<400> 42
atgaattate

cqgtgatgaac
aaagatattt
tgggccggaa
ghaagaaccg
ggcgcagaaa
atgtatttea
gttcgtgacy
aasagattac
geggtgacgg
cgtgaactga
aacgcctact
gtgcatgaga
gtgaacatcg
ttagtegtog
gegatggega
caggttcgct
ggcggtcacg
tteceggeac
cgcggaatta
gaaaccgtge
gctgacggta
tacgagcega
<210>
<211>

<213>
<213>

43
35
DEA

<230>
<223 >

<400> 43

Citrobacter freundii

cggcagaace cttecgtatt
gecctcangaa aatgcaggaa
atattgacct gctgacagac
tgatgatggg tgatgaagcg
tgcaggaact gtttggettt
acctgttatc gcagctggct
ctaccacceqg ttatcaccag
aagcgescga tgecggtetg
anaagctgat tgatgaamam
ttaacctcgc gggcggocaa
cagaagcgea tggcattaaa
ttatcaanga gcaagagcag
tgttcagecta cgocgacggt
gcggcettect gtgeatgaac
tctacgaagg gatgccatct
teggeoctgog tgaagecatyg
acctggacga taagctgaaa
cagtattcet cgatgegegt
aaagtectggec tgccagecatc
tetetgeggg cocgtaataac
gtctgactat tccacgtegt
ttattaaact ttaccagcac

agcagttgeg tttctttact

Artificial segquence

primesr

aaaagcgttg
gcgggttaca
agtggcacta
tacgegggos
apacatatty
attaaacctg
gaaaaaantg
aatattgegt
ggcgcagage
ccggtctoga
gtgttetacg
ggctttgaga
tgtaccatga
gatgacgaaa
tacggeggee
cagtacgaat
gcegectggcg
<gettctgeg
tatgtggaan
gtgaccggtyg
gtttatacct
amagaagata

geacgetttg

ggtattgaqqg gtcgoatgga aaactttaaa catct

28

aaactgtate
atactttccet
acgcaatgag
gcgaaaactt
ttecgactea
ggcaatatgt
gtgcggtgtt
ttasaggtga
atattgegta
tggctaacat
acgetacceg
acaagagcat
gtogtaasaa
tgttctcttc
tggecggacg
atactgagea
taccgattgt
agcatctgac
ceggegtgeg
aacaccacag
acgcacatat
ttogeggget

attacatcta

PCT/USDI/ 1288
tatgatcceg 60
gttaaattcg 120
cgacaagcag 180
ctateatctg 240
ccaggggegt o0
tgccgggaat 360
tgtegatate 420
tatcgatctt 480
tntctgccég 540
gegtgeggty 600
ctgcgtagaa 660
cgcocgegate 720
agactgtctg 780
tgccaaagag 840
tgatatggaa 900
ccgogtgasg 960
tgaaccggta 1020
gcasgatgag 1080
cagtatggag 1140
accgaaactg 1200
ggatgtitgtg 1260
gaagtttatt 1330
a 1371

35

\O




]

WO 03/091396

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<333>

<400>

44

37

DNA

Artificial sequence

primer

4

agaggagagt tagagcctta aacttcttta agttttg

<210>
<211>
<212>
<3213>

<340>
<223>

<400>

45

a5

DMA

Artificial sequance

primer

45

ggtattgagg gtcgcatgaa ttatccggeca gaace

<210>
<211>
<213>
<313>

<220>
<223>

<400>

46

37

DNA '

Artificial seguance

pPrimex

46

agaggagagt tagagcctta gatgtaatca aagcgtg

<210>
<211>
<31l2>»
<213>

<220>
<223>

<400>

47

31

DNA

Artificial eequence

pPrimer

47

ccagggcacc ggegoagage asatctatat t

<210>
<211>
<212>
- <213>»

<220>
. <223>

<400>

48
30
DA .
Artificial saquance

primer

40

tgcgcoggtg coctggtgag toggaatggt

29

W

~
PCT/US03/12588

37

35

37

31
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WO 030913% PCT/US03/12588

<210> 49

<211> 32

<212> DHA

<«213> Artificial segquence

<220>
<223> primer N

<400> 49
tcctgeacge ggcaaagggt tetgecacteg gt , 3z .

«210> 50

«211> 30

<212> DMA

<213» Artificial sequence

<230>
<223> primer

<400> 50
cttrtgcegeg tgoaggaagg cttcecgaca 0

<210> 51

<311l> a9

<212> DHA

<213» Artificial seguence

<230>
<223> primer

<400> 51
aggggaccgg cgcagaasac ctgttatcg ) 29

<210> 52

<211> 32

<212> DMA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> primar

<400> 52
tetgegeegg tecectggtg agteggamca at 32

<210> 53

<211> 29

«212> DHA

<313> Artificial sequence

<32320>
<123> primer

<400> 53
gttagtcege gtctacgasg ggatgccat 29

<210> 54

30
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<21l> 29
<212> DNA
<213> Artificial sequence

<220>
<223> primer

<400> 54
gtagacgcegg actaactett tggoagaag

<210> 55

<211> 35

<212> DHA

<213> Artificial sequence

<220>
<223>» primer

<£00> 55
ggtattgagg gtcgcatgta cgaactggga gttgt

<210> 56

«211>» a7

<112> DNA

<213> Artificlal sequence

<220>
<3223> primer

<400> 56
agaggagagt tagagcctta gtcaatatat tteagge

<210> 57

«211> 35

<212> DNA

«<213> Artificial sequence

<320>
<223> primer

<400> 57
ggtattgagyg gtegcatgte cggcatcgtt gtcea

310> 58

<211> 37

<212> DEA

«2)3> Artificial saguence

<220>
<223> priwer

<400> 58 .
agaggagagt tagagcctca gacatatttc agtccca

<210> 53
<211> 35

31
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<312> DHA )
<213> Artificial sequence

<220>
<223> primer

<400> 59
ggtattgagy gtcgcatgcg actgaacaac ctegg

<210> 60

<211> 37

<212> DEA

<213> Artificial sequence

<220>
<233> primar

<400> 60
agaggagagt tagagcctca gttctceacg tattcca

<210> 61

<211> 35

<212> DEA

«213> Artificial seguence

<220>
<2323> primer

<400> 61
ggtattgagg gtcgcatgag cgtggttcac cggaa

<210> 62

<211> 17

<312> DMA

<213> Artificial sequence

<320>
<223> primer

<400> 62
agaggagagt tagagcctcoca atcgatatat ttcagtc

<210> 63

<211> 235

<3212> DHA

<2131> Artificial sequence

<220>
<223> primer

<400> &3
ggtattgngg gtcogcaktgag cctggttaat atgaa

<210> 64
<31ll> 37
<212> DNA

32
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213>

<220>
<d23>

<400> 64

prima;

Artificial sequence

agaggagagt tagagcctta tgactttaac gegttga

<210> 65
<211l> &84

<212> DHA
<113>

<400> 65
atgtacgaac

ggcctggecg
aagccotata
ctgctgcage
gacatcgtgg
gccaccaget
gtgaagacgce
acgatcaagg
acgceeggtg
gccgtggaag
aagctggect:
gceggectga
«210> 66

«211> 227
<2132> PRT

<213>

<400> 66

Met Tyr Glu Leu @

1

C. testoataromi

tgggagttgt
ccctgggete
tgcgceccat
ccggcgacaa
tcgeageegt
tccaggegey
tgcaggagat
ccaccctggg
acgtgatcgt
tgetggecge
cgggcatect

aatatattga

C. testosteromi

ctaccgeaat atccagegep
CgCCaccogtyg cacgaggoen
ctatgccgge aageaggtct
ctggatgatg catg:égctg
caccgcagag tgcaccgacg
cggcgoacgt gegetgatca
ggactttceg gtctggagea
ctcggtcaac accccc-ﬁsg
ggccgacgac gacggegtgg
cgcccagaayg cgtgaaagct
cggcctggat atgtacaaga

ctaa

ccgaccgege
tgggcegegt
egggeaccege
ccgagcagat
gctacttegg
tegatgocogg
aggccatcte
tetgegeogg
tetgegtgee
tcgaaggega
tgcgegagee

PCT/US03/12588

37

tgectgetgac 60
cggtetgete 120
cgtcacqggtg 180
tecagecogge 240
cgatetgetg 300
egtgecgegac 360
ttccaaggge 420
catgctggtce 480
cgoegegegt 540
aaagcgogee 600
cctggaaaag 660
684

ly Val Val Tyr Arg Asn Ile Gln Arg Ala Asp Arg
10

15

Ala Ala Ala Asp Gly Leu Als Ala Leu Gly Ser Ala Thr val His Glu

3o

Ala Met Gly Arg Val Gly Leu Leu Lys Pro Tyr Met Axg Pro Ile Tyr

a5

Ala Gly lys Gln Val Ser
50

33

45

60

Qly Thr Ala Val Thr Val Leu Leu Gln Pro

\&
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Gly Asp Asn Trp Met Met His Val
65 70

ASp Xle Val Val Ala Ala Val Thr
: a5

Gly Asp Leéu Leu Ala Thr, Ser FPhe
100

Xle Ile Asp Ala Gly Val Arg Asp
115 120

Pha Pro Val Trp 8er Lys Ala Ile
130 135

Thr Leu Gly Ser Val Asn Xle Pro
145 150

Thr Pro @Gly Asp Val Ile Val Ala
165

Pro Ala Ala Arg Als Val Glu Val
180

Bex Phe Glu Gly Glu Lys Arg Ala
195 200

Lac Asp Met Tyr Lys Met Arg Glu
210 215

Tyr Ile Asp
225

<310> 67

<dll> 42

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> primer

<400> 67

PCT/US0Y/12588

Ala Ala @lu Gln Ile Gln Pro Gly
75 80

Ala Glu Cys Thr Asp Gly Tyr Phe
20 95

Gln Ala Arg Oly Ala Arg Ala Leu
105 110

Val Lys Thr Leu Gln Glu Met Asp
‘125

Ber BSar Lys GQly Thr Ile Lys Ala
140

Ile Val Cys Ala Gly Met Leu Val
155 160

Asp Asp Asp Gly Val Val Cys Val
170 175

Leu Ala Ala Ala Glo Lys Arg Glu
185 150

Lys Leu Ala Ser Gly Ile Leu Gly
205

Pro Leu Glu Lys Ala Gly Leu Lys
220

actcggatec gaaggagatas tacatetgta cgaactggga ct

<210> &B
<211> 33
<312> DHA
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<213> Arxcificial. sequence

<d20>
<323> primer

<400> 68
cggctgtcga ccgttagtca atatatttca ggc a

<210> &9,

<211> 31

<212> DMA

<213> Artificial sequence

<220>
«223> primer

<4D0> &9
cgeggateca taatggttga gaacattace g 3l

«<210> 70

<21ll1l> 30

<a12> DEA

<213> Artificial sequence

<220> .
«223> primer

<400> 70
acgcgtcgac ttacagcact gecacaatcg 30

<210> 71
<211> 33
«<312> DNA
«<213> Artificial sequence

<220>
<2231> primer

<&00> 71 ;
ccggaattca taatggtcga actgggagtt gt ) a2

<210> 72

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> bprimer

<400> 72
gaatgcggec gettagtcaa tatatttcag gecc 33

<210> 73

<2l1li> 15

<dl2> DHA

<213> Artificial sequence

35
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<220>
<223>

<400>

primer

73

ggtattgaqg gtcgc

<210>
<311>
<212>
<3213>

<320>
<223>»

<400>

74

17. .

DHA ’
Artificial seguence

primer

74

agaggagagt tagagcc

36
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CAMPO DE LA INVENCION

Esta descripcidn proporciona los polipéptidos y las
vias biosintéticas que son (Gtiles en la produccién de indol-
3-piruvato, &cido 2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil)-4-
cetoglutfrico (MP) y/o monatina.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Piruvato de indol

El indol-3-piruvato es un antioxidante fuerte que se
cree contra-ataca la tensién oxidativa en tejidos con altas
concentraciones de oxigeno (Politi et al. *“Recent advances in
Tryptophan Research”, editado por G.A. Pilippini et al.
Plenum Press, Nueva York, 1996, pp. 291-8). El indol-piruvat
o piruvato de indol también es un intermediario en una via
para producir el &cido indol acético (IAAR), la hormona auxina
principal para el desarrollo de 1las plantas (factor de
promocién de crecimiento difundible). IAA es activo en
cantidadea de submicrogramos en una gama dJde procesos
fisiol6gicos que incluyen dominancia apical, tropismos,
alargamiento de las raices, induccién de la divieién de las
células cambiales e iniciacién de las raices. Las auxinas
gintéticas seon utilizadas en horticultura para inducir
enraizamiento y para promover el establecimiento y desarroll

del fruto. A altas concentraciones las auxinas sintéticas son

\20
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herbicidas efectivos contra plantas de hoja ancha. Las
auxinas naturales producidas por la fermentacidén pueden ser
congideradas m&s ambientalmente amigables que los herbicidas
quimicamente producidos. Los reguladores del crecimiento
tuvieron ventas mundiales en 1999 de 0.4 billones de libras
(1.4 mil millones de délares).

Algunos ejemplos de patentes sobre el dcido
indolacético y derivados del mismo incluyen: la Patente de
los Estados Unidos No. 5,843,782: Micropropagacién de plantas
de rosa, auxina utilizada en medio de cultivo; y la Patente
de los Estados Unidos No. 5,952,231: Micropropagacién de
plantas de rosa.

Ademis de las utilidades relacionadas a las plantas,
el &Acido indolacético es (itil en aplicaciones farmacéuticas.

Por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos No. 5,173,497:

"Método para la preparacién de los &cidos alfa-oxopirrolo[2,3-

Blindol-acéticos y derivados” propone el uso de estos
compuestos en el tratamiento del deterioro de la memoria tal
como aquel asociado con enfermedad de Alzheimer y la demencia
senil. El1 mecanismo propuesto en la Patente de los Estados
Unidos No. 5,173,497 es que estos compuestos inhiben el
polipéptido acetilcolinesterasa e incrementa los niveles de
acetilcolina en el cerebro.

El indol-3-carbinol es producido a partir del &cido
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indol-3-acético por la oxldacién catalizada por la
peroxidasa, Y puede ser fAcilmente convertido a
diindolilmetano. Se reportan gque ambos compuestos eliminan
las toxinas y promueven la promocién de hormonas benéficas
para la salud de las mujeres.
Derivados de triptofano

D-triptofano clorado ha sido identificado como un
endulzante no nutritivo, y existe interés creciente en
conseguir también otros derivados. La wmonatina es un
endulzante natural gque es similar en composicién al
aminodcido triptofano. Este puede ser extraido de las
cortezas de 1las rafices de un arbusto de Sudifrica,
Sclerochiton ilicifolius, y es promisorio en la industria de
los alimentos y bebidas como un endulzante de alta
intensidad. Algunos ejemploa de patentes sobre monatina
incluye: la Patente de 1loe Estados Unidos No. . 5994559
Sintesis de endulzante natural de alta intensidad monatina-A,
Patente de los Estados Unidos No. 4575298 compuestos de 3-(1-
amino-1,3-dicarboxi-3-hidroxi-but-4-il) -indol, patente de los
Estados Unidos No. 5128164 composicién para el consumc humano
que contiene los compuestos 3-(l-amino-1,3-dicarboxi-3-
hidroxi-but-4-il)-indol; y la patente de los Estados Unidos
No. 5128482 proceso para la produccién de 3-1(l-amino-1,3-
dicarboxi-3-hidroxi-but-4-il) indol.

Algunos de los precursores de la monatina descritos en

[T >R
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la presente pueden también ser f(tiles como endulzantes
pintéticos o como intermediarios en la sintesis de derivados
de monatina.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La descripcién proporciona varias rutas biosintéticas
para la elaboracién de wmonatina a partir de glucosa,
triptofano, 4&cido indol-3-lictico y/o a travée de los
precursores de monatina tales como el indol-2-piruvato y el
2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil)-4-ceto-glutirico. Las
secuencias de polipéptidos y de &cidos nucleicos gque pueden
ger utilizadas para elaborar la monatina, el indol-3-
piruvato, y el &cido 2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil)-4-ceto-
glutdrico son también descritas.

La monatina puede ser producida a través del indol-3-
piruvato, el 4&cido 2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil)-4-ceto-
glutirico (precursor de monatina, MP, la forma alfa-ceto de
la monatina), el &cido indol-3-l4ctico, triptofano, vy/o
glucosa (FIG. 1). Se describen los métodos para producir o
elaborar la monatina o sus intermediarios mostrados en las
FIGS. 1-3 y 11-13 que involucran la conversién de un sustrato
a un primer producto, y luego la conversién del primer
producto a un segundo producto y asi sucesivamente, hasta que
se crea el producto final deseado.

Las FIGS. i-3 Y 11-13 muestran productos

intermediarios potenciales y productos finales en cajas. Por

(2
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ejemplo, una conversifn de un producto a otro, tal como
glucosa a triptofano, triptofano a indel-3-piruvato, indol-3-
piruvato a MP, MP a monatina o acido indol-3-l&ctico (indol-
lactato) a indol-3-piruvato, puede ser realizado mediante el
uso de estos métodos. EBstas conversiones pueden 8ser
facilitadas quimica o bioléSgicamente. El término “convertir~®
ge refiere al uso ya sea de medios quimicos o de polipéptidos
en una reaccién que cambia un primer intermediario a un
sequndo intermediario. Bl término “conversién quimica” se
refiere a las reacciones que no son activamente facilitadas
por los polipéptidos. El término “conversién biol&gica” se
refiere a las reacciones que son activamente facilitadas por
los polipéptidos. Las conversiones pueden tener lugar in vivo
o in vitro. Cuando se utilizan conversiones biolégicas, los
polipéptidos y/o las células pueden ser inmovilizados sobre
soportes tales como mediante acoplamiento quimico scobre
soportes poliméricos. La conversién puede ser lograda
utilizando cualquier reactor conocido para una persona de
experiencia ordinaria en la técnica, por ejemplo en un
reactor por lotes o en un reactor continuo.

Son proporcionados también los métodos que incluyen

~

poner en contacto un primer peolipéptido con un sustrateo y

elaborando un primer producto, y luego poniendo en contacto
el primer producto creado con un segundo polipéptido vy

creando un segundo producto, y luego poniendo en contacto el
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segundo creado, con un tercer polipéptido y creando un tercer
producto, por ejemplo la monatina. Los polipéptidos
utilizados y los productos producidos son mostrados en las
FIGS. 1-3 y 11-13.

Los polipéptidos, y sus secuencias de codificacién,
que pueden ger utilizados para revisar las conversiones
mostradas en las FIGS. 1-3 y 11-13, son también descritos. En
algunos ejemplos, los polipéptidos que tienen una o mis
mutaciones puntuales que permiten especificidad de sustrato
y/o actividad de los polipéptidos que van a ser modificados,
ge utilizan para elaborar la monatina.

Las células aisladas y recombinantes que producen la
monatina son también descritas. Estas c¢élulas pueden ser
cualquier célula tal como wuna planta, animal, bacteria,
levadura, alga, arquecbacterias o células de hongos.

En un ejemplo particular, las cé&lulas descritas
incluyen una o mis de lae siguientes actividades, por ejemplo
dos © mis o tres o mis de las siguientes actividades:
triptofano-aminotransferasa (EC 2.6.1.27),
tirosina (aromitico) -aminotranaferasa (EC 2.6.1.5),
aminotransferasa de sustratos miltiples (EC 2.6.1-),
aspartato-aminotransferasa (EC 2.6.1.1), triptofano-
deshidrogenasa {EC 1.4.1.19), triptofano-fenilpiruvato-
transaminasa (EC 2.6.1.28), oxidasa de L-aminodcido (EC

1.4.3.2), triptofano-oxidasa (sin nfimero EC, Hadar et al., J.



10

15

20

25

Bacteriol 125:1096-1104, 1976 y Furuya et al., Biosci

Biotechnol Biochem 64:14B6-93, 2000), D-amino&cido
deshidrogenasa (EC 1.4.99.1), D-aminoécido-oxidasa (EC
1.4.3.3), D-alanina aminotransferasa (EC 2.6.1.21),

gintasa/liasa (EC 4.1.3-), tal como 4-hidroxi-4-metil-2-
oxoglutarato-aldolasa (EC 4.1.3.17) o 4-hidroxi-2-
oxoglutarato-aldolasa (EC 4.1.3.16), sintasa/liasa (4.1.2-),
D-triptofano aminotransferasa (Kohiba y Mito, Proceedings of
the 8™ International Symposium on Vitamin Bg and Carbonyl
Catalysis, Osaka, Japén 1990), fenilalanina-deshidrogenasa
(EC 1.4.1.20) y/o glutamato-deshidrogenasa (EC 1.4.1.2,
1.4.1.3, 1.4.1.4).

En otro ejemplo mis, las células incluyen uno o mis,
por ejemplo, dos o mis, © tres o mis, de las siguientes
actividades: indol-lactato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.1110), R-
4-hidroxifenil-1actato-deshidrogeqasa (EC 1.1.1.222), 23-(4)-
hidroxifenilpiruvato-reductasa (EC 1.1.1.237), lactato-
deshidrogenasa (EC 1.1.1.27, 1.1.,1.28, 1.1.2.3), (3-imidazol-
5-il)lactato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.111), lactato oxidasa
(EC 1.1.3-), sintasa/liasa (4.1.3-) tal como 4-hidroxi-4-
metil-2-oxoglutarato-aldolasa (EC 4.1.3.17) o 4-hidroxi-2-
oxoglutarato-aldolasa (EC 4.1.3.16), sintasa/liasa (4.1.2.-),
triptofano-deshidrogenasa (EC 1.4.1.19), triptofano-
fenilpiruvato-transaminasa (BC 2.6.1.28), triptofano-

aminotransferasa (EC 2.6.1.27), tirosina(aromfitico) -

\t
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aminotransferasa (EC 2.6.1,5), aminotransferasa de sustratos
miltiples (EC 2.6.1-), aspartato-aminotransferasa (EC
2.6.1.1), fenilalanina-deshidrogenasa (EC 1.4.1.20),
glutamato-deshidrogenasa (EC 1.4.1.2, 1.4.1.3, 1.4.1.4), D-
aminodcido-deshidrogenasa (EC 1.4.99.1), D-triptofano-
aminotransferasa y/o D-alanina-aminotransferasa (EC
2.6.1.21).

Ademds, las células descritas pueden incluir uno o méis
de las siguientes actividades, por ejemplo dos o més o tres o©
mas de las siguientes actividades: triptofano-
aminotransferasa (EC 2.6.1.27), tirosina(aromitico) -
aminotransferasa (EC 2.6.1.5), aminotransferasa de sustratos
miltiples (EC 2.6.1-), aspartato-aminotransferasa (EC
2.6.1.1), triptofano-deshidrogenasa (EC 1.4.1.19),
triptofano-fenilpiruvato-transaminasa (EC 2.6.1.28), L-
aminoficido-oxidasa (EC 1.4.3.2), triptofano-oxidasa (sin
nimero EC), D-aminofcido-deshidrogenasa (EC 1.4.99.1), D-
aminodcido-oxidasa (EC 1.4.3.3), D-alanina-aminotransferasa
({EC 2.6.1.21), indol-lactato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.110),
R-4-hidroxifenil-lactato-deshidrogenasa (EC 1.1.222), 3-(4)-
hidroxifenilpiruvato-reductasa (EC 1.1.1.237), lactato-
deshidrogenasa (EC 1.1.1.27, 1.1.1.28, 1.1.2.3), {(3-imidazol-
5-il)lactato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.111), lactato-oxidasa
(EC 1.1.3.-), sintasa/liasa (4.1.3-), tal como 4-hidroxi-4-

metil-2-oxoglutarato-aldolasa (BC 4.1.3.17) o 4-hidroxi-2-

23
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oxoglutarato-aldolasa (EC 4.1.3.16), sintasa/liasa (4.2.1-),

glutamato-deshidrogenasa (EC 1.4.1.2, 1.4.1.3, 1.4.1.4)},

fenilalanina-deshidrogenasa (EC 1.4.1.20), y/o D-triptofano-.

aminotransferasa.
| La monatina puede'ser producida mediante un método que
incluye poner en contacto el triptofano y/o el &acido indol-3-
ldctico con un primer polipéptido, en donde el primer
polipéptido convierte el triptofano y/o el &cido indol-3-
lactico a indol-3-piruvato (ya sea la forma D o la forma L
del triptofano o el &cido indol-3-lactico puede ser utilizado
como el sustrato que es convertido a indol-3-piruvato; una
persona de experiencia ordinaria en la técnica apreciarid que
los polipéptidos elegidos para este paso muestran idealmente
la especificidad apropiada), goniendo en contacto el indol-3-
piruvato resultante con un segundo polipéptido, en donde el
segundo polipéptido convierte el indol-3-piruvato a &cido 2-
hidroxi-2-{indol-3-ilmetil) -4-cetoglutéirico (MP), y poniendo
en contacto el MP con un tercer polipéptido, en donde el
tercer polipéptide convierte MP a monatina. Los polipéptidos
ejemplares que pueden ser utilizados para estas conversiones
son mostrados en las FIGS. 2 y 3.
Otro aspecto mids de la invencién proporciona las
composiciones tales como MP, laa células que contienen al
menos dos polipéptidos, o algunas veces al menocs tres o al

menos cuatro polipéptidos, que son codificados sobre al menos
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una secuencia exSgena de &cido nucleico.

Estos y otros aspectos de la descripci6n son aparentes
a partir de la siguiente descripcién detallada y de 1los
ejemplos ilustrativos.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La FIG.1 muestra las vias biosintéticas utilizadas
para producir la monatina y/o el indol-3-piruvato. Una via
produce el indol-3-piruvato via el triptofano, mientras que
otra mis produce el indel 3-piruvato via el &cido indol-3-
lactico. La monatina es subsecuentemente producida via el
intermediario de dcido 2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil) -4-
cetoglutirico {(MP).

Los compuestos mostrados en recuadros son sustratos y
productos producidos en las vias biosintéticas.

Las composiciones adyacentes a 1las flechas son
cofactores, o reactivos que pueden ser utilizados durante la
conversién de un sustrato a un producto. El cofactor o el
reactivo utilizado depender& del polipéptido utilizado para
el paso particular de la via biosintética. El cofactor PLP
(piridoxal-5'-fosfato) puede catalizar las reacciones
independientemente de wun polipéptido, y por lo tanto, al
proporcionar meramente PLP puede permitir la progresién del
sustrato hasta el producto.

La FIG. 2 es un diagrama mis detallado de la via

biosintética que utiliza el intermediario de MP. Los

apep——



10

15

20

25

11

pustratos para cada paso en las vias son mostrados en los
recuadros. Los polipéptidos que permiten la conversibén entre
los sustratos son listados adyacentemente a las flechas entre
los sustratos. Cada polipéptido es descrito por su nombre
comin y en un nimeroc de clase enzimdtica (EC).

La FIG. 3 muestra un diagrama mis detallado de la via
biosintética de la conversién del &cido indol-3-l&ctico a
indol-3-piruvato. Los sustratos son mostrados en recuadros, y
los polipéptidos que permiten la conversién entre 1los
sustratos son listados adyacentes a la flecha entre los
sustratos. Cada polipéptido es descrito por su nombre comin y
un nimero de la clase enzimética (EC).

La FIG. 4 muestra una posible reaccién para elaborar
MP por medios quimicos.

Las FIGS. 5A y 5B son cromatogramas gque muestran la
identificacién por LC/MS de 1la monatina producida
enzimiticamente.

La FIG. 6 ee un espectro de masa de electrorrocio de
la monatina enzimiticamente sintetizada.

Las FIGS. 7A y 7B muestran cromatogramas de los
anilisis de iones hijos por LC/MS/MS de la monatina producida
en una mezcla enzimdtica.

La FIG. 8 es un cromatograma que muestra la medicién
de masa de alta resoluci6én de 1la monatina producida

enzimiticamente.

/3T
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Las FIGS. 9A-9C son cromatogramas que muestran la
peparacién quiral de (A) R-triptofano, (B) S-triptofano, Yy
(C) monatina producida enzimiticamente.

La FIG. 10 es un diagrama de barras que muestra la
cantidad relativa de 1la monatina producida en células
bacterianas después de la induccién con IPTG. El signo (-)
indica una falta de adicién de sustrato (no se agregb
triptofano o piruvato).

Las FIGS. 11-12 pson diagramas esquemidticos que
muestran las vias utilizadas para incrementar el rendimiento
de la monatina producida a partir del triptofano o del indol-
3-piruvato.

La FIG. 13 es un diagrama esquemdtico que muestra una
via que puede ser utilizada para incrementar el rendimiento
de la monatina producida a partir del triptofano o del indol-
3-piruvato.

LISTADO DE SECUENCIAS

Las secuencias de &cidos nucleicos y de aminoacidos
listadas en el listado de secuencias anexo, se muestran
utilizando las abreviaturas de una sola letra esténdares,
para las bases nucleotidicas, y el cédigo de tres .1etras para
los amino&cidos. Unicamente una hebra de cada Bsecuencia de
dcido nucleido es mostrada, pero se entiende que 1la hebra
complementaria es incluida por cualquier referencia a 1la

hebra mostrada.

b
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SEQ ID NOS.: 1 y 2 muestran las secuencias de acidos
nucleicos y de aminodcidos de una aminotransferasa de
Sinorhizobium meliloti, respectivamente (el gen tatA, llamado
una aminotransferasa de tirosina o aromitico en 1la
literatura).

SEQ ID NOS.: 3 y 4 muestran las secuencias de &cidos
nucleicos y de aminoécidos de una tirosina-aminotransferasa
de Rhodobacter sphaeroides (2.4.1), respectivamente (por
homologia con tatA (SEQ ID NOS.: 1 y 2) que se predice es una
*aspartato-aminotransferasa” por software genbSmico.

SEQ ID NOS.: 5 y 6 muestran las secuencias de &cidos
nucleicos y de aminodcidos de wuna aminotransferasa de
Rhodobacter sphaeroides (35053), respectivamente (nuevo,
clonado con base en 2.4.1 secuencia SEQ ID NOS.: 3 y 4).

SEQ ID NOS.: 7 y 8 muestran las secuencias de &cidos
nucleicos y de aminofcidos de una aminotransferasa de amplios
sustratos (bsat) proveniente de Leishmania major,
respectivamente.

SEQ ID NOS.: 9 y 10 muestran las secuencias de &cidos
nucleicos y de aminodcidos de una aminotransferasa de
aromitico (araT) de Bacillus subtilis, respectivamente.

SEQ ID NOS.: 11 y 12 muestran nuevas secuencias de
dcido nucleico y de aminodcidos de una aroméitico-
aminotransferasa (araT) de Lactobacillus amylovorus,

respectivamente (por homologia identificada como una

V=4
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aromAtico-aminotransferasa) .

SEQ ID NOS.: 13 y 14 muestran lae secuencias de &cidos
nucleicos y de aminodcidos de una aminotransferasa de
pustratos miltiples (msa) proveniente de R. Sphaeroides
(35053), respectivamente (identificada como una
aminotransferasa de sustratos miltiples por homologia al No.
de Acceso AAAE01000093.1, pb 14743-16155 y No. de Acceso
ZP00005082.1) .

SEQ ID NOS.: 15 y 16 muestran cebadores utilizados
para clonar la secuencia de D-alanina-aminotransferasa (dat)
de B. gubtilis.

SEQ ID NOS.: 17 y 18 muestran cebadores utilizados
para clonar la secuencia de tatA de S. meliloti.

SEQ ID NOS.: 19 y 20 muestran cebadores utilizados
para clonar la secuencia de araT de B, subtilis. .

SEQ ID NOS.: 21 y 22 muestran cebadores utilizados
para clonar las secuencias de aminotransferasa de sustratos
miltiples de Rhodobacter sphaercides (2.4.1. y 35053).

SEQ ID NOS.: 23 y 24 muestran cebadores utilizados
para clonar la secuencia bsat de Leishmania major.

SEQ ID NOS.: 25 y 26 muestran cebadores utilizados
para clonar la secuencia de araT de Lactobacillus amylovorus.

SEQ ID NOS.: 27 y 28 muestran cebadores utilizados
para clonar la secuencia de tatA de R. Sphaeroides (ambas

2.4.1 y 35053).



10

15

20

15

SEQ ID NOS.: 29 y 30 muestran cebadores utilizados
para clonar la secuencia de aspC de E. coli (secuencia de
genes Genbank No. de Acceso: AE000195.1, secuencia de
proteina Genbank No. de Acceso: AAC74014).

SEQ ID NOS.: 31 y 32 muestran las sBecuenclas de &acidos
nucleicos y de amino&cidoe de la aromidtico-aminotransferasa
(tyrB) de E. coli, respectivamente.

SEQ ID NOS.: 33 y 34 muestran cebadores utilizados
para clonar la secuencia de tyrB de E. coli.

SEQ ID NOS.: 35-40 muestran cebadores utilizados para
clonar los polipéptidos con actividad de 4-hidroxi-2-
oxoglutarato aldolasa (KHG) (EC 4.1.3.16).

SEQ ID NOS.: 41 y 42 muestran las secuencias de &Acidos
nucleicos de la triptofanasa (tna) de E. coli y tiroseina-
fenol-liasa (tpl) de Citrobacter freundii que codifican para
las proteinas PO0S13 (GI:401195) y P31013 (GI:401201),
respectivamente.

SEQ ID NOS.: 43-46 muestran cebadores utilizados para

clonar los polipéptides de triptofanasa y los polipéptidos de
B-tirosinasa (tirosina-fenol-liasa).
SEQ ID NOS.: 47-54 muestran cebadores utilizados para

mutar los polipéptidos de triptofanasa y los polipéptidos de
p-tirosinasa.

SEQ ID NOS.: 55-64 muestran cebadores utilizados para

54
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clonar los polipéptidos con actividad de 4-hidroxi-4-metil-2-

oxoglutarato-aldolasa (EC 4.1.3.17).

SEQ ID NOS.: 65 y 66 muestran las secuencias de &cidos

nucleicos y de aminofdcidos de 1la 4-hidroxi-4-metil-2-
oxoglutarato-aldolasa (proa) de C. testosteroni,
reapectivamente.

SEQ ID NOS.: 67-68 muestran cebadores utilizados para

clonar la 4-hidroxi-4-metil-2-oxoglutarato-aldolasa {(proA) de

C. testosteroni en un operén con aspC de E. coli en pET30

Xa/LIC.

SEQ ID NOS.: 69-72 muestran cebadores utilizados para

clonar aspC de E. coli y proA de C. testosteroni en pESC-his.

SEQ ID NOS.: 73-74 muestran las secuencias agregadas

al extremo 5’ de los cebadores utilizados para clonar los

genes descritos en la presente.
DESCRIPCION DETALLADA DE LAS DIVERSAS MODALIDADES

Abreviaturas y términos

Las siguientes explicaciones de los términos y métodos

se proporcionan para describir mejor la presente descripcién,

y para guiar a aquelloe de experiencia ordinaria en

técnica en la préctica de la presente descripcién. Como

la

utiliza en la presente, ™“que comprende” significa *“que

incluye” y las zonas singulares “un” o “uno” o "una®” o ‘el,

la, los, las” incluyen las referencias plurales a no ser que

el contexto lo dicte claramente de otro modo. Por ejemplo,

la

S
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referencia a "que comprende una proteina® incluye una o una
pluralidad de tales proteinas, y 1la referencia a "“que
comprende las células” incluye la referencia a una © mis
células equivalentes de las mismae conocidas por aquellos
expertos en la técnica, y asi sucesivamente.

A no ser que se explique de otro mode, todos los
términos técnicos y cientificoe utilizados en la presente
tienen los mismos significados gue son cominmente
comprendidos por una persona de experiencia ordinaria en la
técnica a la cual pertenece esta descripcifn. Aunque los
métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos
descritos en la presente pueden ser utilizados en la préctica
0 prueba de la presente descripcién, se describen en seguida
los métodos y materiales adecuados. Los materiales, métodos y
ejemplos son ilustrativos f{nicamente y no se pretende que
gean limitantes. Otras caracteristicas y ventajas de 1la
descripcién s8on aparentes a partir de 1la siguiente
descripcién detallada y de las reivindicaciones.

ADNc (ADN complementario): Una pieza de ADN que carece
de los segmentos de no codificacidén, internoe (intrones) y
las Becuencias reguladoras que determinan la transcripcién.
El ADNc puede ser sintetizado en el laboratorio mediante
transcripcién inversa del ARN mensajero extraido de las
células.

Sustitucidn conservadora: Una o mis sustituciones de
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aminodcidos (por ejemplo, 2,5 6 10 residuos) para los
residuos de aminodcidos que tienen similares propiedades
biogquimicas. Tipicamente, las sustituciones conservadoras
tienen poco o ninglin impacto sobre la actividad de un
pelipéptido resultante. Por ejemplo, idealmente, un
polipéptido de triptofano-aminotransferasa que incluye una o
mis sustituciones conservadoras conserva la actividad de
triptofano-aminotransferasa. Puede ser producido un
polipéptido para contener una O mas sustituciones
conservadoras mediante la manipulacién de la secuencia de
nucledtidos que codifica para ese polipéptido utilizando, por
ejemplo, procedimientos esténdares tales como la mutagénesis
dirigida al sitio o PCR.

Las +variantes sustitucionales son aquellas en las
cuales al menos un residuo en la secuencia de aminodcidos ha
gido removido y en su lugar ha sido insertado un residuo
diferente. Los ejemplos de aminodcidos ¢que pueden ser
puatituidos por un aminodcido original en una proteina, y que
son considerados como sustituciones conservadoras incluyen:
Ala sustituida con ser o thr; arg sustituido con gln, his, o
lys; asn sustituido con glu, gln, 1lys, his, aasp; asp
sustituido con asn, glu, o gln; cys sustituido con ser ¢ ala;
gln sustituido con asn, glu, lys, his, a;p, o arg; glu
gustituido con asn, gln lys o asp; gly sustituido con pro;

his sustituido con aen, lys, gln, arg, tyr; ile sustituido

/ 33%
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con leu, met, val, phe; leu sustituido con ile, met, wval,
phe; 1lys sustituido con asn, glu, gln, his, arg; met'\
pustituido con ile, leu, val, phe; phe sustituido con trp,
tyr, met, ile o 1leu; sger sustituido con thr, ala; thr
sustituido con ser o ala; trxp sustituido con phe, tyr; tyr
pustituido con his, phe, o trp; y val sustituido con wmet,
ile, leu.

La informacién adicional respecto a las sustituciones
conservadoras pueden ser encontradas en, entre otros sitios,
Ben-Bassat et al., (J. Bacteriol, 169:751-7, 1987), O'Regan
et al., (Gene 77:237-51, 1989), Sahin-Toth et al., (Protein
Sci. 3:240-7, 1994), Hochuli et al., (Bio/Technology 6:1321-
5, 1988, (WO 00/67796 (Curd et al), y en los libros de textos
eastindares de genética y biologia molecular.

Ex6genoa: El té&rmino “exb6geno(a)” como se utiliza en
la presente, con referencia al &4cido nucleico y una célula
particular, se refiere a cualquier &cido nucleico que no se
origina de una célula particular como se encuentra en la
naturaleza. De este modo, el acido nucleico de origen natural
es considerado como exSgeno para una célula una vez gque Be
introduce dentro de la célula. El &cido nucleico que es de
origen natural puede ser también ex6geno para una célula
particular. Por ejemplo, un cromosoma completo aislado de una
c€lula de la persona X es un &cido nucleico exSgeno con

reapecto a una célula de la persona Y una vez que el
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cromosoma es8 introducido dentro de la célula de Y.

Funcionalmente Equivalente: Que tiene wuna funcién \\\\
equivalente. En el contexto de una enzima, las moléculas
funcionalmente equivalentes incluyen diferentes moléculas que
conservan la funcién de 1la enzima. Por ejemplo, 1los
equivalentes funcionales pueden ser proporcionados por
alteraciones en la secuencia en una secuencia enzimitica, en
donde el péptido con una © més alteraciones secuenciales
conserva una funci6n del péptido no alterado, tal que éste
conserva B8u actividad enzimiAtica. En un ejemplo particular,
una triptofano-aminotransferasa funcionalmente equivalente
conserva la habilidad para convertir el triptofano a indol-3-
piruvato.

Ejemplos de alteraciones de secuencias incluyen, pero
no estén limitados a, sustituciones conservadoras,
supresiones, mutaciones, desplazamientos estructurales e
ingserciones. En un ejemplo, un polipéptido dado se enlaza a
un anticuerpo, y un equivalente funcional es un polipéptido
que 8e enlaza al mismo anticuerpo. De este modo, un
equivalente funcional incluye los péptidos que tienen 1la
misma especificidad de enlace que un polipéptido, y que puede
ser utilizado como un reactivo en lugar del polipéptido. En
un ejemplo, un equivalente funcional incluye un polipéptido
donde la secuencia de enlace es discontinua, en donde el

anticuerpo se enlaza a un epitopo lineal. De este modo, si la
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secuencia peptidica es MPELANDLGL (aminodcidos 1-10 de la SEQ
ID No.: 12) un equivalente funcional incluye epitopos
discontinuos, gque pueden aparecer como sigue (** = cualquier
niimero de aminodcidos de intervencién) : NH2-*%-
M *Pr¥Exr* ** AR ¥kN*RD**], %Gk *],-COOH. En este ejemplo, el
polipéptido es funcionalmente equivalente a los aminofcidos
1-10 de la SEQ ID No.: 12 si la estructura tridimensional del
polipéptido es tal que éste puede enlazarse a un anticuerpo
monoclonal que se enlaza a los amino&cidos 1-10 de la SEQ ID
No.: 12.

Hibridacién: El1 término “hibridacién® como se utiliza
en la presente se refiere a un método de prueba para la
complementariedad en la secuencia nucleotidica de dos
moléculas de &cido nucleico, con base en la habilidad de ADN
y/o el ARN complementarios de una sola hebra, para formar una
molécula diplex. Las técnicae de hibridacién en &cidos
nucleicos pueden ser utilizados para obtener un &cido
nucleico aislado dentro del alcance de la invencién. En
resumen, cualquier &dcido nucleico que tenga alguna homologia
para una secuencia descrita en la SEQ ID No.: 11, puede ser
utilizado como una sonda para identificar un &cido nucleico
similar mediante hibridacién bajo condicicones de exigencia
moderad; a alta. Una vez identificado, el &cido nucleico
puede ser luego purificado, secuenciado y analizado para

determinar ei é&ste estd dentro del alcance de la presente

d
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descripcién.

La hibridacién puede s8er realizada mediante el
andlisis de Southern o de Nothern, para identificar la
secuencia de ADN o ARN respectivamente, que se hibrida a una
gonda. La s8onda puede ser marcada con una biotina,
digoxigenina, un polipéptido, o un radioisétopo tal como ¥*P.
El ADN o ARN que <va a s8er analizado puede ser
electroforéticamente separado sobre un gel de agarosa o de
poliacrilamida, transferido a nitrocelulosa, nailon u otra
membrana adecuada, e hibridado con 1la sonda —utilizando
técnicas estaindares bien conocidas en la técnica tales como
aquellas descritas en las secciones 7.39-7.52 de Sambrook et
al, (1989) Molecular Cloning, segunda edicién, Cold Spring
Harbor Laboratory, Plainview, NY. Tipicamente, una sonda es
al menos de aproximadamente 20 nucleétidos de longitud. Por
ejemplo, una sonda correspondiente a una secuencia contigqua
de 20 nuclebétidos descrita en la SEQ ID No.: 11, puede ser
utilizada para identificar un A&cido nucleico idéntico o
pimilar. Ademis, pueden ser utilizadas sondas m&s largas o
mds cortas de 20 nuclebStidos.

La descripcién también proporciona las secuencias
aisladas de dcido nucleico que son al menos de
aproximadamente 12 bases de longitut-i (por ejemplo, al menos
aproximadamente 13, 14, 1S5, 16, 17, 18, 19, 20, 2S5, 30, 40,

50, &0, 1100, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, &

AN
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5000 bases de longitud) y se hibridan, bajo condiciones de
hibridacién, a la hebra en sentido o anti-sentido de un &cido
nucleico que tiene la secuencia descrita en la SEQ ID No.:
11. Lae condiciones de hibridacién pueden ser condiciones de
hibridacién moderada o altamente exigentes.

Para fines de esta descripcién, las condiciones de
hibridacién moderadamente exigentes significan que 1la
hibridacién es realizada aproximadamente a 42°C en una
solucién de hibridacién gue contiene XPO, 25 mM (pH 7.4), 5X
88C, 5X de solucién de Denhart, 50 pg/mL de ADN sonicado
desnaturalizado de esperma de salmén, 50% de formamida, 10%
de sulfato de dextrano, Yy 1-15 ng/mL de 1la sonda
(aproximadamente 5 x 107 cpm/pg), mientras que los lavados son
realizados aproximadamente a 50°C con una solucién de lavado
que contiene 2X SSC y 0.1% de dodecilsulfato de sodio.

Las condiciones de hibridacién altamente exigentes
eignifican que la hibridacién es realizada aproximadamente a
42°C en una solucién de hibridacifn que contiene KPO, 25 mM
(pH 7.4), 5X S88C, 5X solucién de Denhart, 50 pug/mL de ADN de
esperma de salmén, sonicado, desnaturalizado, 50% de

formamida, 10% de sulfato de dextrano, y 1-15 ng/mL de la
sonda (aproximadamente 5 x 10’ cpm/pg), mientras que los

lavados s8son realizados aproximadamente a 65°C con una

solucién de 1lavado que contiene 0.2X SSC y 0.1% de

/
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dodecilsulfato de sodio.

Aislado: El término "aislado” como se utiliza en 1la
presente, con referencia al &4cido nucleico, se refiere a un
&cido nucleico de origen natural que no estid inmediatamente
contiguo con ambas de las secuencias con-:las cuales éste estéd
inmediatamente contiguo (uno asobre el extremo 5’ y uno sobre
el extremo 3’) en el genoma de origen natural del organismo
del cual se deriva. Por ejemplo, un &cido nucleico aislado
puede ser, s8in limitacién, una molécula de ADN recombinante
de cualquier longitud, con la condicién de que una de las
secuencias de &cido nucleico normalmente encontradas
inmediatamente flanqueando esa molécula de ADN recombinante
en un genoma de origen natural, es removida o es ausente. De
este modo, un &cido nucleico aislado incluye, sin limitacién
un ADN recombinante que existe como una molécula separada
(por ejemplo, un ADNc o un fragmento de ADN gendmico
producido mediante PCR o tratamiento con endonucleasa de
restriccién) independientemente de otra secuencias, asi como
el ADN recombinante que es incorporado dentro de un vector,
un plésemido de replicacién auténoma, un virus (por ejemplo un
retrovirus, adenovirus o herpes wvirue), o dentro del ADN
genSémico de un procariote o eucariote. Ademis, un &cido
nucleico aislado puede 1incluir wuna molécula de ADN
recombinante que es parte de una secuencia de &acido nucleico

hibrida o de fusién.
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El término ™“aislado” comoc se utiliza en la present

con referencia al &cido nucleico, también incluye cualquier ~~

4cido nucleico de origen no natural, ya que lae secuencias de
dcido nucleico de origen no natural no son encontradas en la
naturaleza y no tienen secuencias inmediatamente contiguas en
un genoma de origen natural. Por ejemplo, el &cido nucleico
de origen natural tal como un &cido nucleico manipulado por
ingenierfia genética es considerado como A&cido nucleico
aislado. El1 Acido nucleico manipulado por ingenierfia genética
puede ser elaborado utilizando clonacién molecular comGn o
técnicas de sintesis quimicas de &cidos nucleicos. El1 &cido
nucleico de origen no natural, aislado, puede estar
independiente de otras secuencias, o estar incorporado dentro
de un vector, un plasmido de replicacién auténoma, un virus
(por ejemplo, un retrovirus, adenovirus, o herpes virus) o el
ADN genbémico de un procariote o eucariote. Ademds, el &cido
nucleico de origen no natural puede incluir una molécula de
4cido nucleico que es parte de una secuencia de &cido
nucleico hibrida o de fusién.

Serd aparente para aquellos expertos en 1; técnica que
un &cido nucleico existente entre los cientos a millones de
otras moléculas de &cido nucleico, dentro, por ejemplo, de
las bibliotecas de ADNc o bibliotecas genémicas, o rebanadas
de gel que contienen una digestién de restriccién de ADN

gendmico, no ha de ser considerado un &cido nucleico aislado.
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Acido nucleico: El término *&cido nucleico” como se
utiliza en la presente abarca el ARN y el ADN incluyendo, sin
limitacién, ADNc, ADN gen6mico, y ADN sintético (por ejemplo,
quimicamente sintetizado). Bl &cido nucleico puede sBer de
doble hebra o de hebra simple. Donde es de hebra simple, el
dcido nucleico puede ser la hebra en sentido o la hebra anti-
sentido. Ademds, el 4&cido nucleico puede ser circular o
lineal.

Operablemente enlaxzada: Una primera secuencia de &cido
nucleico est& “operablemente enlazada® con una Bsegunda
gsecuencia de &cido nucleico siempre que la primera secuencia
de &cido nucleico sea colocado en una relacién funcional con
la segunda secuencia de &cido nucleico. Por ejemplo, un
promotor estd operablemente enlazado a una secuencia de
codificacién si el promotor afecta la transcripcién de 1la
gsecuencia de codificacién. En general, las secuencias de ADN
operablemente enlazada est&n contiquas y, donde sea necesaria
unen dos regiones de codificacién de polipéptidos, en 1la
misma estructura de lectura.

Modificaciones de Péptido: La presente descripcién
incluye enzimas, asi como laPp modalidades sintéticas de las
mismas. Ademis, loe andloges (moléculas orgénicas no
peptidicas), derivados (moléculas peptidicas quimicamente
funcionalizadas obtenidas comenzando con 1las secuencias

peptidicas descritas) y las variantes (homSlogos) que tienen
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la actividad enzimitica deseada pueden ser utilizadas en los
métodos descritos en la presente. lLos péptidos descritos en
la presente incluyen una secuencia de aminodcidos, que puede
ser ya sea los L- y/o D-aminodcidos, de origen natural y de
otro modo.

Los péptidos pueden ser modificados por una variedad
de técnicas quimicas para producir derivados peptidicos que
tienen ‘esencialmente la misma actividad que los péptidos no
modificades y gque tienen opcionalmente otras propiedades
deseables. Por ejemplo, los grupos de &cidos carboxilico de
la proteina, ya sea carboxilo-terminal o de cadena lateral,
pueden ser proporcionados en la forma de una sal de un catién
farmacéuticamente aceptable, o esterificados para formar un
éster de 1 a 16 4tomos de carbono, o convertidos a una amida
de la férmula NRIR2 en donde Rl y R2 son cada uno
independientemente hidrégeno o alquilo de 1 a 16 &tomos de
carbono, o combinados para formar un anillo heterociclico,
tal como un anillo de 5 & 6 miembros. Los grupos amino del
péptido, ya sea amino-terminal o de cadena lateral, pueden
estar. en la forma de una =sal por adicién del A4&cido
farmacéuticamente aceptable, tal como las sales orgénicas de
los 4dcidos acético, benzoico, toluensulfénico, maleico,
tartlrico, y otras sales orgfnicas, o pueden ser modificados
a alquilo de 1 a 6 &tomos de carbono o dialquilamino o

convertidos posteriormente a una amida.

23



10

15

20

25.

28

Los grupos hidroxilo de las cadenas laterales de los
péptidos pueden ser convertidos a alcoxi de 1 a 16 &tomos de
carbono o un éster de 1 a 16 &tomos de carbono utilizando
técnicas bien reconocidas. Los anillos del fenilo y fenélicos
de las cadenas laterales de 1los péptidos pueden ser
gustituidoe con uno o mis &tomos de halégeno, tales como
fldor, cloro, bromo o yodo, o con alquilo de 1 a 16 atomos de
carbono, alcoxi de 1 a 16 &tomos de carbono, &cidos
carboxilicos y ésteres de los mismos, o amidas de tales
dcidos carboxilicos. Los grupos metileno de las cadenas
laterales peptidicas pueden ser extendidos a alqguilenos
homélogos de 2 a 4 4tomos de carbono. Los tioles pueden ser
protegidos con cualquiera de un niGmero de grupos protectores
bien reconocidos tales como los grupos acetamida. Aquellos
expertoe en la té&cnica también reconocen los métodos para
introducir estructuras ciclicas dentro de los péptidos de
esta descripcién para seleccionar Y proporcionar
constrefiimientos conformacionales a la estructura, que dan
como resultado estabilidad aumentada. Por ejemplo, una
cisteina C- o N-terminal puede ser agregada al péptido, de
modo que cuando se oxida el péptido contendrd un enlace
disulfuro, generando un péptido ciclico. Otros métodos de
ciclizacién de péptidos incluyen la formacidén de tioéteres y
amidas y ésteres carboxilo- y amino-terminales.

Las modalidades peptidomiméticas y organomiméticas

3
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estdn también dentro del alcance de la presente descripcibn,
con lo cual el arreglo tridimensional de los constituyentes
quimicos de tales péptidos- y organomiméticos imitan el
arreglo tridimensional de la cadena principal peptidica y las
cadenas laterales de los aminodcidos componentes, dando como
resultado tales péptidos- y organomiméticos de las proteinas
de esta descripcitn, que tienen actividad enzimdtica
detectable. Para aplicaciones de modelacién en computadora,
un farmac6foro es una definicién tridimensional idealizada de
los requerimientos estructurales para la actividad bioldgica.
Lo péptidos- y organomiméticos pueden ser diseflados para
ajustar cada farmac6foro con el software de modulacién por
computadora actual (utilizando el disefio de f&rmacos ayudado
por computadora o© CADD). Ver Walters, “Computer-Assisted
Modeling of Drugs”, en Klegerman & Gorves (eds) ,
Pharmaceutical Biotechnology, 1993, Interpharm Press: Buffalo
Grove, IL, pp. 165-74 y Ch. 102 en Munson {ed), Principles of
Pharmacology, 1995, Chapman & Hall, para descripciones de las
técnicas utilizadas en CADD. También incluidos dentro del
alcance de las descripciones estin los miméticos preparados
utilizando tales técnicas. En un ejemplo, un mimético imita
la actividad enzimdtica generada por una enzima o una
variante, fragmento o fusién de la misma.

Sondas y cebadores: Las sondas y cebadores de #&cido

nucleico pueden ser preparddas f&cilmente con base en las
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secuencias de aminolcidos y en las secuencias de &cido
nucleico proporcionadas en la presente. Una *“sonda” incluye
un Acido nucleico aislado gue contiene un marcador detectable
o una molécula reportera. Los marcadores ejemplares incluyen,
pero no estén limitados a, is6topos radioactivos, ligandos,
agentes quimioluminiscentes, y polipéptidos. Los métodos para
la marcacién y gufa en 1la elecci6ébn de los marcadores
apropiados para diversos propdsitos en, por ejemplo, Sambrook
et al. {ed.), Mclecular Cloning: A Laboratory Manual 2°*.ed.,
vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y., 1989, y Ausubel et al (ed) Current Protocols in
Mt;lecular Biology, Greene Publishing and Wiley-Interscience,
Nueva York (con actualizaciones periddicas), 1987.

Los “cebadores® son tipicamente moléculas de &cido
nucleico que tienen diez o méds nuclebtidos (por ejemplo,
moléculas de &cido nucleico que tienen entre aproximadamente
10 nuclebtidos y aproximadamente 100 nucleétidos). Un cebador
puede ser recocido a una hebra complementaria de A&cido
nucleico objetivo mediante hibridacién de &cideo nucleico para
formar un hibrido entre el cebador y 1la hebra de &cido
nucleico objetivo y luego extendido a lo largo de la hebra de
4cido nucleico objetivo mediante, por ejemplo, una ADN-
polimerasa polipeptidica. Los pares de cebadores pueden ser
utilizados para la amplificacién de una secuencia de &cido

nucleico, por ejemplo, por 1la reaccién en cadena de
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polimerasa (PCR) y otros métodos de amplificaciém de &cido
nucleico conocidos en la técnica.

Los métodos para preparar y utilizar las sondas y los
cebadores se describen, por ejemplo, en las referencias tales
como Sambrook et al. (ed), Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2".ed., wvol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989; RAusubel et al. (ed),
Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing and
Wiley-Inﬁerscience, Nueva York {con actualizaciones
peribdicas), 1987; e Innis et al. (eds.), PCR Protocols: A
Guide to Methods and Applications, Academic Press: San Diego,
1990. Los pares de cebadores de PCR pueden ser derivados de
una secuencia conocida, por ejemplo, mediante le wuso de
programas de computadoras destinados para ese propdsito tales
como Primer (Versién 0.5, © 1991, whitehead Institute for
Biomedical Research, Cambridge, Mass). Una persona de
experiencia en la técnica apreciari que la especificidad de
una sonda o cebador particular se incrementa con la longitud,
perc que una sonda o cebador puede estar en el intervalo de
tamafic de una secuencia de longitud completa hasta secuencias
tan cortas como de cinco nucleétidos consecutivos. De este
modo, por ejemplco, un cebador de 20 nuclebtidos consecutivos
puede recocerse a un objetivo con una mayor especificidad que
un cebador correspondiente (Gnicamente de 15 nuclebdtidos. De

este modo, con el fin de obtener mayor especificidad, las

g



10

15

20

25

32

sondas y cebadores pueden ser seleccionados 1los cuales
comprenden, por ejemplo, 10, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550,
600, 650, 700, 750, 800, 850, %00, 950, 1000, 1050, 1100,
1150, 1200, 1250, 1300, 1350, 1400, 1450, 1500, 1550, 1600,
1650, 1700, 1750, 1800, 1850, 1800, 2000, 2050, 2100, 2150,
2200, 2250, 2300, 2350, 2400, 2450, 2500, 2550, 2600, 2650,
2700, 2750, 2800, 2850, 2900, 3000, 3050, 3100, 3150, 3200,
3250, 3300, 3350, 3400, 3450, 3500, 3550, 3600, 3650, 3700,
3750, 3800, 3850, 3500, 4000, 4050, 4100, 4150, 4200, 4250,
4300, 4350, 4400, 4450, 4500, 4550, 4600, 4650, 4700, 4750,
4800, 4850, 4900, 5000, 5050, 5100, 5150, 5200, 5250, 5300,
5350, 5400, 5450, o mas nucleStidos consecutivos.

Promotor: Un arreglo de secuencias de control de &acido
nucleico que dirigen la transcripcién de &cido nucleico. Un
promotor incluye las secuencias necesarias de &cido nucleico
cercanas al sitio de inicioc de la transcripcién, tales como,
en el caso de un promotor tipo polimerasa II, un elemento
TATA. Un promotor puede incluir el aumentador distal o los
elementos represores que pueden ser localizados tanto como a
varios miles de pares de bases del Bitio de inicio de la
transcripcién.

Purificado: El término “purificado(a)” como se utiliza.
en la presente no requiere pureza absoluta; mis bien, se

pretende que éste sea un término relativo. De este modo, por
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ejemplo, una preparacién purificada de polipéptido o de &cido
nucleico puede ser una en la cual el polipéptido o A&cido
nucleido de interés, respectivamente, estd a una mayor
concentracién que el polipéptido o &cido nucleico estaria en
su ambiente natural dentro de un organismo. Por ejemplo, una
preparacién polipeptidica puede ser considerada purificada si
el contenido de polipéptido en la preparacién representa al
menos 50%, 60%, 70%, B0%, B5%, 90%, 92%, 95%, 98% 6 99% del
contenido total de proteina de la preparacién.

Recombinante: Un &cido nucleico “recombinante” es uno
que- tiene (1) una secuencia que no es de origen natural en el
organismo en el cual se expresa o (2) una secuencia elaborada
mediante una combinacién artificial de dos secuencias wmés
cortas, de otro modo separadas. Esta combinacién artificial
es frecuentemente lograda mediante sintesis quimica o més
cominmente, por manipulacién artificial de los segmentos
aislados de &cidos nucleicos, por ejemplo, por técnicas de
ingenieria genética. “Recombinante® se utiliza también para
describir las moléculas de &cido nucleico que han sido
artificialmente manipuladas, pero que contienen las mismas
secuencias reguladoras y las regiones de codificacién que son
encontradas en el organismo a partir del cual se aisld el
dcido nucleico.

Identidad Secuencial: La similitud entre las

secuencias de aminodcidoe es expresada en términos de la
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similitud entre las secuencias, de otro modo denominada como
la identidad secuencial. La identidad secuencial es
frecuentemente medida en términos de la identidad porcentual
(o similitud u homologia); entre mayor es el porcentaje, mis
gimilares son las dos secuencias. Los hom6logos o© variantes
de un péptido, tal como SEQ ID No.: 12, poseen un grado
relativamente alto de identidad secuencial cuando se alinean
utilizando métodos estdndares.

Los métodos de alineamiento de las secuencias para
comparacién son bien conocidos en la técnica. Diversos
programas y algoritmos de alineamiento se describe en: Smith
y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482, 1981; Needleman y Munsch,
J. Mol. Biol. 48:443-53, 1970; Pearson y Lipman, Proc. Natl.
Acad. Sci. E.U.A. 85:2444-8, 1988; Higgins y Sharp, Gene
73:237-44, 1988; Higgins y Sharp, CABIOS 5:151-3, 1989;
Corpet et al., Nucleic Acids Research 16:10881-90, 1988; y
Altschul et al., Nature Genet. 6:119-29, 1994,

La Herramienta de BlGequeda de Alineacién Local Bésica
de NCBI (BLAST™) (Altechul et al., J. Mol, Biol. 215:403-10,
1990) est& disponible de varias fuentes, incluyendo el Centro
Nacional para la Informacién en Biotecnologia (NCI, Bethesda,
MD) y en la Internet, para el uso en conexién con los
programas de andlisis secuencial, blastp, blastn, blastx,
tbalstn y tblastx.

Las variantes de un ©péptido son tipicamente

/
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caracterizadas por posesién de al menos 50% de identidad
gecuencial contada sobre el alineamiento de longitud completa
con la secuencia de aminofcidos utilizando NCBI Blast 2.0,
blastp con espacios vacios, ajustado a los parametros por
omisién. Para comparaciones de las secuencias de amino&cidos
de més de 30 aminoAcidos, la funcién de secuencias Blast 2 es
empleada utilizando la matriz BLOSUM62 por omisién, ajustada
a los parémetros por emisi6n (existencia de espacio vacio
costo de 11, y por un espacio vacio de residuo costo de 1).
Cuando se alinean los péptidos cortos (menos de alrededor de
30 aminocdcidos} el alineamiento es realizado utilizande 1la
funcién de secuencias Blast 2, empleando la matriz PAM30
ajustada a los parametros por omisién (penalidades de 9 por
espacio vacio abierto, de 1 por espacio vacio de extensién).
Las proteinas con similitud aln mayor a las secuencias de
referencia mostrardn identidades porcentuales cada vez
mayores cuando se evallien mediante este método, tal como al
menos B80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98%, o
incluso al menos 99% de identidad secuencial. Cuando menos de
la secuencia completa estd siendo comparada para la identidad
secuencial, los homSlogos y variantes tipicamente poseerén al
menos 80% de identidad secuencial sobre ventanas cortas de
10-20 aminodcidos, y pueden poseer identidades secuenciales
de al menos 85%, al menos 90%, al menos 95% & 98%,

dependiendo de su similitud a la secuencia de referencia. Losa
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métodos para determinar la ildentidad secuencial sobre tales
ventanas cortas, se describen en el sitio de la red que es
mantenido por el Centro Nacional para la Informacién en
Biotecnologia en Bethesda, Maryland. Una ©persona de
experiencia en la técnica apreciard que estos intervalos de
identidad secuencial son proporcionados para guia tinicamente;
es completamente posible que podrian ser obtenidos homSlogos
fuertemente significativos que caigan fuera de los intervalos
proporcionados.

Pueden ser utilizados métodos similares para
determinar la identidad porcentual de la secuencia de una
Becuencia de &cido nucleido. En un ejemplo particular, una
secuencia homSloga es alineada a una secuencia nativa, y el
nimero de concordancias es determinado por el conteo de
nimero de posiciones donde un nuclebétido o residuo de
aminodcido idéntico es presentado en ambas frecuencias. lLa
identidad secuencial porcentual es determinada al dividir el
nimerc de concordancias ya sea entre la 1longitud de 1la
secuencia descrita en la secuencia identificada (por ejemplo,
SEQ ID No.: 1l1), o por una longitud articulada (por ejemplo,
100 nuclebtidos consecutivos o residuos de aminoAcidos
provenientes de una secuencia descrita en una secuencia
identificada), seguido por 1la multiplicacién del valor
resultante por 100. Por ejemplo, una secuencia de &cidos

nucleicos que tienen 1166 concordancias cuando se alinea con
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la secuencia descrita en la SEQ ID No.: 11 es 75.0 por ciento
idéntica a la secuencia descrita en la SEQ ID No.: 11 (por
ejemplo, 1166+1554*100=75.0). 8Se nota que el valor de
identidad secuencial porcentual es redondeado al décimo més
cercano. Por ejemplo, 75.11, 75.12, 75.13 y 75.14 Be
redondean a 75.1, mientras que 75.15, 75.16, 75.17, 75.18 y
75.19 se redondean hasta 75.2. Se nota también que el valor
de longitud serd siempre un nimero entero. En otro ejemplo
mis, una Becuencia objetivo que contiene una regién de 20
nuclebtidos que se alinea con 20 nuclebftidos consecutivos
provenientes de una secuencia identificada como sigue,
contiene una regién que comparte 75% de identidad secuencial

a aquella secuencia identificada (por ejemplo, 15+20%100-75).

1l 20

Secuencia objetivo: AGGTCGTGTACTGTCAGTCA
L 0E e e e

Secuencia de identidad: ACGTGGTGAACTGCCAGTGA

Agente de enlace sspecifico: Un agente que es capaz de
enlazarse especificamente a cualquier polipéptido descrito en
la presente. Los ejemplos incluyen, pero no est8n limitados
a, anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales
{incluyendo anticuerpos monoclonales humanizados) , Y
fragmentos de anticuerpos monoclonales tales como Fab,

F(ab’)s, y Fv asi como cualquier agente capaz de enlazarse
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especificamente a un epitopo de tales polipéptidos.

Los anticuerpos para los polipéptidos proporcionados
en la presente (o fragmentos, variantes o fuesiones de los
mismos) pueden ser utilizados para purificar o identificar
tales polipéptidos. Las secuencias de aminocdcidos y de &acidos
nucleicos proporcionadas en la presente permiten 1la
produccién de agentes de enlace basados en anticuerpo
especifico, que reconocen los polipéptidos descritos en la
presente.

Los anticuerpos monoclonales o policlonales pueden ser
producidos para los polipéptidos, porciones de los
polipéptidos o variantes de los mismos. Optimamente, los
anticuerpos producidos contra uno o mis epitopos sobre un
antigeno polinucleotidico detectarén especificamente ese
polipéptido. Es decir, los anticuerpos producidos contra un
polipéptido particular, podrian reconocer y enlazarse a ese
polipéptido particular, y podrian sustancialmente no
reconocer © no enlazarse a otros polipéptidos. La
determinacién de que un anticuerpc se enlaza especificamente
a un polipéptido particular, es realizada mediante cualquiera
de un nimero de métodos de inmuncensayos esténdares; por
ejemplo, transferencia de Western (Ver, por ejemplo, Sambrook
et al. (ed.), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2".ed.,
vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Pressa, Cold Spring

Harbor, N.Y., 1989).
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Para determinar que una preparaciédn dada de anticuerpo
(tal como una preparacifén producida en un ratén contra un
polipéptido que tiene la secuencia de aminodcidos descrita en
lJa SEQ ID No.: 12) detecta especificamente el polipéptido
apropiado (por ejemplo, un polipéptido que tiene la secuencia
de aminodcidos descrita en la SEQ ID No.: 12) mediante
tranaferencia de Western, la proteina celular total puede ser
extraida de las células y separada mediante electroforesis en
gel de SDS-poliacrilamida.

La proteina celular total separada puede Bser luego
transferida a una membrana (por ejemplo, nitrocelulosa), y la
preparacién de anticuerpo incubada con la membrana. Después
de lavar la wmembrana para eliminar 1los anticuerpos no
especificamente enlazados, la presencia de los anticuerpos
especificamente enlazados puede ser detectada utilizando un
anticuerpo secundarioc apropiado (por ejemplo, un anticuerpo
anti-ratén) conjugado a un polipéptido tal como la fosfatasa
alcalina (ya que la aplicacién de fosfato de 5-bromo-4-cloro-
3-indolilo/nitro azul de tetrazolio da como resultado 1la
produccién de un compuesto densamente coloreado de azul por
la foafatasa alcalina inmunolocalizada.

Los polipéptidos sustancialmente puros, adecuados para
el uso como un inmunégeno pueden ser obtenidos de las células
transfectadas, las c¢élulas transformadas o las células de

tipo silvestre. Las concentraciones de polipéptidoe en 1la
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preparacién final pueden ser ajustadas, por ejemplo, mediante
concentracién sobre un dispositivo de filtro Amicon, al nivel
de unos pocos microgramos por mililitro. Ademés, ios
polipéptidos en el intervalo de tamafio de los polipéptidos de
longitud completa hasta polipéptidos que tienen tan pocos
como nueve residuos de aminodcidos, pueden ser utilizados
como inmunégenos. Tales como polipéptidos pueden ser
producidos en el cultivo celular, pueden ser sintetizados
guimicamente utilizando wmétodos estdndares, o pueden ser
obtenidos mediante la escisibn de los polipéptidos grandes en
polipéptidos mie pequefios que pueden ser purificados. Los
polipéptidoe que tienen tan pocos como nueve residuos de
aminofcidos de longitud pueden ser inmunogénicos cuando son
presentados a un sistema inmune en el contexto de wuna
molécula de Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) tal
como la molécula MHC de la clase I o MHC de la clase II. En
consecuencia, los polipéptidos que tienen al wmenos, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70,
80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550,
600, 650, 700, 750, 800, 900, 1000, 1050, 1100, 115¢, 1200,
1250, 1300, 1350, o mis residuos de amino&cidos consecutivos
de cualquier secuencia de aminodcidos descrita en la presente
pueden ser utilizados como inmunégenos para producir
anticuerpos.

Los anticuerpos .monoclonales para cualquiera de los
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polipéptidos descritos en la presente, pueden ser preparados
a partir de hibridomas murinos de acuerdo al método clésico
de Kohler y Milstein (Nature 256:495-7, 1975) o un método
derivado del mismo.

El antisuero pecliclonal que contienen anticuerpos para
los epitopos heterogéneos de cualquier polipéptido descrito
en la presente, puede ser preparado mediante la inmunizacién
de animales adecuados con el polipéptido (o fragmento del
mismo), gque puede ser no modificado o modificado para
aumentar la inmunogenicidad. Un protocolo efectivo de
inmunizacién para conejos puede ser encontrado en Vaitukaitis
et al. (J. Clin. Endocrinol. Metab. 33:988-91, 1971).

Se puede utilizar fragmentos de anticuerpo en 1ugaf de
anticuerpos completos, y pueden ser féacilmente expresados en
células hospederas procaribéticas. Los métodos para elaborar y
utilizar porciones inmunolégicamente efectivas de anticuerpos
monoclonales, también denominadas como ffragmentos de
anticuerpo” son bien conocidos e incluyen aquellos descritos
en Better y Horowitz Metods Enzymol. 178:476-96, 1989),
Glockshuber et al., (Biochemistry 29:1362-7, 1990), Patente
de los Estados Unidoe No. 5,648,237 (“Expresitn de Fragmentos
Funcionales de Anticuerpo”), Patente de los Estados Unidos
No. 4,946,778 ("moléculas que s8e Enlazan a 1la Cadena
Polipeptidica Simple*), Patente de los Estados Unidos No.

5,455,030 (“inmunoterapia Utilizando Moléculas que se Enlazin
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a Polipéptidos de Cadena B8Simple*), y referencias citadas
éstas.

Transformada: Una célula “transformada” es una célula
dentro de la cual ha sido introducida una molécula de &cido
nucleico, por ejemplo, mediante técnicas de biologia
molecular. La transformacién abarca todas 1las técnicas
mediante las cuales una molécula de Acido nucleico pueda ser
introducida dentro de tal célula incluyendo, sin limitacién,
la transfecci6n con un vector wviral, 1la conjugacién, 1la
transformacién con un vector plasmidiceo, y la introduccién de
ADN desnudo mediante electroporacién, lipofeccibn Y
aceleracién de pistolas de particulas.

Variantes, fragmentos o proteinas de fusidn: Las
proteinas descritas, incluyen variantes, fragmentos ¥y
fusiones de las mismas. Las secuencias de ADN (por ejemplo
SEQ ID No.: 1l1) que codificaﬁ para una protefina (por ejemplo
SEQ ID No.: 12), la proteina de fusién o un fragmento o
variante de una proteina, pueden aser manipuladas mediante
ingenieria genética para permitir que 1la proteina sea
expresada en células eucaridticas, bacterias, insectos y/o
plantas. Para obtener la expresifén, la secuencia de ADN puede
gser alterada y operablemente enlazada a otras secuencias
requladoras. El producto final, el cual contiene las
secuencias reguladoras y la proteina, es denominado como un

vector. Este vector puede ser introducido dentro de células

\e\
AN
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eucaridticas, bacterianas, de insecto y/o células vegetales.

Una vez dentro de la célula el vector permite que la proteina \\\\

Bea producida.

Una proteina de fusién que incluye una proteina, tal
como una triptofano-aminotransferasa (o variante,
polimorfismo, mutante o fragmento de la misma), por ejemplo,
la SEQ ID No.: 12, enlazada a otras secuencias de amino&cidos
que no inhiben la actividad deseada de la proteina, por
ejemplo la habilidad para convertir el triptofano a indol-3-
piruvato. En un ejemplc, las otras secuencias de aminoéicidos
no son mayores de aproximadamente 10, 12, 15, 20, 25, 30 6 50
aminodcidos de longitud.

Una persona de experiencia ordinaria en la técnica
apreciard que una secuencia de ADN puede ser alterada de
numerosas formas sin afectar la actividad biolbgica de la
proteina conjugada. Por ejemplo, puede ser utilizada PCR para
producir variaciones en la secuencia de ADN que codifica para
una proteina. Tales variantes pueden ser variantes
optimizadas para preferencia de cod6n en una célula hospedera
utilizada para expresar la proteina, u otros cambios en la
secuencia que faciliten la expresién.

Vector: Una molécula de &cido nucleico como es
introducida dentro de una célula, con lo cual se produce una
célula transformada. Un vector puede incluir secuencias de

dcido nucleico que le permitan replicarse dentro de 1la
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célula, tal como un origen de replicacién. Un vector puede
también incluir uno o mids genes marcadores seleccionables y
otros elementos genéticos conocidos en la técnica.
Panorama General de la Vias Biosintéticas

Como se muestra en las FIGS. 1-3 y 11-13, pueden ser
utilizadas muchas vias biosintéticas para producir 1la
monatina o sus intermediarios tales como el indol-3-piruvato
0 el MP. Para la conversién, de cada sustrato (glucosa,
triptofano, &cido indol-3-acético, indol-3-piruvato, y MP) a
cada producto (triptofano, indel-3-piruvato, MP y monatina)
pueden ser utilizados varios polipéptidos diferentes. Ademis,
estas reacciones pueden ser llevadas a cabo in vivo, in vitro
0o a través de una combinacién de reacciones in vivo y
reacciones in vitro tales como las reacciones in vitro que
incluyen las reacciones quimicas no enzimidticas. Por 1lo
tanto, las FIGS. 1-3 y 11-13 son ejemplares y muestran
diferentes y miltiples vias que pueden ser utilizadas para
obtener los productos deseados.
Glucosa a Triptofano

Muchos organismos pueden sintetizar triptofano a
partir de glucosa. La o las construcciones que contienen el ©
los genes necesparios para producir monatina, MP, y/o indol-3-
piruvato a partir de la glucosea y/o el triptofano, pueden ser
clonadas dentro de tales organismos. Se muestra en la

presente que el triptofano puede ser convertido a monatina.
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En otros ejemplos, un organismo es manipulado mediante \

ingenierfa genética utilizando los polipé&ptidoas conocidos
para producir triptofano, o sobreproducir triptofano. Por
ejemplo, la Patente de los Estados Unidos No. 4,371,614
(incorporada por referencia en la presente) describe una cepa
de E. coli transformada con un pldsmido que contiene un
operén de triptofano de tipo silvestre.

Los titulos méiximos del triptofano descritos en la
Patente de 1los Estados Unidos No. 4,371,614 8on de
aproximadamente 230 ppm. Similarmente, el documento WO
8701130 (incorporado por referencia en la presente) describe
una cepa de E. coli que ha sido genéticamente manipulada por
ingenieria para producir triptofano y discute la produccién
fermentativa cada vez wmayor del L-triptofano. Aquellos
expertos en la técnica reconocerin gque los organismos capaces
de producir triptofano a partir de la glucosa son también
capaces de utilizar otras fuentes de carbono y energia que
pueden ser convertidos a glucosa o fructosa-6-fosfato, con
resultados similares. Las fuentes de carbono y de energia
ejemplares incluyen, pero no estan limitadas a, sucrosa,
fructosa, almidén, celulosa o glicerol.

Triptofano a Indol-3-piruvato

Se pueden utilizar varios polipéptidos para convertir

el triptofano a indol-3-piruvato. Los polipéptidos ejemplares

incluyen los miembros de las clases de enzimas (EC) 2.6.1.27,
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1.4.1.19, 1.4.99.1, 2.6.1.28, 1.4.3.2, 1.4.3.3, 2.6.1.5,
2.6.1.-, 2.6.1.1. y 2.6.1.21. Estas clases incluyen 1los
polipéptidos denominados triptofano-aminotransferasa (también
denominada L-fenilalanina-2-oxoglutarato-aminotransferasa,
triptofano-transaminasa, transaminasa 5-hidroxitriptofan-
cetoglutdrica, hidroxitriptofano-aminotransferasa, L-
triptofano-aminotransferasa, L-triptofano-transaminasa, y L-
triptofano-2-oxoglutarato-aminotransferasa) que convierte en
L-tri;;tofano Yy el 2-oxoglutarato a indol-3-piruvato y L-
glutamato; la D-triptofanc-aminotransferasa que convierte el
D-triptofano y un 2-oxodcido a indol-3-piruvato y un
aminodcido; la triptofano-deshidrogenasa (también denominada
NAD (P) -L-triptofano-deshidrogenasa, L-triptofano-
deshidrogenasa, L-Trp-deshidrogenasa, TDH Y L-
triptofano:NAD(P)oxidorreductasa (deeaminacién) que convierte
el L-triptofano y el NAD(P) a indol-3-piruvato y NH; y
NAD(P)H; la deshidrogenasa del D-aminofcido cque convierte los
D-aminodcidos y FAD a indol-3-piruvato y NH; y FADH;; la
triptofano-fenilpiruvato-transaminasa (también denominada L-
triptofano-a-cetoisocaproato-aminotransferasa y L-triptofano-
fenilpiruvato-aminotransferasa) que convierte el L-triptofano
y el fenilpiruvato a indol-3-piruvato y L-fenilalanina; la
oxidasa del L-aminocdcido (también denominada como oxidasa de

ofio-amino-fcido, y oxidorreductasa de L-aminodcido:oxigeno

p
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(desaminacibén) ) que convierte un L-aminodcido y H;0 y O3 a un
2-oxodcido y NH3 y H;02; La oxidasa de D-aminodcido (también
denominada como oxidasa de ofic-aminodcido y oxidorreductasa
de D-aminodcido:oxigeno (desaminacién)) que convierte un D-
aminodcido y HyO0 y O a un 2-oxofcido y NH; y H;0; y la
triptofano-oxidasa que convierte el L-triptofano y el H;O y O;
a indol-3-piruvato y NH; y Hi0,. Estas clases también
contienen la tirosina(aromitico)-aminotransferasa, aspartato-
aminotransferasa, D-aminoécido- {o D-alanina) -
aminotransferasa, y la aminotransferasa amplia (de sustrato
miltiple) las cuales tienen wmGltiples actividades de
aminotransferasa, algunas de las cuales pueden convertir el
triptofano y un 2-oxo4cido a indol-3-piruvato y un
amino&cido.

Once miembros de la clase de aminotransferasa que
tienen tal actividad son descritos mis adelante en el Ejemplo
1, incluyendo una novedosa aminotraneferasa mostrada en la
SEQ ID Noe.: 11 y 12. Por 1lo tanto, esta descripcién
proporciona las secuencias aisladas de &cido nucleico y de
proteina que tienen al menos 80%, al menos B85%, al menos 90%,
al menos 95%, al mwmenos 98%, © incluso al menos 99%, de
identidad seecuencial a la SEQ ID No.: 11 y 12. También
abarcados por esta descripcién est&n los fragmentos y las
fusiones de la SEQ ID Nos.: 11 y 12 que conservan actividad

de aminotransferasa o codifican para una proteina que tiene
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incluyen, pero no estin limitados al menos a 10, 12, 15, 20,
25, 50, 100, 200, 500 6 100 nuclebtidos contiguos de la SEQ
ID No.: 11 o al menos 6, 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 200,
300 6 350 aminoAcidoe contiguos de la SEQ ID No.: 12. Las
secuencias descritas (y las variantes, fragmentos y fusiones
de las mismas) pueden ser parte de un vector. El vector puede
ser utilizado para transformar células hospederas, con 1lo
cual se producen células recombinantes que pueden producir
indol-3-piruvato a partir de triptofano, y en algunos
ejemplos pueden producir ademis MP y/o monatina.

Son conocidas las L-aminodcido-oxidasas (1.4.3.2) vy
las Becuencias pueden ser aisladas a partir de varias
diferentes fuentes, tales como Vipera lebetine (sp P81375),
Ophiophagus hannah (sp P81383), Agkistrodon rhodostoma (sp
P81382), Crotalus atrox (sp P56742), Burkholderia cepacia,
Arabidopsis thaliana, Caulobacter cresentus, Chlamydomonas
renhardtii, Mus musculus, Pseudomonas syringae, y Rhodococcus
str. Ademéds, las triptofano-oxidasa .son descritas en 1la
literatura y pueden ser aisladas, por ejemplo, de Coprinus
sp. SF-1, la col china con enfermedad de raiz en forma de
cachiporra, Arabidopsis thaliana, e higado de mamifero. Un
miembro de 1la clase de L-amino&cido-oxidasa que puede
convertir el triptofano a indol-3-piruvato se discute més

adelante en el Ejemplo 3, asi como las fuentes alternativas
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para la clonacifn molecular. Muchos genes de la D-aminoécido-
oxidasa Bon disponibles en las bases de datos para la
clonacién molecular.

Son conocidas las triptofano-deshidrogenasas, y pueden
ser aisladas por ejemplo, de la espinaca, Pisum sativum,
Prosopis juliflora, chicharo, mesquite, trigo, maiz, tomate,
tabaco, Chromobacterium violaceum, Yy lactobacilos. Son
conocidas muchas secuencias del gen de la D-amino&cido-
deshidrogenasa.

Como se muestra en las FIGS. 11-13, si se utiliza una
aminodcido-oxidasa tal como la triptofano-oxidasa para
convertir el triptofano a indol-3-piruvato, ©puede Ber
agregada catalasa para reducir o incluso eliminar 1la
presencia del peré6xido de hidrégeno.

Indol-3-lactato a Indol-3-piruvato

La reaccifn que convierte el indol-3-lactato a indol-
d-piruvato puede ser catalizada por wuna variedad de
polipéptidos, tales como los miembros de las clases
1.1.1.110, 1.1.1.27, 1.1.1.28, 1.1.2.3, 1.1.1.222, 1.1.1.237,
1.1.3.-, o 1.1.1.111. La clase 1.1.1.110 de los polipéptidos
incluye las indol-lactato-deshidrogenasas (también denominado
dcido indolacético:NAD*-oxidorreductasa). Las clases 1.1.1.27,
1.1.1.28 y 1.1.2.3 incluyen las lactato-deshidrogenasas
(también denominadas deshidrogenasas de 4dcido 1lAactico,

lactato:NAD*-oxidorreductasa) . La clase 1.1.1.222 que contiene
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la (R) -4-hidroxifenil-lactato-deshidrogenasa (también
denominada deshidrogenasa de lactato-D-aromético,
deshidrogenasa de lactato-R-aromitico Y R-3-(4-

hidroxifenil)lactato-NAD(P)*-2-oxidorreductasa) y 1la clase
1.1.1.237 contiene 3- (4-hidroxifenilpiruvato)reductasa
(también denominada como hidroxifenilpiruvato)reductasa y 4-
hidroxifenil-lactato:NAD*-oxidorreductasa). La clase 1.1.3.-
contiene lactato-oxidasas y la clase 1.1.1.111 contiene (3-
imidazol-5-il)lactato-deshidrogenasas (cambién denominadas
(S) -3- (imidazol-5-il) lactato:NAD (P} *-oxidorreductasa) . EB
probable que varios de los polipéptidos en estas clases
pexrmitan la produccién del indol-3-piruvato a partir del
cido indol-2-l4ctico. Los ejemplos de esta conversién son
proporcionados en el Ejemplo 2.

Las relaciones quimicas pueden también ser utilizadas
para convertir el &cido indol-3-l&ctico a indol-3-piruvato.
Tales reacciones quimicas incluyen un paso de oxidacién que
puede ser logrado utilizando varics métodos, por ejemplo:
oxidacién con aire utilizando el catalizador B2 (China
Chemical Reporter, v. 13, no. 28, p. 18(1), 2002), percloratoe
Yy permanganato diluidos, o perSxido de hidrfgeno en presencia
de catalizadores metdlicos.

Indol-3-piruvato a @cido 2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil)-4-
catoglutfirico (MP)

Varios polipéptidos conocidos pueden ser utilizados

y
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para convertir el indol-3-piruvato a MP. Las clases de
polipéptidos ejemplares incluyen 4.1.3-, 4.1.3.16, 4.1.3.17 y
4.1.2.-. Estas clases incluyen las sintasas-liasas carbono-
carbono, tales como 1las aldolasas gque <catalizan 1la
condenpacién de dos sustratos de &cido carboxilico. Los
péptidos de la clase EC 4.1.3- gon las sintasas-liasas que
forman enlaces carbono-carbono utilizando sustratos de
oxodcido (tales como el indol-3-piruvato) como el
electré6filo, mientras que EC 4.1.2- son sintasas/liasas que
forman enlaces carbono-carbono utilizando sustratos de
aldehido (tales como benzaldehido) como el electréfilo.

Por ejemplo, el polipéptido descrito en la Patente
Europea EP 1045-029 (EC 4.1.3.16, 4-hidroxi-2-oxoglutarato-
glioxilato-liasa también denominada 4-hidroxi-2-oxoglutarato-
aldolasa, 2-oxo-4-hidroxiglutarato-aldolasa o KHG-aldolasa)
convierte el A&cido glioxilico y el piruvato al &cido 4-
hidroxi-2-cetoglutirico y la polipéptido-4-hidroxi-metil-2-
oxoglutarato-aldolasa (EC 4.1.3.17 también denominada como 4-
hidroxi-4-metil-2-oxoglutarato-piruvato-liasa o aldolasa
ProA), condensa dos cetodcidoe tales como dos piruvatos a 4-
hidroxi-4-metil-2-oxoglutarato. Las reacciones que utilizan
estas liasas son descritas en la presente.

Las FIGS. 1-2 y 11-13 muestran diagramas esquemiticos
de estas reacciones en las cuales una molécula de 3 &atomos de

carbono es combinada con el indol-3-piruvato. Muchos miembros
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de EC 4.1.2- y 4.1.3-, particularmente polipéptidos qu
utilizan PLP, pueden utilizar moléculas de 3 &tomos de
carbono que son aminodcidos tales como serina, cisteina, y
alanina, o derivadas de las mismas. Las condensaciones de
aldol catalizadas por representantes de EC 4.1.2- y 4.1.3-
requieren la molécula de tres &tomos de carbono de esta via
para ser piruvato o un derivado de piruvato. No obstante,
otros compuestos pueden servir como la fuente de 3 &tomos de
carbono y ser convertidos a piruvato. La alanina pueden ser
transaminada por muchas transaminasae que utilizan PLP
incluyendo muchas de agquellas mencionadas anteriormente, para
producir piruvato. El piruvato y el amoniaco pueden ser

obtenidos mediante reacciones de beta-eliminacién (tales como

aquellas catalizadas por la triptofanasa o PB-tirosinasa) de
L-serina, L-cisteina, y derivados de serina y de cisteina con
suficientes grupos salientes, tales como O-metil-L-serina, O-
bencil-L-serina, S-metilcisteina, S-bencilcisteina, S-alquil-
L-cisteina, O-acil-L-serina y 3-cloro-L-alanina. El aspartato
puede servir como una fuente de piruvato en las reacciones de
beta-liasa mediadas por PLP tales como aquellas catalizadas
por la triptofanasa (EC 4.1.99.1) y/o la P-tirosinasa (EC
4.1.99.2, también denominada tirosina-fenol-liasa). La
velocidad de la reaccién de beta-liasa puede ser incrementada

al realizar la mutagénesis dirigida al sitio sobre los
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polipéptidos (4.1.99.1-2) como se describe por Mouratou et al

(J. Biol. Chem. 274:1320-5, 1999) y en el Ejemplo 8. Estas

2

modificaciones permiten que los polipéptidos acepten '

sustratos de aminodcido dicarboxflico. El1 lactato puede
también servir como una fuente de piruvato, y es oxidado a
piruvato por la adicién de lactato-deshidrogenasa y un
cofactor oxidado o lactato-oxidasa y oxigeno. Los ejemplos de
estas reacciones se describen mis adelante. Por ejemplo, como
se muestra en la FIG. 2 y en las FIGS. 11-13, la aldolasa
ProA puede ser puesta en contacte con el indol-3-piruvato
cuando el piruvato es utilizado como la molécula de 3 &atomos
de carbono.

El MP puede también ser generado utilizando reacciones
quimicas, tales como las condensaciones de aldol
proporcionadas en el Ejemplo 5.

MP a Monatina
La conversién de MP a monatina puede ser catalizada

por uno o mis de: triptofano-aminotransferasas (2.6.1.27),

triptofano-deshidrogenasas (1.4.1.19), D-aminoécido-
deshidrogenasas (1.4.99.1), glutamato-dehidrogenasas
(1.4.1.2-4), fenilalanina-deshidrogenasa (EC 1.4.1.20),

triptofano-fenilpiruvato-transaminasas (2.6.1.28), o mis en
general miembros de la familia de aminotransferasas (2.6.1.-)
talea como la aspartato-aminotransferasa (EC 2.6.1.1},

tirosina(aromitico)aminotransferasa (2.6.1.5), D-triptofano-
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aminotransferasa o© D-alanina (2.6.1.21) aminotransferasa
(FIG. 2). Once miembros de la clase de las aminotransferasas
se describen en seguida (Ejemplo 1), incluyendo un nuevo
miembro de la clase mostrada en la SEQ ID Nos.: 11 y 12, y
las reacciones que demuestran la actividad de la
aminotransferasa y de 1las enzimas deshidrogenasas, se
proporcionan en el Ejemplo 7.

Esta reaccifn puede ser también realizada utilizando
reacciones quimicas. La aminacién del cetofcido (MP} es
realizada por aminacién reductiva wutilizando amoniaco vy
cianoborohidruro de sodio.

Las FIGS. 11-13 muestran polipéptidos adicionales cue
pueden ser utilizados para convertir MP a monatina, asi como
la provisién de rendimientos incrementados de monatina a
partir de indol-3-piruvato o triptofano. Por ejemplo, si se
utiliza aspartato como entrenador de amino, la aspartato-
aminotraneferasa puede sger utilizada para convertir en el
aspartato oxaloacetato (FIG. 11). El oxaloacetato es
convertido a piruvato y diéxido de «carbono por una
descarboxilasa, tal como oxaloacetato de descarboxilasma (FIG.
11). Ademds, 8i se utiliza lisina como el donador de amino,
la lisina-epsilon-aminotranasferasa puede ser utilizada para
convertir la lisina a alisina (FIG. 12). La alisina es
espontdneamente convertida a 1l-piperideina-6-carboxilato

(FIG. 12). 8i un polipéptido capaz de catalizar las

/
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reacciones de aminacién reductiva (por ejemplo, glutamato-
deshidrogenasa) se utiliza para convertir MP a monatina, un
polipéptido que puede reciclar NAD(P)H y/o producir un
producto voldtil (FIG. 13) puede ser utilizado, tal como la
formiato-deshidrogenasa.
Consideraciones Adicionales en el Digefio de la Vias
Blosintéticas

Dependiente de cufles polipéptidos sean utilizados
para generar el indel-3-piruvato, MP y/o monatina,
cofactores, sustratos y/o polipéptidos adicionales pueden ser
proporcionados para gque la célula productora aumente la
formacién del producto.
Eliminacién de perédxido de hidrégeno

El peréxido de hidrégeno (Hz0;) es un producto que, si
es generado, puede ser tOxico para las células productoras y
puede daflar a los polipéptidos o© 1los intermediarios
producidoa. La L-aminoicido-oxidasa descrita anteriormente
genera H;02 como un producto. Por lo tanto, s8i 1la L-
aminofAcido-oxidasa es utilizado, el H;0; resultante puede ser
eliminado o sus niveles disminuidos para disminuir el dafo
potencial a la célula o al producto.

Las catalasas pueden ser utilizadas para reducir el
nivel de H;O0; en la célula (FIGS. 11-13). La célula productora
puede expresar un gen © secuencia de ADNc que codifica para

una catalasa (EC 1.11.1.6), que cataliza la descomposicién

P
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del perSxido de hidrS6geno a agua y oxfgeno gaseoso. Por
ejemplo, una catalasa puede ser expresada a partir de un
vector transfectado en la célula productora. Los ejemplos de
catalasas que pueden ser utilizadas incluyen, pero no estén
limitadas a: tr/Q9EV50 (Staphylococcus xylosus), tr/Q9KBES
(Bacillus halodurans) , tr/Q9URJI? (Candida albicans),
tr/P77948 (Streptomyces coelicolor), tr/Q9RBJS (Xanthaomomas
campestris) (SwissProt Accesos Nos.). Los reactores
biocataliticos que utilizan 1la L-amino&cido-oxidasa, D-
aminodcido-oxidasa, o triptofano-oxidasa, pueden también
contener un polipéptido de catalasa.
Modulacién de la Disponibilidad de PLP (piridoxal-5’-fosfato)

Comc se muestra en la FIG. 1, el PLP puede ser
utilizado en uno o méds de los pasos biosintéticos descritos
en la presente. La concentracién de PLP puede Ber
suplementada de modo que PLP no se vuelva una limitacién
sobre la eficiencia total de la reaccién.

La via biosintética para vitamina Bs (la precursora de
PLP) ha sido completamente estudiada en E. coli y algunas de
las proteinas han s8ido cristalizadas (Laber et al., FEBS
Letter, 449:45-8, 1999). Dos de los genes (epd o gapB y serC)
son requeridos en otras vias metabélicas, mientras que tres
genes (pdxA, pdxB, y pdxj) son (inicos para la biosintesis del
fosfato de piridoxal. Uno de los materiales iniciales en la

via de E. coli es el 1l-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DXP). La

RS
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sintesis de este precursor a partir de metabolitos central
comunes de 2 y 3 &tomos de carbono, es catalizada por el
polipéptido 1l-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato-sintasa (DSX). E1l
otro precursor es un derivado de treoﬁina formado a partir
del azficar de 4 &tomos de carbono, del D-eritrosa-4-fosfato.
Los genes requeridos para la conversién a fosfo-4-hidroxil-L-

treonina (HTP) son epd, pdxB, y serC. La filtima reaccién para

-la formacién de PLP es una condensacién intramolecular

compleja y una reaccién de cierre de anillo entre DXP y HTP,
catalizada por los productos génicos de pdxA y pdxJ.

Si PLP se vuelve un nutriente limitante durante la
fermentacién para producir monatina, la expresién
incrementada de uno o mis de los genes de la via en una
c€lula hospedera productora, puede ser utilizada para
incrementar el rendimiento de la monatina. Un organismo
hospedero puede contener miltiples copias de sus genes de la
via nativa o copias de los genes de la via no nativa pueden
ser incorporados dentro del genoma del organismo.
Adicionalmente, miltiples copias de los genes de la via
salvaje- pueden ser clonados dentro del organismo hospedero.

Una via salvaje que es conservada en todos los
organismos, recicla los diversos derivados de la vitamina Bg a
la forma PLP activa. Los polipéptidos involucrados en esta
via son la cinasa pdxK, la oxidasa pdxH, y la cinasa pdxY. La

sobre-expresién de una o m&s de estos genes puede incrementar
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la disponibilidad de PLP.

Los niveles de la vitamina Bs pueden eer elevados por
la eliminacién o represién de la regulacién metabdlica de los
genes de la via biosintética nativa en el organismo
hospedero. PLP reprime los polipéptidos involucrados en la
biosintesis del derivado precursor de treonina en la bacteria
Flavobacterium sp. Cepa 238-7. Esta cepa bacteriana, liberada
del control metabb6lico, sobreproduce derivados de piridoxal y
puede excretar hasta 20 mg/L de PLP. La manipulacién genética
del organismo hospedero que produce monatina de una manera
similar permitird 1la produccién incrementada de PLP sin
sobre-expresién de los genes de la via biosintética.
Utilizacién de Amonio

Las reacciones de triptofanasa pueden ser impulsadas
hacia la direccibn sintética (produccién de triptofano a
partir de indol) al hacer el amoniaco méAs disponible o
mediante eliminacién del agua. Las reacciones de aminacién
reductiva tales como aquellas catalizadas por la glutamato-
deshidrogenasa, pueden también ser impulsadas hacia delanté
pPor un exceso de amoniaco.

El amoniaco puede ser hecho disponible como una sal de
carbamato de amonio o fosfato de amonio en un sistema
amortiguado con carbonato o con fosfato. El1 amoniaco puede
también ser proporcionado como piruvato de amonio o formiato

de amonio. Alternativamente, el amoniaco puede Ber

/¥
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suministrade si la reaccién es acoplada con una reaccién que ~~__

genere amoniaco, tal como la glutamato-deshidrogenasa o
triptofano-deshidrogenasa. El amoniaco puede ser generado por
la adicibén de los sustratos naturales de EC 4.1.99- {(tirosina
o triptofano), que 8ser&n hidrolizades a fenol o indol,
piruvato y NH;. Esto @permite también un rendimiento
incrementado del productoc sintético sobre la cantidad normal
en equilibrio al permitir que la enzima hidrolice su sustrato
preferido.

Eliminacién de productos y subproductos

La conversién de triptofano a indol-3-piruvato via un
triptofano-aminotransferasa puede afectar de manera adversa
la velocidad de produccitn del indol-3-piruvato debido a que
la reaccibfn produce glutamato y requiere el co-sustrato 2-
oxoglutarato (a-cetoglutarato). El glutamato puede provocar
la inhibicién de la aminotranasferasa, y la reaccifén consumiré
grandes cantidades del ceo-sustrato. AdemfSs, las altas
concentraciones de glutamato son dafiinas para los procesos de
peparacién corriente abajo (37).

El polipéptido-glutamato-deshidrogenasa (GLDH)
convierte el glutamato a 2-oxoglutarato, con lo cual se
recicla el co-sustrato en la reaccibdn catalizada por la
triptofano-aminotransferasa. GLDH también genera equivalentes

reductores (NADH o NADPH) que pueden ser utilizados para
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generar energia para la cé&lula (ATP} bajo condiciones'hx\\

aerSbicas. La utilizacién del glutamato por GLDH también
reduce la formacién de subproducto. Adicionalmente, 1la
reaccifn genera amoniaco, que puede servir como una fuente de
nitrégeno para la célula o como un sustrato en una aminacién
reductora para el paso final mostrado en la FIG. 1. Por lo
tanto, una célula productora que sobre-expresa un polipéptido
GLDH puede ser utilizada para incrementar el rendimiento y
reducir el costo de 1los medios y/o 1los procesos de
sBeparacién.

En la via del triptofano a la monatina, el donador del
grupc amino del paso tres (por ejemplo, glutamato o
agpartato) puede ser convertido nuevamente al aceptor de
amino requerido para el paso 1 {por ejemplo, 2-oxo-glutarato
u oxaloacetato), sl se utiliza wuna aminotransferasa
proveniente de 1las clases de enzimas apropiadas. La
utilizacién de dos transaminasas separadas para esta via, en
la cual el sustrato de una transaminasa no inhibe
competitivamente la actividad de la otra transaminasa, puede
incrementar la eficiencia de esta via.

Muchas de las reacciones en las vias descritas son
reversibles y, por lo tanto, alcanzarin un equilibrio entre
los sustratos y los productos. El rendimiento de la via puede
ser incrementado por la eliminacién continua de los productos

a partir de los polipéptidos. Por ejemplo, la secrecién de
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monatina hacia el caldo de fermentacién utilizando wuna
permeasa u otra proteina de transporte, o la cristalizacién
selectiva de la monatina a partir de una corriente del
reactor biocatalitico- con el reciclamiento concomitante de
los sustratoe, incrementarid el rendimiento de la reaccién.

La eliminacién de 1los subproductos por reacciones
enzimiticas adicionales o por sustitucién de 1los grupos
donadores de amino es otra manera mis para incrementar el
rendimiento de la reaccién. Son discutidoe varios ejemplos en
el Ejemplo 13 y mostrados en las FIGS. 11-13. Idealmente, es
producido un st;b—producto que no es disponible para
reaccionar en la direccién inversa, ya sea por cambio de fase
(evaporacifn) o por conversién espontéinea a un producte final
no reactivo, tal como diéxido de carbono.

Modulacién de los Combinados de Sustratoc

El combinado de indol ©puede ser modulado al
incrementar la produccién de los precursores de triptofano
y/o por alteracién de las vias catab&licas que involucran el
indol-3-piruvato y/o el triptofano. Por ejemplo, la
produccién de &cido indol-3-acético a partir de indol-3-
pPiruvato puede ser 1reducida o eliminada al suprimir
funcionalmente el gen que codifica para EC 4.1.74.1 en la
célula hospedera. La produccién de indol a partir de
triptofano puede ser reducida o eliminada al suprimir

funcionalmente el gen que codifica para EC 4.1.99.1 en la
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célula hospedera. Alternativamente, un exceso de indeol puede\\\\\\

per utilizado como un sBustrato en un proceso in vitro o in
vivo en combinacién con cantidades incrementadas del gen que
codifica para EC 4.1.99 (Kawasaki et al., J. Ferm. And
Bioceng., B2:604-6, 1996) . Pueden ser realizadas
modificaciones genéticas para incrementar el nivel de 1los
intermediarios tales como D-eritrosa-4-fosfato y corismato.

La produccifn de triptofano es regulado en la mayoria
de los organismos. Un mecanismo es via la inhibicién de la
retroalimentacién de ciertae enzimas en la wvia; conforme se
incrementan los niveles de triptofano, disminuye la velocidad
de produccién del triptofano. De este modo, cuando se utiliza
una célula hospedera manipulada por ingenierfa genética para
producir monatina wvia un intermediario de triptofano, puede
ser utilizado un organismo que no es sensible a las
concentraciones de triptofano. Por ejemplo, una cepa de
Catharanthus roseus gque es resistente a la inhibicién del
desarrollc por diversos anflogos de triptofano, fue
seleccionada por la exposicidn repetida a altas
concentraciones de 5-metiltriptofano (Schallenberg y Berlin,
Z. Naturforsch 34:541-5, 1979). La actividad resultante de la
triptofano-sintasa de la cepa, fue menos afectada por 1la
inhibicién del producto, probablemente debido a mutaciones en
el gen. Similarmente, una célula hoapedera utilizada para la

produccién de monatina puede ser optimizada.
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La produccién de triptofano puede Ber optimizada a
través del uso de la evolucién dirigida para evolucionar los
polipéptidos que son menos sensibles a la inhibicién del
producto. Por ejemplo, la seleccibén puede ser realizada sobre
placas que no contienen triptofano en el medio, pero con
altos niveles de andlogoe de triptofano no metabolizables.
Las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,756,345; 4,742,007;
Y 4,371,614 describen los métodos utilizados para incrementar
la productividad de triptofano en un organismo de
fermentacién. El Gltimo paso de la biosintesis del triptofano
es la adicién de serina a indol. Por 1lo tanto, 1la
disponibilidad de 1la serina puede s8er incrementada para
incrementar la produccién de triptofano.

La cantidad de monatina producida por un organismo de
fermentacién puede ser incrementada al incrementar 1la
cantidad de piruvato producido por el organismo hospedero.
Ciertas levaduras, tales como Trichosporon cutaneum (Wang et
al., Lett. Appl. Microbiol. 35:338-42, 2002) y Torulopsis
glabrata (Li et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 57:451-9,
2001) sobre-producen piruvato y pueden ser utilizadas para
practicar los métodos descritos aqui. Adem&s, pueden ser
realizadas modificaciones genéticas a los organismos para
promover la produccién de &cido pirivico, tales como aquellas
en la cepa W14851ip2 de E. coli (Kawasaki et al., J. Ferm.

And Bioeng. 82:604-6, 1996).

/
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Control de la Quiralidad

El perfil de sabor de la monatina puede ser alterado
al controlar la estereoquimica (quiralidad) de la molécula.
Por ejemplo, pueden ser deseados diferentes isSmeros de 1la
monatina en diferentes mezclas de concentraciones para
diferentes gsistemas alimenticios. La quiralidad puede Bger

controlada via una combinacién del pH y de los polipéptidos.

La racemizacién en la posicién C-4 de la monatina (ver
molécula numerada arriba) puede ocurrir mediante
desprotonacién y reprotonacién por el carbono alfa, lo cual
puede ocurrir por un desplazamiento en el pH o por reaccidn
con el co-factor PLP. En un microorganismo, es improbable que
el pH se desplace lo suficiente para provocar la racemizacifn
pero PLP es abundante. Los métodos para controlar 1la
quiralidad con 1los polipéptidos dependen de la ruta
biosintética utilizada para la produccifén de monatina.

Cuando la monatina es formada utilizando 1la via
mostrada en la FIG. 2, puede ser considerado lo siguiente. En

una reaccién biocatalitica, la quiralidad del carbono 2 es

—\
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determinada por la enzima que convierte el indol-3-piruvato a\’

MP. Miltiples enzimas (por ejemplo de EC 4.1.2, 4.1.3-)
pueden convertir el indol-3-piruvato a MP, de este modo, se
puede elegir la enzima que forme el isSmero deseado.
Alternativamente, la enantiocespecificidad de la enzima que
convierte el indol-3-piruvato a MP puede ser modificada a
travéa del uso de la evolucién directa o los anticuerpos
cataliticos pueden ser mwmanipulados mediante ingenieria
genética para catalizar la reacci6n deseada. Una vez gue se
produce MP (ya sea enzimidticamente o mediante condensacién
quimica) el grupo amino puede ser agregado
esterecespecificamente utilizando wuna transaminasa, tales
como aquellas descritas en la presente. Puede ser generada ya
gsea la configuracién R o la configuracién S del carbono 4
dependiendo de s8i se utiliza la aminotransferasa del &cido D-
0 L-aromitico. La mayoria de 1las aminotransferasas son
especificas para el isSmero L, no obstantg, existen D-
triptofano-aminotransferasa en ciertas plantas (Kohiba vy
Mito, Proceedings of the 8th International Symposium on
Vitamin B¢ and Carbonyl Catalysis, Osaka, Japén 1990). Ademis,
las D-alanina-aminotransferasas (2.6.1.21), las D-metionina-
piruvato-aminotransferasas (2.6.1.41) y 1la (R)-3-amino-2-
metilpropancato-aminotransferasa (2.6.1.61) y la (S)-3-amino-
2-metilpropancato-aminotransferasa (2.6.1.22) han sido

identificadas. Ciertas aminotransferasas pueden f(nicamente
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aceptar el sustrato para esta reaccién con una configuracién
particular en el carbono C2. Por lo tanto, incluso Bi la
conversién a MP no es esterecespecifica, la estereoquimica
del producto £final puede ser controlada a través de la
geleccién apropiada de wuna transaminasa. Ya que las
reacciones son reversibles, el MP sin reaccionar (isémero no
deseado) puede ser reciclado nuevamente a sus constituyentes,
Yy puede ser reformada una mezcla racémica de MP.
Activacibén de los Sustratos

Pueden sger utilizados sustratos fosforilados, tales
como fosfoenolpiruvato (PEP), en las reacciones descritas en
la presente. Los 8sustratos fosforilados pueden ser més
energéticamente favorables y, por 1lo tanto, pueden ser
utilizados para incrementar las velocidades de reaccién y/o
los rendimientos. En las condensaciones de aldol, la adicién
de un grupo fosfato estabiliza el tautémero de enol del
sustrato nuclecfilico, haciéndolo mAes vreactivo. En otras
reacciones, un sustrato fosforilado frecuentemente
proporciona un mejor grupo saliente. Similarmente, los
pustratoe pueden ser activados mediante conversién a
derivados de CoA o derivados de pirofosfato.

Ejemplo 1
Clonacién y Expresién de Triptofano-Aminotransferasas
Este ejemplo describe los métodos que fueron

utilizados para clonar las triptofano-aminotransferasas, que
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pueden ser utilizadas para convertir el triptofano a indol-3-
piruvato.
Panorama Experimental

Once genes dque codifican para las aminotransferasas
fueron clonados en E. coli. Estos genes fueron la D-alanina-
aminotransferasa de Bacillus subtilis {(dat, Genbank No. de
Acceso Y14082, 1 pb 28622-29470) y Genbank No. de Acceso
NP_388848.1, las secuencias de &cidos nucleicos y 1la
pecuencia de amino8cidos, respectivamente. La tirosina-
aminotransferasa de Sinorhizobium meliloti (también
denominado Rhizobium meliloti) (tatA, SEQ ID Nos.: 1 y 2, la
gsecuencia de acidos nucleicos y la secuencia de amino&cidos,
respectivamente), la tirosina-aminotransferasa de 1la cepa
2.4.1 de Rhodobacter sphaeroides (tatA validada por
homologia, SEQ ID Nos.: 3 Yy 4, la secuencia de &cidos
nucleicos y la secuencia de aminofcidos, respectivamente), la
tirosina-aminotransferasa de R. saphaeroides 35053 (validada
por homologia, SEQ ID Nos.: 5 y 6, la secuencia de é&cido
nucleico y la secuencia de aminocAcidos, respectivamente), la
aminotransferasa de amplio sustrato de la Leishmania major
(bsat, validada por homologia a los fragmentos peptidicos
provenientes de L. mexicana, SEQ ID Nos.: 7 y 8, la secuencia
de &cidos nucleicos y 1la secuencia de aminofcidos,
respectivamente), la aminotransferasa de aromiticos de

Bacillus subtilis (araT, validada por homologia, SEQ ID Nos.:

/
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9 y 10, la secuencia de &cidos nucleicos y la secuencia de
aminoadcidos, respectivamente), la aminotransferasa de
aromAticos de Lactobacillus amylovorus (araT validada por
homologia, SEQ ID Nos.: 11 y 12, la secuencia de &cidos
nucleicos y la secuencia de aminodcidoe, respectivamente), la
aminotransferasa de sustratos miltiples de R. Sphaeroides
35053 (validada por homologia SEQ ID Nos.: 13 y 14, 1la
secuencia de &acidos nucleicos y la secuencia de aminodcidos,
respectivamente), la aminotransferasa de sustratos miGltiples
de Rhodobacter sphaerocides cepa 2.4.1 (msa validada por
homologfa, Genbank No. de Acceso AAAE01000093.1, pb 14743-
16155 y Genbank No. de Acceso ZP00005082, la secuencia de
&cidos nucleicos Y la secuencia de amino&cidos,
respectivamente), aspartato-aminotransferasa de Escherichia
coli (aspC, Genbank No. de Acceso AE000195.1, pb 2755-1565 y
Genbank No. de Acceso AAC74014.1, la secuencia de 4&cidos
nucleicos y la secuencia de aminodcidos, respectivamente), y
tirosina-aminotransferasa de E. coli (tirB, SEQ ID Nos.: 31 y
32, la secuencia de 4&cidos nucleicos y la gecuencia de
aminodcidos, respectivamente).

Los genes fueron clonados, expresados, y probados para
la actividad en 1la conversién de triptofano a indol-3-
piruvato, junto con las enzimas comercialmente disponibles.

Todos los once clones tuvieron actividad.

/
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Identificacién de Cepas Bacterianas gque Pueden Contener
Polipéptidos con la Actividad Deseada

Ningquno de los genes en la base de datos de NCBI
(National Center for Biotechnology Information) fueron
designados como triptofano-aminotransferasas. No obstante,
los organismos que tienen esta actividad enzimética han sido
identificados. La actividad de L-triptofano-aminotransferasa
{(TAT) ha sido medida en los extractos celulares o a partir de
proteina purificada proveniente de lae siguientes fuentes:
aislado Rhizobacteriano de PFestuca octoflora, mitocondrias y
citosol de chicharo, células de agalla de corona de girasol,
Rhizobium leguminosarum biovar trifoli, Brwinia herbicola pv
gypsophiale, Pseudomonas gsyringae pv. savastanoi,
Agrobacterium tumefaciens, Azospirrillum lipferum &
brasilense, Enterobacter cloacae, Enterobacter agglomerans,
Bradyhizobium elkanii, Candida maltosa, Azotobacter
vinelandii, cerebro de rata, higado de rata, Sinorhizobium
meliloti, Pseudomonas fluorescens CHA0, Lactococcus lactis,
Lactobacillus casei, Lactobacillus helveticus, plantulas de
trigo, cebada, Phaseoulus aureus (frijol mung), Saccharomyces
uvarum (carlsbergensis), Leishmania sp., maiz, brotes de
tomate, plantas de chicharo, tabaco, cerdo, Clostridium
sporogenes y Streptomyces griseus.
Aislamiento de ADN GenSmico para la Clonacién

Se desarrolls S. meliloti (ATCC nlmero 9930) en medio
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TY a 25°C, pH 7.2. Las células se desarrollaron a una
densidad é6ptica de 600 nm (ODgyp) de 1.85 y se utilizé un
inoculo de 2% para las preparaciones de ADN genSmico. El
equipo Qiagen Genomic tipo 20/G (Valencia, CA) fue utilizado
para el aislamiento del ADN genSmico.

El Bacillus subtilis 6051 (ATCC) se desarrolldé a 30°C
en Caldo Nutritivo Bereto (Difco; Detroit, MI). Se utilizé
protocole de Qiagen Genomic tipo 20/G para aislar el ADN
gendmico con los siguientes cambios: las concentraciones de
la proteinasa K y la lisozima fueron duplicadas y los tiempos
de incubacién fueron incrementados de 2-3 veces.

Se suministré ADN genémico de Leishmania major ATCC
50122 por IDI, Inc. {Québec, Canadi) en amortiguador TE PpH
8.01, 17 ng/pl.

Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 (proporcionado por el
Profesor Sam Kaplan de la Universidad de Texas, Houston), R.
sphaeroides 35053 (ATCC nGmero), y el ADN genémico de L.
amylovorus se prepard mediante extraccién esténdar con fc;nol.
Las células fueron cosechadas en fase logaritmica tardia,
resuspendidas en amortiguador TEN (Tris-HC1l 10 mM, pH 7.5,
EDTA 1 mM, cloruroc de sodioc 100 mM}, y se lisaron por 1la
adicién de 0.024 mL de wurilsarcosina de sodio por mL de
suspensaién celular. Después de extraer al menos tres veces
con un volumen igual de fenol saturado con el amortiguador TE

(Tris-HC1 10 mM, pH 7.5, EDTA 1 mM), la solucién de ADN fue
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extraida una vez con cloroformo:octancl 9:1 y tres veces con

cloroformo. E1 ADN fue precipitadc por la adicibén de 0.1\

volumen de acetato de sBodio 3M, pH 6.8 y 2 volGmenes de
etancl. El precipitado se recolect6 mediante centrifugacién y
se lavé una vez con etanol al 70%. Finalmente, el ADN se
disolvié en 0.10 mL de agua destilada.

El ADN genSmico de Escherichia coli fue aislado de la
cepa DH10B (Invitrogen) y preparada utilizando el equipo
Qiagen Genomic-tip™ (500/G). A partir de 30 mL de esta cepa
desarrollada en LB a una DOgp de 1.87, se obtuvieron 0.3 mg
de ADN purificado. El1 ADN purificado fue disuelto en

amortiguador de elusién Qiagen (EB) a una concentracién de

0.37 pg/uL.
Protocolo de la Reaccién en Cadena de Polimerasa

Se dipeflaron cebadores con proyecciones compatibles
para el vector Xa/LIC de pET 30 (Novagen, Madison, WI). El
vector pET tiene una proyeccifn de una sola hebra de 12 bases
sobre el lado 5' del sitio Xa/LIC y una proyeccién de una
sola hebra de 15 bases sobre el lado 3’ del sitio Xa/LIC. El
pldsmido es diseiflade para la clonacién independiente de la
ligadura, con los marcadores de His y S-N-terminales y un
marcador de His-S-terminal opcional. El sitio de
reconocimiento de la proteasa Xa (IEGR) Be asienta
directamente enfrente del codén de inicio del gen de interés,

tal que pueden ser removidos los marcadores de la proteina de
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La siguiente secuencia fue agregada a los extremos 5'\
de las secuencias especificas del organismo cuando se diseilan
los cebadores: cebador delantero, 5'GGTATTGAGGGTCGC (SEQ ID
No.: 73); cebador inverso, 5’AGAGGAGAGTTAGAGCC (SEQ ID No.:
74) .

Cebadores dat de Bacillus subtilis: Extremo N: 5'-
GGTATTGAGGGTCGCATGAAGGTTTTAGTCAATGG-3’ Y Extremo C 5~
AGAGGAGAGTTAGAGCCTTATGAAATGCTAGCAGCCT-3' (SEQ ID Nos.: 15 y
16) .

Cebadores tatA de Sinorhizobium meliloti: Extremo N:
5’ -GGTATTGAGGGTCGCATGTTCGACGCCCTCGCCCG Y Extremo C 5'-
AGAGGAGAGTTAGAGCCTCAGAGACTGGTGAACTTGC (SEQ ID Nos.: 17 y 18).

Cebadores araT de Bacillus subtilis: Extremo N: 5'-
GGTATTGAGGGTCGCATGGAACATTTGCTGAATCC Y Extremo C 5'-
AGAGGAGAGTTAGAGCCTTAAACGCCGTTGTTTATCG (SEQ ID Nos.: 19 y 20).

Cebadores msa de Rhodobacter sphaeroides (ambos 2.4.1
y 35053): Extremo N: 5’-GGTATTGAGGGTCGCATGCGCGAGCCTCTTGCCCT y
Extremo C 5’'-AGAGGAGAGTTAGAGCCTCAGCCGGGGAAGCTCCGGG (SEQ ID
Nos.: 21 y 22).

Cebadores bsat de Leishmania major: Extremo N: 5'-
GGTATTGAGGGTCGCATGTCCACGCAGGCGGCCAT Y Extremo c 57 -
AGAGGAGAGTTAGAGCCTCACTCACGATTCACATTGC (SEQ ID Nos.: 23 y 24).

Cebadores araT de Lactobacillus amylovorus: Extremo N:

5’ -GGTATTGAGGGTCGCATGCCAGAATTAGCTAATGA y Extremo C 5'-
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AGAGGAGAGTTAGAGCCTTATTCGTCCTCTTGTAAAA (SEQ ID Nos.: 25 y 26).

Cebadores tatA de Rhodobacter sphaeroides ({(ambos 2.4.1\

y 35053): Extremo N: 5’-GGTATTGAGGGTCGCATGCGCTCTACGACGGCTCC y
Extremo C 5’-AGAGGAGAGTTAGAGCCTCAGCCGCGCAGCACCTTGG (SEQ 1ID
Nos.: 27 y 28).

Cebadores aspC de Escherichia coli: Extremo N: 5'-
GGTATTGAGGGTCGCATGTTTGAGAACATTACCGC-3' Yy Extremo C 57-
AGAGGAGAGTTAGAGCCTTACAGCACTGCCACAATCG-3’ (SEQ ID Nos.: 29 Yy
30).

Cebadores tyrB de Escherichia coli: Extremo N: 5'-
GGTATTGAGGGTCGCGTGTTTCAAAAAGTTGACGC Y Extremo Cc 57-
AGAGGAGAGTTAGAGCCTTACATCACCGAGCAAACG-3’ (SEQ ID Nos.: 33 vy
34).

El gen derivado de S. meliloti (tatA) fue amplificado
utilizando el siguiente protocolo de PCR. En una reaccién de
50 ul, se utilizaron 0.1-0.5 pg de plantilla, 1.5 puM de cada
cebador, 0.4 mM de cada dANTP, 3.5 U de Polimerasa de Alta
Fidelidad de Expansién (Roche, Indianfpolis, IN), y 1X de
amortiguador Expand™ con magnesio. El programa termociclador
utilizado incluyé un inicio en caliente a 96°C por 5 minutos,
seguido por 29 repet_iciones de los siguientes pasos: 94°C por
30 segundos, 55°C por 2 minutos, y 72°C por 2.5 minutos.
Después de las 29 repeticiones la muestra fue mantenida a
72°C por 10 minutos y luego almacenada a 4°C. Este protocolo

de PCR produjo un producto de 1199 pares de bases.



10

15

20

25

74

Las secuencias de los genes derivados de R.
sphaercides (msa y tatA), araT de L. amylovorus, y araT de

Bacillus fueron amplificados wutilizando el Bsiguiente
protocolo de PCR. En una reaccién de 50 pl, se agregaron 0.1l-

0.5 pg de plantilla, 1.5 uM de cada cebador, 0.4 mM de ANTP,
3.5 U de Polimerasa Expand High Fidelity™ y 1X de
amortiguador Expand™ con magnesio. El programa termociclador
utilizado incluy6 un inicio en caliente a 96°C por 5 minutos,
sequido por 29 repeticiones de los siguientes pasos. 94°C por
30 segundos, 40-60°C por 1 minuto, 45 segundos (termociclador
en gradiente) y 72°C por 2 minutos, 15 segundos. Después de
las 29 repeticiones, la muestra fue mantenida a 72°C por 10
minutos, y luego se almacené a 4°C.

Para cada gen msa de R. Sphaeroides, las temperaturas
de recocido de 42°C y 48°C produjeron miltiples productos,
pero una banda distinta a aproximadamente a 1464 pares de
basea. Parxa araT de L. amiylovorus, las temperaturas de
recocido de 42°C, 48°C y 56°C produjeron productos simples
con bandas intensas a 1173 pares de bases. Para araT de B.
subtilis, las temperaturas de recocido de 40°C, 45°C, 50°C,
55°C generaron productos intensos simples (1173 pares de
bases) a partir del ADN genSmico y de las colonias. Para bsat
de L. major, la temperatura de recocido de 55°C dio el
producto més limpio (1239 pares de bases). Para los genes

tatA de Rhodobacter, las temperaturas de recocido de 50°C,
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55°C dieron productos limpios al tamafio correcto (1260 pares
de bases). Para los genes de E. coli y el gen dat de B.
subtilis, se utilizé una temperatura de recocido de 55-60°C,
Yy el tiempo de recocido fue acortado a 45 segundos. Fueron
obtenidos productos limpios de los tamafics correctos
{(aproximadamente 1.3 kb para los genes de E. coli, 850 pares
de bases para el gen dat).
Clonacién

Los productos de PCR fueron purificados en gel a
partir de geles de TAE-agarosa a 0.8 o 1% utilizando el
equipo de extraccién en gel Qlagen (Valencia, CA). Los
productos de PCR fueron cuantificados mediante comparacién a
los estindares sobre un gel de agarosa, y luego tratados con
la ADN polimerasa T4 siguiendo los protocolos recomendados
por el fabricante para clonacifn independiente de la ligadura
{Novagen, Madison, WI).

En resumen, aproximadamente 0.2 pmel del producto de
PCR purificado fueron tratados con una u de ADN polimerasa-T4
en presencia de dGTP por 30 minutos a 22°C. La polimerasa
elimina las bases Bucesivas de los extremos 3’ del preoducto
de PCR. Cuando la polimerasa encuentra un residuo de guanina,
la actividad de 1la polimerasa 5’ a 3’ de la enzima,
contraataca la actividad de exonucleasa para prevenir
efectivamente la extirpacién posterior. Esto crea

proyecciones de una sola hebra que son compatibles con el

a4
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vector pET Xa/LIC. La polimerasa es inactivada por incubacién
a 75°C por 20 minutos.

El vector y el inserto tratados fueron recocidos como
es recomendado por Novagen. Aproximadamente 0.02 pmol del
inserto tratado y 0.01 pmol del vector se incubaron por 5
minutos a 22°C, se agregd EDTA 6.25 mM (concentraciédn final),
Yy la incubacién a 22°C fue repetida. 1 pl de la reaccién de
recocido fue agregado a las células componentes simples
NovaBlue™ (Novagen, Madison, WI) y se incubé gobre hielo por
5 minutos. Después del mezclado, 1las células fueron
transformadas mediante chogue térmico por 30 segundos a 42°C.
Las células fueron colocadas Bobre hielo por 2 minutos, y se
dejaron recuperar en 250 uL de SOC a temperatura ambiente por
30 minutos ; 37°C con agitacién a 225 rpm. Las células fueron
sembradas en placas sobre placas de LV gque contenian
kanamicina (25-50 pg/mL).

El ADN plasmidico fue purificado utilizando el equipo
de minipreparacién por centrifugacién Qiagen y 8seleccionado
para los ineertos correctos mediante digestién por
restriccién con Xhol y Xbal. Las secuencias de los pl&smidos
que parecieron tener el inserto correcto fueron verificadas
mediante secuenciamiento de ADN de terminacién de cadena de
didesoxi.

Las SEQ ID Nos.: 1-14 y 31-32 muestran secuencias de

nucleétidos y de los aminofcidos correspondientes de las

AN
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aminotransferasa recombinantes, cualesquiera cambios a partir

de las secuencias de Genbank ya sea sustituciones

conservadoras silenciosas o generadas, en la secuencia de

proteina. Las SEQ ID Nos.: 11 y 12 son secuencias novedosas.
Expresién del Gen y Ensayos

El ADN plasmidico, verificado por anflisis secuencial,
fue subclonado dentro de hospederos de expresi6n de E. coli
BLR(DE3) & BL21(DE3) (Novagen, Mad.ison, WI). Los cultivos
fueron desarrollados y 1los plésmidos fueron aislados
utilizando el equipc miniprep de Qiagen, y analizados por
digestifn por restriccién para confirmar la identidad.

La induccién fue inicialmente realizada con araT de L.
amylovorus, araT de B. Subtilis, y tatA de S. meliloti en
células BLR(DE3) y BL21(DE3). Un estudio en el cursc de
tiempo fue utilizado con los cultivos desarrollados en LB que
contenia kanamicina (30 mg/L) a una DOgpo de 0.5-0.8 e
inducida con IPTG 1 mM (tiogalactéSsido de isopropilo) vy
muestreadas a 0, 1, 2 y 4 horas después de la induccién. Las
células provenientes de 2.0 mL fueron resuspendidas en 0.10
ml: de Tris-HCl1l 120 mM, pH 6.8, que contenia dodecilsulfato de
sodio al 10%, 10% de 2-mercaptoetancl, y 20% de glicerol,
calentado a 95°C por 10 minutos, y enfriado y diluido con
0.10 ml de agua. Las alicuotas de estas muestras de proteina
celular total fueron analizadas mediante SDS-PAGE, utilizando

un gel en gradiente de 4 a 15%. No existieron diferencias

1
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pignificativas en la cantidad de proteina exprepada entre 1l
induccién a 2 horas y a 4 horas, ni entre las célulal\
BLR (DE3) y BL21 (DE3).

Los extractos celulares fueron también preparados a
partir de muestras de 4 horas al suspender los botones

celulares a partir de 2 ml de cultivo en 0.25 ml de reactivo

Novagen BugBuster™ que contenfa 0.25 ul de nucleasa
benzonasa, incubando a temperatura ambiente por 20 minutos
con agitacién suave, y centrifugando a 16,000 x g para
eliminar el desecho celular. Los B8sobrenadantes (extractos
celulares) fueron cargados sobre geles en gradiente de 4 a
15% para el andlisis de las proteinas solubles celulares.

Los tres clones (L. amylovorus araT (SEQ ID NOS.: 11 y
12), B. Subtilis araT (SEQ ID NOS.: 9 y 10), y S. meliloti
tatA (SEQ ID NOS.: 1 y 2) mostraron proteina soluble que
correspondié al tamafio correcto (aproximadamente 45 kDa). El
producto del gen araT de B. Subtilis fue sobreexpresado al
més alto nivel y/o fue mis soluble que los otros dos
productos génicos.

En métodos de expresién subsecuentes, el ADN
plasmidico proveniente de los clones positivos fue subclonado
en BL21(DE3) debido a las mejores caracteristicas de
desarrollo de este hospedero. La induccién fue repetida
utilizando un IPTG 1 mM con cultivoe desarrcllados en LB que

contenfan kanamicina a 50 mg/litro, induciendo cuando la ODggo
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alcanzé aproximadamente 0.8. Las células fueron cosechadas
después de 4 horas de desarrollo a 37°C, centrifugadas a 3000
rpm por 10 minutos (4°C), lavadas con amortiguador TEGGP
(Tris-HC1 50 mM (pH 7.0), EDTA 0.5 mM, 100 mg/litro de
glutatién, 5% de glicerol, con coctel inhibidor de proteasa
completo de Roche), y se congeld instantineamente en etanol a
-80°C.

Las muestras fueron resuspendidas en 5 ml/g de peso de

células hGmedas del reactivo de Bugbuster™ (Novagen) que

contenfia 5 pl/ml del equipo #3 de coctel inhibidor de

proteasa (Calbiochem-Novabiochem Corp., San Diego, CA) y 1

pl/ml de la nucleasa benzonasa. Las muestras fueron incubadas
a temperatura ambiente por 20 minutos en un agitador orbital.
Los desechos celulares insolubles fueron removidos mediante
centrifugacién a 16,000 x g por 20 minutos a 4°C.

Los extractos celulares fueron analizados mediante
SDS-PAGE, Yy evaluados para la actividad de triptofano-
aminotransferasa al seguir la produccién del &cido indol-
pirtvico utilizando el siguiente protocolo. Se llevaron a
cabo reacciones de un ml en tetraborato de sodio 50 mM (pH
8.5), EDTA 0.5 mM, arseniato de sodio 0.5 mM, foafato de
piridoxal 50 uM, a-cetoglutarato 5 mM, y L-triptofano 5 mM.
Las reacciones fueron iniciadas por la adicién de extractos

libres de células o la enzima purificada, y se incubaron 30

minutos a 30°C. Se agregaron 200 pl de TCA al 20% para

\98
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detener la reaccitn, y la proteina precipitada fue removida
mediante centrifugacién. La absorbancia a 327 nm fue medida y
comparada a una curva esténdar de indol-3-piruvato recién
preparado, en el amortiguador de ensayo. Las reacciones
control sin el sustrato de triptofano o utilizando extractos
libres de células, provenientes de clones transformados Eon
pET30a solo, fuercn también realizadas.

Debido al antecedente de las aminotransferasas nativas
de E. coli en los extractos celulares, se purificaron las
proteinas recombinantes utilizando cartuchos His-Bind
siguiendc los protocolos del fabricante (Novagen, Madison,
WI). Las fracciones eluyentes fueron desaladas sobre columnas
PD-10 (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) y eluidas en
Tris 50 mM, pH 7.0. Las proteinas purificadas fueron
analizadas mediante SDS-PAGE y evaluadas para la actividad de
aminotransferasa.

Los resultados provenientes de la induccifn a 37°C con
IPTG 1 mM (4 horas) demuestran que L. major bsat, S. meliloti
tatA, E. coll aspC y ambos clones de tatA de R. sphaeroides
tienen niveles significativos de actividad de triptofano-
aminotransferasa. La proteina araT de B. subtilis fue sobre-
expresada y fue Bsoluble, pero mostr6 . poca actividad
enzimAtica. El producto del gen araT de L. amylovorus parecié
ser a8oluble en el extracto celular, pero la purificacién

utilizando un cartucho His-Bind dio como resultado {inicamente
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el peso molecular

correctec. Los productos del gen msa fueron insolubles y'\\

ademis fueron realizadoe experimentos de expresién a 24°C

para reducir al minimo la formacién de cuerpos de inclusién.
Se utilizaron varias concentraciones de IPTG entre 10 pm y 1
mM para elevar al miximo la cantidad de proteina soluble.

La Tabla 1 lista las actividades especificas medidas
en los microorganismos de indol-3-piruvato (I3P) formados por
miligramo de ©proteina por minuto. En algunos casos,
cantidades muy pequefias de protefna recombinante mostraron
altos niveles de actividad por arriba del intervalo 1lineal
efectivo del ensayo. En estos casos un signo ‘>’ precede el
niimero de actividad especifica.

Tabla 1: Actividades Especificas de los Clones en Extractos

Celulares (CE) y Proteinas Purificadas (P) y Enzimas
Comerciales
Enzima Actividad Nota
Especifica (ug
I3P/mg proteina/
minuto)
L. major bsat CE >49.3
L. major bsat P >4280
S. meliloti tatA CE >28.6
S. meliloti tatA P >831
2.4.1 tatA CE >41.2
24118tAP 1086
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Enzima Actividad Nota
Especifica  (ug
I3P/mg proteina/
minuto)
35053 tatA CE >62.3
35053 tatA P >486
L. amylovorus araT CE 1.26
L. amylovorus araT P 0 poca protelna después del
cartucho His-Bind
B. subtilis araT CE 0 no detectable
B. subtilis araT P 1.54.56
2.4.1 msaCE 2.05 muy poca proteina soluble
241 msaP 0 no hay proteina después
del cartucho His-Bind
35053 msa CE 3.97 muy poca proteina soluble
35053 msa P 0 no hay proteina después
del cartucho His-Bind
E, coll aspC (P) 800
E. coli tyrB (P) 1 no muy soluble
B. subtilis D-aminotransf. (P) |2.7 usando D-friptofano como
sustrato
Transaminasa de Intervalo|22 Sigma Cat# T 7684
amplio
Porcina tipo II-A 1.5 Sigma G7005
Porcina tipo | 1 Sigma G2751

Un alineamiento que c¢ompara todas las proteinas
recombinantes clonadas, ilustra que no existen muchas &reas
altamente conservadas entre las secuencias de araT, tatA,
bsat, y msa. Un alineamiento de las proteinas recombinantes

de mis alta actividad. Los homSlogos del producto del gen
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tatA de Rhodobacter, la aminotransferasa de sustrato amplio r\\s

de L. major, y la tirosina-aminotransferasa de Sinorhizobium
meliloti mostraron varias regiones conservadas, no obstante
éstas son fnicamente aproximadamente 30 a 46% idénticas al
nivel de proteina. La disponibilidad de la aminotransferasa
egpecifica de D (D-alanina) de amplio intervalo, puede ser
itil en la produccién de otros estereoisémeros de monatina.
Ejemplo 2
Conversién del indol-3-lactato al indol-3-pilruvato

Como se muestra en las Figuras 1 y 3, el &cido indol-
3-lactico puede Ber utilizado para producir el indol-3-
piruvato. La conversifn entre el &4cido lactico y el piruvato
es8 una reaccién reversible, como lo es la conversiSn entre el
indol-3-pixuvato y el indol-3-lactato. La oxidacién del
indol-lactato fue tipicamente seguida debido a 1la alta
cantidad de antecedente a 340 nm proveniente del indol-3-
piruvato.

La mezcla de ensayo estndar contenia fosfato de
potasio 100 mM, pH 8.0, NAD* 0.3 mM, 7 unidades de lactato-
deshidrogenasa (LDH) (Sigma-L2395, Saint Louis, MO}, vy
gsustrato 2 mM en 0.1 ml. El ensayo fue realizado por
duplicado en una placa de microtitulacién transparente a UV,
utilizando un lector de placas Molecular Devices SpectraMax
Plus. El polipéptido y el amortiguador fueron mezclados y

llevados con pipeta hacia pozos que contenian el &cido indol-
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3-lactico y NAD*, y la absorbancia a 340 nm de cada pozo fuer\)

leida a intervalos de 9 segundos después de un breve
mezclado. La reaccitn fue mantenida a 25°C por 5 minutos. El
incremento en la absorbancia a 340 nm sigue la produccién de
NADH a partir de NAD'. Se realizaron controles negativos
separados 8in NAD* y 8in sustrato. D-LDH proveniente de
Leuconostoc mesenteroides (Sigma nlimero de catdlogo L2395)
pareci® mostrar mde actividad con los sustratos derivados de
indol que L-LDH proveniente de Bacillus stearothermophilus
(Sigma nimero de catdlogo L5275).

Se utilizaron métodos similares con el &cido D-l&ctico
y NAD* o NADH y piruvato, los sustratos naturales de los
polipéptidos de D-LDH. La Vg para la reduccién de piruvato
fue 100 a 1000 veces mayor que la Vmax para la oxidacién del
lactato. La Vg para la reaccidén de oxidacién del indol-3-
lactico con D-LDH fue aproximadamente un quinto de aquella
con el &cido l&ctico. La presencia del indol-3-piruvato fue
también medida siguiendo el cambio en la absorbancia a 327 nm
(el derivado de enol-borato) utilizando amortiguador de
borato de sodio 50 mM que contenia EDTA 0.5 mM y arseniato de
sodio 0.5 mM. Se observaron cambios en absorbancia, pequefios
pero repetibles, en comparacién a los controles negativos
para los polipéptidos L- y D-LDH.

Adicionalmente, las lactato-deshidrogenasas de amplia

especificidad (enzimas con actividad asociada con EC
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1.1.1.27, EC 1.1.1.28 y/o EC 1.1.2.3), pueden ser clonadas Yy
utilizadas para elaborar el indol-3-piruvato a partir del
dcido indol-3-lactico. Las fuentes de deshidrogenasas de
amplia especificidad incluyen E. coli, Neisgseria gonorrheae y
Lactobacillus plantarum.

Alternativamente, el indol-3-piruvato puede ser
producido al poner en contacto el indol-3-lactato con
extractos celulares de Clostridium sporogenes que contienen
una deshidrogenasa del indol-lactato (BEC 1.1.1.110); o
extractos celulares de epimastigotes de Tripanosoma cruzi que
contienen la p-hidroxifenilacetato-deshidrogenasa (EC
1.1.1.222) que Bse pabe tiene también actividad sobre el
indol-3-piruvato; o extractos celulares de Pseudomonas,
acidovorans o E. coli, que contienen una deshidrogenasa del
lactato de imidazol-5-ilo (EC 1.1.1.111); o Coleus blumei,
que contiene una hidroxifenilpiruvato-reductasa (EC
1.1.1.222); o Candida maltosa que contiene una deshidrogenasa
de lactato-D-aromitico (EC 1.1.1.222). Las referencias que
describen tales actividades incluyen, Nowicki et al. (FEMS
Microbiol Lett 71: 119-24, 1992), Jean y DeMooe (Canadian J.
Microbiol. 14 1968, Coote y Hassall (Biochem. J 111: 237-9,
1969), Cortese et al. (C.R. Seances Soc. Biol. Fil. 162 390-
5, 1968), Petersen y Alfermann (Z. Naturforsch. C: Biosci. 43
501-4, 1988), y Bhatnagar et al. (J. Gen Microbiol 135: 353-

60, 1989). Adem&s, una lactato-oxidasa tal como aquella

/
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proveniente de Pseudomonas sp (Gu et al. J. Mol. Catalysis B:
Enzimatic: 18: 299-305, 2002), puede ser utilizada para la
oxidacién del indol-3-lactato a indol-3-piruvato.
Ejemplo 3
Converslién de L-triptofano a indol-3-piruvato utilizando la
oxidasa de L-amino&cido

Este ejemplo describe los métodos utilizados para
convertir el triptofano a indol-3-piruvato via una oxidasa
(EC 1.4.3.2), como una alternaéiva al uso de una triptofanoc-
aminotransferasa como se describe en el Ejemplo 1. La oxidasa
de L-aminofdcido o© L-aminodcido-oxidasa fue purificada a
partixr de Crotalus durissus (S8igma, Saint Louis, MO, nimero
de cat8@logo A-2805). Los nimeros de acceso de las oxidasas de
L-aminodcido para la clonacién molecular incluye: CAD21325.1,
AAL14831, NP_490275, BAB78253, A38314, CAB71136, JE0266,
T08202, S48644, CACQ00499, P56742, PB1383, 093364, P8l3is2,
P81375, §$62692, P23623, AAD45200, AAC32267, CAABB452,
AP003600 y Z48565.

Las reacciones fueron realizadas en tubos para
microcentrifuga en un volumen total de 1 ml, incubados per 10
minutos mientras que se agitaba a 37°C. La mezcla de reaccidn
contenfa L-triptofano 5 mM, amortiguador de fosfato de sodio
100 mM pH 6.6, arseniato de sodio 5 wM, EDTA 0.5 mM,
tetraborato de sodio 25 mM, catalasa 0.016 mg (B3 U, Sigma

C.3515), 0.008 mg de FAD (Sigma), y 0.005-0.125 Unidades de
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oxidasa de L-amino&cido. Los controles negativos contenian
todos los componentes excepto el triptofano, y los blancos
contenian todos los componentes excepto la oxidasa. Se
utilizé la catalasa para remover el peréxido de hidrégeno
formado durante la desaminacifén oxidativa. El arseniato y el
tetraborato de sodio se utilizaron para estabilizar la forma
de enol-borato del indeol-3-piruvato, que muestra una
absorbancia mixima a 327 nm. Se prepararon esténdares de
indol-3-piruvato a concentraciones de 0.1-1 mM en la mezcla
de reaccién.

La oxidasa de L-aminofcido adquirida tuvo una
actividad especifica de 540 pg de indol-3-piruvato formado
por minuto por mg de proteina. Este es el mismo orden de
magnitud que la actividad especifica de las enzimas
triptofano-aminotransferasa.

Ejemplo 4
Conversién de indol-3-piruvato a &cido 2-hidroxi-2-(indol-3-
ilmetil) -4-ceto-glutfrico con una aldolasa
Este ejemplo describe 1los métodos que pueden Ber
utilizados para convertir el indol-3-piruvato al precursor de
monatina (MP) &cido 2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil)-4-ceto-
glutdrico utilizando una aldolasa (liasa) (Figura 2). Las
condensaciones de aldol son reacciones que forman enlaces

carbono-carbono entre el carbong beta de un aldehido o cetona
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Y el carbono carbonilico de otro aldehfido o cetona. Se forma
un carbanién sobre el carbono adyacente al grupo carbonilo de
un sustrato, y sirve como un nucleffilo que ataca el carbono
carbonilico del segundo sustrato (el carbono electrofilico).
Mis cominmente, el sustrato electofilico es un aldehido, de
modo que la mayoria de las aldolasas caen dentro de 1la
categoria EC 4.1.2. Muy frecuentemente, el Bustrato
nucleofilico es el piruvato. Es menos comin que las aldolasas
catalicen la condensacién entre dos ceto-4cidos o dos
aldehidos.

No obstante, las aldolasas que catalizan la
condensacién de dos acidos carboxilicos han sido
identificadas. Por ejemplo, la Patente Europea EP-1045-029
describe la produccién del &cido L-4-hidroxi-2-cetoglutérico
a partir del &cido glioxilico y piruvato utilizando un
cultivo de Pseudomonas (EC 4.1.3.16). Ademds, la 4-hidroxi-4-
metil-2-oxoglutarato-aldolasa (4-hidroxi-4-metil-
oxoglutarato-piruvato-liasa, EC 4.1.3.17) puede catalizar la
condensacién de dos cetofcidos. Por lo tanto, se utilizaron
polipéptidos de aldolasa weimilares para catalizar 1la
condensacién del indol-3-piruvato con piruvato.

Clonacién

Las 4-hidroxi-4-metil-2-oxoglutarato-piruvato-liasas

(aldolasa ProA, EC 4.1.3.17) y la 4-hidroxi-2-oxoglutarato-

glioxilato-liasa (aldolasa KHG, EC 4.1.3.16) catalizan

J



10

15

20

25

reacciones muy similares a la reaccién de la aldolasa de la

Figura 2. Fueron disefiados cebadores con grupos

sobresalientes compatibles para el vector PpET30 Xa/LIC

(Novagen, Madison, WI). El1 disefio de estos cebadores es

descrito anteriormente en el Ejemplo 1.

Los siguientes cebadores fueron disefiados para 1la
clonacién de pET30 Xa/LIC:

1. El gen proA de Pseudomonas straminea (Genbank Acceso No.
12964663 Versibn: 12964663) y el gen proA de Comamonas
testosteroni (SEQ ID NOs: 65-66, Becuencia de 4&cidos
nucleicos y secuencia de aminolcidos, respectivamente)
delantera 5’ -GGTATTGAGGGTCGCATGTACGAACTGGGAGTTGT -3’ e
inversa 5’'-AGAGGAGAGTTAGAGCCTTAGTCAATATATTTCAGGC-3’ (SEQ
ID NOs: 55 y 56).

2. gen SMc00502 de Sinorhizobium meliloti 1021 (homélogo a
proA, Genbank Acceso Nos. 15074579 y CAC46344, secuencia
de 4&cidos nucleicos y secuencia de aminoécidos,
respectivamente) delantera 57-
GGTATTGAGGGTCGCATGAGCGTGGTTCACCGGAA-3*' e inversa 5'-
AGAGGAGAGTTAGAGCCTCAATCGATATATTTCAGTC-3" (SEQ ID NOs: 61
y 62).

3. gen fldz de Sphingomonas sp LBl26 (Genbank Acceso No.
7573247 Versibn: 7573247, «cbédigos para una acil-
transferasa putativa) delantera _ 5'-

GGTATTGAGGGTCGCATGTCCGGCATCGTTGTCCA-3 e inversa 5’'-
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AGAGGAGAGTTAGAGCCTCAGACATATTTCAGTCCCA-3' (SEQ ID NOB: 57
y 58). N
gen pcmE de Arthrobacter keyseri (Genbank Acceso No.
AF331043 Versién: AF331043.1, codifica para una
oxalocitramalato-aldolasa) delantera 5'-
GGTATTGAGGGTCGCATGCGACTGAACAACCTCGG-3 7 e inversea 5’'-
AGAGGAGAGTTAGAGCCTCAGTTCTCCACGTATTCCA-3* (SEQ ID NOs: 59
y 60).

gen YPCO0082 de Yersinia pestis cepa CO092 (Genbank Acceso
No. 15978115 Versién: 15978115, codifica para una
posible transferasa) delantera 5'-
GGTATTGAGGGTCGCATCGAGCCTGGTTAATATGAA-3 ' e inversa 5'-
AGAGGAGAGTTAGAGCCTTATGACTTTAACGCGTTGA-3’ (SEQ ID NOB: 63
y 64).

gen khg de Bacillus subtilis (Genbank Acceso Nos.
Z99115.1 GI:2634478, 126711-127301 Y CABl14127.1,
secuencia de dcidos nucleicos Y secuencia de
aminoécidos, respectivamente) delantera 5’-
GGTATTGAGGGTCGCATGGAGTCCAAAGTCGTTGA-3 e inversa 57 -
AGAGGAGAGTTAGAGCCTTACACTTGGAAAACAGCCT-3* (SEQ ID NOs: 35
y 36).

gen khg de E. coli (Genbank Acceso Nos. AE000279.1 1331-
1872 y AAC74920.1, secuencia de acidos nucleicos vy
secuencia de aminofcidos, respectivamente) delantera 5‘-

GGTATTGAGGGTCGCATGAAAAACTGGAAAACAAG-3 e inversa 5’'-
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AGAGGAGAGTTAGAGCCTTACAGCTTAGCGCCTTCTA-3" (SEQ ID NOs: 37
y 38).

8. gen khg de S. meliloti (Genbank Acceso Nos. AL591792.1
GI:15075850, 65353-64673 y CAC47463.1, secuencia de
dcidos nucleicos Y secuencia de aminodcidos,
respectivamente) delantera 5’
GGTATTGAGGGTCGCATGCGAGGGGCATTATTCAA-3 e inversa 5°-
AGAGGAGAGTTAGAGCCTCAGCCCTTGAGCGCGAAG-3' (SEQ ID NOs: 39
y 40).

El ADN genSmico proveniente de 1los organismos
descritos en 1-2 y 6-8 anteriores, fue purificado utilizande
el protocolo de punta gendmica Qiagen. Utilizando técnicas
similares el ADN genSmico de los organismos descritos en 3-5
puede ser purificado.

Las Pseudomonas gtraminea (ATCC 33636) fue
desarrollada a 30°C en Caldo Nutritivo y en medio de
hidroxibenzoato. Se desarrolld Comamonas testosteroni (ATCC
49249) a 26°C en Caldo Nutritivo y medio de hidroxibenzoato.
Sphingomonas sp. LB126 (Flemish Institute for Technological
Research, VITO, B-2400 Mol, Bélgica) se desarrolla de acuerdo
al método descrito por Wattiau et al. (Research in Microbiol.
152: 861-72, 2001). Arthrobacter keyseri (Gulf Ecology
Division, National Health and Environmental Effects Research
Laboratory, U.S. Environmental Protection Agency, Gulf

Breeze, FL 32561, EUA) se desarrolla de acuerdo al protocolo
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descrito por Eaton (J. Bacteriol. 183: 3689-3703, 2001)‘.\)

Sinorhizobium meliloti 1021 (ATCC 51124) se desarrollé a 26°C
en el medio TY de la ATCC y medio de hidroxibenzoato.
Yersinia pestis cepa C092 (ATCC) se desarroclla a 26°C en el
medio 739 de agar de sangre de Caballo de la ATCC. Bacillus
subtilis 6051 (ATCC) se desarrolla a 30°C en Caldo Nutritivo
Bereto (Difco; Detroit, MI). El ADN genfmico de E. coli fue
aislado de la cepa DH10B (Invitrogen) como se describe en el
Ejemplo 1.

Los protocolos de PCR, de clonacién y de seleccién
descritos en el Ejemplo 1 fueron utilizados para clonar las
secuencias proA de C. testosteroni y de S§. meliloti, asi como
las Becuencias khg de E. coli, B. Subtilis y S. meliloti.
Pueden ser utilizados los mismos métodos para clonar 1las
otras secuencias deascritas anteriormente.

Los clones positivos fueron secuenciados utilizando el
secuenciamiento por terminacién de cadena didesoxi
(Seqwright, Houston, Texas) con 1los cebadores S-tag vy
terminador T7 (Novagen) , Y los cebadores internos
provenientes de Integrated DNA Technologies, Inc.
{Coralville, IA).

Ensayos de Expresién y de Actividad

El ADN plasmidico (verificado por anédlisis secuencial)

fue subclonadc dentro de un hospedero de expresién BL21 (DE)

(Novagen). Los cultivos fueron desarrollados en medio LB con
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50 mg/litro de kanamicina, los plésmidos aislados utilizando
un equipo de minipreparacién de plésmido giratorio Qiagen
subsecuentemente 8e analizaron mediante digestién por
restriccién para confirmar 1la identidad. Se realizaron
experimentos de induccién con las construcciones BL21(DE3)
desarrolladas en medio LB que contenia 50 mg/litro de
kanamicina a 37°C. La expresidn de la proteina fue inducida
utilizando IPTG 0.1 mM después de que la ODgo alcanzd
aproximadamente 0.6. Las células fueron desarrolladas por 4
horas a 30°C y cosechadas mediante centrifugacién. Las
células fueron 1luego lisadas utilizando el reactivo
Bugbuster™ (Novagen) y las proteinas recombinantes de
marcador de His (His-tag) fueron purificadas utilizando los
cartuchos His-Bind como se describié anteriormente (Ejemplo
1). Las proteinas purificadas fueron desaladas sobre columnas
desechables PD-10 y eluidas en amortiguador de Tris-HCl 50
mM, pH 7.3 con cloruro de magnesio 2 mM.

Las proteinas fueron analizadas mediante SDS-PAGE
sobre geles en gradiente de 4 a 15% para detectar los niveles
de proteina soluble al peso molecular predicho de la proteina
de fusibén recombinante.

Las proteinas fueron evaluadas para la actividad
utilizando el indol-3-piruvato y el piruvato de sodio como
sustrato. La mezcla de ensayo contenia Tris-HCl 100 mM (pH 7-

pPH 8.9), cloruro de magnesio 0-8 mM, fosfato de potasio 3 mM
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(pH 8), vy 6 mM de cada sustrato en 1 ml. La reaccién se
inicié mediante la adicién de diversas cantidades del
pelipéptido (por ejemplo de 10 a 100 ug), y se incubd a 25°C-
37°C por 30 minutos, se filtr6 y luego se congel6 a -80°C.

Resultados de Actividad con los Productos del Gen proA

Las construcciones génicas proA de C. testosteroni y
SMc00502 de S. meliloti tuvieron altos niveles de expresién
cuando fueron inducidas con IPTG. Lae proteinas recombinantes
fueron altamente soclubles, como se determiné por el andlisis
de SDS-PAGE de la proteina total y las muestras de extracto
celular. El producto génico de C. testosteroni fue purificado
2 una pureza mayor de 95%. Debido a que el rendimiento del
producto génico de S. meliloti fue muy bajo después de la
purificacién por afinidad utilizando el cartucho His-Bind, se
utilizé el extracto celular para los ensayos enzimiticos.

Ambas aldolasas recombinantes catalizaron la formacién
de MP a partir del indol-3-piruvato y del piruvato. La
presencia de fosfato de potasico y de magnesio divalente fue
requerida para la actividad enzimdtica. Ningln producto fue
aparente cuando estuvo ausente el indol-3-piruvato, el
piruvato o el fosfato de potasio. Una pequefia cantidad del
producto fue también formada en ausencia de la enzima
(tipicamente un orden de magnitud menor que cuando la enzima

estuvo presente).

l
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El pico de producto eluyd a partir de la columna C18
de fase inversa, ligeramente mis tarde que el est@ndar de
indol-3-piruvato, el espectro de masa de este pico mostrd un
ion progenitor inducido por colisién ([M+H]+)} de 292.1, el
ion progenitor esperado para el producto MP. Los fragmentos
hijos mayores presentes en el espectro de masa incluyeron
aquellos con m/z=158 (el ion carbanién de 1H-indol-3-
carbaldehido), 168 (ion carbonio de 3-buta-1i,3-dienil-1H-
indol), 274 (292-H;0), 256 (292-2 H,0), 238 (292-3 H0), 228
(292-CH,.0;), Yy 204 (pérdida de piruvato). El producto también
mostrd un espectro de UV caracteristico de otros compuestos
que contienen indol tales como triptofano, con la Ag., de 279-
280 y un hombro pequefio aproximadamente a 290 nm.

La cantidad de MP producida por la aldolasa de C.
testogteroni se incrementé con un incremento en la
temperatura de reaccidén a partir de la temperatura ambiente
hasta 37°C, 1la cantidad del sustrato, y la cantidad del
magnesio. La actividad sintética de la enzima disminuys
conforme se incrementaba el pH, el producto méximo observado
fue a pH 7. Con base en los estdndares de triptofano, 1la

cantidad de MP producido bajo un ensayo estédndar utilizando
20 pg de la protefina purificada, fue aproximadamente 10-40 pg

por un ml de reaccién.

Debido al alto grado de homologia de las secuencias
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que codifican para la aldolasa proA de S. meliloti y C. (-\4g

testosteroni con los otros genes descritos anteriormente, se
egspera que todos los productos génicos recombinantes puedan
catalizar esta reaccién. Ademis, se espera que las aldolasas
que tienen treonina (T) en las posiciones 49 y 87, arginina
(R) en 119, aspartato (D) en 120, e hietidina (H) en 31 y 71,
(con base en el sistema de numeracién de C. testosteroni)
yendrén actividad similar.

Resultados de Actividad con los productos del gen khg

Las construcciones del gen k@g de B. Subtilis de E.
coli tuvieron altos niveles de expresién de la proteina
cuando se indujo con IPTG, mientras que khg de §. meliloti
tuvo un nivel menor de expresién. Las proteinas recombinantes
fueron altamente solubles, como se juzgd por el anAlisis de
SDS-PAGE de laes proteinas totales y de 1los extractos
celulares. Los productos del gen khg de B. Subtilis y de E.
coli fueron purificados a una pureza mayor de 95%; el
rendimiento del producto del gen de S. meliloti no fue tan
alto después de la purificaci6tn por afinidad después de un
cartucho Hisg-Bind.

No existe evidencia de que el magnesio y el fosfato
sean requeridos para la actividad para esta enzima. No
obstante, la literatura reporta la realizacién de los ensayos
en amortiguador de fosfato de sodio, y la enzima al parecer

es bifuncional y tiene actividad sobre 1los sustratos
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fosforilados tales como el 2-ceto-3-desoxi-6- fosfogluconatm‘\.)

(KDPG). Los ensayos enzimiticos fueron realizados como 8e
describidé anteriormente, y en algunos casos el fosfato fue
omitido. Los resultados indican ;Iue las aldc_:laaas de KHG
recombinantes produjeron MP, pero no fueron tan activas como
las aldoclasas de ProA. En algunos casos, el nivel de MP
producido por KHG fue casi idéntico a la cantidad producida
por el magnesio y el fosfato solos. El1 fosfato no parecié
incrementar las actividades de KHG. La enzima de Bacillus
tuvo la mis alta actividad, aproximadamente 20-25% mayor
actividad que el magnesio y el fosfato solos, como se
determiné por SRM (ver Ejemplo 10). La enzima de
Sinorhizobium tuvo la menor cantidad de actividad, la cual
puede estar asociada con problemas de plegamiento y de
golubilidad anotados en la expresién. Estas tres enzimas
tienen el glutamato en el sitio activo (posicién 43 en el
gistema de numeracién de B. subtilis) asi como la 1lisina
requerida para la formacién de la base de Shiff con piruvato
(posicién 130); no obstante, la enzima de B. Subtilis
contiene una treonina en la posicién 47, un r;aaiduo de sitio
activo, en vez de arginina. La KHG de B. subtilis es més
pequefia y parece estar en un grupo distinto de las enzimas de
S. meliloti y E. coli, con otrae enzimas que tienen 1la
treonina del sitio activo. Laas diferencias en el sitio activo

pueden ser la razén para la actividad incrementada de la
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enzima de B. subtilis.
Mejoramiento de la Actividad de Aldolasa

Anticuerpos cataliticos pueden ser tan eficientes como
las aldolasas naturales, aceptar una amplia gama de
sustratos, y pueden ser utilizados para catalizar la reaccién
mostrada en la Figura 2.

Las aldolasas pueden también ser mejoradas por la
evolucién dirigida, por ejemplo como se describié
previamente, para una aldolasa de KDPG {altamente homSloga a
KHG descrita anteriormente) evolucionada por el entremezclado
de ADN y la PCR propensa a errores, para eliminar el
requerimiento del fosfato Yy para invertir la
enantioselectividad. Los polipéptidos de KDPG de aldolasa son
Gtiles en las reacciones biogquimicas, ya que é&stos 8son
altamente especificos para el sustrato ganador (en 1la
presente, piruvato), pero son relativamente flexibles con
respecto al sustrato aceptor (por ejemplo indol-3-piruvato)
(Koeller & Wong, Nature 409: 232-9, 2001). La aldoclasa de KHG
tiene la actividad para la condensacién del piruvato con un
nimero de &cidos carboxilicos. Versiones de mamifero de la
aldolasa de KHG se piensa que tienen mis amplia especificidad
que las versionee bacterianas, incluyendo su actividad sobre
la 4-hidroxi-4-metil-2-oxoglutarato y la aceptacién de ambos
estereoisdmeros del 4-hidroxi-2-cetoglutarato. Las fuentes

bacterianas parecen tener una preferencia 10 veces mayor por

EFES
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el isbmero R. Existen casi 100 homélogos de KHG disponibles
en las bases de datos gendmicas, y la actividad ha sido
demostrada en Pseudomonas, Paracoccus, Providencia,
Sinorhizobium, Morganella, E. coli y en tejidos de mamifero.
Estas enzimas pueden ser utilizadas comc un punto inicial
para disefiar a la medida la enantiocespecificidad que es
deseada para la produccién de monatina.

Las aldolasas que utilizan el piruvato y otro sustrato
que es ya Bea un cetofcido y/o tiene un grupo hidrofébico
voluminoso como el indol, puede ser "evolucionado” para
disefiar a la medida la especificidad del polipéptido, 1la
velocidad y la selectividad del mismo. Ademds de 1las
aldolasas KHG y ProA demostradas en la presente, los ejemplos
de estas enzimas incluyen, pero no est&n limitados a:
aldolasas de KDPG y polipéptidos relacionados (KDPH);
transcarboxibenzalpiruvato-hidratasa-aldolasa proveniente de
Nocardioides st; 4- (2-carboxifenil) -2-oxobut-3-enoato-
aldolasa (2'-carboxibenzalpiruvato-aldolasa) que condensa el
piruvato y el 2-carboxibenzaldehido (un sustrato que contiene
anille aroméatico); la trans-O-hidroxibencilidenpiruvato-
hidratasa-aldolasa proveniente de Pseudomonas putida vy
Sphingomonas aromaticivorans, que también utiliza piruvato y
un aldehido que contiene aromético, como sustratos; la 3-
hidroxiaspartato-aldolaea (eritro-3-hidroxi-L-aspartcato-

glioxilato-liasa), que utiliza 1los 2-oxolcidoa como los
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sustratos y B8e piensa que estd en el microorganismo
Micrococcus denitrificans; benzoina-aldolasa (benzaldehido-
liasa), que utiliza los sustratos que contienen grupos
bencilo; dihidroneopterina-aldolaea; L-treo-3-fenilserina-
benzaldehido-liasa (fenilserina-aldolasa) que condensa la
glicina con el benzaldehido; 4-hidroxi-2-oxovalerato-
aldolasa; 1,2-dihidroxibencilpiruvato-aldolasa; Y 2-
hidroxibenzalpiruvato-aldolasa.

Un polipéptido que tiene la actividad deseada puede
ser seleccionado mediante la seleccién de los clones de
interés utilizando los siguientes métodos. Auxbtrofos de
triptofano son transformados con vectores que poseen los
vectoree de interés sobre un casete de expresién y son
desarrollados sobre un medio que contiene pequefias cantidades
de monatina o MP. Ya que las reacciones de aminotransferasas
y de aldolasas son reversibles, las células son capaces de
producir triptofano a partir de una mezcla racémica de
monatina. Similarmente, pueden BEer seleccionados los
organismos (recombinantes y de tipo silvestre) por la
habilidad para utilizar MP o la monatina como fuente de
carbono y de energia. Una fuente de aldolasas objetivo es las
bibliotecas de expresién de diversas Pseudomonas y cepas
rhizobacterianas. Las Pgeudomonas tienen muchas vias
catabflicas inusuales para la degradacién de las moléculas

aromiticas y é&stas también contienen muchas aldolasas;
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mientras que las rhizobacterias contienen aldolasas, se sabe
que se desarrollan en la rhizosfera vegetal, y tienen muchos
de los genes descritos para la construccién de una via
biosintética para la monatina.
Ejemplo 5
S8intesis Quimica del Precursor de Monatina

El Ejemplo 4 describe un método para utilizar una
aldolasa para convertir el indol-3-piruvato al precursor de
monatina (MP) &cido 2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil)-4-ceto-
glutirico. Este ejemplo describe un método alternativo para
spintetizar quimicamente MP.

El MP es formado mediante el uso de una condensacién
tipica tipo aldol (Figura 4). En resumen, una reaccién tipica
tipo aldol involucra la generacién de un carbanién del éster
de piruvato wutilizando una base fuerte, tal como LDA
(diisopropilamida de litio), hexametildisilazano de litio o
butil-litio. El carbanién que Be genera reacciona con el
indol-piruvato para formar el producto acoplado.

Los grupos protectores que pueden ser utilizados para
proteger el nitrégeno del indol incluyen, pero no estén
limitados a: t-butiloxicarbonilo (Boc), y benciloxicarbonilo
(Cbz). Los grupos blogqueadores para los &cidos carboxilicos
incluyen, pero no estén limitados a, é&steres de alquilo (por
ejemplo, ésteres de metilo, etilo, bencilo). Cuando se

utilizan tales grupos protectores, no es posible controlar la
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estereoquimica del producto que se forma. Sin embargo, si R2
y/o R3 son grupos protectores quirales (Figura 4), tal como
el (S)-2-butanol, mentol, o una amina quiral, esto puede
favorecer la formacidén de un enantidémero de MP sobre el otro.
Ejenplo 6
Conversién del Triptofano o del Indol-3-piruvato a Monatina
Un proceso in vitro que utiliza dos enzimas, una
aminotrasferasa y una aldolasa, produjo la monatina a partir
del triptofano y el piruvato. En el primer paso, el alfa-
cetoglutarato fue el aceptor del grupo amino proveniente del
triptofano en una reaccién de transaminacién que genera el
indol-3-piruvato y glutamato. Una aldolasa catalizé 1la
segunda reaccién en la cual el piruvato se hizo reaccionar
con indol-3-piruvato, en presencia de Mg* y fosfato,
generando el derivado de alfa-ceto de la monatina (MP), &cido
2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil) -4-cetoglutérico. La
traneferencia del grupo amino a partir del glutamato formado
en la primera reaccifn, produjo el ‘ producto deseado,
monatina. La purificacién y la caracterizacién del producto
establecié6 que el isSmero formado era S,S-monatina. Los
sustratos, enzimas y condiciones alternativas se describen,
asi como los mejoramientos que fueron realizados a este
proceso.
Ensimas

La aldolasa, 4-hidroxi-4-metil-2-oxoglutarato-

e

~
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piruvato-liasa (aldolasa de ProA, gen proA) (EC 4.1.3.17) de
Comamonas testosteroni fue clonada, expresada y purificada

como 8Be describe en el Ejemplo 4). Las 4-hidroxi-2-

oxoglutarato-glioxilato-liasas (aldolasas de KHG) {EC:

4.1,3.16) proveniente de B. subtilis, E. coli y S. meliloti
fueron clonadas, expresadas y purificadas como se describe en
el Ejemplo 4.

Las aminotransferasas utilizadas en conjunto con las
aldolasas para producir la monatina fueron la L-aspartato-
aminotransferasa codificada por el gen aspC de E. coli, la
tirosina-aminotransferasa codificada por el gen tyrB de E.
coli, 1la enzz:.ma TatA de S. meliloti, la aminotrasferasa de
sugtratos amplios codificada por el gen bsat de L. major, o
la transaminasa glutimica-oxaloacética de corazén de cerdo
(Tipo IIa). La clonacifn, expresién y purificacién de las
proteinas no de mamifero se describen en el Ejemplo 1. La
transaminasa glut@mica-oxaloacética proveniente de corazén de
cerdo (tipo IIa) fue obtenida de Sigma (#G7005).

Método que utiliza la aldolasa de ProA y la L-aspartato-
aminotransferasa

La mezcla de reaccién contenia acetato de amonio 50
mM, pH 8.0, cloruro de magnesio 4 mM, fosfato de potasio 3
mM, foasfato de piridoxal 0.05 mM, piruvato de amonio 100 mM,
triptofano 50 mwM, alfa-cetoglutarato 10 mM, 160 mg de

aldolasa ProA de CC. tesgtogteroni recombinante (extracto
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celular no purificado, aproximadamente 30% de aldolasa), 233
mg de L-aspartato-aminotrasferasa de E. coli recombinante
(extracto celular no purificado, aproximadamente 40% de
aminotransferasa) en un litro. Todos los componentes excepto
las enzimas se mezclaron conjuntamente y se incubaron a 30°C
hasta que el triptofano se disolvié. Las enzimas fueron luedgo
agregadas y la solucién de reaccién se incubaron a 30°C con
agitacién suave (100 rpm) por 3.5 horas. A 0.5 y 1 hora
después de la adici6n de las enzimas, a la reaccién se
agregaron alicuotas de triptofano s86lido (50 mmoles cada
una). Todo el triptofano agregado no se disolvid, pero la
concentracién fue mantenida a 50 mM o mayor. Después de 3.5
horas, el triptofano 8dlido se filtr6. El1 anélisis de 1la
mezcla de reaccién por LC/MS utilizando una cantidad definida
de triptofano como un estfndar, mostré que la concentracién
de triptofano en 1la 8olucién fue de 60.5 mM y la
concentracién de la monatina fue de 5.81 mM (1.05 g).

Se utilizaron los siguientes métodos para purificar el
producto final. Noventa por ciento de la solucién clara se
aplicé a una columma de resina AGS50W-X8 de BioRad (225 ml;
capacidad de enlace de 1.7 miliegq/ml). La columna se lavé con
agua, recolectando fracciones de 300 ml, hasta que 1la
absorbancia a 280 nm fue menor de 5% del primer flujo a
través de la fraccifn. La columna fue luego eluida con

acetato de amonio 1 M, pH 8.4, recolectando 4 fracciones de
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300 ml. Las 4 fracciones contenian monatina y se evaporaron
hasta 105 ml utilizando un evaporador rotatorio con un bafio
de agua tibia. Se formé un precipitado conforme el volumen se
reducia y se filtr6 sobre el curso del proceso de
evaporacién.

El andlisis de las fracciones de la columna por LC/MS
mostré que el 99% del triptofano y de 1la monatina se
enlazaron a la columna. El precipitado que se form$ durante
el proceso de evaporacién contenia mis de 97% de triptofano y
menos de 2% de monatina. La proporcién de triptofano al
producte en el sobrenadante fue de aproximadamente 2:1.

Se aplicaron 7 ml de sobrenadante a una columna de 100
ml de DEAE Sepharose de Flujo Répido (Amersham Biosciences)
previamente convertida a la forma de acetato por lavado con
0.5 litros de hidr6xido de sodio 1 M, 0.2 litros de agua, 1.0
litro de acetato de amonio 1.0 M, pH 8.4 y 0.5 litro de agua.
El sobrenadante se carg6 a menos de 2 ml/minuto y la columna
se lavdé con agua a 3-4 ml/minuto hasta que la absorbancia a
280 nm fue de aproximadamente 0. La monatina se eluyd con
acetato de amonio 100 mM, pH 8.4, recolectando 4 fracciones
de 100 ml.

El andlisis de las fracciones mostrdé que la proporcién
de triptofano en la monatina en el flujo a través de las
fracciones fue de 85:15, y la proporcién en las fracciones

del eluyente fue de 7:93. Asumiendo el coeficiente de



10

15

20

25

106

extincién a 280 nm de la monatina que es el mismo que
triptofano, las fracciones del eluyente contenian 0.146 mmol
del producto. La extrapolacifén a la reaccién total de 1 litro
produciria aproximadamente 2.4 mmoles (aproximadamente 710
mg) de monatina, para una recuperacibén de 68%.

Las fracciones del eluyente provenientes de la columna
de DEAE Sepharose se evaporaron a menose de 20 ml. Una
alicuota del producto se purificé adicionalmente por 1la
aplicacién a una columna preparativa de fase inversa C,
utilizando las mismas condiciones cromatogréficas que
aquellas descritas en el Ejemple 10 para la caracterizacién
de la monatina a escala analitica. El1 software Waters
Fractionlynx™ fue empleado para disparar la recoleccién
automatizada de las fracciones, de la monatina, con base en
la deteccifn del ion m/z=293. Las fracciones provenientes de
la columna C3 con el ion molecular protonado, correspondiente
para la monatina, fue recolectada, evaporada hasta sequedad,
y luego disuelta en un pegquefio volumen de agua. Esta fraccién
fue utilizada para la caracterizacidén del producto.

El producto resultante fue caracterizado utilizando
los siguientes métodos.

Espectroscopia de Tov/vieible. Las mediciones
espectrosctpicas de UV/visible de 1l1la monatina producida
enzimiticamente fueron 1llevadas a cabo utilizando un

espectrofotSmetro Cary 100 Bio de UV/visible. El1 producto
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purificado, disuelto en agua, mostrd un miAximo de absorcién
de 280 nm con un hombro a 288 nm, caracteristicas tipicas de
los compuestos que contienen indol.

Andlisis de LC/MS8. Los anflisis de las mezclas para la
monatina derivada de las reacciones bioquimicas in wvitro
fueron llevados a cabo como se describe en el Ejemplo 10. Un
andlisis tipico de LC/MS de la monatina en una mezcla
sintética enzimitica in vitro, se ilustra en la Figura 5. El
panel inferior de la Figura 5 ilustra un cromatograma de
iones selectos para el ion molecular protonado de la monatina
a m/z=293. Esta identificacién de la monatina en la mezcla
fue corroborada por el espectro de masa ilustrado en la
Figura 6. El anilisis del producto purificado por LC/MS
mogtrd un pico simple con un ion molecular de 293 vy
absorbancia a 280 nm. El espectro de masa fue idéntico a
aquel moatrade en la Figura 6.

Anfilisie de MS8/MS. Los experimentos de iones hijos
LC/MS5/MS, como se describe en el Ejemplo 10, fueron también
realizados sobre la monatina. Un espectro de masa de iones
hijos de monatina se ilustra en la Figura 7. Asignaciones
estructurales tentativas de todos los iones fragmentarios
marcados en la Figura 7, fueron realizadas. Estas incluyen
los iones fragmentarios de m/z=275 (293-H;0), 257 (293-(2 x
H20)), 230 (275-COOH), 212 (257-COOH), 168 {ion indolcarbonio

de 3-buta-1,3-dienil-1H), 158 (ion 1H-indol-3-carbaldehfido),
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144 (ion carbonioc de 3-etil-1H-indol), 130 (ion carbonio de
3-metilen-1H-indol), y 118 (ion carbonio del indol). Muchos
de éstos son los mismos que aquellos obtenidos para MP
(Ejemplo 4), como se esperaba s8i se deriva de la porcién
indol de la molécula. Algunos son 1 unidad de masa mayor que
aquellos observados por MP, debido a la presencia de un grupo
amino en vez de una cetona.

Anflisis de MS de Alta Resolucidn. La Figura 8 ilustra
el espectro de masa obtenido para la monatina purificada,
empleando un espectrfmetro de masa hibrido cuadrupolar/tiempo
de vuelo Applied Biosystems-Perkin Elmer Q-Star. La masa
medida para la monatina protonada utilizando el triptecfano
como un estdndar de calibracién de masa interna fue de
293.1144. La masa calculada de la monatina protonada, con
base en la composicién elemental, C;4H;7N2Os es 293.1137. Este
es un error de medicién de masa menor de 2 partes por millén
(ppm) , proporcionando evidencia concluyente de la composicién
elemental de la monatina producida enzimdticamente.

Espectroscopia de RMN. Los experimentos de RMN fueron
realizados sobre un instrumento Varian Inova de 500 MHz. La
muestra de monatina (aproximadamente ~ 3 mg) fue disuelta en
0.5 ml de D;O0. Inicialmente, el soclvente (D;0) fue utilizado
como la referencia interna a 4.78 ppm. Ya que el pico para el
agua fue grande, la RMN-'H fue corrida con supresién del pico

para el agua. Subsecuentemente, debido a la amplitud del pico

=
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de agua, el protén C-2 de la monatina se utilizé como el pico
de referencia, y se ajustd al valor publicado de 7.192 ppm.

Para RMN-13C, una corrida inicial de varios cientos de
exploraciones indicd que la muestra estaba demasiado diluida
para obtener un espectro de !C adecuado en el tiempo
asignado. Por 1lo tanto, se realizé un experimento de
coherencia cufntica miltiple heteronuclear (MC), el cual hizo
posible la correlacién de los hidrSgenos y los carbonos a los
cuales @é&stos estdn enlazados, Yy proporcionando también
informacién sobre los desplazamientos quimicos de los
carbonos.

Un resumen de los datos de 'H y MC se muestra en las
Tablas 2 y 3. Por comparacién a los valores publicados, los
datos de RMN indicaron que 1la monatina enzimdticamente
producida fue ya sea (8,8), (R,R), o una mezcla de ambas.

Andlisis Quiral de LC/M8. Para establecer que l§
monatina producida in vitro era un isémero, y no una mezcla
de los enantiSmeros (R,R) y (8,8), s8e llevaron a cabo
andlisis quirales de LC/MS utilizando la instrumentacién
descrita en el Ejemplo 10.

Las separaciones de LC quiral fueron realizadas
utilizando una columna de cromatografia quiral Chirobiotic T
(Advances Separations Technology) a temperatura ambiente. La
separacién y deteccién, basada en los protocolos publicados

del vendedor, fueron optimizados para los isSmeros R-(D) y 8-

[X4
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(L) del triptofano. La fase mévil LC consisti6 de A) agua que
contenia 0.05% (v/v) de &cido trifluoroacético; B) metanol
gque contenia 0.05% (v/v) de &cido trifluorcacético. La
elucién fue isocrética a 70% de A y 30% de B. La velocidad de
flujo fue de 1.0 ml/minuto, y la absorbancia de PDA fue
monitorizada desde los 200 nm hasta 400 nm. Los parfmetros
instrumentales utilizados para el anflisis quiral de LC/MS
del triptofano y la monatina son idénticos a aquellos
descritos en el Ejemplo 10 para el andlisis de LC/MS. Fue
utilizada La recoleccién de espectros de masa para la regién
m/z 150-400. Los cromatogramas de iones seleccionados para
los iones moleculares protonados ([M+H]*'=205 para el R- y el
S-triptofano y [M+H]'=293 para la monatina) permitieron la
identificacidén directa de estos analitos en las mezclas.

Los cromatogramas del R- y el S-triptofano y 1la
monatina, separados por cromatograffia quiral y monitorizados
por MS, se muestran en la Figura 9. Bl pico simple en el
cromatograma de la menatina indica que el compuesto es un
is6mero, con un tiempo de retencién casi idéntico al 8-
triptofano.

Tabla 2: datos de RMN ‘H

220
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Cargill Vieggaar et al.’ Takeshl et al.”
Atomo |35, JHH)Hz |3, JHH)Hz |84 J(HH) Hz
2 7.182 (1H, 8) 7.192 (s) 7.18(s)
4 7.671 (d) 7.99 7.668(d) (7.9 7.67 (d) 8.0
5 7.104 (dd) 7.99 7.102 (dd) |8.0,8.0 741(dd) |[75.75 |
) 7.178 (dd) v 7.476 (dd) |8.0,8.0 7.17(dd) |7.5.75
7 7.439 (d) 7.99 7.438(d) |B.1 7.43(d) 8.0
10a 3.242 (d) 14.5 3.243 (d) |[14.3 3.24 (d) 145
10b 3.033 (d) 145 3.051(d) [14.3 3.05 (d) 14.5
12 2.626 (dd) 155,15 [2651(dd) |163,1.7 |262(dd) 155,18
_ 2.015 (dd) 15.0,12.0 |2.006(dd) |15.3,11.7 |201(dd) ]155, 12.0
13 3.571 (dd) 10.75°, 1.5 |3.168(dd) [11.6,1.8 |3.57(dd) |12.0.1.8

1

1992).

Vleggaar et al. (J.C.8. Perkin Trans. 1: 3095-8,

Takeshi y Shusuke (JP20020603B2, 2002-02-26).

Tabla 3: datos de RMN-'’C (del espectro de HMQC)

Cargill Vieggaar et al.’

Atomo 8¢ 8¢

2 126.1 126.03
3 * 110.31
R 1204 120.46
5 120.2 120.25
6 122.8 122.74
7 112.8 112.79
8 . 137.06
9 * 128.23
10a 36.4 36.56
12 39.5 39.31
13 54.8 54.89
14 . 175.30
15 . 181.18

~J
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1 Vleggaar et al. (J.C.S. Perkin Trnas. 1: 3095-8, (\)

1992).

Polarimetria. La rotacién Sptica fue medida sobre un
polarimetro Rudolph Autopol III. La monatina fue preparada
como una solucién de 14.6 mg/ml en agua. La rotacién
especifica esperada ([a],*°) para 1la §,S-monatina (forma
galina) es de -49.6 para una solucién -de 1 g/ml en agua

(Vleggaar et al.). La [a]p®

observada fue de -28.1 para la
monatina enzimiticamente producida, purificada, indicando que
éste fue el isSmero S,S.
Mejoramientos

Las condiciones de reaccidn, incluyendo las
concentraciones del reactivo y la enzima, fueron optimizadas
y fueron producidos rendimientos de 10 mg/ml utilizando la
siguiente mezcla de reactivo:
Acetato de amonio 50 mM pH 8.3, cloruro de magnesio 2 mM,
piruvato 200 mM (sal de sodio © de amonio), alfa-
cetoglutarato 5 mM (sal de sodio), fosfato de piridoxal 0.0S5

mM, agua desaireada para alcanzar un volumen final de 1 ml

después de la adicién de las enzimas, foefato de potasio 3
mM, 50 pg/ml de aldolasa ProA recombinante (extracto celular;
concentracién de proteina total de 167 pg/ml), 1000 pg/ml de

L-aspartato-aminotransferasa modificada por el gen aspC de E.

coli (extracto celular; concentracién de proteina total de

2500 ug/ml), vy triptofano 8sélido para proporcionar una
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concentracién mayor de 60 mM (saturada; cierta cantidad no
disuelta a todo lo largo de la reaccién). La mezcla se incubd
a 30°C por 4 horas con agitacién o mezclado suaves.
Sustituciones

La concentracién del alfa-cetoglutarato puede ser
reducida a 1 mM y suplementada con aspartato 9 mM con un
rendimiento equivalente de monatina. Los aceptores de
aminodcidos alternativos pueden ser utilizados en el primer
paso, tal como el oxaloacetato.

Cuando se utilizé 1la aminotransferasa de sustrato
amplio de L. major, recombinante, en lugar de la L-aspartato-
aminotransferasa de E. coli, s8e lograron rendimientos
similares de la monatina. No obstante, un segundo producto no
identificado (3-10% del producto mayor) con una masa
molecular de 292, fue también detectado por el anélisis de
LC-MS. Las concentraciones de monatina de 0.1-0.5 mg/ml
fueron producidas cuando la enzima codificada por tyrB de E.
coli, la enzima codificada por tatA de S. meliloti o 1la
transaminasa glut8&mica-oxaloacética proveniente de corazén de
cerdo (tipo IIa) se agregd como la aminotransferasa. Cuando
se comienza la reaccién a partir del indol-3-piruvato, se
puede realizar una aminacién reductiva para el dltimo paso
con la glutamato-deshidrogenasa y NADH (como en el Ejemplo
7).

Las aldolasas de KHG de B. Subtilis, E. coli y 8.

L
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meliloti fueron también wutilizadas con 1la L-aspartato-
aminotransferasa de E. coli para producir monatina
enzimidticamente. Se utilizaron las siguientes condiciones de
reaccién: acetato de amonio 50 wM, pH 8.3, cloruro de
magnesio 2 mM, piruvato 200 mM, glutamato 5 mM, fosfato de
piridoxal 0.05 mM, agua desaireada para alcanzar un volumen

final de 0.5 ml después de la adicidén de las enzimas, fosfato
de potasio 3 mM, 20 pg/ml de aldolasa de KHG de B. Subtilis

recombinante (purificada), aproximadamente 400 ug/ml de L-
aspartato-aminotransferasa (AspC) de E. coli no purificada
proveniente del extracto celular, e indol-3-piruvato 12 mM.
Las reacciones fueron incubadas a 30°C por 30 minutos con
agitacién. La cantidad de monatina producida utilizando 1la
enzima de B. Subtilis fue de 80 ng/ml, y se incrementé
conforme se incrementaron las cantidades de aldolasa. Si el
indol-3-piruvato y el glutamato fueron reemplazados por
cantidades de saturacidn del triptofano y alfa-cetoglutarato
5 mM, la produccién de la monatina fue incrementada a 360
ng/ml. Las reacciones fueron repetidas con 30 ug/ml de cada
una de las tres enzimas KHG en Tris 50 mM pHE 8.3, con
cantidades saturantes de triptofano, y se dejaron proceder
por una hora con el fin de incrementar la deteccién. La
enzima de Bacillus tuvo la mis alta actividad como en el
Ejemplo 4, produciendo aproximadamente 4000 ng/ml de

monatina. La KHG de E. coli produjo 3000 ng/ml de monatina, y
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la enzima de 5. meliloti produjo 2300 ng/ml.
Ejemplo 7
Interconversién entre MP y Monatina

La aminacién de MP para formar la monatina puede ser
catalizada por 1las aminotransferasas tales como aquellas
identificadas en los Ejemplos 1 y &6, © por las
deshidrogenasas que requieren un cofactor tal como NADH o
NADPH. Estas reacciones son reversibles y pueden ser medidas
en cualquier direccién. La direccionalidad, cuando se utiliza
una enzima deshidrogenasa, puede ser controlada en gran
medida por la concentracién de las sales de amonio.

Actividad de deshidrogenasa. La desaminacién oxidativa
de la monatina fue monitorizada siguiendo el incremento en la
absorbancia a 340 nm conforme el NAD(P)+ se convirtié al
NAD (P)H cromofé?ico. La monatina fue enzimdticamente
producida y purificada como se describe en el Ejemplo 6.

Una mezcla de ensayo tipica contenia Tris-HC1l 50 mM,
pPH 8.0 a 8.90, NAD' o NADP* 0.33 mM, 2 a 22 unidades de
glutamato-deshidrogenasa (Sigma) y sustrato 10-15 mM en 0.2
ml. El ensayo se realizé por duplicado en una placa de
microtitulacién transparente a UV, sobre un lector de placas
Molecular Devices SpectraMax Plus. Una mezcla de la enzima,
amortiguador y NAD(P)* se vacid con pipeta dentro de los pozos
que contenian el sustrato y se monitorizé el incremento en la

absorbancia a 340 nm a intervalos de 10 segundos después de
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un breve mezclado. La reaccién se incubd a 25°C por 10
minutos. Los controles negativos fueron llevados a cabo sin
la adicién del sustrato, y el glutamato fue utilizado como un
control positivo. La glutamato-deshidrogenasa del tipo III
proveniente de higado bovino (Sigma # G-7882) catalizé la
conversién de la monatina al precursor de monatina a una
velocidad de conversién aproximadamente un centésimo de la
velocidad de 1la conversién del glutamate a alfa-
cetoglutarato.

Actividad de transaminacién. Fueron conducidos ensayos
de monatina-aminotransferasa con la aspartato-
aminotransferasa (AspC) de E, coli, la tiropina-
aminotransferasa (TyrB) de E. coli, la aminotransferasa de
sustrato amplio (BSAT) de L. major, y las dos glutamato-
oxaloacetato-aminotranaferasas porcinas comercialmente
disponibles, descritas en el Ejemplo 1. El oxaloacetato y el
alfa-cetoglutarato fueron probados como el aceptor de amino.
La mezcla de ensayo contenfia {(en 0.5 ml) Tris-HCl 50 mM, pH

8.0, PLP 0.05 mM, aceptor de amino 5 mM, monatina 5 mM, y 25

pg de aminotransferasa. Los ensayos fueron incubados a 30°C
por 30 minutos, y las reacciones fueron detenidas por la
adiciébn de 0.5 ml de alcohol isopropilico. La pérdida de
monatina fue monitorizada por LC/MS (Ejemplo 10). La m&s alta
cantidad de actividad fue notada con BSAT de L. major con

oxaloacetato como el aceptor de amino, seguido por la misma

235
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enzima con alfa-cetoglutarato como el aceptor de amino. La
actividad relativa con el oxaloacetato fue: BSAT>AspC>porcina
tipo IIa»porcina tipo I = TyrB. La actividad relativa con el
alfa-cetoglutarato fue: BSAT>AspC>porcina tipo I>porcina tipo
IIa>TyrB.

Ejemplo 8

Produccién de Monatina a partir de Triptofano y Fuentes de C3
Diferentes del Piruvato

Como se describié anteriormente en el Ejemplo 6, el
indol-3-piruvato o el triptofano pueden ser convertidos a
monatina utilizando piruvato como la molécula de 3 &Atomos de
carbono. No obstante, en algunas circunstancias, el piruvato
puede no ser una materia prima deseable. Por ejemplo, el
piruvato puede ser mis caro que otras fuentes de 3 &atomos de
carbono, © puede tener efectos adversos sobre las
fermentaciones, si se agrega al medio. La alanina puede Ber
tranesaminada por muchas enzimas de PLP para producir el
piruvato.

Enzimas similares a la triptofanasa realizan las
reacciones de beta-eliminacién a velocidades mie rapidas gque
otras enzimas PLP tales como las aminotransferasas. Las
enzimas provenientes de esta clase (4.1.99.-) pueden producir
amoniaco y piruvato a partir de aminodcidos tales como L-
serina, L-cisteina y derivados de serina y cisteina con

buenoe grupos salientes tales como O-metil-L-serina, O-
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bencil-L-serina, S-metilcisteina, S-bencilcisteina, S-alquil-
L-cisteina, O-acil-L-serina, O-bencil-L-serina, S-
metilcisteina, S-bencilcisteina, S-alquil-L-cisteina, O-acil-
L-perina, 3-cloro-L-alanina.

Los procegsos para producir monatina utilizando los
polipéptidos de EC 4.1.99.- pueden ser mejorados mediante la
mutacién de la f-tirosinasa (TPL) o la triptofanasa de
acuerdo al método de la Mouratou et al, (J. Biol. Chem 274:
1320-5, 1999). Mouratou et al. describe la habilidad para
convertir la p-tirosinasa a una Pp-liasa de aminolcido
dicarboxflico, la cual no se ha reportade que ocurra en la
naturaleza. El1 cambio en la especificidad fue logrado
mediante la conversién de la vaiina (V) 283 a arginina (R) ¥y
la arginina (R) 100 a treonina (T). Estos cambios de
aminodcidos permiten que la 1liasa acepte un aminodcido
dicarboxilico para la reaccién de desaminacién hidrolitica
(tal como el aspartato). El aspartato, por lo tanto, puede
ser utilizado también como una fuente de piruvato para
reacciones subsecuentes de condensacién de aldol.

Adicionalmente, las células o los reactores
enzimiticos pueden ser suministrados con lactato y una enzima
que convierte el lactato a piruvato. Los ejemplos de enzimas
capaces de catalizar esta reaccifn incluyen 1la lactato-

deshidrogenasa y la lactato-oxidasa.
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Alslamiento del ADN Gendmico

Los polipéptidos de triptofanasa han sido previamente
reportados en, por ejemplo, Mouratou et al. (JBC 274: 1320-5,
1999). Para aislar los genes que codifican para los
polipéptidos de triptofanasa, se utilizé el ADN genémico
proveniente de E. coli DH10B como una plantilla para PCR como
se describe en el Ejemplo 1.

El gen para la tiroeina-fenol-liasa fue aislado de C.
freundii (ATCC catflogo numero 8090, Designacién ATCC 13316;
NCTC 9750) y desarrollado sobre agar Nutritivo (Difco 0001) y
calde nutritivo (Difco 0003) a 37°C a una densidad &ptica
(DO} de 2.0. El ADN genémico fue purificado utilizando un
equipo Qiagen Genomic-tip™ 100/G.

Amplificacién por PCR de las Secuencias de Codificacién

Los cebadores fueron disefiados con grupos
sobresalientes compatibles para el vector Xa/LIC de pET 30
(Novagen, Madison, WI) como se describe anteriormente en el
Ejemplo 1.

tna de E. coli (SEQ ID NO: 4l1). Cebador N-terminal
para la clonacién de Xa/LIC de pET 30: 5’-GGT ATT GAG GGT CGC
ATG GAA AAC TTT AAA CAT CT-3° (SEQ ID NO: 43). Cebador C-
terminal para la clonacién de Xa/LIC de pET30: 5'-AGA GGA GAG
TTA GAG CCT TAA ACT TCT TTA AGT TTT G-3’ (SEQ ID NO: 44).

tpl de C. freundii (SEQ ID NO: 42). Cebador N-terminal

para la clonacién de Xa/LIC de pET30: 5’-GGT ATT GAG GGT CGC
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ATGAATTATCCGGCAGAACC-3’ (SEQ ID NO: 45). Cebador C-terminal
para la clonacién de Xa/LIC de pPET30: 5'-AGA GGA GAG TTA GAG
CCTTAGATGTAATCAAAGCGTG-3' (SEQ ID NO: 46).

El Ciclador Térmico Eppendorf Mastercycler™ Gradient

5331 fue utilizado para todas las reacciones de PCR. En 50 ul

se agregaron 0.5 pg de plantilla (ADN genSmico), 1.0 uM de
cada cebador, 0.4 mM de cada ANTP, 3.5 U de Polimerasa de
Alta Fidelidad de Expansién (Expand High Fidelity Polymerase
(Roche), 1X de Amortiguador Expand con magnesio, y 5% de DMSO
(concentracién final). El1 programa utilizado de PCR por
termociclador fue como sigue: inicio de calentamiento a 96°C
(5 minutos), 94°C - 30 segundos, 40-60°C - 1 minuto 45
segundosg, 72°C - 2 minutos 15 segundos; 30 repeticiones. El
paso de polimerizacién final fue por 7 minutos, y las
muestras fueron luego almacenadas a 4°C.
Clonacién

Se utilizaron procedimientoa de <clonacién y de
identificacién de clones positivos, detallados anteriormentt-a
en el Ejemplo 1, para identificar los clones apropiados.
Expresién del Gen y Ensayos de Actividad

El ADN plasmidico (verificado por andlisis secuencial)
fue subclonado dentro del hospedero de expresién BL21 (DE3)
(Novagen). Los cultivos fueron desarrollados en medio LB con
30 mg/litro de kanamicina, los plasmidos fueron aislados

utilizando un equipo de minipreparacién Qiagen, y analizados
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mediante digestién de restriccién para confirmar 1la
identidad.

Se realizaron experimentos de induccién con el
hospedero de expresién BL21(DE3), las construcciones fueron
desarrolladas en medio LB gque contenfa 50 mg/litro de
kanamicina a 37°C. La expresién de la proteina fue inducida
utilizando IPTG 0.1 mM después de que la DOgp del cultivo
alcanzé6 aproximadamente 0.6. Las células fueron desarrolladas
por 4 horas a 30°C y cosechadas mediante centrifugacién. Las
células fueron luego lisadas en 5 ml/g de peso de cé&lulas

hiimedas del reactivo BugBuster™ (Novagen) que contenfa 5
pl/ml de equipo de coctel de inhibidor de proteasa #III

(Calbiochem) y 1 pl/ml de benzonasa-nucleasa (Novagen), y las
proteinas recombinantes marcadas con His fueron purificadas
utilizando los cartuchos His-Bind como B8se describe
anteriormente en el Ejemplo 1. Las proteinas purificadas
fueron desaladas sobre una colummna PD-10 (G25 Sephadex,
Amersham Biosciences) y eluidas en amortiguador Tris-ﬁcl 100
mM, pH 8.0. Las proteinas fueron analizadas mediante SDS-PAGE
Bobre geles en gradiente de 4 a 15% para. verificar los
niveles de proteina soluble al peso molecular predicho de la
proteina de fusién recombinante.

Mutagénesis

Algunos miembros del polipéptido clase 4.1.99.-

(triptofanasa y P-tirosinasa) realizarin la reaccién de beta-
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liasa con aspartato o aminodcidos similares sin ninguna
modificacién. No obstante, algunos miembros de 1la clase
pueden necesitar ser mutagenizados para permitir el uso de
sustratos y/o la creacién de productos. Ademis, en algunos
casos los polipéptidos que pueden realizar la conversién
pueden ser ademé&s optimizados mediante mutagénesis.

La mutagénesis dirigida al sitio fue realizada con
base en el andlisis de la estructura tridimensional de los
polipéptidos que se enlazan a PLP. Dos ejemplos para cambiar
la especificidad del sustrato de los polipéptidos se muestran
enseguida.

Mutagénesis de Triptofanasa Ejemplo 1

El protocolo de mutagénesis proporcionado enseguida
introdujo dos mutaciones puntuales en la s8secuencia de
aminodcidos. La primera mutacién puntual cambié a arginina
(R) en la posicién 103 a treonina (T) y la segunda mutacién
puntual cambié valina (V) en la posicién 299 a arginina (R)
(sistema de numeracién para la proteina madura de E. coli).
Fueron realizados experimentos de mutagénesis por ATG
Laboratories (Eden Prairie, MN). Las mutaciones fueron
introducidae secuencialmente por PCR de los fragmentos de
genes y el reensamble de los fragmentoe fue logrado por PCR
también. Cebadores para convertir arginina {(R) 103 a treonina
(T) : 5'-CCAGGGCACCGGCGCAGAGCAAATCTATATT-3’ (SEQ ID NO: 47) y

5’ -TGCGCCGGTGCCCTGGTGAGTCGGAATGGT-3¢ (SEQ ID NO: 48).
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Cebadores para convertir valina (V)299 a arginina (R):
5' -TCCTGCACGCGGCAAAGGGTTCTGCACTCGGT-3’ (SEQ ID NO: 49) y 5'-
CTTTGCCGCGTGCAGGAAGGCTTCCCGACA-3* (SEQ ID NO: 50).

Los mutantes fueron seleccionados- mediante digestién
de restriccién con XbaI/HindIII y Sphl, y verificados por
secuenciamiento.

Mutagénesis de Tirosina-Fenol-Liasa (fi-tirosinasa) Ejemplo 2

Se realizaron dos mutaciones puntuales a la secuencia
de aminodcidos de la tirosina-fenol-liasa. Estas mutaciones
convirtieron la arginina (R) en la posicz:.én 100 a treonina
(T), y valina (V) en la posici6n 283 a arginina (R) (en la
pecuencia de la proteina madura de C. freundii).

Los cebadores para conversién de R100T fueron: 5'-
AGGGGACCGGCGCAGAAAACCTGTTATCG-3’ (SEQ ID NO: 51) y 5'-
AGGGGACCGGCGCAGAAAACCTGTTATCG-3 (SEQ ID NO: 52). Los
cebadores para la conversién de V282R fueron: 5°'-
GTTAGTCCGCGTCTACGAAGGGATGCCAT-3" (SEQ ID NO: S53) y 5'-
GTAGACGCGGACTAACTCTTTGGCAGAAG-3' (SEQ ID NO: 54).

Los métodos descritos anteriormente fueron utilizados, y
los clones fueron seleccionados mediante digestién con
KpnI/Sacl, y digestién con BstXI. Las secuencias fueron
verificadas mediante el secuenciamiento de terminacién de
cadena didesoxi. La proteina recombinante fue producida como se
describi6 anteriormente para las enzimas de tipo silvestre.

La mezcla de reaccién consistid de Tris-HCl 50 mM pH
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8.3, cloruro de magnesio 2 mM, fuente 3 &tomos de carbono 200
mM, alfa-cetoglutarato 5 mM, s8al de sodio, fosfato de
piridoxal 0.05 mM, agua desaireada para alcanzar un volumen

final de 0.5 ml después de la adicién de las enzimas, fosfato
de potasio 3 mM pH 7.5, 25 ug de aldolasa ProA de C.

testosteroni recombinante, cruda, como se describe en el

Ejemplo 4, 500 ug de L-aspartato-aminotranasferasa cruda
(AspC) como se prepara en el Ejemplo 1, y triptofano sélido
para proporcionar una concentracién mayor de 60 mM (saturada;
cierta cantidad no disuelta a todo lo largo de la reaccifn).
La mezcla de reaccién fue incubada a 30°C por 30 minutos con
mezclado. La serina, la alanina y el aspartato se
suministraron como fuente de 3 &dtomos de carbono. Los ensayos
fueron realizados con Yy 8in enzimas PLP secundarias
(purificadas) capaces de realizar las reacciones de beta-

eliminacién y beta-liasa (triptofanasa (TNA), triptofanasa
doble mutante, p-tirosinasa (TPL)). Los resultados se

muestran en la Tabla 4:
Tabla 4: Producclién de monatina utilizando fuentes

alternativas de 3 &tomos de carbono

Fuente de 3 &tomos de carbono Enzima PLP adicional Actividad Relativa
ninguna ninguna 0%
piruvato ninguna 100%
serina ninguna 3%
serina 11 pg de TNA de tipo 5.1%
silvestre (1 U) '
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Fuente de 3 dtomos de carbono Enzima PLP adicional Actividad Relativa
serina 80 pg de TNA doble mutante 4.6%
alanina ninguna 32%
alanina 11 ug de TNA tipo silvestre 41.7%
alanina 80 pg de TNA mutante 43.9%
aspartato 110 pg de TNA tipo silvestre |- 1.7%
(10U)
aspartato 5 U de TPL tipo silvestre 5.1%
{crudo)
aspartato 80 ug de TNA mutante 3.3%

La monatina producida a partir de la alanina y 1la
perina como fuentes de 3 Atomos de carbono fue verificada por
el anflisis de exploracién hija LC/MS/MS, y fue idéntica a la
monatina caracterizada producida en el Ejemplo 6. La alanina
fue la mejor alternativa probada, y fue transaminada por 1la
enzima AspC. La cantidad de monatina producida fue
incrementada por la adicién de la triptofanasa, la cual es
capaz de realizar la transaminacién como una actividad
secundaria. La cantidad de monatina producida con la serina
como una fuente de carbono casi se duplicé con la adicién de
las enzimas triptofanasas, alin cuando Gnicamente un quinto de
la cantidad de triptofanasa fue agregado en comparacién a la
aminotransferasa. AspC es capaz de realizar cierta cantidad
de actividad de beta-eliminacién sola. Los resultados con el
aspartato indican que la actividad de triptofanasa sobre el

aspartato no se incrementa con las mismas rwmutagénesis




10

15

20

Us

126

dirigidas al sitio que las que se sugirieron previamente para
la pB-tirosinasa. Se espera que la B-tirosinasa mutante tenga
mayor actividad para la produccién de monatina.
Ejemplo 9
S8intesis Quimica de Monatina

La adicién de la alanina al &4cido indol-3-pirGvico
produce monatina, y esta reaccién puede ser realizada
sintéticamente con un reactivo de Grignard o de organolitio.

Por ejemplo, a la 3-cloro- o -3-bromo-alanina que ha
pido apropiadamente blogqueada en los grupos carboxilo ¥y
amino, se agrega magnesio bajo condiciones anhidras. El
indol-3-piruvato (apropiadamente bloqueado) es luego agregado
para formar el producto acoplado, seguido por la eliminacién
de los grupos protectores para formar la monatina. Grupos
protectores que son particularmente (tiles incluyen THP (&ter
tetrahidropiranilico) que es facilmente acoplado y eliminado.

Ejemplo 10
Deteccifn de la Monatina y MP

Este ejemplo describe los mégodos utilizados para
detectar la presencia de monatina, o su precursor el acido 2-
hidroxi-2- (indol-3-ilmetil) -4-cetoglutirico.
Anflisis de LC/MS

Los analisis de las mezclas para la forma del alfa-

cetodcido de la monatina (precursor de la monatina, MP) y la
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monatina derivada de las reacciones bioquimicas in vitro o in
vivo se realizaron utilizando un instrumento de
espectroscopia de masa en tandem con cromatografia liquida
Waters/Micromass (LC/MS/MS) incluyendo un cromatdédgrafo de
liquidos Waters 2690 con un monitor de absorbancia de Arreglo
de Foto-Diodo (PDA) Waters 996, colocado en serie entre el
cromatdgrafo y un espectrSmetro de masa cuadrupolar triple
Micromass Quattro Ultima. Se realizaron separaciones de LC
utilizando una columna de cromatograffa de fase inversa
Supelco Discovery Cis, de 2.1 mm x 150 mm, © una columna de
cromatografia de fase inversa Xterra MS Cg, de 2.1 mm x 250
mm, a temperatura ambiente. La fase m&vil de LC consistié de
A) agua que contenia 0.05% (v/v) de &cido trifluorcacético y
B) metanol que contenia 0.05% (v/v) de &cido
trifluoroacético.

La elucién en gradiente fue lineal desde 5% de B a 35%
de B, 0-9 minutos, lineal deade 35% de B a 90% de B, 9-16

minutos, isocritico a 90% de B, 16-20 minutos, lineal desde

90% de B hasta 5% de B, 20-22 minutos, con un periodo de re-

equilibrio de 10 minutos entre las corridas. La velocidad de
flujo fue de 0.25 ml/minutos, y la absorbancia de PDA fue
monitorizada desde 200 nm hasta 400 nm. Todos los parimetros
del ESI-MS fueron optimizados y seleccionados con base en la
generacién de los iones moleculares protonados ([M+H') de los

analitos de interés, y produccién de 1los iones de los

=
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fragmentos caracteristicos.

Los parametros instrumentales sigquientes  fueron
utilizados para el anilisis de LC/MS de la monatina: Capilar:
3.5 kV; Cono: 40 v; Hex 1: 20 V; Abertura: 0 V; Hex 2: 0 V;
Temperatura de la fuente: 100°C; temperatura de
desolvatacién: 350°C; gas de desolvatacidn: 500 litro/hora;
gas del cono: 50 litro/hora; baja resolucién de masa (Ql):
15.0; alta resolucién de masa (Ql): 15.0; energia ibnica:
0.2; entrada: 50 V; energia de colisidén: 2; salida: 50 V;
baja resolucién de masa (Q2): 15; alta resolucifn de masa
(Q2): 15; energia iénica (Q2): 3.5; Multiplicador: 650. Las

incertidumbres para las proporciones reportadas de masa/carga

(m/z) y las masas moleculares son % 0.01%. La deteccién
inicial de la forma de alfa-cetofcido de la monatina (MP) y
la monatina en las mezclas fue lograda por monitoreo de LC/MS
con recoleccién de espectros de masa para la regién m/z 150-
400. Los cromatogramas de iones seleccionados para los iones
moleculares protonados ([M+H]=292 para MP, [M+H]*'=293 para
monatina) permitieron 1la identificacifn directa de estos
analitos en las mezclas.
Andlisis de MS/MS

Se realizaron experimentos de iones hijos LC/MS/MS
sobre la monatina, como sigue. Un anélisis de iones hijos
involucra la transmisién del ion progenitor (por ejemplo

m/z=293) para la monatina) de interés a partir del primer
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analizador de masa (Ql1) hacia la celda de colisi6n del
espectrémetro de masa, donde se introduce argén y disocia
quimicamente el progenitor en iones fragmentarios (hijos).
Estos iones fragmentarios son luego detectados con el segundo
analizador de masa (Q2), y pueden ser utilizados para
corroborar la asignacién estructural del progenitor.

Fueron utilizados los siguientes par&metros
instrumentales para el anflisis de LC/MS/MS de la wmonatina:
Capilar: 3.5 kV; Cono: 40 V; Hex 1l: 20 V; Abertura: 0 V; Hex
2: 0 V; Temperatura de la Fuente: 100°C; Temperatura de
desolvatacién: 350°C; Gas de desolvatacién: 500 litros/hora;
gas del cono: 50 litros/hora; Baja resolucién de masa (Q1):
13.0; Alta resolucién de masa (Ql): 13.0; energia iénica:
0.2; Entrada: -5 V; Energia de colisién: 14; Salida: 1 V;
Baja resolucién de masa (Q2): 15; Alta resclucién de masa
(Q2) : 15; Energia ibnica (Q2): 3.5; Multiplicador: 650.
Determinacién de Alto Rendimiento de la an;tina

Los andlisis de alto rendimiento (<5 minutos/muestra)
de las mezclas para la monatina derivada de las reacciones in
vitro o in vivo, Be 1llevaron a cabo utilizando 1la
inastrumentacién descrita anteriormente, )4 los mismoé
pardmetros que 1los que s8e describen para LC/MS/MS. Se
realizaron separaciones de LC utilizando 1la cromatografia
Waters Xterra MS C; (2.1 mm x S0 mm) a temperatura ambiente

con elucién isocrética en metanol acuoso al 15%, &cido
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acético al 0.25% a una velocidad de flujo de 0.3 ml/minuto.
La deteccién de la monatina en 1las mezclas Bse logrd
utilizando la espectrometria de masa en tandem (SRM)
monitoreando la reaccién seleccionada. Esto involucré el
monitoreo especifico del ion progenitor inducido por
colisiones ([M+H]*=293.1) a las transiciones del ion hijo (p.
ej., el ion fragmentario a m/z = 168.1, tentativamente
asignado como un ion carbonio de 3-buta-1,3-dienil-1H-indol)
para elevar al mximo la sensibilidad, la selectividad y el
rendimiento para la deteccién de la monatina. Los datos de
absorbancia de PDA fueron recolectados en paralelo para la
verificacién posterior de la identidad de la monatina.
Ejemplo 11
Produccién de Monatina en Bacterias

Este ejemplo describe 1los métodos wutilizados para
producir la monatina en las células de E. coli. Una persona
de experiencia en la técnica comprenderi que pueden serx
utilizados métodos similares para producir la monatina en
otras células bacterianas. Ademis, pueden ser utilizados los
vectores que contienen otros genes en la via de la sintesis
de la monatina (Figura 2).

El medio de Trp-1 + glucosa, un medic minimo que ha
sido utilizado para la produccién incrementada de triptofano
en células de E. coli (Zeman et al. Folia Microbiol. 35: 200-

4, 1990), fue preparado como sigue. A 700 ml de agua nanopura
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pe agregaron loe Biguientes reactivos: 2 g de sulfato de
amonio, 13.6 g de foefato didcido de potasio, 0.2 g de
sulfato de magnesio heptahidratado, 0.01 g de cloruroc de
calcio bihidratado, Y 0.5 mg de sulfato ferroso
heptahidratado. El pH fue ajustado a 7.0, el volumen fue
incrementado a 850 ml, y el medio fue calentado en autoclave.
Se preparS5 una solucibén de glucosa al 50% separadamente, y se
esterilizé por filtracién. Se agregaron cuarenta ml al wedio
base (850 ml) para un volumen final de 1 litro.

Una solucién de 10g/litro de L-triptofano fue
preparada en fosfato de sodio 0.1 M pH 7, y se esterilizé por
filtracién. Un décimo del volumen fue tipicamente agregado a
los cultivos como Be especific6 més adelante. Se prepar
también una solucién de piruvato de sodio al 10% y se
esterilizé por filtracién. Se utilizé tipicamente una
alfcuota de 10 ml por 1litro de cultivo. Se prepararon
reservas de ampicilina (100 mg/ml), kanamicina {25 mg/ml) e
IPTG (8B40 mM), pBe esBterilizaron por filtracién, y se
almacenaron a -20°C antes del uso. Se utilizé Tween 20
(poclioxietileno 20-monolaurato de sorbitén) a una
concentracién final de 0.2% (volumen/volumen). Se utilizé
ampicilina a concentracionee no letales, Eipicamente una
concentracién final de 1-10 pg/ml.

Placas frescas de BL21(DE3) de E. coli::proA de C.

tegtosteroni/pET30 Xa/LIC (deacrita en el Ejemplo 4) se
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prepararon 8obre medio LB que contenia 50 pug/ml de
kanamicina. Los cultivos de toda la noche (5 ml) fueron
inoculados a partir de una colonia simple y desarrollados a
30°C en medio LB con kanamicina. Tipicamente, se utilizé de 1
a 50 indéculos para la induccién en el medio de trp-1 +
glucosa. El antibiético fresco fue agregado a una
concentracién final de 50 mg/litro. Matraces en agitacién se
desarrollaron a 37°C antes de la induccién.

Las células fueron muestreadas cada hora hasta que se
obtuvo una DOgyp de 0.35-0.8. Las células fueron luego
inducidas con IPTG 0.1 mM, y la temperatura reducida a 34°C.
Se recolectaron muestras de 1 ml antes de la induccién {(punto
de tiempo cero) y se centrifugaron a 5000 x g. El
sobrenadante se congelé a -20°C para el andlisis de LC/MS.
Cuatro horas después de la induccién, se recolect otra
muestra de 1 ml, y se centrifugo para separar el caldo del
botén celular. Se agregaron como se describid anteriormente,
triptofano, piruvato de sodio, ampicilina y Tween.

Las células fueron desarrolladas por 48 horas después
de la induccién, y se tomd otra muestra de 1 ml y se prepard
como se describe anteriormente. A las 48 horas, Bse agregb
otra alicuota mis de triptofano y de piruvato. El volumen de
cultivo completo fue centrifugado después de aproximadamente
70 horas de crecimiento (post-induccién), por 20 minutos a

4°C y 3500 rpm. El sobrenadante fue decantado y el caldo y

B\ L
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las células fueron congeladas a -80°C. Las fracciones de
caldo fueron filtradas y analizadas por LC/MS. Las alturas y
las Areas de los picos de [M+H]*=293, fueron monitorizadas
como sBe describe en el Ejemplo 10. El nivel antecedente del
medio fue sustraido. Los datos fueron también normalizados
para el desarrollo celular al trazar gréficamente la altura
del pico [M+H]'=293 dividido entre la densidad &éptica del
cultivo a 600 nm.

Se produjeron niveles mis altos de monatina cuando se
agregaron piruvato, ampicilina y Tween, 4 horas después de la
induccién, en vez de en la induccién. Otros aditivos tales
como PLP, fosfato adicional o cloruro de magnesio adicional
no incrementaron la produccién de monatina. Se obtuvieron
titulos més altos de monatina cuando se utilizé triptofano en
vez del indol-3-piruvato, y cuando el triptofano fue agregado
después de la induccién en vez de en la inoculacién o en la
induccién. Antes de la induccién, y 4 horas después de la
induccién (al tiempo de la adicién del sustrato), no existié
tipicamente nivel detectable de la monatina en el caldo de
fermentacién o en los extractos celulares. Se realizaron
controles negativos utilizando células con el vector pET30a
{inicamente, asf como cultivos donde no se agregaron
triptofano y piruvato. Una exploracién MS progenitora
demostrd que el compuesto con {m+l)/z=293 no fue derivado de

moléculas mis grandes, y las exploraciones hijas (realizadas
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como en el Ejemplo 10, fueron similares a 1la monatina
elaborada in vitro.

El efecto de Tween fue estudiado mediante 1la
utilizacién de concentraciones finales de 0, 0.2%
{(volumen/volumen) y 0.6% de Tween 20. La mas alta cantidad de
monatina producida por los matraces en agitacién fue a 0.2%

de Tween. La concentracién de ampicilina fue variada entre 0
Yy 10 pg/ml. La cantidad de monatina en el caldo celular se

increment6 ré&pidamente (2.5 X) entre 0 y 1 ug/ml, y Bse
incrementé 1.3 X cuando la concentracién de ampicilina fue
incrementada de 1 a 10 pg/ml.

Un experimento de curso de tiempo que muestra los
resultados tipicos, se muestra en la Figura 10. La cantidad
de monatina secretada hacia el caldo celular se increment$§,
aun cuando los valores son normalizados para el desarrollo
celular. Mediante el uso del coeficiente de extincién molar
del triptofano, se estimd que la cantidad de monatina en el
caldo era menor de 10 pg/ml. Se repitid el mismo experimento
con las células que contenian el vector sin el inserto proA.
Muchos de 1los nimeros fueron negativos, indicando que a
altura méxima a m/z=293 fue menor en estos cultivoe que en el
medio solo (Figura 10). Los nfimeros fueron consistentemente
menores cuando estuvieron ausentes el triptofano y el
piruvato, demostrando que la produccién de monatina es un

resultado de una ‘reaccién enzimética catalizada por la enzima
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aldolasa.

La produccién in vivo de la monatina en células
bacterianas fue repetida en experimentos con matraces de
agitacién de 800 ml y en fermentadores. Una muestra de 250 ml
de monatina (en el caldo libre de células) fue purificada
mediante cromatografia de intercambio aniénico Y
cromatografia 1liquida preparativa de fase inversa. Esta
muestra fue evaporada, y enviada para el andlisis de masa de
alta resoluciétn (descrito en el Ejemplo 6). La MS de alta
resolucién indicé que el metabolito que es producido es la
monatina.

Los ensayos in vitro indican que la aminotransferasa
necegita estar presente a niveles mis altos que la aldolasa
(ver Ejemplo 6), por lo tanto, la aspartato-aminotransferasa
proveniente de E. coli fue sobreexpresada en combinaci6n con
el gen de la aldolasa para incrementar la cantidad de
monatina producida. Fueron disefiados cebadores para
introducir proA de C. testostercni dentro de un operén con
aspC/pET30 Xa/LIC, como Bigue: cebador 5:
ACTCGGATCCGAAGGAGATATACATATGTACGAACTGGGACT (SEQ ID NO: 67) Yy
cebador 3/: CGGCTGTCGACCGTTAGTCAATATATTITCAGGC (SEQ ID NO:
68). El cebador 5’ contiene un sitio BamHI, el cebador 3’
contiene un sitio Sall para la clonacién. Se realizé la PCR
como se deagcribe en el Ejemplo 4, y se purific6t el gel. La

construccién aspC/pET30 Xa/LIC fue digerida con BamHI y Sall,
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y fue el producto de PCR. LaB digestiones fueron purificadas
utilizando una columna giratoria Qiagen. El1 producto de PCR
de proA fue ligado al vector utiiizando el equipo de Ligadura
de ADN Roche Rapid (Indianf&polis, IN) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Fueron realizadas
transformaciones <quimicas utilizando Novablues Singles
(Novagen) como se describe en el Ejemplo 1. Las colonias
fueron desarrolladas en medio LB que contenia 50 mg/litro de
kanamicina, y el ADN plasmidico fue purificado utilizando el
equipo de minipreparacién giratoria Qiage;. los clones fueron
seleccionados mediante andlisis de digestidn por restriccibén
y la Bsecuencia se confirmé mediante Seqgwright (Houston,
Texas). Las construcciones se subclonaron dentro de BLR{DE3),
BLR(DE3)pLysS, BL21(DE3) y BL21(DE3)pLysS (Novagen). La
construccién proA/pET30 Xa/LIC fue también transformada en
BL21 (DE3) pLysS.

Las comparaciones iniciales de las wuestras de
BLR(DE3) en matraces con agitacién, bajo las condiciones
eastindares descritas anteriormente, demostraron que la
adicién del segundo gen (aspC) mejord la cantidad de monatina
producida, en siete veces. Para acelerar el desarrollo, se
utilizaron cepas hospederas derivadas de BL21(DE3). Los
clones de proA y los dos clones del operSn del gen fueron
inducidos en el medioc Trp-1 como se describié anteriormente,

los hospederos de pLyseS tuvieron también cloranfenicol (34
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mg/litro) agregado al medio. Los experimentos con matraces de
agitacién fueron realizados con y sin la adicién de Tween 20
al 0.2% y 1 mg/litro de ampicilina. La cantidad de monatina
en el caldo fue calculada utilizando wmdnatina purificada,
producida in vitro como un estindar. Los anflisis de SRM
fueron realizados como se deacribe en el Ejemplo 10. Las
c€lulas fueron muestreadas a cero, 4 horas, 24 horas, 48
horas, 72 horas y 96 horas de crecimiento.

Los resultados se muestran en la Tabla 5 para las
cantidades miximas producidas en los caldos de cultivo. En la
mayoria de los casos, las dos construcciones génicas tuvieron
valores mds altos que la construccién de proA sola. Las cepas
pLysS, las cuales deberian tener envolturas celulares con mis
fugas, tuvieron mids altos niveles de monatina secretada, aun
cuando estas cepas se desarrollan tipicamente_ a una velocidad
mids lenta. Las adiciones de Tween y ampicilina fueron benéficas.

Tabla 51 Cantidad de Monatina Producida por Bacterias E. coli

Construcclon Hospedero | Tween + Amp pg/mi de Tlempo
. monatina

PproA BL21(DE3) - 0.41 72 horas
proA BL21(DE3) + 1.58 48 horas
ProA BL21(DE3)pLysS - 1.04 48 horas
proA BL21(DE3)pLysS + 1.60 48 horas
aspC:proA BL21(DE3) - 0.09 48 horas
aspC:proA BL21(DE3) + 0.58 48 horas
aspC.proA |BL21(DE3)pLysS - 1.39 48 horas
aspC:proA BL21(DE3)pLysS + 6.68 48 horas
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Ejemplo 12
Produccién de Monatina en Levadura

Este ejemplo describe los métodos utilizados para
producir la monatina en células eucariéticas. Una persona de
experiencia en la técnica comprenderd que pueden ser
utilizados métodos similares para producir la monatina en
cualquier célula de interés. Ademis, pueden ser utilizados
otros genes (por ejemplo, aquellos listados en la Figura 2)
ademds de, o alternativamente a aquellos descritos en este
ejemplo.

Se utilizé6 el Sistema de Vector de Marcacién de
Epitopos de Levadura pESC (Stratagene, La Jolla, Ca) para
clonar y expresar los genes aspC de E. coli y proA de C.
testosgteroni, dentro de Saccharomyces cerevisiae. Los
vectores pESC contienen los promotores GAL1 y GAL10 sobre

hebras opuestas, con dos sitios de clonacién mdltiples

e,

distintos, permitiendo la expresién de dos genes al mismo.

tiempo. El vector pESC-His también contiene el gen His3 para
la complementacién de la auxotrofia de la histidina en el
hospedero (YPH500). Los promotores de GAL1 y GAL10 son
reprimidos por la glucosa e inducidos por la galactosa; se
utiliza una secuencia Kozak para la expresién 6ptima en
levadura. Los plésmidos pESC s8son vectores lanzadera,
permitiendo que la construccién inicial 3ea realizada en E.

coli (con el gen bla para la seleccién); no obstante, no
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estdn presentes pitios de enlace al ribosoma bacteriano, en
los sitios de clonacién miiltiple.

Los siguientes cebadores fueron disefiados para la
clonacién de pESC-His (los s8itios de restriccién estén
subrayados, la secuencia KXozak esté en negritas): aspC
(BamHI/Sall), GALl: 5! -CGCGGATCCATAATGGTTGAGAACATTACCG-3'
(SEQ ID NO: 6€9) y 5'-ACGCGTCGACTTACAGCACTGCCACAATCG-3' (SEQ
ID NO: 70). proA (EcoRI/Notl), GAL10: 5’-
CCGGAATTCATAATGGTCGAACTGGGAGTTGT-3’ (SEQ ID NO: 7) y b5/-
GAATGCGGCCGCTTAGTCAATATATTTCAGGCC-3' (SEQ ID NO: 72).

El segundo cod6n para ambas proteinas maduras fue
cambiado de un aminodcido aromitico a wvalina debido a la
introduccién de la secuencia Kozak. Los genes de interés
fueron amplificados utilizando el ADN - miniprep de pET30
Xa/LIC a partir de los clones descritos en el Ejemplo 1 y
Ejemplo 4 como plantilla. Se realiz$é la PCR utilizando un

termociclador de gradiente ciclador Eppendorf Master y el
siguiente protocolo para una reaccién de 50 pl. 1.0 pl de

plantilla, 1.0 pM de cada cebador, 0.4 mM de cada dNTP, 3.5 U
de Polimerasa de Alta Fidelidad de Expansién (Roche,
Indianépolis, IN), y el amortiguador 1X Expand™ con magnesio.
Bl programa termociclador utilizado consistié de un ini.cio en
caliente a 94°C por 5 minutos, seguido por 29 repeticiones de
los siguientes pasos: 94°C por 30 segundos, 50°C por 1 minuto

45 segundos, y 72°C por 2 minutos 15 segundos. Después de las
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29 repeticiones la muestra se mantuvo a 72°C por 10 minutos y
luego se almacendé a 4°C. Los productos de PCR fueron
purificados mediante separacién sobre un gel de TAE-agarocsa
al 1%, seguido por la recuperacién utilizando el Equipo de
Extraccién en Gel QIAquick (Qiagen, Valencia, CA).

2.7 pg del ADN vector de pESC-His se digirieron con
BamHI/Sall y 8e purificaron en gel como se describib
anteriormente. El1 producto de PCR de aspC fue digerido con
BamHI/Sall y se purificé con una Columna de Purificacién de
PCR QIAquick. Las ligaduras fueron realizadas con el Equipo
de Ligadura de ADN Roche Rapid siguiendo los protocolos del
fabricante. ILas 1ligaduras desaladas fueron sometidas a
electoporesis dentro de 40 ul de células competentes
Electromax DH10B (Invitrogen) en una cubeta desechable Biorad
de 0.2 cm, utilizando un Pulsador de Genes II Biorad con
controlador de pulso plus, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Después de 1 hora de recuperacién en 1 ml de
medio SOC, los transformantes fueron sembrados en placa sobre
medio LB que contenia 100 pg/ml de ampicilina. Las
preparaciones de ADN plasmidico para 1los clones fueron
realizadas utilizando los Equipos Giratorios Miniprep de
QIAprep. El1 ADN plasmidico fue seleccionado mediante
digestién por restriccién, y secuenciado (Seqwright) para la
verificacién, utilizando los cebadores diseflados para el

vector.
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El clon aspC/pESC-His fue digerido con EcoRlI y Notl,
como lo fue el producto de PCR preoA. El ADN fue purificado
como se describié anteriormente, y se lig6 como se describid
anteriormente. La construccién de dos genes fue transformada
dentro de células DH10B y seleccionada mediante digestién por
restriccién y secuenciamiento de ADN.

La construccién fue transformada dentre de S.
cerevigsiae cepa YPHS500 utilizando el Equipo de Transformacién
S.c. EasyComp™ (Invitrogen). Las reacciones de transformacién
fueron sembradas en placa B8obre medio minimo SC-His
(Invitrogen pYES2 manual) gue contenia 2% de glucosa. Las
colonias de levadura individuales fueron seleccionadas para
la presencia de los genes proA y aspC mediante PCR de
colonias utilizando los cebadores de PCR anteriores. Las
células concentradas (2 ul) fueron suspendidas en 20 ul de

Amortiquador de Y-Lisis (Zymo Research) que contenia 1 ul de

zimolasa y se calent§ a 37°C por 10 minutos. Cuatro pl de
esta suspensién fueron luego utilizados en una reaccién de
PCR de 50 pul utilizando la mezcla de reaccién de PCR y el
programa descrito anteriormente.

Se desarrocllaron cultivos de cinco ml toda la noche
sobre SC-His + glucosa a 30°C y 225 rpm. Lae células fueron
gradualmente ajustadas para el desarrollo sobre rafinosa, con
el fin de reducir al minimo el periodo de espera antes de la

induccién con galactosa. Después de aproximadamente 12 horas
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de crecimiento, se. tomaron las mediciones de absorbancia a
600 nm, y un volumen apropiado de 1las células fue
centrifugado y resuspendido para dar una DO de 0.4 en el
medio SC-His fresco. Se utilizaron lae siguientes fuentes de
carbono secuencialmente: 1% de rafinosa + 1% de glucosa, 0.5%
de glucosa + 1.5% de rafinosa, 2% de rafinocsa y finalmente 1%
de rafinosa + 2% de galactosa para la induccién.

Después de aproximadamente 16 horas de crecimiento en
el medio de induccién, cultivos de 50 ml se dividieron en
cultivos de 25 ml duplicados, y se agregaron los siguientes
Ginicamente a uno de los duplicados: (concentraciones finales)
1 g/litro de L-triptofano, fosfato de sodio 5 mM pH 7.1, 1
g/litro de piruvato de sodio, cloruro de magnesio 1 mM. Las
muestras de los caldeos y los botones celulares provenientes
del medioc de no induccién, y de los cultivos de 16 horas
antes de la adicién de los sustratos para la via de 1la
monatina, se guardaron como controles negativos. Ademis, las
construcciones que contenfan Unicamente el gen aspC funcional
(y un gen proA truncado) se utilizaron' como otro control
negativo. Las células se dejaron desarrollar por un total de
69 horas después de la induccién. Ocasionalmente, las células
de levadura fueron inducidas a una DO menor, y Gnicamente se
desarrollaron por 4 horas antes de la adicién del triptofano
Yy el piruvato. No obstante, estos sustratos de monatina

parecen inhibir el desarrollo, y la adicién a DO més alta fue
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mis efectiva.

Los botones celulares provenientes de los cultivos

fueron lisados con 5 ml de Yeastbuster™ + 50 ul de THP
(Novagen) por gramo (peso hGmedo) de las células siguiendo
los protocolos del fabricante, con la adicién de inhibidores
de la proteasa y benzonasa-nucleasa como se describib en los
ejemplos previos. El caldo de cultivo y los extractos
celulares fueron filtrados y analizados mediante SRM como 8se
describe en el Ejemplo 10. Utilizando este método, no se
detect6 la meonatina en las muestras de caldo, indicando que
las células no pudieron secretar la monatina bajo estas
condiciones. La fuerza motriz de protones puede ser
suficiente bajo estas condiciones o© 1los transportadores
generales de aminodcidos pueden ser saturados con triptofano.
La expresién de proteina no fue a un nivel que permitiera la
deteccién de los cambios utilizando SDS-PAGE.

La monatina fue detectable (aproximadamente 60 ug/ml)
transitoriamente en extractos celulares del cultivo con dos
genes funcionales, cuando el triptofanc y el piruvatc fueron
agregados al medio. IL.a monatina no fue detectada en ninguno
de los extractos de células control negativas. Los ensayos in
vitro para la monatina fueron realizados por duplicado con
4.4 mg/ml de proteina total (aproximadamente el doble de lo
que sBe utiliza tipicamente para extractos celulares de E.

coli) utilizando el ensayo optimizado descrito en el Ejemplo
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6. Se realizaron otros ensayos con la adicién ya sea de 32
pg/ml de aldolasa ProA de C. testosteroni o 400 ug/ml de
aminotransferasa AspC, para determinar cudl enzima era
limitante en el extracto celular. Los controles negativos
fueron realizados sin la adicién de enzima, o la adicién
Gnicamente de la aminotransferasa AspC (la condensacién de
aldol puede ocurrir en c¢ierto grado sin enzima). Los

controles positivos fueron realizados con enzimas
parcialmente puras (30-40%), utilizando 16 jpg/ml de aldolasa

y 400 pg/ml de aminotransferasa.

Ios resultados in vitro fueron analizados mediante
SRM. El andlisis de los extractos celulares mostrd que el
triptofano fue efectivamente transportado hacia las células
cuando éste fue agregado al medio después de la induccién,
dando como resultado niveles de triptofano dos 6rdenes de
magnitud mayores que aquellos en los cuales no se agregd
triptofano adicicnal. Los resultados para el andlisis de
monatina in vitro son mostrados en la Tabla 6 (los nGmeros
indican ng/ml).

Tabla 6: Produccién de monatina con extractos de células de

levadura
Construccién + + aspC | Construccién + +AspC
de aspC aldolasa de dos genes | aldolasa
reprimido (medio 0 8883 1735 0 4652 @820
de glucosa)
inducido 24 horas 0 28328| 6424 0 13756 9146.6
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Construccién + + aspC | Construceién ¥ +AspC
de aspC aldolasa de dos genes | aldolasa

Inducido 69 horas 0 4837.3| 3403 719 1652.8 | 23683.5
69 horas + subs. 0 556.9| 659.1 218|- 755.6]|16688.2
+ control (enzimas 21853 21853
purificadas)
= control (8in 0 254.3 0 254.3
enzimas)

Se obtuvieron resultados positivos con los extractos
celulares de la construccién completa de dos genes, con y 8in
el sustrato agregado al medio de crecimiento. Estos
resultados, en_comparacién a los controles positivos, indican
que las enzimas fueron expresadas a niveles cercanos al 1% de
la proteina local en la levadura. La cantidad de monatina
producida cuando el extracto celular de la construccién aspC
(con preocA truncada) fue evaluada con la aldolasa, fue
significativamente mayor .que cuando los extractos celulares
fueron evaluados solos, e indica que la aminotranasferasa AspC
recombinante comprende aproximadamente 1-2% de la proteina
total de levadura. Los extractos celulares de los cultivos no
inducidos tuvieron una pequeila cantidad de actividad cuando
pe evaluaron con 1la aldolasa debido a 1la p.resencia de
aminotransferasas nativas en las células. Cuando se evalub
con la aminotransferasa AspC, la actividad de los extractos
provenientes de la células no inducidas, se incrementé a la;
cantidad de monatina producida por el control negativo con

AspC (aproximadamente 200 ng/ml). En contraste, la actividad

¢
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observada cuando se evalia el extracto celular de
construccién de dos genes, B8e incrementa mds cuando 1la
aminotransferasa es suplementada que cuando la aldolasa es
agregada. Ya que ambos genes deben ser expresados al mismo
nivel, esto indica que la cantidad de monatina producida es
elevada al méximo cuando el nivel de aminotransferasa es mis
alto que aquel de la aldolasa, en concordancia con 1los
resultados mostrados en el Ejemplo 6.

La adicién de triptofano y piruvato no Bsolamente
inhibe el desarrollo celular, 8sino que aparentemente inhibe
también la expresién de la proteina. La adicién del plé&smido
PESC-Trp puede ser utilizada para corregir la auxotrofia de
triptofano de las células hospederas YPH500, para
proporcionar un medio de suministrar el triptofano con menos
efectos sobre el desarrollo, la expresién y la secrecién.

Ejenplo 13
Mejoramiento de los Procesos Enxziméticos Utilixando
Reacciones Acopladas

En teorlia, si no ocurreﬁ las reacciones colaterales o
la degradacidén de los sustratos o los intermediarios, la
cantidad mixima de producto formado a partir de la reaccién
enzimitica ilustrada en la Figura 1, es directamente
proporcional a las constanteas en el equilibrio de cada
reaccién, en las concentraciones de triptofano y piruvato. El

triptofano no es un sustrato altamente soluble, y las
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concentraciones de piruvato mayores de 200 mM parecen tener
un efecto negativo sobre el rendimiento (ver Ejemplo 6).

Idealmente, la concentracién de monatina es elevada al
miximo con respecto a los sustratos, con el fin de disminuir
el costo de la separacién. Las separaciones fisicas pueden
ser realizadas tal que la monatina es removida de la mezcla
de reaccién, previniendo que ocurran las reacciones inversas.
Las materias primas y los catalizadores pueden ser luego
generados. Debido a la similitud de la monatina en tamafio,
carga e hidrofobicidad a varios de 1los reactivos e
intermediarios, las separaciones fisicas ser&n dificiles a no
ser que exista una alta cantidad de afinidad por la monatina
{tal como una técnica de cromatografia de afinidad). No
obstante, las reacciones de monatina pueden ser acopladas a
otras reacciones tal que el equilibrio del sistema es
deaplazado hacia la produccién de monatina. Los siguientes
gon ejemplos de procesos para mejorar el rendimiento de la
monatina obtenida a partir de triptofano o indol-3-piruvato.
Reacciones acopladas utilisando oxaloacetato-descarboxilasa
(EC 4.1.1.3)

La Figura 11 es una ilustracién de la reaccidn. La
oxidasa y la catalasa de triptofano son utilizadas para
impulsar la reaccifn en la direccibén de 1la produccién de
indol-3-piruvato. La catalasa es utilizada'en exceso, tal que

el perbdxido de hidrégeno no estd disponible para reaccionar
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en la direccién inversa, o para dafiar las enzimas o los
intermediarios. El oxigeno es regenerado durante la reaccién
de catalasa. Alternativamente, el indol-3-piruvato puede ser
utilizado como el sustrato.

El aspartato se utiliza como el donador de amino para
la aminacién de MP, Yy se utiliza una aspartato-
aminotransferasa. Idealmente, una aminotransferasa que tiene
una baja especificidad por la reaccién de triptofano/indol-3-
piruvato en comparacién a la reaccifn de MP a monatina, se
utiliza de modo que el aspartatoc no es utilizado para
reaminar el indol-3-piruvato. La oxaloacetato-descarboxilasa
(de Pseudomonas s8p.) puede ser agregada para convertir el
oxaloacetato a piruvato y diéxido de carbono. Ya que el CO; es
voldtil, éste no estd disponible para la reaccién con las
enzimas, disminuyendo o incluso previniendo las reacciones
inversas. El piruvato producido en este paso puede también
ser utilizado en la reaccién de condensacién de aldol. Pueden
per utilizadas otras enzimas descarboxilasas, y son conocidos
los homélogos que existen en Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Aquifex aeo;icus, Archaeoglobus
fulgidus, Azotobacter vinelandii, Bacteroides fragilis,
varias especies de  Bordetella, Campylcobacter jejuni,
Chlorobium tepidum, Chloroflexus aurantiacus, Enterococcus
faecalis, Fusobacterium nucleatum, Klebsiella pneumoniae,

Legionella pneumophila, Magnetococcus  MC-1, Mannheimia



10

15

20

25

68

149

haemolytica, Methylobacillus flagellatus KT, Pasteurella
multocida Pm70, Petrotoga miotherma, Porphyromonas
gingivalis, varias especies de Pseudomonas, varias especies
de Pyrococcus, Rhodococcus, varias especies "de Salmonella,
varias especies de Streptococcus, Thermochromatium tepidum,
Thermotoga maritima, Treponema pallidum y varias especies de
Vibrio.

Fuexon realizados ensayos de triptofano-
aminotransferasa c¢on la aspartato-aminotransferasa (AspC)
proveniente de E. coli, la tirosina-aminotransferasa (TyrB)
de E. coli, la aminotransferasa de sustrato amplic (BSAT) de
L. major, y las dos glutamato-oxaloacetato-aminotransferasas
porcinas comercialmente disponibles como se describe en el
Ejemplo 1. El oxaloacetato y el alfa-cetoglutarato fueron
probados como el aceptor de amino. La proporcién de 1la
actividad utilizando monatina (Ejemplo 7) versus la actividad
utilizando triptofano fue comparada, para determinar cudl
enzima tuve la mayor especificidad para 1la 'reaccién de
aminotransferasa de monatina. Estos resultados indicaron que
la enzima con la mis alta especificidad para la reaccién de
la monatina versus la reaccién de triptofano es la glutamato-
oxaloacetato-aminotransferasa porcina tipo IIa, GOAT (Sigma
G7005). Esta especificidad fue independiente de qué aceptor
de amino fuera utilizado. Por lo tanto, esta enzima fue

utilizada en las reacciones acopladas con oxaloacetato-
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descarboxilasa.

Una reaccién tipica que comienza a partir del indol-3-
piruvato incluyé (concentraciones finales) Tris-HCl 50 mM pH
7.3, indol-3-piruvato 6 mM, piruvato de sodio 6 mM, aspartato

6 WM, PLP 0.05 mM, fosfato de potasio 3 wM, cloruro de

magnesio 3 mM, 25 pg/ml de aminotransferaga, 50 ug/ml de
aldolasa ProA de C. testosteroni, y 3 Unidades/ml de
descarboxilasa (Sigma 04878). Las reacciones se dejaron
proceder por 1 hora a 26°C. En algunos casos, la
descarboxilasa fue omitida o el aspartato fue sustituideo con
alfa-cetoglutarato (como controles negativos). Las enzimas
aminotransferasas descritas anteriormente fueron también
probadas en lugar de GOAT para confirmar los experimentos de
especificidad previos. Las muestras fueron filtradas vy
analizadas por LC/MS como se describe en el Ejemplo 10. Los
resultados muestran que la enzima GOAT produjo la mis alta
cantidad de monatina por mg de proteina, con la menor
cantidad de triptofano producideo como un subproducto. Ademas,
existié un beneficio doble a triple al haber agregado la
enzima descarboxilasa. La enzima AspC de E. coli también
produjo grandes cantidades de monatina en comparacién a las
otras aminotransferasas.

La produccién de monatina fue incrementada por: 1) 1la

adicibén peribédica de concentraciones 2 mM de indol-piruvato,
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piruvato y aspartato (cada media hora a una hora) y 2)
realizando las reacciones en una ambiente anaerSbico o con
amortiguadores ~desgasificados, 3) permitiendo que las
reacciones procedieran toda la noche, y 4) utilizando
descarboxilasa recién preparada que no ha sido congelada-
deacongelada mGltiples veces. La descarboxilasa fue inhibida
por concentracicones de piruvato mayores de 12 wM. A
concentraciones de indol-3-piruvato mayores de 4 mM, B8se
aceleraron las reacciones colaterales con indol-3-piruvato.
La cantidad de indol-3-piruvato utilizada en la reaccién pudo
ser incrementada si la cantidad de aldolasa fue también
incrementada. Se encontrdé que altos niveles de fosfato (50
mM) y aspartato (50 mM) son inhibitorios para la enzima
descarboxilasa. La cantidad de enzima descarboxilasa agregada
pudo ser reducida a 0.5 U/ml sin disminucién en la produccién
de la monatina en una reaccién de 1 hora. La cantidad de
monatina producida se increment§ cuando la temperatura fue
incrementada de 26°C a 30°C y de 30°C a 37°C; no obstante, a
37°C las reacciones colaterales del indol-3-piruvato fueron
también aceleradas. Las cantidades de monatina producida se
incrementarcn conforme se incrementaba el pH de 7 a 7.3, Yy
fue relativamente estable de pH 7.3 a B.3.

Una reaccién tipica que com:i.enza. con el triptofano
incluyd {concentraciones £finales) Tris-HCl 50 mM pH 7.3,

triptofano 20 mM, aspartato 6 mM, piruvato de sodio 6 mM, PLP
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0.05 mM, fosfato de potasic 3 mM, cloruro de magnesio 3 mM,

25 pg/ml de aminotransferasa, 50 pg/ml de aldolasa ProA de C.
testosteroni, 4 Unidadese/ml de descarboxilasa, 5-200 mU/ml de
L-aminodcido-oxidasa (sigma A-2805), 168 U/ml de catalasa
(Sigma C-3515) y 0.008 mg de FAD. Las reacciones fueron
llevadas a cabo por 30 minutos a 30°C. Se observd
mejoramiento con la adicién de descarboxilasa. La mayor
cantidad de monatina fue producida cuande se utilizaron 50
mU/ml de oxidasa. Los mejoramientos fueron similares a
aquellos observados cuando se utilizé la indol-3-piruvato
como el sustrato. Ademds, la cantidad de monatina producida
sBe increment6 cuando 1) el nivel de triptofano fue bajo (por
ejemplo, por debajo de la K, de la enzima aminotransferasa, Yy
por lo tanto incapaz de competir con MP en el sitio activo),
Y 2) la proporcidtn de oxidasa a aldolasa y aminotransferasa
fue mantenida a un nivel tal que el indol-3-piruvato no pudo
acumularse.

Ya sea que se inicie con el indol-3-piruvato o con el
triptofano, la cantidad de monatina producida en los ensayos
con tiempos de incubacién de 1 a 2 horas, se incrementd
cuando se utilizaron 2 a 4 veces las cantidades de todas las
enzimas, mientras que se mantenia la misma proporcién de
enzima. Utilizando cualquier sustrato, se lograron

concentraciones de aproximadamente 1 mg/ml de monatina. La
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cantidad de triptofano producido si Be comienza a partir de
indol-piruvato fue tipicamente menor de 20% de la cantidad
del producto, lo cual muestra el beneficio de utilizar las
reacciones acopladas. Con optimizacién adicicnal y control de
las concentraciones de los intermédiarioa Y las reacciones
colaterales, se puede wmejorar la productividad y el
rendimiento en gran medida.

Reacciones acopladas utilizando ligina-epsilon-
aminotransferasa (EC 2.6.1.36)

La lisina-epsilon-aminotransferasa {(L-Lisina-6-
transaminasa) se encuentra en varios organismos, incluyendo
Rhodococcus, Mycobacterium, Streptomyces, Nocardia,
Flavobacterium, Candida utilis, y Streptomyces. Esta es
utilizada por los organismos como el primer paso en 1la
produccién de algunos antibibéticos de beta-lactama (Riua y
Demain, J. Microbiol. Biotech. 7: 95-100, 1997). Esta enzima
convierte la lisina a L-2-aminoadipato-6-semialdehido
(alisina), por una transaminacién mediada por PLP del carbono
6 de la lisina, utilizando alfa-cetoglutarato como el aceptor
del grupo amino. La alisina es inestablle y espontineamente
gufre wuna deshidratacién intramolecular para formar 6-
carboxilato de 1l-piperideina, una molécula ciclica. Esto
inhibe efectivamente dque ocurra cualquier_ reaccién inversa.
El esquema de reaccién se describe en la Figura 12. Se puede

utilizar también una enzima alternativa, la lisina-piruvato-
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6-transaminasa (EC 2.5.1.71).
Una reaccién tipica contenia en 1 ml: Tris-HCl 50 mM
pH 7.3, indol-3-piruvato 20 mM, PLP 0.05 mwM, fosfato de

potasio 6 mM pH 8, piruvato de sodio 2-50 mM, cloruro de

magnesio 1.5 mM, 1lisina 50 mM, 100 pg de aminotransferasa
(lisina-epsilon-aminotransferasa LAT-101, BioCatalytics
Pasadena, California), y 200 pg de aldolasa ProA de C.
testosteroni. La actividad de monatina producida se
incrementé conforme se incrementaban las concentraciones de
piruvato. La cantidad mixima utilizando estas condiciones de
reaccién (a 50 mM de piruvato) fue 10 veces menor que la que
Be observé con las reacciones acopladas utilizando
oxaloacetato-descarboxilasa (aproximadamente 0.1 mg/ml).

Un pico con [M+H]*=293 eluy$ al tiempo esperadoc para la
monatina, y el espectro de masa contenfia varios de los mismos
fragmentos observados con otros procesos enzimiticos. Un
segundo pico con la proporcién correcta de masa a carga (293)
eluyé ligeramente mis temprano que lo gque 8e observa
tipicamente para la S,S-monatina producida en el Ejemplo 6 y
puede indicar la presencia de otro isdSmero de monatina. Muy
poco triptofano fue producido por esta enzima. No obstante,
existe probablemente alguna actividad sobre el piruvato
(produciendo alanina como un subproducto). También, se sabe

que la enzima es inestable. Pueden ser realizados
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mejoramientos al llevar a cabo los experimentos de evolucibn
directa para incrementar la estabilidad, reducir la actividad
con el piruvato, e incrementar la actividad con MP. Estas
reacciones pueden también ser acopladas a 1la L-aminodcido-
oxidasa/catalasa como se describié anteriormente.
Otras reacciones acopladas

Otra reaccién de acoplamiento que puede mejorar el
rendimiento de la wmonatina a partir del triptofano o el
indol-piruvato, se muestra en la Figura 13. La formiato-
deshidrogenasa (EC 1.2.1.2 6 1.2.1.43) es una enzima comén.
Algunas formiato-deshidrogenasas requieren NADH mientras que
otras pueden utilizar NADPH. La glutamato-deshidrogenasa
catalizé la interconversifn entre el precﬁrsor de monatina y
la monatina en ejemplos previos, utilizando amortiguadores
basados en amonio. La presencia del formiato de amonio y la
formiato-deshidrogenasa es un gistema eficiente para 1la
regeneracién de cofactores, y la produc;cién de diéxido de
carbono es una manera eficiente para disminuir la wvelocidad
de las reacciones inversas (Bommarius et al., Biocatalysis
10: 37, 1994 y Galkin et al. Appl. EBnviron. Microbiol. 63:
4651-6, 1997). Ademfs, grandes cantidades de formiato de
amonio pueden ser disueltas en el amortiguador de reaccién.
El rendimiento de la monatina producido por las reacciones de
glutamato-deshidrogenasa (o aminaciones reductivas similares)

pueden ser mejoradas por la adicién de 1la formiato-
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deshidrogenasa y el formiato de amonio.

Pueden ser utilizados otros procesos para impulsar el
equilibrio hacia la produccién de monatina. Por ejemplo, 8i
el aminopropano es utilizado como el donador de amino&cido en
la conversién de MP a monatina con una omega-amino&cido-
aminotransferasa (EC 2.6.1.18) tal como aquellas descritas en
las Patentes de 1loas Estados Unidos Nos. 5,360,724 vy
5,300,437, uno de los productos resultantes podria ser 1la
acetona, un  producto mas volatil gque el sustrato,
aminopropano. La temperatura puede ser elevada periédicamente
por periodoe cortos para encender la acetona, con lo cual se
alivia el equilibrio. La acetona tiene un punto de ebullicién
de 47°C, una temperatura que probablemente no degrada 1los
intermediarios si se utiliza por periodos cortos de tiempo.
La mayoria de las aminotransferasas que tienen actividad
sobre la alfa-cetoglutarato tienen también actividad sobre el
precursor de monatina. Similarmente, e8i se utiliza una
aminotransferasa de glioxilato/&cido aromitico (EC 2.6.1.60)
con la glicina como el donador de amins, se produce
glioxilato que es relativamente inestable y tiene un punto de
ebullicién altamente reducido en comparacién a la glicina.

Ejemplo 14
Expresién Recambinante
Con las secuencias de ADNc y de aminodcidos de 1;

enzima, pGblicamente disponiblea, y las enzimas y las
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pecuencias descritas aqui, tales como las SEQ ID NOs: 11 y
12, asi como las +variantes, pelimorfiamos, mutantes,
fragmentos y fusiones de las mismas, se hace posible 1la
expresiébn y purificacién de cualquier protefna, tal como una
enzima, mediante técnicas estéindares de laboratorio. Una
persona de experiencia en la técnica comprenderi que las
enzimas y fragmentos de las mismas pueden ser producidas
recombinantemente en cualquier célula u organismo de interés,
y purificadas antes del uso, por ejemplo antes de la
produccién de la SEQ ID NO: 12 y derivados de la misma.

Los métodos para producir proteinas recombinantes son
bien conocidos en la técnica. Por lo tanto, el alcance de
esta invencidén incluye la expresidén recombinante de cualquier
proteina o fragmento de la wmisma, tal como una enzima. Por
ejemplo, ver la Patente de loa Estados pnidoa No. 5,342,764 a
Jonson et al.; Patente de los Estados ﬁnidos No. 5,846,819 a
Pausch et al.; Patente de los Estados Unidos-Nb. 5,876,969 a
Fleer et al. y Sambrock et al. (Molecular Cloning; A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, New York, 1989,
Capitulo 17).

En resumen, las 8secuencias de ADNc parciales, de
longitud completa o variantes, que codifican para una
proteina o péptido, pueden ser ligadas dentro de un vector de
expresién, tal como un vector de expresién bacteriano o

eucaridtico. Las proteinas y/o los péptidos pueden ser

Ab
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producidos mediante la colocaci6n de un promotor corriente
arriba (5’) de la secuencia de ADNc. Los ejemplos de
promotores incluyen, pero no estén limitados a lac, trp, tac,
trc, operador mayor y regiones promotoras del fago lambda, la
regién de control de la proteina de recubrimiento fd, 1los
promotores temprano y tardio del SV40, los promotores
derivados del polioma, adenovirus, retrovirus, baculovirus y
virus de simio, el promotor para la 3-fosfoglicerato-cinasa,
los promotores de la fosfatasa &cida de levadura, el promotor
de los factores de acoplamiento alfa de levadura vy
combinaciones de los mismos.

Los vectores adecuados para la produccién de proteinas
nativas intactas incluyen pKC30 (Shimatake y Rosenberg, 1981,
Nature 292: 128), pKK177-3 {(Amann y Brosius, 1985, Gene 40:
183) y pET-3 (Studier y Moffatt, 1986, J. Mol. Biol. 189:
113). Una secuencia de ADN puede gser trans;'ferida a otros
vehficulos de <clonacién, tales como otros plésmidos,
bacteriéfagos, c6ésmidos, virus animales y <cromosomas
artificiales de levadura (YACs) (Burke et al., 1987, Science
236: 806-12). Estos vectores pueden ser introducidos dentro
de una variedad de hospederos incluyendo células somiticas, y
organismos simples o complejos, tales como bacterias, hongos
(Timberlake y Marshall, 1989, Science 244: 1313-'}),
invertebrados, plantas (Gasser y Fraley, 1989, Science 244:

1293), y mamiferos (Pursel et al., 1989, Science 244: 1281-
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8), que se hacen transgénicas por la introduccién del ADNc
heterslogo.

Para la expresién en células de mamifero, una
secuencia de ADNc puede ser ligada a los promotores
heter6logos, tales como el virus de simio SV40, el promotor
en el vector pSv2z (Mulligan y Berg, 1981, Proc. Natl. Acad.
Sci. EUA 78: 2972-6), e introducidos dentro de las células,
tales como las células COS-1 de mono (Gluzman, 1981, Cell 23:
175-82), para lograr la expresiébn transitoria o a largo
plazo. La integracién estable de la construccién del gen
quimérico puede ser mantenida en cé&lulas de mamifero mediante
seleccién bioquimica, tal como neomicina (Southern y Berg,
1982, J. Mol. Appl. Genet. 1l: 327-41) y &cido micofenélico
(Mulligan y Berg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 78: 2072-
6).

La transferencia del ADN dentro de células
eucaridticas, tales como células humanas o de otro mamifero,
e8 una técnica convenciocnal. Los vectores son introducidos
dentro de las células recipientes como ADN puro
(transfeccién) por ejemplo, mediante precipitacién con
fosfato de calcio (Graham y Vander Eb, 1973, Virology 52:
466), foefato de estroncio (Brash et al., 1987, Mol. Cell
Biol. 7: 2013), electroporacién (Neumann et al., 1982, EMBO
J. 1l: 841), lipofeccién (Felgner et al., 1987, Proc. Natl.

Acad. Sci. EUA 84: 7413), DEAE-dextrano (McCuthan et al.,

R
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1968, J. Natl. Cancer Inst. 4l1: 351), microinyecciédn (Mueller
et al., 1978, Cell 15: 579), fusidén de protoplastos
(Schafner, 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 77: 2163-7), o
pistolas de pellas (Klein et al., 1987, Nature 327: 70).
Alternativamente, el ADNc puede ser introducido mediante
infeccién con vectores wvirales, por ejemplo retrovirus
(Bernstein et al., 1985, Gen. Engrg. 7: 235) tales como
adenovirus (Ahmad et al., 1986, J. Virol. 57: 267) o Herpes
(Spaete et al., 1982, Cell 30: 295).

En vista de las muchas posibles modalidades a las
cuales pueden ser aplicados los principios de la presente
descripcidén, se debe reconocer que las modalidades ilustradas
son Gnicamente ejemplos particulares de la descripcién, y no
deben ser tomadas como una limitacién sobre el alcance de la
deecripcién. Mas bien, el alcance de la descripcién est& en
concordancia con las siguientes reivindicaciones. Por 1lo
tanto, se reclama como invencién todo aquello que entre

dentro del alcance y espiritu de estas reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir monatina, caracterizado
porque comprende la conversitn de glucosa a monatina.

2. Un método para producir monatina, gque comprende
la conversién de triptofano y/o &cido indol-3-l&ctico a
monatina, caracterizado el método porque comprende:

poner en contacto el triptofano o el &cido indol-3-
lactico con un primer polipéptido, en donde el primer
polipéptido convierte el triptofano o© el &cido indol-3-
lactico a indol-3-piruvato;

poner en contacto el indol-3-piruvato con un segundo
polipéptido y una fuente de 3 carbonos, en donde el segundo
polipéptido convierte el indol-3-piruvato y la fuente de 3
ftomos de carbono a &cido 2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil)-4-
cetoglutérico; y

poner en contacto el Acido 2-hidroxi-2-(indol-3-
ilmetil) -4-cetoglutdrico con un tercer polipéptido, en donde
el tercer polipéptido convierte el &acido 2-hidroxi-2-(indol-
3-ilmetil) -4-cetoglutérico a monatina.

3. El método de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizado porque el primer polipéptido Be selecciona
del grupo que consiste de triptofano-aminotransferasa (EC
2.6.1.27), triptofano-deshidrogenasa {EC 1.4.1.19),

tirosina(aromdtico) ~aminotransferasa (EC 2.6.1.9),
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triptofano-fenilpiruvato-transaminasa (EC 2.6.1.28),
aminotransferasa de sustratos miltiples (EC 2.6.1.-),
aspartato-aminotransferasa (EC 2.6.1.1), triptofano-oxidasa,
L-aminodcido-oxidasa (EC 1.4.3.2), D-aminoécido-
deshidrogenasa (EC 1.4.99.1), D-aminoAcido-oxidasa {(EC
1.4.3.3), D-triptofano-aminotransferasa, D-alanina-
aminotransferasa (EC 2.6.1.21), glutamato-deshidrogenasa (EC
1.4.1.2-4), fenilalanina-deshidrogenasa (EC 1.4.1.20), y una
combinacién de los miemos, y en donde el primer polipéptido
convierte el triptofano a indol-3-piruvato. .

4. El método de conformidad cor; la reivindicacién
2, caracterizado porque el primer polipéptido se selecciona
del grupo que consiste de indol-lactato-deshidrogenasa (EC
1.1.1.1110), R-4-hidroxifenil-lactato-deshidrogenasa (EC
1.1.1.222), 3-(4) -hidroxifenilpiruvat-o-reductasa (EC
1.1.1.237), lactato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.27, 1.1.1.28,
1.1.2.3), (3-imidazol-5-il) lactato-deshidrogenasa (EC
1.1.1.111), lactato oxidasa (EC 1.1.3-), o una combinacién de
los mismos, y en donde el primer polipéptido convierte el
dcido indol-3-lactico a indol-3-piruvato.

5. El método de conformidad con la reivindicacién
2 6 3, caracterizado porque el primero y/o tercer polipéptido
comprende:

una secuencia de aminofcidos mostrada en la SEQ ID NO:

2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 32, Genbank Acceso No. NO_388848.1,

L
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Genbank Acceso No. 2ZP00005082.1, o Genbank Acceso No.
AAC74014.1;

una secuencia de amino&cidos que comprende al menos
90% de identidad secuencial con la secuencia mostrada en la
?EQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 32, Genbank Acceso No.
NP_388848.1, Genbank Acceso No. ZP00005082.1 o Genbank Acceso
No. AAC74014.1; o -

las secuencias de aminolcidos que difieren de las SEQ
ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 32, Genbank Acceso No.
NP_388848.1, Genbank Acceso No. ZP00005982.1, o Genbank
Acceso No. AAC74014.1 por menos de 50 sustituciones
conservadoras de amino&cidos, en donde 1la secuencia de
aminodcidos convierte el triptofano al indol-3-piruvato.

6. El método de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizado porgque el ségundo polipéptido es una enzima
EC 4.1.2.- o BC 4.1.3.-.

7. El método de conformidad con la reivindicacién
6, caracterizado porque la enzima EC 4.1.3.- es la 4-hidroxi-
2-oxoglutarato-glioxilato-liasa (EC 4.1.3.16), la 4-hidroxi-
4-metil-2-oxoglutarato-piruvato-liasa (EC 4.1.3.17) o wuna
combinacién de las miemas.

8. El método de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizado porque el tercer polipéptido se selecciona
del grupo que consiste de tirosina(aro&&tico)aminotransferasa

(EC 2.6.1.5), triptofano-deshidrogenasa (EC 1.4.1.19),
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triptofano-fenilpiruvato-transaminasa (BC 2.6.1.28),
triptofano-aminotransferasa (EC 2.6.1.27), aspartato-
aminotransferasa (2.6.1.1), D-alanina-aminotransferasa (EC
2.6.1.21), D-triptofano-aminotransferasa, glutamato-

deshidrogenasa (EC 1.4.1.2-4), fenilalanina-deshidrogenasa
(EC 1.4.1.20), aminotransferasa de sustratos miltiples (EC
2.6.1.-), D-aminoidcido-deshidrogenasa (EC 1.4.99.1), y una
combinacién de las mismas.

9. El método de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizado porque el primer polipéptido comprende una
aminodcido-oxidasa (EC 1.4.3.-) y una catalasa (EC 1.11.1.6),
y en donde el primer polipéptido convierte el triptofano a
indol-3-piruvato.

10. El método de conformidad con la reivindicacién
9, caracterizado porque la aminofcido-oxidasa comprende una
triptofano-oxidasa.

11. El método de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizado porgue la fuente de 3 dtomos de carbono se
selecciona del grupo que consiste de Piruvato,
fosfoenolpiruvato, alanina, serina, cisteina o una
combinacién de los mismos.

12. El método de conformidad con la reivindicacién
11, caracterizado porque el piruvato es producido por la
alanina y un polipéptido capaz de realizar la transaminacién

de la alanina; la serina y un polipéptido capaz de realizar

-
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la beta-eliminacién de 1la serina; la cisteina y un
polipéptido capaz de la beta-eliminacién de la cisteina;
aspartato y un polipéptido capaz de realizar reacciones de
beta-liasa con un amino&cido dicarboxilico; lactato Yy
lactato-oxidasa (EC 1.1.3.-) o lactato-deshidrogenasa (EC
1.1.1.27, 1.1.1.28, 1.1.2.3); o una combinacién de las
mismas.

13. El método de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizado porgue el método comprende ademfs la
reduccién de una cantidad de per6xido de hidrégeno producido
cuando el triptofano es convertido a indol-3-piruvato, al
poner en contacto el perSxido de hidrégeno con una catalasa.

14. El método de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizado porque el segundo polipéptido comprende una
secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que conaiste
de:

SEQ ID NO: 66, Genbank Acceso No. CAC46344; Genbank
Acceso No. CABl14127.1, Genbank Acceso No. AAC74920.1 o
Genbank Acceso No. CAC47463.1;

una secuencia de aminodcidos que comprende al menos
90% de identidad secuencial a la SEQ ID NO: 66, Genbank
Acceso No. CAC46344, Genbank Acceso No. CABl4127.1, Genbank
Acceso No. AAC74920.1, o Genbank Acceso No. CAC47463.1; ©

las secuencias de aminodcidos que difieren de la SEQ

ID NO: 66, Genbank Acceso No. CAC46344, Genbank Accesoc No.
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CAB14127.1, Genbank Acceso No. AAC74920.1, o Genbank Acceso
No. CAC47463.1 por menos de 50 sustituciones conservadoras de
aminodcidos, en donde la secuencia de aminofcidos convierte
el indol-3-piruvato y el piruvato a MP.

15. El método de conformidad con la reivindicacién
8, caracterizado porque el tercer polipéptido comprende una
aspartato-aminotransferasa, en donde el &cido 2-hidroxi-2-
(indol-3-ilmetil) -4-cetoglutirico es puesto en contacto con
el aspartato para producir oxaloacetato y monatina.

16. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porque comprende ademids poner en contacto
el oxaloacetato con una descarboxilasa.

17. El método de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizado porque el tercer polipéptidec comprende una
lisina-epsilon-aminotransferasa, y en donde ademfis el &cido
2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil) -4-cetoglutdrico es puesto en
contacto con la lisina.

18. El método de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizado porque el tercer polipéptido comprende una
enzima que tiene actividad de aminacién reductora y un
polipéptido que es capaz de reciclar NAD(P)H.

19. El método de conformidad coﬂ la reivindicacién
18, caracterizado porque la enzima que tiene actividad de
aminacién reductora se selecciona del grupo que consiste de

glutamato-deshidrogenasa, fenilalanina-deshidrogenasa,
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triptofano-deshidrogenasa, o una combinacién de las mismas.

20. El método de conformidad con la reivindicacién
18, caracterizado porque el polipéptido capaz de reciclar el
NAD({P)H produce ademids un producto vol&til.

21. El método de conformidad con la reivindicacién
20, caracterizado porque el polipéptido que es capaz de
reciclar NAD(P)H y producir un producto vol&atil comprende
formiato-deshidrcgenasa, y en donde el producto vol&til
producido es dib6xido de carbono.

22. El método de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizado porque el método comprende la conversién del
dcido indol-3-lactico a monatina.

23, El método de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizado porque se producen al menos 10 g/litro de
monatina.

24. Un método para producir la monatina,
caracterizado porque comprende la conversidén del indol-3-
piruvato a la monatina.

25. Un método para producir la monatina,
caracterizado porque comprende la conversién del triptofano a
monatina.

26. Una célula capaz de producir monatina,
caracterizada porque la cé&lula comprende al menos una
secuencia ex6gena de &cido nucleico que codifica para al

menos un polipéptido, en donde al menos un polipéptido

~J
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convierte un primer intermediario en una via para elaborar
monatina en un segundo intermediario o en monatina.

27. La célula de conformidad con la reivindicacién
26, caracterizada porque al menos un polipéptido Bse
gelecciona del grupo que conaiste de triptofano-
aminotransferasa (EC 2.6.1.27), triptofano-deshidrogenasa (EC
1.4.1.19), tirosina({aromitico)-aminotransferasa (EC 2.6.1.5),
triptofano-fenilpiruvato-traneaminasa (EC 2.6.1.28),
aminotransferasa de sustratos miltiples {BEC 2.6.1.-),
aspartatc-aminotransferasa (EC 2.6.1.1), triptofano-oxidasa,
L-aminodcido-oxidasa (EC 1.4.3.2), D-aminodcido-
deshidrogenasa (EC 1.4.99.1), D-aminodcido-oxidasa (BC
1.4.3.3), D-alanina-aminotransferasa {EC 2.5.1.21), D-
triptofano-aminotransferasa, indol-lactato-deshidrogenasa (EC
1.1.1.110), R-4-hidroxifenil-lactato-deshidrogenasa (EC
1.1.1.222), 3-(4) -hidroxifenilpiruvato-reductasa (EC
1.1.1.237), lactato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.27, 1.1.1.,28,
1.1.2.3), (3-imidazol-5-il) -lactato-deshidrogenasa (EC
1.1.1.111), lactato-oxidasa (BC 1.1.3.-), &sintasa/liasa
(4.1.2.-), sintasa/liasa (4.1.3.-), fenilalanina-
deshidrogenasa (EC 1.4.1.20), glutamato-deshidrogenasa (EC
1.4.1.2, 1,4.1.3, 1.4.1.4), y una combinacién de las mismas.

28. La célula de conformidad con la reivindicaciémn
27, caracterizada porque al menos un polipéptido se

selecciona del grupo que conaiste de triptofano-
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aminotransferasa (EC 2.6.1.27), triptofano-deshidrogenasa ({EC
1.4.1.19), tirosina({aromitico)-aminotransferasa (BC 2.6.1.5),
triptofano-fenilpiruvato-transaminasa (EC 2.6.1.28),
aminotransferasa de Bsustratos mdltiples (EC 2.6.1.-),
aspartato-aminotransferasa (EC 2.6.1.1), triptofano-oxidasa,
L-aminodcido-oxidasa (EC 1.4.3.2), D-aminc&cido-

deshidrogenasa (EC 1.4.99.1), D-aminocdcido-oxidasa (BEC

1.4.3.3), D-alanina-aminotransferasa (BC 2.6.1.21}, D-
trxiptofano-aminotransferasa, sintasa/liasa (BC 4.1.3.-),
sintasa/liasa (4.1.2.-), fenilalanina-deshidrogenasa (EC

1.4.1.20), glutamato-deshidrogenasa (EC 1.4.1.2, 1.4.1.3,
1.4.1.4) y una combinacién de las mismas.

29. La célula de conformidad con la reivindicacién
27, caracterizada porque al menos un polipéptido comprende
una actividad seleccionada del grupc que consiste de indol-
lactato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.110), R-4-hidroxifenil-
lactato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.222), 3-(4)-
hidroxifenilpiruvato-reductasa (EC 1.1.1.237), lactato-
deshidrogenasa (EC 1.1.1.27, 1.1.1.28, 1.1.2.3), (3-imidazol-
5-il) -lactato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.111), lactato-oxidasa
(EC 1.1.3.-), sintasa/liasa (4.1.2.-), sintasa/liasa (4.1.3.-
)« triptofano-deshidrogenasa (EC 1.4.1.19), triptofano-
fenilpiruvato-transaminasa (EC 2.6.1.28), triptofano-
aminotransferasa (EC 2.6.1.27), tirosina (aromdtico) -

aminotranasferasa (EC 2.6.1.5), aminotransferasa de sustrato
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miiltiples (BC 2.6.1.-), aspartato-aminotransferasa (EC
2.6.1.1), glutamato-deshidrogenasa (EC 1.4.1.2, 1.4.1.3,
1.4.1.4), fenilalanina-deshidrogenasa (BC 1.4.1.20), D-
triptofano-aminotransferasa, D-amino&cido-deshidrogenasa (EC
1.4.99.1), D-alanina-aminotraneferasa (EC 2.6.1.21) y wuna
combinacién de las mismas.

30. La célula de conformidad con la reivindicacién
27, caéacterizada porque la sintasa/liasa (EC 4.1.3.-)
comprende 4-hidroxi-2-oxoglutarato-aldolasa (BC 4.1.3.16) o
4-hidroxi-4-metil-2-oxoglutarato-aldolasa (EC 4.1.3.17).

31. La célula recombinante de conformidad con 1la
reivindicacién 26, caracterizada porque la célula es una
célula bacteriana.

32. La célula recombinante de conformidad con 1la
reivindicacién 26, caracterizada porque la célula es una
célula de levadura.

33. La célula de conformidad con la reivindicacidn
27, caracterizada porque la célula comprende ademis uno o mis
polipéptidos que son codificados sobre al menos una secuencia
exSgena de &cido nucleico, en donde 1los polipéptidos
comprenden actividades seleccionadas del grupo que consiste
de: catalasa, oxaloacetato-descarboxilasa, 1lisina-epsilon-
aminotransferasa, y formiato-deshidrogenasa.

34. Un polipéptido, caracterizado porque comprende

una sgecuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que

a9
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consiste de: Genbank Acceso No. P00913), Genbank Acceso No.
NP_290344, Genbank Accesco No.CAA340596, Genbank Acceso No.
NP_246359, Genbank Acceso No. AABS6579, Genbank Acceso No.
NP_232561, Genbank Acceso No. Q59342, Genbank Acceso No.
P28796, Genbank Acceso No. 1lAX4 A, Genbank Acceso No.
BAA34638, Genbank Acceso No. P31014, Genbank Acceso No.
P31015, Genbank Acceso No. NP_280989, Genbank Acceso No.
AAC33284, Genbank Acceso No. NP_147838, Genbank Acceso No.
AAF63441, o Genbank Acceso No. AAA2467S, donde loes residuos
de aminodcidos en las posiciones 103 y 299 con respecto a
Genbank Acceso No. NP_418164 han sido cambiados para ampliar
una especificidad del polipéptido para aceptar sustratos de
aminodcido dicarboxilico.

35. El polipéptido de conformidad con la
reivindicacién 34, caracterizado porque el cambio en la
secuencia de aminodcidos se selecciona del grupo que consiste
de: arginina 103 cambiada a treonina, arginina 103 cambiada a
treonina y valina 299 a arginina; y valina 299 a arginina.

36. Un polipéptido caracte.rizado porque comprende
una sgecuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que
consiste de Genbank Acceso No. 2TPL_A, Genbank Acceso No.
P31012, Genbank Acceso No. P31013, A49493, Genbank Acceso No.
P31011, Genbank Acceso No. AAB24234, Genbank Acceso No.
1TPL A, Genbank Acceso No. 1TPL_B, Genbank Acceso No.

NP_245748, Genbank Acceso No. AAB41499, Genbank Acceso No.

290

-
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Q088S7, Genbank Acceso No. T45297, y Genbank Acceso No.
AAA71528, donde los residuce de aminoAcidos en las posiciones
100 y 283 con respecto a Genbank Acceso No. X66978, han sido
cambiados para ampliar una especificidad del polipéptido para
aceptar sustratos de aminofdcido de &cido dicarboxilico.

37. El polipéptido de conformidad con la
reivindicacién 36, caracterizado porque el cambio en la
secuencia de amincdcidos se selecciona del grupo que consiste
de: arginina 100 cambiada a treonina, arginina 100 cambiada a
treonina y valina 283 a arginina; y valina 283 a arginina.

as. El polipéptido de conformidad con la
reivindicacién 34 6 36, caracterizado porque el sustrato es
aspartato.

39. Un método para elaborar la monatina,
caracterizado porque comprernde la reaccién de al menos un
derivado de alanina bloqueado en los grupos carboxilo y
amino, y al menos un derivado de indol-3i-piruvato bloqueado
en un grupo carboxilo.

40. El método para elaborar la monatina de
conformidad con la reivindicacién 39, caracterizado porque el
derivado de alanina es 3-cloro-alanina o 3-bromo-alanina, Yy
en donde el indol-3-piruvato se hace reaccionar con el
derivado de alanina en una reaccién de Grignard o de
organolitio.

41. Un método para elaborar la monatina,
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caracterizado porque comprende la conversifn de un sustrato
peleccionado del grupo que consiste de triptofano, 4&cido
indol-3-l&actico, indol-3-piruvato, Yy d4cido 2-hidroxi-2-
(indol-3-ilmetil) -4-cetoglutérico, a uno o mas
intermediarios, en donde es elaborada la monatina.

42. El método de conformidad con la reivindicacién
41, caracterizado porque al menos uno de los productos
intermediarios es convertido via una reaccién quimica.

43, El método de conformidad con la reivindicacién
41, caracterizado porgque al menos uno de los productos
intermediarios es convertido via un polipéptido.

44, Un &cido nucleico aislado, caracterizado porgque
comprende al menos 90% de identidad secuencial a la SEQ ID
NO: 11.

45, El &¢ido nucleico aislado de conformidad con la
reivindicacién 44, caracterizado porque el 4acido nucleico
comprende la SEQ ID NO: 11.

46. El 4cido nucleico aislado de conformidad con la
reivindicacién 44, caracterizado porque el &cido nucleico
comprende al menos 20 nuclebétidos consecutivos de la SEQ ID
NO: 11.

47. Un vector, caracterizade porgque comprende el
dcido nucleico aislado de conformidad con la reivindicacién
44,

48. Una célula recombinante, caracterizada porque
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comprende el vector de conformidad con la reivindicacién 47.

49, Una proteina aislada, caracterizada porgue es
codificada por el &cido nucleico aielado de conformidad con
la reivindicacién 44.

50. La proteina aislada de conformidad con 1la
reivindicacién 49, caracterizada porque la proteina comprende
una secuencia que tiene al menos 90% de identidad secuencial
a la SEQ ID NO: 12.

51. La proteina aislada de conformidad con 1la
reivindicaciébn 50, caracterizada porque la proteina comprende
la SEQ ID NO: 12.

52. Un método para producir la monatina,
caracterizado porque comprende la conversién del &cido 2-
hidroxi-2-(indol-3-ilmetil) -4-cetoglutlrico a monatina.

53. El método de conformidad con la reivindicacién
52, caracterizado porque el método comprende ademis la
deteccibn del acido 2-hidroxi-2-{indol-3-ilmetil) -4-
cetoglutdrico por espectroscopia de masa.

54. Una composicién, caracterizada porque comprende
el &cido 2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil)-4-cetoglutédrico.

55. El método de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizado porque el triptofano es producido a partir
de indol utilizando un polipéptido de EC 4.1.99.1.

56. Un método para producir monatina, caracterizado

porque comprende la reaccién del triptofanoc con uno o més
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polipéptidos.
57. El método de conformidad con la reivindicacién
56, caracterizado porque uno o mis polipéptidos se
seleccionan del grupo  que consiste de: triptofano-

aminotransferasa (EC 2.6.1.27), triptofano-deshidrogenasa (EC
1.4.1.19), tirosina(aromitico)-aminotransferasa (EC 2.6.1.5),
triptofano-fenilpiruvato-transaminasa (EC 2.6.1.28),
aminotranaferasa de sustratos midltiples (EC 2.6.1.-),
aspartato-aminotransferasa (EC 2.6.1.1), triptofano-oxidasa,
L-aminodcido-oxidasa (EC 1.4.3.2), D-aminodcido-
deshidrogenasa (EC 1.4,99.1), D-aminodcido-oxidasa (EC
1.4.3.3), D-alanina-aminotransferasa (EC 2.6.1.21), D-
triptofano-aminotransferasa, sintasa/liasa (EC 4.1.3.-),
sintasa/liasa (4.1.2.-), fenilalanina-deshidrogenasa (EC
1.4.1.20), glutamato-deshidrogenasa (EC 1.4.1.2, 1.4.1.3,

1.4.1.4) y una combinacién de las miemas.

&
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se describen 1los métodos y las composiciones gque
pueden ser utilizados para elaborar la monatina a partir de
glucosa, triptofano, &cido indol-3-l&ctico, indol-3-piruvato
Y é&cido 2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil)-4-cetoglutdrico. Se
describen también los métodos para producir los
intermediarios del indol-3-piruvato y el &cido 2-hidroxi-2-
(indol-3-ilmetil) -4-cetoglutérico. Las composiciones
proporcionadas incluyen moléculas de &cido nucleico,
polipéptidos, estructuras quimicas y células. Los mé&todos
incluyen los procesos in vitro e in vivo, y los métodos in

vitro incluyen las reaccionee quimicas.

L
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Tr:hn-pn:;:'am Surs ] hu:du:udf-?i- D of Amexica enly mwl:
Namwe and address: Fanily sams foliouwd by given asns; for a legel endily, foll official desipntion. The address nuctt This person is:
inclds pactel code and same of country. The couxsry of she ssldrans Indicoted in shis Box s the applicants Setu (et i, comcry)
of residence if ne Sxte of reyidencs s Indicarad buicw) D spplicent caly
MILLIS, Jim [[] epticant and iavantor
2360 Yimu Lane North 1 davensor ouly (f this check-box
| Plymouth, Minnesota 55447 25 iz wmanked, do pot fill bn below)
Unitexd States of Amnerica ‘

Applicax’s regiztration No. with the Office
State (vhar {s, country) of nationslity: Stxte fthat b, couatry) of residence:
Thia peraan is spplicanmt all designeted ol des{gnased Stases t the Unitad States the Staies indicaied in
for the prrpames of: Soum [] i samctamees [ ofamea oty the Supplemenaal Box
Name snd address: (Family asr followsd by ghion amms: for & lagal exsiiy, foll official decignation, The midrers mest This persan ix:
dncindy perie] codi and same of romuy. The conay of the aibivms indicated in Wi Bux iy She applicenty Siaig fhat ks, country)
of residience f no S of rsidence bt indicased belvw) D spplicant only
ROSAZZA, John D sppliosnt and Inventor
453 Linder Road, N.E. inventor only (3 thiz check-box
Iowa Clty, lown 52240 hX( nmu.bguﬁuum
nited Stutes of America

Applicant’s registration No, with the Office
Stxte (tAat iz, country) of nationalty: State (that ks, couxiry) of residence:
This pereon is spplican! 1l designuted alt designased Swases excepe the Ushed Saiey indicatad i
Mhplrp:udt O Stades the United Sbries of America i of America anly :g:mn:
Neme and addross (Family asmy fotiowed &y ghven asme; fir o logal antty, ol afficial desiguasion, The airexy weust This persn is:
decinde putinl cocte sl Nams of couniry. The comuiry of the addracs jadicwsad in Sy Bux s the applicanty Smse ke b, covmtry)
of ratideace {f w0 Sute of residence is ndicated bekow) [] apeiicent only

D spplicant and inventor

[] inventor anly (3f this check-bax

is marked, do R0t Al ix below,)

Applicant’y registration No. with the Office
State (that [s, country) of oatonality: State fthot ix, coumiry) of residence
— s zoolicent o0l designated I designated Siates except the United Stusy e States indicaied in
h'ﬂlllﬂl'limﬁ D Saxs :I:I.hlul.’mudmm'ln D of Amwrica only ths Suppiemenial Box

[[]  Puther applicants smdor (further) inventors are indicsted on snather continustion shees.

Foan PCT/RO/10) (continuation sheet) (March 2001) Klarquist Sparkman, LLP (revised August 2002)

See Notes 1o the request form
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Sheet No. 4

Bax No. V DESIGNATION OF STATES Mark the applicabls chect-boxes below; ot feaxt one must be marked

The following designations sre hereby mmde under Rule 4.9¢h):
Reglonal Pategt
SZ Swezllend, TZ United Republic of Tanzanis, UG Ugsnda, ZM Zambis, W Zimbabwe, and eny other State which is & Contracting
State of the Harare Protocol and of the PCT (if other kind of prossction or treatment desired, specify on dotisd ling):

B} EA Eurssiss Patent: AM Armenia, AZ Azcrbuijjm, BY Belarus, KG Kyrgyzetan, K2 Kxzakstan, MD Republic of Moldove, RU Russian
Federstion, T1 Tujikistan, TM Turkmenistsn, snd sny other State which is o Contracting State of the Eurasian Patent Convention and of
the PCT

- Y h DE. Balaium & rin B Swdtresisnd and Lischtengtein Y v [T Crerh Reoubhi
DE Ocrmany, DI Denmark, EE Estonis, ES Spein, FI Pinland, FR France, GB United Xingdom, GR Greece, HU Hungary, IE Ireland,
IT Jaly, LU Lunembourg, MC Monaco, NL Netherlands, P'T Portugal, RO Roownis, SE Sweden, ST Slovenia, SK Slovakia, TR
Twrkey, and mny other State which i a Contracting State of the Buroposn Patent Cormvantion and of the PCT

B OA OAPIPatet: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Central Aftiean Republie, CG Congo, C1 Cte d'1voire, CM Cameroon, GA Gabon,
GN Quines, GQ Equatorial Guinea, GW Guines-Bigsan, ML, Mali, MR Mauritanie, NE Niger, SN Senegal, TD Chad, TG Togo, ;nd
ay other Swte which is & member State of OAP] and a Contacting Stats of the PCT (}f other kind of protaction or treatmen: dasired,

aspecify on dotied ling) -

National Patent (if other kind of provection or trectmens dasirad, spacily on dosed line):

B AZ  United Arsb Emines E GM Gambia EINZ NewZoabnd
B AG Antpswd Babuda HBR Croatia BoM Omm
B AL  ABuni BHU Humgay B rAE  Philippines
B AM  Armmis Bm himdsh ErL Poms
B AT  Austrh. HL vl Err Potugl
B AU Awtels BN nde HRO Rammmia
B AX Ascrbatn Hn ke B AU Russlm Federssion
EiBA Bonissnd Homgvine e me..  BIP  Jepm Bl5C Scycheles
Ees Babeke EXE Xepn HSp Sude
B G Bulgrs S XC Kyguwam B Swim
K Bexil S KXF Democratic Peopie’y Republie RSG Skmpoe
sy Bdns of Kovea Bisx Sovka
BB Betim E KR Republic of Kores ESL  SiemLeooe
BICA Cwad B Xz Xenkisws, BTl Tikdme
) CH aud LI Switarians and Liechtenstein -....... ELC Sainluch BTN  Tuobis
HBOoN Chm BLX Srileni BT™ Twioomistm
B CO Colomba BLR Lboa BTR Tuky
CR CortaRics ElLS Lesoto ETT  Tricdded and Tobmg e mrro s rommemeeree
CU Cuba BLT Litumi
RICZ Cach Repaiic BLU loembong BITZ  United Republic of Tanmanis
RDE OCammy ELV Latvia BUA Ulkmine
RIDK Deommek B MA Moroceo Buc vpnh ]
E DM Dominks . B MD Republic of MoMOVS ..o C1US  United Staies of AMENIN coemoemsomr—e
S DE  Algeria B MG Madagesesr
[ EC Bomdor B MK  The former Yagoslev Republic of B UZ Urbekiann
@I EX Esonk Macadonis B VC  Saint Viocem end the Cronedines
Rxs Spsin BlMN  Mongstis BVYN ViaNam
BrR Fod B MW Mabwi B YU Scbis md Momtenero. .. e mcmem
B GB  Unitod Kinglom B MX  Mexico BZA SR
B GD Creumds B Mz Mommbigue BIM Zamkha
BGE Gegs BN Nongs Bzw Zimbabwe.
BGE Gum BINO Norewy

(Check-boxes below reservad for designating States which have become perty ©© the PCT afier iznance of this sheer:
Q. 0

O
| 0 O

Pracwutionary Desigustion Statemant: b sddition to the designations made: sbove, the applicant siso makes under Rule 4.9(b) all other designations which would be
prn-ndmhﬂl FCT excepl any designtion(s) indicated in the Supplemental Box a3 being excinded firom the seope of this ststesnent. The spplicant declsres that those

sdditional desigrations are subject o conflrmation snd that ety designation which is not confirmed before the expintion of 1 5 months from the priority dake is to be regardad
nmmwu#nmmmmmmmmmmmm%mm:s-mmw

Form PCT/RQ/101 (second sheet) (March 2001) muqumspamu.r(modmzonz) See Naies to the mquest form
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Box No. VI PRIORITY CLAIM
The priority of the following esrlier spplication{s) is hereby claimed:

Filing date . Number Where earfier application is:
of earlier application cartier application - — e -
(daymonth/year) Wmm regional “},ﬁ,m mm%m
aem (1)
23 April 2002 60/374,83) - US
e (23.0400)
iem(2)
item (3} ___==j==__=,_
item (4)
item (5)

[0 Puther priority claims are indicated in the Supplementa] Box.

[ The recelving Offfice is requested 1o prepare and tnmmit 10 the Intemational Bures: & certified copy of the earlier spplicatian(s) (bniy f fhe sarfier appiication

was filad witk the Office which for the purposes of this international application iy the receiving Qffice) Kentified shove ax:

O adiwen B tem() [0 iem@ O ten@ O iem@ O iem® O oder, 00 Stpplenenn
Bex

* Where the aarlisr application iz an ARIPO application, indicate at least one countyy party to the Poris Convention for the Protection of
Industrial Property or ane Member of the World Trade Orgenization for which that aarller application was filed (Ruls 4.10B)0Y): __......_........

Boz No. V1]  INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Chsize of IDierastisnal Scarching Anthority (ISA) (7 rwo or mere Jnsernstional Searching Awhorities are competent i carvy out the international search,
indficate the Auchorily chosen; the two-letier code may be used):

ISARJS

Request to use resulty of earlier search; refersuce to that search
(¥ an eariler search Aoz been corriad out by or requested from the Inseraational Searching Authorigy):

‘mrdwmm-r) Nigmber Country (or regional Offics)
Bez No. VIl DECLARATIONS
The following declaratinns are contained in Boxes Nos. VI () 0 (V) (mark the qpplicable Nuber of
check-bares below and indicase in the right column the munbar of sach type of decigration): Declaretions

[0 BoaxNo. VI () Declarstion as to the identity of the investor
0 BaxNo. VIl (i) Ducisration s8 to the spplicant’s extitlement, a3 at the interntional filing date. o spply for and

ba granied & patent

0 Box No. VI (i) Declanation as 1o the spplicast’s entithernont, ss of the itamation] Sling date, w claim the
privrity of the earlier epplicution .

O Bax No. VI (iv) Declaration of invenionthip (only for the purposes of the dexignation of the United States of
Amezica)

O Box No. VI (v) Declaration as to non-prejudicial disclosures or exceptions i lack of novelty

Form PCT/ROVION (third sheet) (March 2001) Kiarquist Sparkmen, LLP (revised August 2002) Sae Noies 10 the request form
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20|

BaxNe.IX CHECK LIST: LANGUAGE OF FILING

CD-II’GHI)M'IIHII

“ﬂ:m-ﬁ""

tr right

i o o o @
Mnmimtﬂhm

[R] together with relovest sistement as 1o the jdestity
of the copy or copies with the sequence listicg part
mentionsd fn the Jeft cokenn.

10. B3 other (specily); postcard, choque, tansmite) loter

Thia interaational epplication coutaius: “This internationl application i accompanied by the following HEm(s) (wark #he appikable Number
() tho frliowiay sombxy of chuch-bazes beiow vl incicane kv right colinm She sumber of sach item): of bems
sheets in paper form: 1. B o calealation shest ‘1
Mm : 8 2. [ ocigi) seperan power of priomey
. 0 of
%ﬂ_ﬂ? - ariginal ponsrs] powes of atiorngy
4 ﬂmd”md‘mm—h
«huims 7 0
shatract— L 3 Dmmﬂd‘w
drawisgs - 6. DM:-(IJWEII&:&VI-
Sub-tetal sumber of shaets 2 7 Dm_gwwmn
"""""""""""" L. [ separsio aications concerning dopothnd srisoergusiam
l‘ hn- or pthar blalogieal mxaterial
k 9. [B] sequence ksting In computer readabic form (indicets alw type
» nd mcaher of carriars (diskets, CD-ROM, CD-R or ather))
® [ copy sobmiosed for the pumpases of intersationsl sesrch
Yool numberofokests : 123 wder Ruls 136er anly (sl not ss part of the
®) mdmﬁuuh " )
e (i D fomly whers chech-box (WY or @)() bs marked in ip
e form coluy) wititioma] coples hncladiyy, where epplicebi,
(0 [ euly (sader Section 801(sX1)) aﬁmfﬂmdm-ﬂ&

Hnudlludnwlnpwhu
should the abstract;

--------- 'mmm !wﬂg:

Bax. Na. X SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REFRESENTATIVE
Nexi 10 acxch sighaturs, mhmqkmmdﬁmnmnmmmmmummmwm

Languags of filing of the English

o

Far receiving Office use only

1. Date of actaal receipt of the poxported
: sons) spplication:

4 Drawings:

3. Covected dute of actual receipt duc w0 later but
tiracly recelved papers or drawings completing
[ the purported imemaional spplication:

[ it

4. Date of timely receipt of the required
corrections under PCT Atticle 112

I r—

o]

S. International Serching Authority

(if two or mere e competent): ISA/

Transmiesl of 2earch eopy delayed
until ssttroh fire is paid

For Ingernational Burean uss enly

Date of receipt of the recond copy
by the Imemational Bureay:

Form PCI/RO/101 (fast sheet) (March 2001)  Kiarquist Sparionan, LLP (revised August 2002)

See Notes to the request form
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The demand musi be filed directly the competeni Inernational Preliminary Examining Authority or, {f two or more Authoritiss are
with the one chossn by the applicors. The full name or two-letier coda of thet Awtherily may be indicoted by the applicent on ths line
IPEA/ US
PCT CHAPTER II
DEMAND
unduArli:leﬂofhPﬁOoopeﬂm‘nug:
The mdexsigned that the international spplication specified below be the subject of
international inary examination fo the Patent Cooperation Treaty and
olects all eligible States (except where otherwise indicated)
For International Preliminary Exsmining Authority use only
Identification of IPEA Dats of receipt of DEMAND

Box No.1 IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION

Applicant's or sgent's file reference
CGLO1/0145WO1 (8682-84340)

International application No. Internationa] filing date (dawmonth/year) | (Barliest) Priority date (daymonth/year) *
PCTAUSD3/12588 . 23 April 2002 ( 2304/03 ) |23 Aprit 2002 ( 2304102 )
Title of invention .
POLYPEPTIDES AND BIOSYNTHETIC PATHWAYS
Bex Ne.II APPLICANY(S)
CARGILL, INCORPORATED Facximile No.
P. .Box 5624
Minneapolis, Minnesota 55440-5624
United States of America Telepeimter No.
Applicant's registration No. with the Office '

State (that iz, country) of nationality:
us

State (that is, country) of residence
us

of

Name and sddress: .f:w“m»ﬁuuhcwumﬂwm The sddress musi includs postal eods and

State (that &3, country) of nationality:

State (hat iz, country) of residence:

Name ind address: (Family name followsd by given name; for a legal entity, full official devignation. Ths address must include poxtal cods and
nawe of country,)

State {that s, country) of nationality:

State (tAat is, country) of residence

D Further spplicants are indicated on's continuation sheet.

Form PCT/IPEA/401 (first sheet) (March 2001; reprint July 2003
me.rm(g"mn) dly 209)

Ses Notes to the demand form



3

2 International spplication No.
Shest No. % PCTAJS03/12568

Box No. Il AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

The followingperson is 4]  agent ] common represeamtive
sed [] has been appointed exrlier and representy the spplicant(s) aleo for international preliminary exsmination.
BE s hereby appointed and sny carlier appointment of (an) agent(syeommen representative is hereby revoled.
. dor the e . - - o
D uﬂmyl:pﬂhﬂ.' ly M'bqhudlpumlﬂhhmy&mm;mﬁmy.m

address: Telephone No.

Name sd (F-m _-.z'w by given :ﬁr:-l::lf andlly, il qficial 052 742 4767

LEVINE, Edward |_ [ Facsimiie No.

Cargiil, Incorporated 052.742.0548

P.O. Box 5824 I—

Minneapolls, Minnesota 55440-5624 Teleprinter No.

Unlied States of America . . .
[ Agents registration No. with the Office |
28,087

Address for corresposdence: Mark this check-box where Common representstive isthas appoi and
ﬂn;l{o?iuudmdwmdlu'u ”ﬁwm‘ﬁ been fnted

Bax No. IV BASIS FOR INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION

Statement concernlng smesdmentm*

1. The spplicant wishes the international preliminary examinstion to start en the bagis of: |
DO  the mternstional spplication as originally filed
thedescription  [3%]  as originally filed

_ [C1 s smended under Article 34
the claims DY s crigimally filed .
[C] s amended under Asticle 19 (togother with sty accompanying statement)
[  ss smended under Articls 34
the drawings B woriginally filed
D ar emendied under Article 34
2. [C] Toespplicent wishes any smendment 1o the claims under Article 19 to be considered as reversed.
3, D mmmmo{mmmﬁmpmmwumommlumdm

the priority date unlesy the Intemsationa! Preliminary Bxemining Authority receives a copy of sny
amencdments made under Articls 19 or a notice from the mtﬂmhbumtwlﬁbmhnuhm
(Bule 69.1(d)). {Thir check-bax may be markad only whera the time limit under Article 19 has not yet expired )

* Where uhe:k-lm lnwhd.hlumﬁnnlpdmnmmﬂmmﬂwhuoﬂumw“lmn

ly where of amendments cleime under Article 19 mnd/or smendments of teruational

Arﬂcle rnlvdbyﬂuwulhdlmhl'y Exsmining Authority before it has begun to draw up
lwﬂhopmim or the in mﬂnﬂpﬂhﬂymmanm

Laaguage for the purposes of International preliminary examinstion: English
which ia the lsngusge in which the intemational application was filed.
which is the langusge of a trenalation fumnished for the purposes of international search.
]  which is the lnguage of publication of the international spplication.
[C] which is the lmguage of the translation (o be) furnished for the puirposes of international preliminary examisation.
BoxNo.V ELECTIONOF STATES
Eﬁmnﬁym-ndumsuumu.dmuawmnmumd-@ndm;*ummumnq

excluding the following States which the applicant wishes not to elect:

Form PCT/IPEA/40] (second sheef) (March 2001; July 2003) Ses Nolas io the demand form
LagulSsar 2003, Form PCTDEM
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International application No
ShectNo. 3. PCT/US03/12588
Box No. VI CHECK LIST
The demand is accompanied by the following clements, in the Ianguage reftared to n Exuiniag Anthetity s onl
[ m -] I j
BurNo.N.ﬁ:rﬂnpm intemationg] preliminary examination: , ty‘=. Y
received not received
1. translation of interoational spplication sheets 0 O
2. smendments under Articlo 34 sheets O O
bl A ﬂ'ﬁmm sheets - ]
¢ :;py(or, md?mmw ) sheats D (|
5. letter ' sheets O O
6. other (xpecif) sheets | O
The demand is also accompanied by the item(s) marked below:" .
1. (%] fee calenlation sheet . [] statement explaining lack of signature
2. [[] original separate power of sttomey 6. [[] vequence listings in computer readable form
3. [} original gencrul power of stomey 1 O in computer readsble S related to
+« B mr‘fuﬂpowofm 8 ﬂ other (s ) TranlnilhlLsunrmpyul'

Box Ne. VII -GNATU“OFAPPHCANT AGETORCOMONMATIVI
Naxt i anch sigastere, indicsis the namns of the person signing snd the copackly in which the parsen sigius (I such cupaclyy is net ebvisas from reading the demund).

rulmmmmmnmy-uu

1. Duate of actual receipt of DEMAND:

2. Adjusted date of reveipt of deand
ﬂ:ouacnmsmmmm

i The date of rece; dﬁedﬂnﬂhmmmawm The cant hag been
D ﬁunlhapu‘ltyvﬂnudm4ws below, does not spply. D mhﬁmdinﬂy.

4 I:I mdmdmpdhm-mmmulsmmmmuWMunmbyvmd

5. the date of of the demand is after the ex, rlhofﬁm!hlﬂ‘omﬂle date, the delay in rival i
O gmpsemme ~ .

For International Burosu uge only
Demand received from IPEA on:

Form PCT/IFEA/401 (laxt sheet) (Yanuary 2003; reprint July 2003) Sse Notas to the demand form
LegeiSaar 2003, Form PCTDEM



- PATENT COOPERATION TREATY

From Uw INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Ta: '
JEFFREY J. SKELTON

CAROILL, INCORPORATED

LAW DEPARTMENT

P.O. BOX 583¢ - .
MINNEAPOLIS, MN 15440-58%4

PCT

. NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT
OR THE DECLARATION

1PCT Rule 44.1)

ke manch/vear)

Applicm's or npll‘sﬁ-m'm
G682-64349

FOR FURTHER ACTION  Ses pragraphs | xnd 4 below

fcatkem Nn. Inseroatioogl Milng das
oot | bty
— . 23 April 3003 (23.04.200)

Applican
CARGILL, INCORFORATED

" Filiag of sosdesmts snd statemvunt vader Article 19

Lossremsiacnl nesrch sepuort.

Ankils 1702z} o Ut offnt is Uranminted kerowith.

4, Ramimien

prapuretion for lnerenionsl pubfiction.

wiisy im0 the ootlossl phass before tes desigasiad Officw.

Velunn {1, Natlomn] Chapiers sxd the WIPO loterngt alis.

The appiieunt s hevsby notified thay U insermstional wearch rapont b been esablishat and is sosmisied barwwidhs,

Tim applica s asiiied, il he o wishas, u—dhdd-d‘hludﬂqﬂld-(-“ﬂ.
Whan? The Unm lmit for Mg I‘Id.llllll'ﬂ!llll“lhllﬂ.’ld’ll_ﬂlldlh

Whan!? Muhw.ﬂd‘m 34, thegain des Colowbettes
1211 Gameva 20, Switwurlund, Facelmlle No-.; (61-73) M0.14.33

Far mara detalied lmbryctims, sos te puiss on the sscompenying shew.

E S D The appiioast Is barshy cotiflad thal oo istersstions] smech report WiRl be suablished ncef it he declwracion wader

[0 Wk regeed 10 the protas agaloms peymans of (ach adeitioal Foefs) wrder Banle 40.2, thm applicant ls coulfied thut:

‘[ e procast togutinr with the ducisicn trerscs ks eea tremissed o2 the Lnermuion! Burses ogather wich the
applicent’™s teqoest 0 forewrd thy texs of buth Lhe protost snd the declsion thervon 0 the desigmted Officss.

o0 deciaben bug bows meads Yot on the protas; the spplices will be natlfied 51 som w3 » declsion in sade.

Shorly afler 1 menths Gom the priority dem, the iserostions) spplicstion will be publlsbed by ihe kuerouicml Burass. U the
appliost wishes % svold or poutpons pobliesiion. & ootics of withdrewal of e imarnetiossl spplicstion, or of G peiority claim, ot
winch w [marcetionsl Busteu & provided bn Rules 50 47 .. sl W bis.3. respectively. hefiaw the oraplaion of e wohalal

Wikis 19 mesthy from the priority dale. bul caly (s respect of voms dmigeated Offioms, & desmed for isteymtions) pralisissry
exuninaion mat be filed if Gw spplicas. nishes 1o pamposs the esry kmo the aetioml phess wtl 30 soenths from e priority dme
(in same Offices vven luar); otharwise \be applicars wmet, within 29 mawths from te priority due, perfors e prevorlbed s for

In sonpect of ciber denignated Officus, the time Hodt of 39 mamths (or ltar) will apply wvan If 50 demsend ja filed within 19 soaty.
Sas dw Awna w0 Form PCTVIR/0] and, for detells shomt the appiicsbie tims iimin, Offics by Office. s the PCT Applicwnt 's Guidy,

H—d:ﬁﬂ-dhm
ﬂm#_m

P.O0. Bos U0

Alexmdsla, Virgisla 22013- 150
Fasiwie No. (703)305-3230

Form PCT/ESA/230 {Apell 2003)




PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REFORT
(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

—y *s fic reforance Nalficaton of T rewariia) of Uierasiioasl Seasch
e R oo et o
Intenasions} spplication Ni. Intermationsd (ing date wWeymonchkAvary [ +Esrlicst! Pringity Do (dviuonth/nar)
PCT/US00/12388 13 April 2003 113.04.2005) 1 April 2002 113.04. 2000

—

Applicunt
CARGILL. INCORPORATED

This imernatona] search report ks hean prepared by diis International Ssarching Anthrity snd {s transmitted & the
applican! aecording 1o Anicle 18. A cupy Is being twnmitied tw te Internationu] Bures,

~
mlhﬂl-ﬁllll‘lﬂlﬂ*lﬂﬂllﬂlldflllllﬂ'h sheens.
ft is ulsn accompunied by & copy of each prior ant dncument ched in (his report,

1. Buashs of the Report
a.  Whb mgard o the hinpwage, Su intenstions march was carried o ap the busis of’ te isdroutionsl spplication in the
langumpe in which i was fTlad, unless otherodas indieated under this L.
the inteyrmikona] seerch we corrhed cut on the. hasly of & Trapsiation of the internatinm) spplication Aumished w this

Autharity (Role 13. I(b)).
b Wi repard w any neclestlde svl/er smion stid sequeics disciosed in the ESeroailonal spplication, the nssrmtinnsl
sonrch was carried oul on the besls of the sequnce listing:

B commined in the imermsicon sppticetion in wrien fors.
flled mpether with the intsrmeiional spplication bo computer reasdable form.
farnished subsequentty to his Asulcrity tn weine form.
Pernished subsequendy to this Awbority in conputer readable form.

O

the statenent that the mbsequastly fornished writhn sequence Hating does not go beynad the disclosmre in the
imermtonsl application ss fled has been fornished.

the smtcnmt thet the Informmtion recorded in compuser nexdable form is identical & the wWritlen sequesice llsting has
bem furished.,

[T}  Corteln clalms were found uasearchabiy (Sos Bos. .

{X] Uity of vention by Incking (See Bax ).
4. ‘Wit regard (o0 the titls,

X e ext i spproved a9 wbmiteed by the sppdicent.
[ | oo teax s e emablishod by (his Autbority o read as iullows:

5. Wit regard 1o the shetrast.
e ez s approved as wubmitied by Lhe applicant.
the el bux bown extablished, scenrding o Rule 38.2(b), by this Autority as it sppesrs e Box U1, The spplican
may, within oo month from the dase of oiling of this international search report, subwnit conmesty i hls

& The lipow of the drawings o by pablished with the abstract is Figare No. __
us saggestnd by the spplicans. E Nons of the Qpxes
bocxnye the sppticant falled to suggest & fipaye.
becesan this Ngure hetier characisrizas the invention.

Form PCT/I8A210 (firm sheet) {fudy 1998)
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Inmrnations] spplicaion No.

,INTERNATIONAL SEARCH REFORT
- PCT/US00/11588

Bon | Obgervations where certala clalds vere found unsearchable (Continaation of Item | of first sheet)

[ “This internathanl repurt has X e extahlished Iy respect ol Certain claims under Artici |712¥a) for the (olowing reasams:

1. D Claim Now.:
mmm--mmuwnhmwwmwm

. D Claim Niw,;
Iu:nndqnhmnl-unrllnIm&ﬂqﬂdﬂnhﬁﬂaﬁyﬂﬁhmﬁlmh
mxch an exiem Uml 7 mwoningful inernatiursd search can bo carried cul, mecilically:

LR D Claim Now.: )
hecatine they are dependent clnits and are oot drafled in accordance with te secord ood tiird.sentences of Rule
[ X 18

Box 11 Observatians where unity of lavention is Incking (Contimuation of ltam 2 of first sheet)

mms—mmwmm:wmmumqm =2 lollows:
Flesse Seu Contiommlon Sheet

D Mﬂmdﬁu-ﬂf--ﬁmmwum.ﬂmmmmﬂ
warcbable claims. ]
2 [ As all pearchmble clalms coutd be sesrched without effort jusifying an sddidoml fee, this Authoriy did mt invite
peyment of sny additiona) fes.

As caly soum of e raquired adivierst scerch fucs were: el paid by the spplicant, this bermtionnl sexrch
repart covers anly thoee clakms for which fees were paid, apecifically claims Now.: | end 26-33

4, D No reguired adiditlonsl sexrch foes ware thmdy pald by the appiicant. Conssquently, this Internationg] senrch roport
is restriciad 1o the irveption (rst meptioned In (e clabms; it b covered by clelms New.:

Remark on Protest The addliiam] search fees weve sconmpanied by the spplicant's protas.
No prossst sceompanied the puymest of additlonsl seurch [es.

Farm PCT/ISA/2I0 (comimntion of {ast shees( 1)) (July 1998)
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BOX 1. OBSERVATIONS WHERE UNITY OF INVENTION IS LACKING
Thin mpplicating cuwnains the fullowing invemises 1y groupe 1f invemims which are oot po linked sy i farm » singls paneral
inventive comoept under PCT Rude £3.1. Fo order fur ad] invomtinm o he cxamined, 1he spproprmie additives) examinuion fees munt

b puld

Oroup I, claimesi (. drewn t methods of producing santin by cnven'ng glucoss 1 monsin,

Group 11, claimun} 2-1, 25, 41-43 and 55-57. drmun » uthods uf produciag momtin using wyptophan.

Group 111, clalmrs) 2-23, 4143, mad 59, drawn W inechods o provducing mopatin ulag indobe-3-lactic ackd.

Group IV, clainus) 2-23, 28, and 53, drewn i methds of producing muoatin osing ypaphan und indole-3-laetic sskd.
Grogp V., claimys) 2-13, 24, 4143, and 35, drawn s metbods uf producing somtin using ﬂh-!-pyn;nn.

Grogp V1. claimee) 2-13, 41-43, 52, 33, and 35, drawn 82 oatheds of making monatin wsing 2-hydruxy 2+4indol-3-yimethyl)}-4-keoa
gloteric scid.

mw.:mgi&nuunmhmmmwmmm
Group VII{, dabn(s) 34-35 and 38, drawn t known irypiophensss polypepiides baving particolar sutmlons.
Greup LX, clainys) 36-38, drewn t hinwn beta-tyrosinsns polypepddes heving particnler mwiation. '

Croup X, clakm(s) 3940, deswn w0 exthods of wmliag monsin using an slanine deriveive snd & indols-3-pyruvam deriveiive,

Oroep M, clxin(s) 44-31, draam to mxcisie acids, versoary, recoanhines celly snd proteins relaisd o SEQ ID NOs: 11 and’or 12, an
sropmlic uninonsferase rom Lactobaciiles swploverss,

Groop X1 claimis) $4, drewn ko & composition comaprising 2-hydroxy 2-{indal-3-yimethyl)4-keto ghetaric ucid.

The inventions listed as Groups X1 do nox relate o & single gerwral invexive concept wnder PCT Rule 13.1 hoexuse, wader PCT
Rule 11.2, they lack the s or comvaponding special teclstien] features oy U Sollowing ressoos.

T wecial welmical featitn, nf Groug | s the purticulsr schitile, glicoss, & produce the p . culer product, sstin: 56 process
sups are defined. Produstion of momiin is known i the snt (Nakenors o of.  Towl Syothesis o' Momtio., Organic Lawers (2000)
3(19):2967-2970} from other subnirsies; tharefore. bt la te cambinuion of glucose-to-monatin Gt comprices the spesial techaicsl
feature of the clalm, No other cizims share this special technical feaiure.

QGroups J1-V1 and X oll share the tecimical festtre of Group |, ¢ut [s paking momaidn. However, tyens Qroups sre use differam
staxing material in the procoss and, thas, do ot share the spcial scchical famnare of Qroup 1 thet is using glocose.

T producss of Orcep VI shorw the technical fantizre with Croup 1, gt is making mogaiin. Howewer, oo regalresmt on te
substrast used by the ceBs W mele pxmaits s noted. Thus. e products of Group VII do ot share » special sachalcsl feviure with
Grap 1. .

The products of Oroups VIH and DI shere » techuics) feanure with Group 1. that | the polypeptids products can be tend In dw meking
of momstin. Howsver. 0o requinemend that the polypeptides mmst use ghunes in the production of monatio aod/or iis ntenoedisms is
moied. Thus, dx prodocts of Groups VI and 1X o not shers a special meimicsl fasture with Group 1.

Feama PCT/ISA7210 {seccnd shest) {July 1998)
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The prosducts of Gevap NI abry 2 wechnica Feature with Griu [, that is U nzcleie acids, vocars, ot colls, and pulypepilde
products cion M i in the making of mumidn. However, oo reyuirenem U these producs must use ylucose in te production of
monotin and.r it imcrmediatns is nowd, Ths. dee prpdicts of Geoop X1 &) mx share » wpecial wetwical femmre witk Groug L.

The pristuct of Group X1 sheares 3 iechnbowl lenmure wigs Group 1. that s the product b a1 inlrmediste in te: diacioged production of
glucowe u3 mmatin. Hersgver, the vperlal bechnionl feature of G | dies not ochude tive discivwed metiod steps sk aung are
reyuired in W clolm. Thus. the imercundinte produet of Grop X11 doss oot shars the special technical fesnire of Group | sines Lt i
afder glucus onr mezxain.

003> 10-2(-03 _
2-21-03 : |~a4-04.
-a1-0= - . =D
12lailos AN P

Bl . \fg»‘.?é'w f:
g N o Malos

Frrm PCT/A/210 (second shecy) (July 1998)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT nservatiornl spplication No.
PCT USQ) 324938
A CLASSIFICATION OF SURJECT MATTER
IPCes : CIFD MW IE:CI2PIT IO
USCL HE - F LR

1 W i I

L)
B.  FIELDS SEARCHED

Mingnum doammenistion seerched (clasriflcution system folinwed by classilicadon symivls)
U.S. - 344 498; 338.101

Ducumemsthn searched vther Smn mininuam docononiathm o the entont that mch dvcumonts wre incloded In de Ndd semrcind

Electronic Jata hase comadiod during the inistasiooal saurch ioume of dew hess and, vhera practicuble, sarch s used)
CAplun: mummiin. pulypeuide, prncin

€. DUCUMENTS CONSIDERED TO BE RELFEVANT

Ciutinn of duocuses, with (ndicathn, where sporupriue, of the refevenst paupes Relevazt i vialm No.

NAKAMURA vt &, Tllll]llhl.lul'm Organie Letters, 2000, Vul, 1, Na. 19, 1
popaa 2967-1970.
U3 5.994.939 A (ABUSHANAB «1 o) 30 Nuvamber 1999 (30,11, 19991, . 1

HOLZAPFEL er o, A simple cyctonddithm spprmach o a racemsty of the manul ]
redetnor shadin.  Synthetie Commmunications. 1994, Val. 24, No. 22, pages 3197-2211.
HOLZAPFEL etal. The symhesls of & gamen-ken-alphe-umioo scid, » key imermedinte 1
in the syrubeals of monmin, x tuw meturel sueetasy. Synihsilc Commmicutions. 1993,
Val. 13, Ne. 18, pages 2511-2526.

VLEGGAAR ¢t s, Stucture eladciation of mnuiln. « highinemalry sweotoer Imiaed v
Firom the plant Schbarsidton diclfoliu. J. Cham. Soc, Perkin Tranmesions |2 Orpanic
and Bio-Orgaci: Chanlairy (1572-1999). (992, Vol. 12, pages 3005-3008.

PATIL s a]. Cloping, mcieide moguencs, overraprembon, and inctivation of e 1531
Escherichia call 2-iprto-4-bydronygiusarai uidolase gecs. ), Bacieriol. Jarmery 1992,
Vol. 174, No. 1, pages 102- 107, sqpecially sbemrsct.

” > b))bj
-

mnn-m-nlindhh—h-dndlnc. D Ses pateni [emlly ancmx.

. Specia [—1 - [—] =1} -
"A®  dmcumet dolining the gameral ssm of the 54t Shich I ot manekiored = bt H:Ly-:..-h i -
of paicaler reovasm
= v of punisier relewacs: s slalnol invanie s W
T owlir pplication or puie pubiinind on wr shur the iacwgatieial Nieg das tausiinged mvpl or by cossliend = lvaiv & bvanie uy

when ey donmma b taken sloms
L dxcomes which may trow denins op priariey clde() o whith b et &
omabiiel tha gurlificutias dss of somher slintion ar ahet apeciel weman - dosamas of peycianior relevaner; the dalmed byvntioy amey by
wpialfiody combdarsd o lnvalw 28 rwatie anp whet e dovuman b
ounhined with ans cf mure it b dasnagt, wch candinalem
" dmepay reforsing i s ova) dacimate, wii. exibilon w ether Wean baing abvicis i » persan; slalled bn s a1

- h—-p.ﬂhl-h-h_-illh.ﬁh-h- - doramas menbar of ty gt puamt Canlly

Datr of the scwsl compleuon of the inwrosiopsl sserch TIﬁlhﬂ'hhﬂnﬂhﬂ“w
[} 200y 2003/
Name s malling addrems of e 1RA/US A >
N . o 5{‘ "'\L‘ -
M S PCT. Am: 1EAFUS -t A > - o m—
'nh"ﬂuﬁhmu-m Talepizme No. (703) 305-0196
Fecaimile No. (703)3G5-3230 ~

Form PCT/ISAT110 (second sheet) Gy 1998)
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C. (Contimmtion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Cepory * " Cltation of dirwmet. with imdivelive. Wive spprepviam, of tha ey posspes Relewm @ clsim Na.
X GALKIN et al. Bynihewis of uptically active ezninn acids from alphe-kew scids with 3629, 31, md 91

| Emcherichin exdj cclls enprowing huterolugous penes.  Applied and Envirommental

Microhinlugy. December 1997, Val. 43, No, 12, pages 4651-4636. cnire doeumer.

DELUNA svud. NADP-Gluiamaw Detyydmpmase Imansy mes ol Sschnemycn 16-29 und 32
cereviviae: Purification, Kinesic Propertios, snd Piysipdogical Rubes, J. Bid. Chom. 23
Nowember 201, Vid, 220, Noo. 47. puges 43775-43723, yniire dicument.

Form PCT/ISA/210 (swcand siees) (uly 1990)
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CHAPTER |
PCT TELEPHONE MEMORANDUM
FOR
LACK OF UNITY OF INVENTION

PCT No.: PCT/US03/12588

Examiner: Kathieen M Kesr

Attomey spoken tn: Paula DeGrandis
Date of call: 02 September 2003

E Amourt of payment approved: $210
E Deposit account number to be charged: 02-4550
D Altorney elected to pay for ALL additional inventons

X attorney elected to pay only for the additional inventions covesed by

E GM:): v
~ sncompassing -
Caim(s): 26-33

D mmmnwhmmnmmmuhd-mm
{Group I) covered by Claim{s) ___ has been searched.

E Attomey was orally advisad that there Is no right to protest for any group nat pakd for.

@ Altomey was orally advised that any protest must be fled no later than 15 days from the mailing
of the Search Report (PCT/ISA/210).
Yiom Limit For Filing A Protast
Applicant Is hereby given 15 days from the malling date of this Search Report in which o file a protest of the

hoiding of iack of unity of invention. In accordance with PCT Rule 40.2, applicant may protest the holding
of lack of unity only with respect to the group(s) paid for.

Please See Continuation Sheet

Note: A copy of this forrn must be attached to ihe Search Repart,
USPTO/269 (August 1967) B
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Inteynational application No: PCTAUS03/12588

. ATTACHMENT TO CHAPTER | PCT TELEPHONE MEMORANDUM
. . FOR
LACK OF UNITY OF INVENTION

Cantinustion of Detalied Reasons Fer Halding Lack of Unity of Invention:

Tli'saplcmmmﬂm&:bwmlmenuouugmmofmﬂhmmmwlhuumhma
singie general Inventiva concept under PCT Rule 13.1. mawrwulmmmumu the appropriaie
additionsl examination fess must be paid.

Group 1, daim(g) 1, drawn to methods of producing monatin by cotwerting glucose to monatin.

Group 11, daim(s) 2-23, 25, 4143 and 55-57, drawn to methods of producing monatin using tryptophan.

Group 111, daim(s) 2-23, 41-43, and 55, drawn to methads of producing monatin using Indole-3-lactic acd,

gplv, daim(s) 2-23, E,llﬁﬁ,d’lﬂhbﬂ“nfpu.lﬂumﬂﬂm"wlhﬂms-ﬂ

Group V, claim(s) 2-23, 24, 41-43, and 55, drawn to methods of producing manatin using indole-3-pyruvate.

Group VI, caim(s) 2-23, 41-43, 52, 53, and 55, drawn to methods of making monatin using 2-hydroxy 2-{Ingiol-3-
yimetiyl)}-4-keto gluteric acid

Group VI, daim(s) 26-33, drawn to oells for producing nmlmalm«umuﬂkuum.
Group VIII, cialm(s) 34-35 and 34, criwn to known Dyptophanase polypeptides having particuisr mutations.
Group DX, claim(s} 36-38, drawn to known beta-tyrosinase polypeptices having particular mutations.

Group X, clalm(s) 35-40, drawn to methods of making monatin using an alanine derivative and an indole-3-
pyruvate derivative,
WEMS)MLMDMMMM&M&HMMMESQE“
11 andfor 12, an aramatic aminotrensfersse from Lacnbacilly amylovores.

Group X1, dil(s)ﬂ,dnmhlmmmmuhﬂ-mmmﬂ.

The Inventions listed ac Groups I-XII do not relate to & single general inventive concent under PCT Rule £3.1
because, under PCT Rule 13.2, they lack the same or carmesponding spedial technical features for the following
reasons.

The special technical faature of Group I s the particuiar substrate, giucose, to produce the particular prodct,
monatin; no process steps are definad.  Production of monatin s known in the art (Nakamurs of i Total
Synthesls of Monatin, Organic Letbers (2000) 2(19):2967-2970) from other substrates; therefore, & & the
mdﬁn-mm“mhﬂﬁﬂ“ihm No other clalms
share this spacial technical festure.

Nots; A of this form must be attached o Ihe Search .

USPTO/299 (August 1987) B
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Groups I-VT and X ail share the technical feature of Group 1, that s making monatin. However, these Groups are
use cifferent starting material in the process and, thus, do not share the spedial technica! feature of Group I that
is using ghuxose.

The products of Group VI share the technical festure with Group I, that 5 making monatin, However, no
requirement on the substrate used by the cefis to make monatin is noted. Thus, the products of Group VIT do not
share a spedal technkal feature with Group L

The products of Groups VIIL and IX share a technical feature with Group 1, that & the polypeptide products can
be used in the making of monatin. However, no requirement that the polypeptides must use giucose in the
production of monatin and/or RS intermexiates i noted, Thus, the products of Groups VIII and IX do not share a
special technical feature with Growp 1.

The products of Group XI share a technical fexture with Group [, that 5 the nudleic acids, vectors, host odlls, and
polypeptide prodicts can be used in the making of monatin, However, no requirement that these products must
use gluinse in the production of monatin and/or ts Intermediates is noted, Thus, the products of Group XT do
not share a spacial tiachnical feature with Group 1.

The praduct of Group XTI shares 8 technical feature with Group I, that Is the produet Is an intermediste In the
disciosed production of plucose to monatin. However, the special technical feature of Group 1 does not include
the disclosed methad steps since none are required In the claim. Thus, the intesmediate product of Group XJ1
does not share the special technical festure of Group I since i s neithey glucose nor monatin.

Note: A capy of this form must be aitached fo the Search Report.

USPTQ/288 (August 1897) B
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NOTESTOFORMPCTASANIIO

msmnhmunyummwmmmn*mnlmummmgp. The
Notes are based on the requirerasrus of the Patent Caoperation . the Intlons and the Adreiniswrative
Lngtructions under thal Treaty, In case of discrepiisty fitwewn these Notes and those requiretwenty, the \stier are
applicable. For more dewiled informstion. see sl the ACT Jdpplicast s Guide. o publicstion of WIPO.

In these Noces. =Arvicte.™ “Rule™ and “Section™ refer to the provisinns of the PCT. the PCT Regulations sad te PCT
Administrilive Instructions, respectively.
INSTRLUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDERARTICLE 19

The applcant has, afier hay 'Mhm-ﬁmmwnwhdﬁuvfh
mmu:r-plum ] mummmm the Iniemnational spplication (claims,

descnpnos and drawings) be amended dunng the inlemanosal prelimunary examostion procedure, there i usually

:n':dmﬁlnnFﬁun h:h@u:nl:&ﬂ:l’mﬁci.ﬂ:n&mmhwuh bliahed
purpases -ﬂmm pnothr reason {nternational oM,

Fﬂml&uﬂhumn-.pnvlhﬂminhnﬁ il:n.l-SIum.

What parts of the lnternationa! application may beamesded *

Under Article 19, only the ¢clsims ruay be amended.
During the intenational pheve, the claima may aino by smendod (or further anended) ander Aricle M before
the Intematiomal Prel i Mlhllyﬂuburm and dawings be smended
under Article 34 befoxe the o IMIinllwluninh. uthority. mey osly
U into the watigeal all of the Imernarional applcation be amended wnder Ardcle 28
o e dpplicabie: Ak g -

When ? Wil“hhhd“ﬂldhm-ﬂmwliﬂhm
mm-bnupuhw It should be nated, however, that he amendments will be
[ been recelvad on teme If they are received by the Imsmarionsl Bureau after the expirstios: of the
e '“llhwwmhmdhnhhﬂmhhwph

Where apt 1o [l thy amendments ?
The amendments mry only be filed with the Inermationsl Buresu and net with the recriving Office or the
Imematonal Searching Authonty (Rale 46.2)

Where a demand for iemational prelimmary examination has beenris filed. see below

How?  Either by cancelling one or mare enure claima. by adding one or more new claims of by smendiog the text of
one or more of the cluims as flled.

A replacement sheet R be submined for cach shee of the claims which. on account of an amendment or
amendments. differs from the sheet ongmily fiked

Al the clsims appearwig on 2 replacemant shext mugt be numbered 1n Arabic musmerals. Where 3 cliim m

led. no reumbenng of the other clamms is required. In il enses where elaims are renumbered, Dy must
be renumbered consecutively (Administrative Insiructioms. Secuon 203(b)).

The ameadmeuts mus br made {n the [angusge la which the internntionsl applicntion b tv be publisbed.

What dacuments must/oway sccompany the amendments ?
Lavter (Section 205(b)):
The amendments must by subrmned with 2 kener.

The lener will not be published with the smemanonal apphcation and the amended claims. [ should not be
confimed with the “Stateeners under Ancle 1915 face below. under ~Sttement under Ardcle 1%(1)7).

The letier must be iy Euglivh or Froach, at the chaler of the sppliesnt. However, If the Inagoage of the

isternational spplicstion Is Engjish. the leiter must be In English: if the language of the ialernationa
applicaten Is French, the letter must be In Frenth.

Notes 1o Form PCT 1SA 220 fiesd sheety cJuby 1995, repninl Apnl 202
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Total Synthesis of Monatin TR

T”h?“':”?
Kozo Mekemuxn, Tracy J. Bakar, sud Murey Goodmar - !

Department of Chanistry and Blockewdairy, Wwﬂyd‘m
San Diego, 6223 Pacific Hal, La Jolia, Califernis 92093-0548

" mgoodman@ucsd sy
Recaived Jus 1, 2800

) Adenastn £1)
=
-]
mmm“ulﬁ-d“ﬂlm#dnmt-md“
hﬂ_ﬂjm_

The swoet, saturally ocoiring, waans] eming acld Moogtin
[1, G2AS)4-hrydroxy-4-{indol-3-yimetygintaraic acid] ws. Schume [. Stmiogy for the Syathesis of Momtia
isolated in Sowth Afries Srom Schisrochiom iicholinr.! This ar
mmall molecule axhibis & potent swest taste, Lo about 1000
thnes pwecir than sucyoss om & waight beais! end i a0
anracsive turget 10 systhesize m 5 molacule exhibitiog a sweet
fomte. The synutheses of mosnates snd xn snalogus of Moastin
have been reported ? In this Letter, we roport the syrthesls
of opiically pors Monstin (1). For this underwking, we
utilized the strategy outlined in Scheme 1. In e retrosyn-
thetic snalysis shown, & bond s farmed betweon a desivative
of indolelactlc acid (2) md an optically active protected
axgzolidine 4. Thase resctants are resdily formed from
comsnercially svsilsble racemie indolelactic acld (3) and
L~asring (5), respectively.

Monutin coutying two axyounetric cencers ot C2 and C4,
The O4 contor has an a-proton which is cusily epimerived
nnder bewic conditions. Therefore, we employed the highly
reactive Garner alichyde (4) to react with the coolete of * Py = protecting grouy.
Mlhlﬂﬁ'uqhm jon of aldebiyie 4. With
one ARYPEDSIYiC conter xnd the remaval of the hydroxyl i Intermediay
8t O3, we chizined twp dizstereomers bn ocr systhasis. The 'I;.wum&m 196 fom b disscrosmser
Before we undertook the syothesis of Momatin (1), we
! Rosaych Poliow of de Bocisty for the Promcsion of Scisse. mhm‘u”hwdhwm

2Fl~u--. QLB V. L L Chan Soc., M. 13 in which & @ ring e & This
Lt W Bischolwrgar, K> Olivier, J. uil. Commmn. enmntioaclective roote began with commarcially svailable
SIS, Novesios Wy 19V ) Pt o G | o O oyl c (6, Schem 2) I 1904, Sechich epoced

Comp, 1993, 23}, 23112526, " the ensntiospecific alkylations of several 1,3-dicxolxnoses
umun:amm © 2000 Amvican Chamica) Seciely .

&
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Garner aldeiryde (§)’ devived from L-sexing dd resct with
the conley of compoond 7 genemand with LDA st —78 °C
0 produos condensstion product 9. This molocvle posscases
s S-lydroxyl group which was removed by Barton deo-
ponstioe™ to provide the deoxygssmied product 10 with
axcelient dissteronselectivity (17:3) as determined by 'H
NMR spectramopy. Belective dopretection with FPTS in
refinxing ethanel’ affirded the Boc-protecssd f-smino
slochol 11 in good ylkid The primmy alcohol 11 was
oxidized to carhaxylic sold 12 with FDC without eplme-
isxtion & the C# poaition® Comspoumnd 12 sed the small
smomt of disstercomer wers ssparsble, and optically poro
prodoet 12 was obixingd. We catshiishad by NMR spectes-
copy Gz the mujor prodoce 12 possesssd the (254K)
oonfiguration 49 Fraal depmtcotion of the Boc mnd pivalidens
protecions of eoepoand 12 was affbrded by sllowing the
reaction 1 refiux in 0.1 N HCVHCO.H for 3 b Scbheequent .
purification provided the (25AX) pheey] xelogoe of Mamtin
(13) which did not possess & swest taste. .
Soce scpention of te disstercomeny of the phewyl
analoguo 12 was mcowmsfhl, we sppliod this strxiegy to e
proparstion of Momatin (1, Schame 3). This rynthesis

- acld (3). The pivalidene derivatives 2 wire cbined in good

¥icld by Sollowing the same procedere o that reported shove
for the prepamstion of compound 7. Resction of the appropyl-
s enmtiomer of the Garner aldeiryvic (14) with the anolzts
of intermedintes 2 prodused compoends 15. In this reaction,
dimerization of intermediates 2 gan resdily cocxr. To aveid
this side resotion, it was secousary to maimain the reaction
temperature below =76 °C, Deaxygenation of isomes 13
prodaced the diastercameric pair 16.” Deprowstion of the
pivalidene grop gave the ydooxymaethylens molecules 172
and 17b" which were readily oxidined to the carbaxylio aeld
structurss 18a and 18% uing FDC. These reactions were

cL t 3 5 RAJ Chon. Soo.
RS e D A
Chen 120 25342341

quﬁ?ﬁlu; Oy Chems 1997, 32,2341, ) Clmar,
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Fgure 1. RPLC chats of setvsnl sed syntintic Mosstin ). The
arigine] seans wre shown,

opimeyimtion st C4 was detectad by HPLL., The ring opening
of lacam 19s after acidification lod directly tv symthetic
Menatin (1) which chromstogenpliveed flestionily with sazaral
Monatin (Figore 1), In addition, the !H NMR apectium of
samnally isolated Monstin s dontical to te apectrum of
syathatic Monatis (1, Figase 2), md HRMALD] entablished
et the synthetic product possesms Ghe sxme formmala o8
wtursl Mongtin, Last, the optical robion (JaP%h) of
synthatic Mooatin is oonsiscens with that reported for natural
Monatin [ 7.6 (lit.) ve ~ 3.8 (expevhnentally dotermined
vader the sans conditions)]. Iudwed, vysthatic Monatin (1)
exhibity » swost potcucy equal to that of the nataee] prodace '
The dinstereomar of Monatin, compound 20, obtalned in this
synthesis axhibits o alightly sweet msie which owy be dus
» the preewnoe of & e oot of Monstis (1). Ware

il

0.0 50 0.0 1o P 50 40 20 2.0

-m‘l. swmmm—-m—nuqud;

Mommstin (3).




smulogue of Monatin (13). The synthesss of thoso tarpet

molecules will prove 1 be most useftil in our stndios of the

molecular basis of the sweet wste,

"We thank Dr. $. Fiang, J. Kwak, L.
Zhang, M. Tomioks, and J. Toulsne for NMR, collection of

piryvical data, and useful discossione. We srv alao grmefal
1o Dr. Louis Ackenman for & sserpla of naturg] Mooatin. This
woxk wa supported, in put, by Ajincesota Co., Ino,

Supportiag Infermation Avallsble: Experimental pro-
cadures with spectroscopic dats for compounds 1, 15, 19s,
aud 19b. This metesial is available fos of chargs via the
Internot st hetp-//pubs.scs. org.
omesdq

Oy, Lug, Vek. 2. Mo 10, 2088

_____#
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SYNTHESIS OF MONATIN-A HIGH asputame ip o vanicty of flavors with or withont carbon-
INTENSITY NATURAL SWEETENER ating. The Hmited emounts in the dried back (0.007%) has
spurred sifom o mathodninglss 0
BACKGROUND QOF THE INVENTION hm#ﬁ__mdhm“"
1. Field of the Inventios 3 1 aisem the relationship between siractrs and swestnam.
The inveotion relates o the syathesis of manarts. Strectura] and stercochemics] analynss of monaiin astab-

2. Deacxiption of ths Prior Art . uhbm.:)lz;:u:w
The undesinbis effacts associated wht the high conmmy- _ nd0lyliwcuiansic scid 1. There s two reparied sycthcecs
hdw.ﬁ.m.d“‘_::‘“ n z:munmmhht.
(n mn icnormive ssarch for natural and myntbetis substitutes. dealu with the proparstion of ¢ hey kete weter 3 fem
Altbough 4 Somber of 000-Durhive swesieoms hyvs besn  00ia sencle scld and an sotivated L-sspectase, Holiaphel, C.
sppeoved for public consmption, mack @ sapcharls, WV OUVIEL Symik. Canwan, 1993, 20, 2511. The meved i
cytlamate, sormifame-K nd aspestaes, oooe lfill the 35 2280 WpRE a 243 cyuloeddbion maction betwess kndoly!
requirnmas of being s, non-caloris, stbls over & wite h"’?"‘."m‘ﬂb"ﬂhh—l‘{
rangs of pis and temperaturss with & Jong sbelf-tifs, and 80 which monatin ks cbisised, Holmphel, C Wy
albortaste, The paosern ahout koug teze affscts of pome of WLMMMIMI.NB_.
Chows products bas sesulted in the scarch for kigh iy _ DOt S0 maltisep rovies sad sffer o low yilds i
awoslopm® from catoral sources. 1 cortais glops.

Thers sre & gamber of pamnily occarring cooxpesnds

such an stovioaldo wd glycychitin thal are asod as sweeks SUMMARY OF THE INVENTION

ot in Horope and Japan ban noos keve been spproved fhe Broadly the [ovestion comprisss an sconamic, vematlls
ws s much o the Unied Stmes. Monatin i a bigh intersily, 25 854 scalabls muthosls of monatin it is adspiabis for the

. low-caloric sweotoner that was isolalad from the buk of the  Propssition of chiral isomens «od oew xmioge for tass

roow of Schierockiton ildolfolias, found in he perthern  SVElmstino.

Tmnavasl region of South Africs. Its relitive swectoms was Roferring o Schome I, retrasynthetic soalysss of 1
detarmioed 10 be 1400 times that of moroes. t was found o indols, whom regiospeciic condensation with an spaxy
creatc highly scooptshle blend with other swnscusca sch as  cstar § gpaueraied the roquired substitution a1 C3.
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‘Tha synihstic pathwyy i monatin 1 is outlined in Schens
S
. Scogn?l
W o
¥ ] -
-t

prowons {8 336 & 440 ppn), both sppearing us doublat of

y -

.cl Relily

«© mhhm&nhmmumh

cls ssrenchensistry ® the methoxycarbonyl group.

Catalytic bydrogenation of axido lacioss 12 pawe amiso
lactoge 13 i pearly quantictive yield = a 32 Samerve-
maric minters. Bam catalysed hydralyxis of amino lactons

. % 13 geve comic mooatin 1.

1 is ovideot from this syoiless il chinl omers of
mesatis gan be abtaibed following the same rovi described
in Schamne 2, by nsing an eptically active spoxkde 9. 'l'hen

under N,. Uckss otberwisc oowd, malerials wers
obtaloed from commercial supplions md wom used without
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iovention, with the stixinment of some or all of the advg-
agm of e ipvestion. Theeeiior, k is the object of e an
sppended chins o cover all mch varfations and amodifice-
Gons s come within the tree apirk and soope of te P

" . .
. ‘a . N
Having descsibed our iovention, what we sow ciaim ix:
LA‘U;&'IIII’II_-EU ‘8 : son of (1) whb
. sxils tranafer fom
o ths  bindersd eolectrophile . 2,4,6-
triacyeopyRrrencsilfonyl wxide tv prodece
» ' a»
|
LY
]
whish compriss:
] calalytically hydrogemiting (12) to podece
opcaing the ring of the sotive spuxy caler L . an
]

and
o whs lndol 5 Sfecting buts catalyzod bydralysh of (13) 1o procucs (1)

by {o =ity base calalyzed hactonization 1o prodece " s v



SYNTESTIC COMMUNICATIONS, 2K22), SI97-3311 (1999

A SIMPLE CYCLOADDITION AFFROACH TO A RACEMATE QF THE
: NATURAL SWEETENER MONATIN .

Codric W. Holxaph
Department of Chemistzy, Rand Afrikamms University, Sobamnesburg,
South Africs,

and Kar! Blachofbergar and Joban Ofiviert

MATTEK, CAIR, ¥.0, Box 335, Pretodls, South Afiica.

Abstrect: The maction of metityl 2-(-tndolytoetyD-accylais 2 with
eatbethoxyformonitrile axids 3, followsd by sponification and pednotinn,
gives mainly mcemic mooxtin 1. Prelininary stiempls to adapt the 243
cycloaddition 10 a now chim] synthesis of monatin, 1s described.

* To whom correspondence should be addnnd
3197
Copyeighs ® 1984 by Marsel Dekdns, Ins.



e BOLZAPYEL, RSCHOFMERGER, AND OLIVIER

'Wa have recendy described an efficient roie to & kny intervadint
in the ayathesis of the matrs] swootener monatin 3, atarting from L-aspartio
ackf, In addition to & chiral gynthesls of momatin, wo required & simple
method for the preperation of the rcemate of monatin for the purpase of
& structurc/swestaces solationship sody. Wo now repart the eyathesis of
racamic monatin using & (2++9) cytoaddition ss the Lay step.

. -y
OW
X .

As marting mawerials for the synibesis of mesmic 1 we stlooted the
sccylais 3 and carhethsryformonitelle oxids 3 (CEFNOY. Methyd 3-G-in-
dotylmatiyl)-scrylat 3 was pespeced by fhe coupling of the ilole Grigoand
4 with methyl bromomstheorylate®, The niirile oxide 2a was geserated in
Sits from the comesponding chloro-oxime prepared from the gtycine ethyl

enu'._

Raaction of 2 with CEFNO procsedad mmoothly in the preseace of
tricthylaming to sfford the diestar 5 in excellent yield. Scheoguent
ssponification of diester 5 ylelded the diacid ¢, Reduction of the isoxazoling

YL 2
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NATURAL SWEHTENER MOMATIN e
zing system of 6 with sodinm mnalgum in ethenol sfforded & mixture of the
four stareo-isomers of monstin, Tivstment of an aqueous wolation of tis
mizmre of isomees with acetic acid rested in the ssioctive precipitetion the
8,8/R,R isomeric mixtam of monstin somers (scheme 1), This 8,8R R
_nlnnn of monatin somers ahowed mo sppeceest lose of sweotness when
compared to the 5,5 natural monstin iscmer. )



o002

5200 HOLZAVFEL, BISCHOFEERGER, AND OLIVIER

W aro presenily engaged in scsaipts to dovelop this spproach into
& sscand routs for the gyntheais of chinl monstin. In fhis mgard the N-t-
Boc 2-(3-indolyimethyl)-acrytic said 7 was transformed into the chiml smido
lbym'lﬁmc_lh'luh;l'i Cuomponnd § was roected with the
sitrile oxide 3. Nooe of the expeciad products of (2+3) cycloaddition conld
be detectnd. WIthMhMﬂpﬂ .

R = G004y
T Lot e
) u.- % 1} deptvnnt R
0 wlintion
) Japrwiestion
i) rettion

BSchame 2




i situ fiom O-flyl protected nityocthenc] 9. This maction procesded with
excollent chiral indaction o yield & single lczanoline dlessoecener 10 in
Tow yield (scheme 7). This Jow yisid I prpbably ¢us t0 shxic hindance i
the ycioaddiion tresbie state dum 10 the passnce of the bulky byl
dimethylallyl O-potecting grovp. This atlonsBation s supported by e
" fct that resctin of § with the siufle oxide gmaiod fn sbw fiom
 nitrostuns proceeded &t & mankndly Hgher T snd firgishod the
. carzesponding cyclo-sdduct in good yiald’. We avimgs complstion of the
‘mometin synthesls 1 involve shmiler ssponification and rednction steps a8
for o non-chiral synthesis as well as the trasefremtion of the protected
alcohol Juto the cormeponding: aold. .

EXPERIMENTAL

_ Genaral, Ed%m.wmmﬁdnsmﬁ
WM-500 or AM-300 spectromster, Mass spectza were taken an & Fionigsn
MAT 50 docbie focusting spectrameter. Optical rotations wers recanded an
" » Perkin Bimer 241 polarmeter, M.p.s wotp tsonsded i 8 Kofior bot-
stage and are uncorrectsd. Oppobme’s miltam was obtained from Aldrich
fn the D-form.
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Preparsiion of mathyl 2-@-indolyimetityl)-acryinie (2)

Bthyl sagnestum bromide was prepared by adding othyl bromide
(1.3 £,'12 mmel) tn 2 ml dry THF 0 magesiam tomiogs (260 my, 13
mmaD) i1 4 ml dy THF and stiring the mixtise for 1.5 hours st room
tmpershirs, A salntion of hxiole (1.17 g, 10 mumol) in 2 ml dry THF was
added alowly by syrings snd stireing comtimed for 20 mimues st room

temperatire. Methy! bromomethacyylats (1.90 g, 11 mmoD) in 1.5 ml dry

THF was addsd dropwise at -20°C. Ths resction miixiure was stiored st
' room tempersture for 50 minses axt quanchad with water,

The THR was removed hﬁmﬂhmmm
3 times with echyl acetat, the ofhyl acetase layecs combined and drisd over
anhydrous mapassium sulphate, filteved and the solvent removed it vacso
%0 afford s yellow syrup. Column chromatography (woluens: ethyl acetats
[19:1]) gave uarsacted Indols (230 mg, 19,6%) followsd by the indals aster
3 (1.36 5, 63.2%) wa puls trown crystals, mp. 4°%47°C; 'H am.r.
(CDCY, 9): 3.75 (3, &), 5.77 (2H, 1), 5.48 (1K, ), 6.18 (1H, m), 7.01-
7.99 (SH, m, indols); BC n.m.r. (CDCY, &): 27.56 (od-CHy), 51.79 (O-
CBy, 111,13 (CwQ), 112.66 (G=C), 118.98-139.46 (indole), 167,85
C0); M* 215 (Expected for C,H, NOy: M, 215);.Aml Calced for



NATURAL SWEBTENER MONATIN . 2.

c,moﬁc.n.s:u.m;x.ﬁn.mc.n.mn. G.15; N,
65 '

nq-}dnumqi-"m

To 1 sointion of metyl 3(3-4adalytmetiyl-acrylam 3 (65 mg, 0.3
o) i trietylumis (101 mg, 1.0 mml) stiing b 1 =l &y
cilorofborn &t 27C was dopwin adiod by wrings eyt
' chioso(ydroxylmtnjansass 3 (91 g, 0.5 mmol) qver  period of ¢ hoxs.
mmﬁmwwnmm Tha
roaction mixion was Washed with water (10 s, the acganic phase dried
over anhydrous magnesiom sulpdste, fitered end concentrated i vacuo 10
afford & yollow sywp. Colmnn cheomatgraphy (olnane: ethyl aceteto
[17:31) fforded fhe puzo cycioaddition peodact $ s 0 ofl that aciidified
and was mecrystallised fiom ety sostate/tolueos ® sffond 96 mg (0.29
mmol, $6.8%), m.p. MAE¥C; H am.c. (CDC,, §): 1.27 (3H, 9, 3.20
(U, d, J=303 Hg,), 3.41 (IH, d, J=23.3 Bz, nd-CE, 349 (1H, d,
J=24.3 Hz, Ind-CE), 3.5 (1H, 4, F=30.3 Hs,), .74 G, s, O-CE)),
" 4.24 (8, g, 7.09836 (SH, m, indols); 5C n.m.r. (CDCY,, 8): 13.9¢
(CH,CE, 31,32 (ind-C,), 4048 (O, 55.04 (O-CHy), .11 (CHe-
CH,), 76.99 (CEC), 91.87 (C-4), 107.68-135.81 (indole), 151.58 (CO),



M HOLZAPFEL, BISCHOFEERGER, AND OLIVIER
171.30 (CO); M* 330 (Expected for CrH N0yt M, 330); Calenlaed
Accurate mass for Copll,N;Oy: 390, 1215, Found: 330,1215; Anal, Caled fox
CulyyN,0y: C, 61.81; H, 5.49; N, §.48. Found: C, 61.93; H, 540; N,
8.8, -

Preparation of racemic monatin

A solution of laoazoline disswe § (218 mg, 0.66 mmol) and
potasslum hydroxide (99 mg, 1.50 simof) in S mi 80% ethanol was stizred
for cne hour at room temperature. ‘Thiy solution was passed throngh an
fon-exchangs restn (Blorad, AG SOW-XS, 3aul) axed the resin rinsed with o
15 ml 60% ethanc! sclntion. Removal of the solvent &1 vecuo affiorded the
monatin diacd (164 mg, 0.56 mmol, 86.2%) s a yollow, crysualiine
product 6. Because of the Light semsitivivy of the diacid it wea diveetly
convested to the final prodoct.

A sclution of dlacid 6 (154 mg, 0.56 mmol) in § ml 80% ethanol
wuh-hdwlﬂ:l;dhnlnl'n«.wg. .89 mmal sodium) at room
tampesature fur 5 hours. The mescticn mixture was separated from the
marcury by fitration aml pased throngh cation exchangs resin (Biorad, AG
30W-XB, 20 ml) and washed with 15 mi 80% sthenol. The product was
removed from the resin by churing with squecus smamonia (80 mi, $%) ©

33
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NATURAL SWEBTENER MONATIN - 3208
efford pucs monatin a8 a mixsoe of four steolscmens (156 mg, 0.52
mmol, 92.8%). The mixtiirs of four steseciomases (150 mg, 0.51 memal)
wes dissolved Ia 1 ml water and 0.1 mul scatlc acHl added. A prodct
_munmwﬂmnm-mam
maceemic peixtore) Seatical t nataral manatin by a.m.z. (80 mg), m.p. 212%
214C; 'R nur. (0,0, 2k 1.96 (I, &4, J=15.2 B, Jm11.7 By, Cle
CE). 2.58 (I, &¢, J=15.2 H, Jo= 1.9 i, CRe-CR), 259 (1HL &, Jo 14.5
. By, Ind-Ciy, 3.19 (15, d, J=14.5 Bz, Ind-CE), 3.35 (16, dd, J=11.7
Hs, J=1.9 Hs, CE,CH), 7.04-7.65 (4H. Indole); 5C am.r, (0,0, &:
M. CHCH), 7. (ndLH), 2.8 CHLCH), %40 (CHALD,
108.28-135.03 (hnciola), 173.37 (CO), 179.19 (00, M* 28 (Rapected for

CuHoN;,0p M, 293).

 Preparstion of 3-(3-indolybmatiyl)-acxylle ackd

To a solution of metityl 2-(3-Sudalyimeticyl)-acxyiste 2 (230 mg, 1.07
mmol) disscived i 80% ethann] (4 mi) was added potassivm Iydroxide
(150 mg, 2.69 mmol) sl e soloton stred for 5 houss at room
temmperahre. The reaction mixtuze was passed through lon-exchange rosin
(Blaad SUWXS [200400 mesi), 2 ml) o’ afford the pure 2-(3-
indolyimeshyl)-sczylic acid xfier evapomtion of the soivent. The prodact
wai recrystallized from efxyl acetatn/hexans to afford the product as alightly
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rod cxymalls, Aml. Caled for CoH,NUy: C, 71.63; H, 3.50; N, 6.96.
Pound: C, T1.24; H, 5.52; N, 6.91.

Preparstion of N-t-Butyloxycarbonyl 3-(3-inddclylmethyl)-acrylicacid (7)

Di-t-butyldicarbonate (352 mg, 1.61 mma]) dimolved In 1 ml &y -
scotonitclle was added by syringe 1o & schotion of methyl 2-(3-indo)-

YimethyD)-acrylic acid (217 mg, 1.079 mmol) azd 20 mg DMAP stirring in
S ml dry scewniirile at room temperstizs. Afier 2 homrs & room
" tempecatuys the solvert was evspomsied and the product purifisd by coleom
chromatography (toluene: etiy] acotte: acetic scid [100:50:11) to aftoxd 370
mg (1.23 mmal, 76.3%) s & salid 7, m.p. 97°-99°C; "H nmur. (CDCY,, ¥):
1.67 (%8, s, +-Boc), 3.71 K, &), 5.83 (1H, m), 6.40 (11, m), 7.19-8.11
(%H, indols); BC am.x. (CDCY, &): 24.02 Qud-CH), 28.21 (CICH,)),
£3.57 (CICH,L), 115.29 (C=p), 117.93 (C=C), 119.20-137.78 (indals),
149.73 (N-L0), 172.09 (CO), Amal. Caled for CH)NO,: C, 67.77; H,
6.31; N, 4.43 Found C, 67.73; H, 6.35; N, 4.64.

Freparstion of camphor sultam acrylamide (8)

Thiony! chioride (0.21 ml, 2.92 mmol) was dissolved in 1 ml dry
-&-mm:mwmmmﬂummw
2-(3-indolylmathyl)-aceytic acid 7 (86 mg, 0.29 mmol) dissolved in 2 ml dry

>



other. ‘The solation was mefiuzed for 10 honrs and tha olvent recaoved &

* D-Comphor st (60, 2. 0.27 mmol dimoived n 1 il &y
toloenss was added by eyriago to sodiom Kydride (14 m, 0.38 zumol, 5%
in olf) tnder nitrogen and the resction mivmes athed for 30 s o2
_To0m tempecatars, ‘The ackd chilarkde peapared abeove was disotved in 2 mi
. dry toloens and added by ayrings to'the sultam apion resction mivtrrs ot
£o0m toenperahwe. ‘The zesction mixturs was stimed for & fixther 90

misziag &t XOOm tEEMpersioIR.

Too-wuez (10 ml) was addad to the reaction mivtare and the prodart
extracted with & firther 20 i toiens. ‘The arganks phaso was drisd aves
aphydrons magnestom sulphate, flltered and the solvent removed s vaceo,
The prodoct was fsolued by column chromstgreiry (ethyl scotase: taloms
[1:20D =nd the product Lolxted & colovsies crystals 8 (110 mg, 0.22
mmal, 75.8%), mp, 166-166°C; 'H nm.s. (CDCY,, &): 098 (ON, s,
miam-Cily), 1.19 (GH, s, miten-CH), 1.40 (GH, m, minm), 1.64 (7H,
l.l-au) 1.85-2.10 (SH, m, sultam), 3.39 (1H, d, J=13.6 Hz, Ind-CB),
!-ﬂ(mﬂul-ﬂ 6 Hz, Ind-CHo), l.ﬂ-(lﬂ.d.l-l'l 3 Hx, 3-CH,), 3.80
01&1-1735.':@.&056&&“.341&5&0-@.
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5.79 (1H, m, C=CH), 7.13-8.12 (H, m, indole); “C a.m.r. (CDCY, 2):
19.85 (ultan-CHY, 21.25 (miam-CHy), 3545 (wlam-CHy), 27.36
(mltem-LHy), 28.20 (CICHE,), 33.28 (mibtam-CH), 38.36 (Ind-CHy), 43,21
(auiam-CHy), 47.69 (slten-LICH,L), 48.01 (uitam-0), 33.57 (witam-
CH), €5.56 (3-CHy), ¥3.38 (CICH,),), 115.06 (C=0), 116.33 (C=C),
119,88-125.27 (indole), 143.23 (N-COy), 170.87 (N-CO); M* 498
(Expected for CoHLNOB: M, <90): Calculsied scoumtn mass for
Coll,N,0,8: 498.2188, Found: 498.2187; Anal. Calod for CypHoN,O,8:
C, 63.03; B, 6.37; N, 5.61. Found: C, 65.15; |, 7.63; N, 3.4,

Preparation of silyl-protected nitrosthancl ()

Nitrocthana] (0.1 g, 0.95 zunal, 85% eclution), imidezole (0.16 mg,
2.33 mmel) and +-buty! dimattrylsilylchlocids (0.17 mg, 1.1 mmol) were
dismpived in 0.5 ml dry DMF and hestad t0 35°C for 10 hours under
pitrogen. ‘The product wes extracted with efhyl acetsts, washed with waler,
the argeuic phase drisd over anhydrous magnesivm sulphate, filtered and
ths arganic solvest remnoved s voepo. Distillatiom undey reduced pressums
removed the excems wammm 08 well aa the starting
matarial nitroethancl, Colwn chromatngraphy (ethyl acetats: hexame [1:2D
removed the imidasole and sfforded the product 9 (0,15 g, 0.73 mmol,

o' 2 o



78.6%) = & coloutiens Iiquid, *H am.r. (CDCY,, §): 0.04 (G, s, 2xCH,),
0.8¢ (5H, &, HvutyD, 4.11 (2H, 0, 4.43 G, O; °C n.m.r. (CDC,, &: -
5.6q (ZxCHy), 18.15 (CICHD, 23.66q O-batyD), 50.54¢, 77.64t.

Coupling of prutested xitrosthansl with caraphor sultxm serylamide ()
. mmmom;mnmumx'm
_é.mnl.o.cmnma-nmhzmwu-dmm
altrogen &t roam temperstors, Syl prosected pltroethans 9 (70 mg, 0.3
mmal) and tristhylamine (1 drog) wers disscived 1o 2 ml dry ‘benzens amt
addad overa pariod of 3 hours to the reaction mixtare at room tenpamsms.

The reaction mixture Was stiered for 36 hours at room tacpecsmre
and tho sivent emoved s yacwe, mmnuﬁqaﬁ
chromstogeagphy (ethyl acetats: wlnens [1:3])'to afford the product 10 30
mg (0.04 numal, 15.6%) as & calousions all, Tal"; -3.6 (3, 0.54); *H N.ow.r. -
(CDCL) 8 -0.08 (s, 3K, &-CHY, -0.08 (s, 3H, 8-CH), 0.8 (, SH, 8-
CICELD, 0.80-1.91 (n, mitam), 1.62 (s, SH, O-CICHD, 3.11 (4, 18;
Jm17.6 Hz, Cli-isazaxoline rivg), 3.16 (4, 18, J=14.4 Hs, S-CH), 346
(4, 1H, J=13.5 s, Ind-CH,), 3.51 (4, 1H, J=13.3 Hz, Ins-CE), 3-2(4,

1H, J=14.4 Hx, 8-CH,), 3.56 (4, 1H, J=17.6 Hr, CH,-lecxxaline ring),



18000002

3.90 (m, 1H, mium), 4.25 {, LH, J=13.1 Hs, O-CH,), 4.2 (4, 1H,
J=13.1 Hs, O-CHy), 7.17-8.07 (m, SH, indelg); °C K.aa.z. (CDCY) 8 -

. 55 NCR), 5.3 (), 1.0 ECICRY), 19,05 (uim R,
_ 2095 (ulten-CHY), 25.68 (R-CICH,L), 2626 (ubarvCHy), 20.23 (O

CIGH,]), 93.21 (wbma-CID), 33.41 (rultem-CI,), 98.93 (Ind-CH, 43.72
(oxazoline-CH,), #4.94 (sullszrCH), 47.54 (minmCICHL), 4820
(sultam), 54.26 (sultamn-CH), 58.38 (O-CKL), 67.22 (8-CHY), 77.23 (00,
£9.47 (C[CH,L), 89.90 (C=N), 113.35-134.35 (fndola), 150.27 (N-COy),

4,

173.37 (N-£0).

This work was done &8 past of & Ph projest sk the Rand Atikears
University. .

Panlml, L., Gz Chdm. Ral., 1989, 69, 322,
Holeapfel, C.W, snd Ofivier, 5., Sk, Comem., 1998, 23, 2511.
Drewes, 3.8.; Lotzon, G.; Rocs, G.H.P., §m. Conmn., 1987, 17,
291,

Skinner, G.9,, JACS, 1924, 48, T51.

Oppolzer, W., Wills, M., Starkemann, €. and Barmrdinelll, G.,
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THE SYNTHESIS OF A +-KETO-a-AMINO ACID, A KEY
INTERMEDIATE IN THE SYNTHESIS OF MONATIN, A NEW

_ Codrlo W. Holesptol
Department of Chemistry, Rand Aftiloans University, Johannesburg,
_ South Afiica,
* snd Johan Otivier'®
MATTEK, C3IR, P.0. h.m,mmm

anmm“whhmﬂdhw
amino sold 3, a lmy intermediates in the synthesls of the novel sweet
compound, monstin 1. MdZMMGlMM
indole acetste azion o an mpartic acld dedivative.

Mosatin, (fndol-3-y1)-3-amino-+-carboxy-4-irydroxypentnol acld 1,
h-mmmwwwmwnmhm
dhﬂnmw Hmlhwwnluludbynuhpd

* To whom correspondence should be addressed
©

Cogysight © 1903 Yy Mavesl Dakiur, Ins
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and the relative sweetness estahlished s 1400 and 1200 times that of & 5 and

lO!(meﬂm.w.Mlmmm
well, the pronounced body giving flsvour enhancement, fn common with other
sweeteness such a3 aapartams in 4 varisty of flavenrs and whth or withont
catboxiation,

Structural and stereochomical anslysls esmblished the structurs of
monatin as the novel y-hydroxy-y-indolyl gluamic ackd 1, the published
sbsolute sterochemistry® being 38,48. The preparation of y-keto-o-aming
acids of high optical purity have becn widely explorod®. Baldwin's recent

publication’ ;tl.luwndeﬂdnlylﬁ.dl of -ksto--amino scids from

mmmmthﬁmnm
compounds. . |

Our approach 1o the synthesis of monatin involves the intermediasy of
the y-keto-a-aming acld dexivative of type 2. We now describe the efficient

e



+EETO-«-AMINO ACID 18
synthesls of suck cimpovnds from L-aupertic ackd, Koons intermedi 3wes - -
peepased by coupling of & sultsbly prowcied L-aspartio snhydride ¥ to the N-
protecied indolyl acetic ackd ester 4, Thus, the LDA gencrated aalon of 7* was
reactod with anhydrides 3, 0 afford coupling products which wirs subjeoted

to kydrogenclysis in the preseace of Pd/charcoal (affecting removal of the
benzylaxytarhonyl group) followed by treatment with disxomethans to forlsh

the {someric esters 5 and 6 (scheme 1). The resulls mimertsed fa table 1
shows that selectivity of attack of tha snion on the two carbonyls of the

4a 4 Oa ‘3 30 Sa/Sa B/ G
R [tBoo bemyl "= - ‘'« -tBoo bemy +Boo
R! [bemyl t-butyt - - .= L=, = -
Rl - « ftBoc Cix a0ty tBos Chx sostyl

0 LDA,-78°C, THF; 0 Hy/Pd cherooat ( 8a, '8a, 80 ) ;
p-tolvsnesulionio sald , benmene ( Sb , 8b ) ; N0 OM,N,

schems 1



Table. The effoct of mnhydride protecting groups on the stio of
compounds S md 6, '

Protecting grouwp . Balo (3 ' Yiald (%)

t-Boc so:50 . . n
e s &0
Acetyl <5:>95 Q
* Determined by chromtogzaphic Isolation.

anhydride is infiuenced by the nature of the protecting group (vz, N-scetyl,
N-Cbx, N-t-Boc) on the anirydride. All thres protocting groups kave an
electron withdrawing effect on the amine, Inceasing the electrophiliity of
the carbonyl group and therefore ity susceptibility o sttack by the anton, This
is exemplified by the N-acety] protecting group where the ratio of /6 s
<5:>95 (Sc waz oot fully characerised). However, the bulkler N-¢-Boc
peotecting group directs more of the atteck of the azion to the less hindored
. side of the ankydride rewlting in & mtlo of 5/6 of 50:50. Compound Sa was
prepared in aa overall yicld of 35% from the N-t-Boc sahydride.
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.

Ammm of 3 Involved coupling of the anion of ¢-
w:Wuummmm
ormathyl N-cachobensony-L-sspartate §. pTolumnesuifonio acld catalysed
dapuntaction o the vty ester was fellowed by pcutneccs decssbaylaion
of the scld ¢ afford the required +-keto-o-amino ackd § In §ood yield (schome

2).
Z - -
' M '
U N )
O:gk ’ '-.el'.«"\/mIu o
7 8 .
"
0 roe DI-DA.-TI'O.TI'F
HEMIH.
-]
scheme 2

The formaticn of the y-knto-c-amino add darivative may proceed via the fs
shu formation of the 5-lactam. No ovidence fir the intermediacy of & S-lactar

o

FIG2



(I'IG 2) oould be obixined. Direct coupling (0 the acid chileride or reaction vin

2 kntens intesmoedists cannot be exoluded. In this negard wo found® that the

seaction of the snion of 7 with protected S-lactams did furnish the o-keto-o-
amino acid as sxpectad, but ia consldersbio lower yield than the coxresponding
reaction with the acld chlaride. Nevertholess thees results indicats Baldwin's
M acld synthesis cen be spplied %o nucleophiles other then
sulfone stabilisod carbos sucleopbiles. :

The complstion of the monatin synthesls requires the addistion of &
carbaxytio acid group to the ketons molety. The conversion of latoss
intermediste 3 to the correspandig protected cyanohydrin and subsequent
Irydralysis to monatin will be described in a fllowing paper.

General, 'H snd ¥C N.m.r. speotra wese recorded on & Bruker Wié-
500 or AM-300 spectrumeter. IR spectra were recorded on & Peckin-Eimer
883 spectrometer. Mass spectm were faken on & Finnigan MAT 90 doubls
focussing mass spectrometer. Optical rotations refer to salutions in chioroforn
and were recorded on a Perkin-Elmer 241 polarimetar. M.p."s wers recorded



+EKETO--AMINO ACID | - 2917
.muhdchuﬂpndnwmlnlﬂﬂwﬁmm'

mdwwmm

“ A solution of beaxyl indolo-3-scetats™ (2.0 g, 7.5 mmol), &-+-butyl
dicarbonate (1.7 g, 8.3 mmol) and N,N-dimathylaminopyridine (DMAP) (10
mg) was atirred at soom lempesatary in 10 ml dry sostonitriis for 3 hours,
rﬂ-nm“m_awmum'mmw
ether, washed with dihsts hydrochloric acid followsd by & stumied sodium
bicarbooate solotion. The ethar leyer was dricd over aaltydrous magacsium
lﬂﬂlblﬂdhlﬂl!ﬂt“hmblﬁldﬁd!l, 100%) aa a
alightly yellow off: v, 2050-3050, 1750-1715; *H N.m.r. (CDCL) & 1.67 (s,
9H, t-Boo), 3.73 (s, ZH, Ind-CE, 5.15 (5, 2H, O-CHy), 6.85-8.20 (m, 9H,
' et

Syntheets of $-butyl 1-benaylindole-3-acetats (4h)

A solution of 1-benzylindole-3-acetic acid" (10.0 g, 37.7 mmal), +-
bumno.snl.o.tgn_ununmm.sg)wm'mnmy
dichlnromethans, was siimred st 0°C, Wo:s.. 416
mmol) was added over a period of 5 minutes from a solld addition fonnel, the
{ce bath was removed and the reaction mixtere stirred for 3 houss at room

243



temperature, The precipitated dicyclohexylures was removed by filteation and .

the fllrais washed with diluts hydrochloric acid and stumted sodivm
bicatbonate sciution. The organic xyer wan dried over anhydnocs megnestum
sulphste and the solvent zomoved fx vacuo, The product wes imalamd by
colymn chromstography (sthyl acetato-hexgng) snd crystallized from ethyl
mw“b&ﬂ-yﬁ-aﬂ;nﬁm-‘ﬂ
N.m.r. (CDCY) & 144 (s, SE, b-Butyl), 3.67 (s, 2H, Ind-CR), 5.27 (s, 28,
N-CHL), 7.09-7.62 (m, 95, aroeaati); °C N.an.s. (CDCY) 328.07 (vbutyD,
22.61 (CHY, 49.96 (B, 80.57 (C(CH),), 108.32-157.57 (aromati),
171.34 (CO); Cakd for CxHyNOy: C, 78.50; K, 7.16; N, 4.36. Fousd C,
70.03; H, 7.89; N, 4.0 |

Synthesls of ksto-amino acide (Sa-b, e-<). General procedsre

A wiution of dilscpeopylamias (1.1 mmol, 0.15 mD) in § ml dry THF
was stirred under nitrogen at -76°C. s-Butyllithum (1.1 mmol, of & LS N
solution in hexane) was added by syrings and the solution stirred for 10
minutey at -78°C. LDA Srmation was allowed t0 proceod for 30 minuies at
room temperpture. The LDA solution was coaled to =78°C and the protacted
indole.acetate (1 mmol), dizslved in 2 ml dry THF, added by syrings. The
salution was stirred for 30 misutes at 78°C fllowed by addition by ayzinge

of the cormesponding protected ankrydride (0.5 mmal) In 2 ml dry THF. After
stirrdng of the solution st -78°C for 2 hoors, 1IN HC1 was sdded and the pH
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adjusted 10 3. THF was removed in Wicuo snd the aquecus phass extracted
with eyl acotis, thé combioed ocganio layers dried over anktydrous

oegnesive suiphate and the solveat removed 8 wacso. The product was

laciated by ectimn chromusgraphy, @asctved fn 1S ml methenol nd 25 mg

paliadivey/chuiconl added. The mixtre was kydrgenated for 1 hour at {

_ atmosphere pressurs. The mixturs was filtared,.and the soiution treated with

_ dissomethans. ‘The product was isolsted by colomn chromatography. '
" . ‘The following derivatives ware prapared by thls method.

«4-cxvpentancats (52) and methyt 3-3-butylexyearbonylming)-S-(N-t-

butylexyearbeny}-)-4-oxopentassste (6o S

Reation with 141 g N-vbatyloxyoarbonyl-L-dsperto
sabydride™ and 4,80 g beazyl 1-+-butyloxycarbonylindole-3-acetate, afforded
D compouud Sa n 30 % yldd (all: [of®, +22.9 (s, 0.39); 'H Nm.
(COCL,) & 1.38 (s, 9H, +-Boc), 1.64 (s, 9, tBoc), 2.99 (44, 1H, J=18.1
Hz, Jm4.3 Hz, CH-CH), 3.19 (44, 1H, J=18,1 Hy, J=4,3 Hs, CHCH),
3.62 (s, 3H, O-CH), 3.74 (s, 2H, Ind-CH), 4.46 (m, 1H, CHy-CH), 5.44
@, 1E, NH), 7.19-3.11 (m, 58, iadoke); ¥C N.ov.r. (CDCL) 3 28.15, 39,55
(-Boc), 43.55 (CH,CH), 49.48 (CH,CH), 5247 (O-CH,), 60.00, 83.70
QICEL), 1125713543 Gadole), UDAT, 15543 (N-CO), 17170 (-
OCH,), 206.00 (letond); Calod accorte mam for CoBgN,Oy: 460.2209,

'
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Found: 460.2187, o

#) compound Ga in 30% yldd.m.p.ll"-lﬂ'cmm
[al®p -39.6 (c, 0.44); 'H Nomr, (CDCY) 8 1.48, 1.64 (3, 9H, +-Boa), 2.77
(dd, 1, Y=17.1 Hx, J=4.9 Hz, CH,-CH), 2.98 (44, 1H, J=17.1 Hx, Jud.9
Hs, CH-CH), 3.64 (3, 3H, 0-CER), 3.9 (4, 15, J=17.3 Hx, Ind-GHy), 4.00
(d, 1H, J=17.3 Hz, Ind-CH,), 4.58 (m, 1H, CHCH), 5.66 (4, 18, NH),
7.18-8.11 (fndole); ¥C N.m.r. (CDCY) & 28.16, 35.61 (-Boo), 51.98 (O-
CHy), 5541 (CH,C3), 80.43, 83.94 (CICH.L), 112.99-135.35 (indole),
149.53, 155,36 (N-CO), 171.96 (CO-OCE,), 205.30 (ketone); Anal Caled for
CuHit%:0;: C, 62.60; B, 6.95; N, 6.08. Found C, 61:97; H, 6.82; N, 6.13.

Reaction with 0.77 g N-carbobenzoxy-L-aspartic enkydxide™ and 2 g
#butyl 1-benzylindole-S-acetats, affordod the.coupisd prodct fn an overal
yield of 56 %. Degrotection of the t-tutyl st with p-toluenesaifonio acd n
refiuxing benzeme, was Sollowed by esterification with- dlazomethans 5

previously described, to give
D 5 in 19 % yleld (olD): [a}® +12.8 (, 0.28); ‘X N.m.r. (CDCY) §2.99
- (dd,'1H, J=18.3 H, J=4.0 H, CH,-CH), 3.23 (dd, 1H, J=18.3 Hz, J=4.0



B, CBCH), 3.5 ¢, 38, O-CH), 3790, 28, IndCHD, 452 (3, I,
C&-Cm.s.os(a.m.om.s:ﬁ(-.mw.mm-vmm
15, womate); 15C N, (CICI) § 99.86 (5 CHD, 40.94 (-G,
49.95 (0-CBY, $2.46 (0-CHy), 12.65 (CECH), ©.79 (CHy phenyl, 116,75
- 139.66 (aromatic), 155.98 (CO-CHypbeayl), 17046 (CO-OCH,), 207.02
{imtone); Calod socurste mass for CoHabhO0y: 4841998, Fout: 484,197,
od .

ID'QIIIJT_’ ylald (oll): Jaf®, +0.00 (e, 0.16); 'H N.m.2. (CDCY) 82.77
(44, 18, J=16.9 Bz, J=4.7 Hy, CHrCR), 2.96 (44, 1H, J=16.9 Hz, J=4.5
. Hs, CHyCH), 3.58 (s, 3H, O-CE,), 4.00 (s, 28, Cly-pheny), 4.66 (m, 1H,

CH,-CEHD, 5.06 (4, 1H, I=]3.0 Bx, 1id-CH), 5.10 (4, 1K, J=13.0 Hz, Ind-

CH), 5.25 (s, 18, O-CH,), 7.04 - 791 (, 15K, sromatic);. °C N.m.r. *

(CDCY) § 35.65 (CHCH), 36,14 (Ia-CR,), 30.05 (Q-CH), 51.97 (CHe-
plenyl), 55.47 (CH,ED, 109.51 - 13727 (roeaid), 156.50 ©0-CE,
" 171.80 (CO-OCH,), 205.3] (ketons); Calod aocursts mass Sor CuHygN;0y:
484:1998, Found: 484.1970. .,

. Reaction with 1 g N-scetyl-Lraspartic anhydeide® and 4.64 5 bemay] [+~
betyloxycarbonylindole-3-acetale, afforded compound Ge in 25.% ylald (ail):

.
v e P P



[ ~18.0 (6, 0.2); "E N.m.r. (CDCL) 3 1.63 (s, S, t-Boc), 2.03 (s, 3H,
N-acetyD), 2.79 (dd, 1K, Ju15.0 Hz, J=4.9 Hx, CB-CH), 297 (44, 1H,
Ju15.0 Bz, Jo=4,S Hx, i CH), 3.64 (3, 3H, O-CHD), 3.9 (4, IH, J=17.1 °
Hs, 1d-CE), 3.95 (@, 18, J=17.1 Hz, Ind-CEL), 4.89 (m, 1H, CH,CIHD,
6.70 (s, 1H, NE), 7.17 - &.13 (m, S, indola); °C N.m.x. (CDCY) § 28.16
(-Boc), 35,16 (CH, CH), 35,63 (ind-CE,), $2.08 (CECH), 34.14 (0-LHy),
£3.70 (C-{CH.L), 11235 - 135.49 (fndole). '

Synthesls of t-butyl 1-p-tolusesuiforylindole-S-acutats (7)

A miution of 1-p-tofuenesulfonylindale-3-acetic ackd® (7.2 g, 22.1
mml), phosphorio acld (1.0 g) #od boroa tifiuoride/ethensis (1.3 ml) wes
stirred in 140 mi dry dichloromathans st Toom tempersture. Isbutylens gas
was bubbled through the solntion jn small bursts for two bours aad the

" salution atired for-s further two howrs &% 200m temporature. The reaction
mwmmnmmmmmu@
Ixyer was separated and the salvent snd polylsobutylens removed in veceo.
The brown residoe was purifisd by coloma chromatography (toloene-ethyl
scotaic) aud the product recryitallizéd from toluenebexime to afford 6.75 7
as pals yellow crystals, m.p, lﬂ-ll%;fl!ﬂ.n.r.(tﬂ.bﬂ.)a 1.42 (s, 9H, t-

_ buty), 2:31 (s, 3H, TogyD, 3.9 (, 2H, Ind-CHy), 7.17-8.00 0K, m,
sromatlc); BC N.m.r.-(CDCly 8 21.44 (ToayD, 27.94 (t-buty), 32.37 (Ind-

£y, 81.15 ((CHYY, 113.64-144.98 (aromatlc), 169.60 (CO); M* 385



»XBTO-a-AMINO ACD
(Calod for CyHgNO,S: M, 385); Ansl Calod for CoHnNOS: C, 65.43; H,
6.01; N, 3.63. Fond C, €5.47; , 6.03; N, 3.72.

Syathests of iometiyl N-Carbobanaxy-L-aspartie n:id chlorids ()

.. ariMathyl N-Carbobemmmy-Lespartaty® (0.05 g, 0,17 mamol) wes
daoived fn 10 ml dry THF and sired under nitogen &t 0°C. Thlonyl
chloride (0.1 ml, 0.9 mmol) was added by syzings at 0°C and the sohution
dudh‘mhm.h“mmwdhméﬂhpﬂl
memwn.m.masa(u.m.l-lun
J=3,7 Hz, CH-CH), 3.56 (44, 1H, J=18.5 Hx, J=3,7 Hx, CH-CH,), 3.74
(s, 3H, 0-CHY, 4.8 (m, 1H, CH-CH)), 5.10 (s, 2H, 0-CHy), 5.72 (4, 1H,
NE), 7.30-7.35 (m, SH, sromatic); °C N.m.r. (CDCY) & 48.73 (CH,CH),
50.56 (CHy CH), 53.10 (O-CHy), 67.13 (0-CH), 127.95-135.75 {aromatic),
155.67 (¥CO), 1970 (CO-CY, 171.86 COCEY; Aml Calod for
CuH,CNO;: C, 52.08; H, 4.67; N, 4.67. Found C, 52.76; H, 4.96; N,
5,10,

Synthesls of methyl 3-(bensyloxycarbouylaming)-S-(p-toluenesulfonyi-
indolyl-3")-4-cxepentancate )

A salution of dHsopropylmine (1.3 g, 13.0 munol) in 10 m! dry THF
was stirred under sitrogen at -78°C. o-Butyllithium (13.0 sunol, 8.1 ml, of
8 1,6 N sointion in hexase) was added by syringe and the solution stirred for

B



10 minutes at ~78°C. After 30 minutes at room fempersiure the LDA solution ,
was cooled to -78°C end t-butyl N-p-toluenemifony! indolo-3-acetats (3.0,

13.0 mmel), disscived in S m! dry THF, added by ayrings. The solction was
sticrad for 30 mizes 2 -78°C and o-mathyt N-Crbobonauey-L-aspatio scld
_ chigrids (1.8 3, 6.2 mmol), discived in 10 mi dry THF, added slowly by
syrings. After stirzing of the solution s -THC fhr 2 bours, LN HCY was added
and the P adjusted to 3. THE was removed &8 vacho s the aquecus phass
entoacted with ethyl scetats, the combined crganio Inyers drled over aakydrons
magoesiin sulphaio and the soiveat removed s vacwo. ‘The product. was
isciated by column chromstogreplry, affording 1.8 g of the coupling product
3 an ofL This product (1.8 5, 2.8 mmal) was dissoived in 10 ml ey toloeoe,
p-tolusnssulfonio acid (34 mg, 0-2 mual) added, and the mixture refimxed for
6 hours under nitrogen, Removal of the salvent In vacko was followed by
coloms chromatograply o afford 91a 55 % Fisld (besed on the ackd chlocide)
as u eolourdess oll: ‘H N.m.r. (COCYL) 3 2.30 (s, 3H, Tosyl), 2.96 (dd, 1H,
J=18.0 Hx, Jw=4.2 Hx, CE-CH), 3.18 (dd, 1H, I=18.0 Hs, J=m4.2 Hz,
CH,-CH), 359 (s, 3H, O-CK), 3.71 (3, ZH, Ind-CHy), 4.53 (m, 1H, CH,
CH), 5.06 (s, 28, O-Ci), 3.0 (d, 1H, NH), 7.17-7.97 (a, 148, aromat);
UC N.m.r. (CDCY) 8 21.47 (Toy, 36.65 (CH,CH), 39.24 (tnd-CBY,
49.89 (CE,LH), 52.57 (0-CHy), 64.94 (O-CHY), 113.71-144,97 (aromatls),
155,93 (CO-CHypheayD), 171.21 (CO-OCKH,), 205.12 (ketoue); M* S48
* (Calod fur CoBS0,8: M, 548).
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NADP-Glutamate Dehydrogenase Isoenzymes of Saccharomyces

cerevisiae

PURIFICATION, KINETIC PROPERTIES, AND FRYSIOLOGICAL ROLES®
" Rassived for poblieatien, Aogust 20, 5001, and tu revised frm, September 17, 3001
Beptamber

Pobiliahed, J8O Prpens fa Pram,
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Alezxnder Delongt, Amarenta Avendsiio, Lina Risgo, and Alizix Gonzdlesl

From the Deparicmento ds Genitics Molecsior, Instituio de Fiskologia Celuler, Unisersided Nosiona! Autdwome de

tha eonomried action of giutamine synthetase and the GLT'!-
wwnded ghutamate synthass (3, 3). The other pathway 1s me-
glotamate dehydrogensse

» The ablreviations NADP-GDH, dote

This paper s svaliubly on lng ot bie/Avew. e,y

NADPGDH
lovaln of tricarboxylic acld cyclo indarmedintes would regulaty
ghutamate biogynthesls. Indesd, It has besn shows that the
sigaal that caardinetaly regulates earbon end nitrogen matab-
olium in Escherichis coli depands on the tetracelluler Levels of
o-lostagiutarsie and giotaming (15). Interestigly, the presence
of Gdh3p has besn found to be increassd during disuxin tran-
sition in 8. carevisia (15), suggesting » particolar rols of this
entymme In respirstory mstabolizm.

To undearntand the fimetion of the duplicated NADP-ODH
pativwny prepmmt in 8. exranisios, ws porifiad both Lacensymes

+ snd studied thelr biochemica! prepertiss. Our results revenied

chiorcsasiiyl kn- -

shaln reastion: TLOX,
mw ; bp, base pair(a)

43778



&

Tk

Yaast NADP-Glutomets Dakpdrogenas Iscenxymes

Tame 1
B. cornpislen stvuing saad in this work

i

333533333

.__._“E m. ___wmmmw

mmmmu_

ﬁ_w.x i “mﬂ_ ..ﬂmwmmm_m

ﬁwveﬁﬁwﬁa

« - mmm_m i s “mmlmmmmmmm
- " it uﬂ_f “mmmumm_
14814 . 1 in __m mmmﬁxm :_. mﬂ
w_muwmmmw mm_w“_mmwmwwmmm_mmmﬂ_ m mm i H wwmm
" il R i 2
it st iles] .I il ik
wwm_mmmm Rl i s
H md L H :w mﬁ_ _mmm_mmmmumﬁuﬁ L __mmw mm
Hi i G L 5



43717

oo 2 4 8 8 coﬁ
[a-Kelogiutarate] (mM)

Comparstive kinstic analysls of twe NATIL.GIDE
kst reaction an the copcapiyetion of a-kategintarate (1),

™ 2 % 05
INADPH] (uM)

20 40 680 80
[NH,CI) (mM)

Fiots show the dependmes of the relative rute of the reductive

lsosnsyFmen.
NADPH (), and ammesium (). RBeactiens were carried mut in 100 mig Tris bafler

amdnstion
{(pt 7.2 st 38 °C (soe "Evparimenial Frominre™). B, Gihly wayns; 8, Gihlp suxyma. Insets represent deuble resiprogal plote.

paratad by vwwrlapping smplification. For this purposs,
81 snd B8 (*-CTC TGG TTC GCT TOT CAT TTC TITTIC TITTTO
G-3") ware uasd to cistain a S80-bp prodoo corresponding W the GDEY
l'“q:h-dhhnxgmuhnq‘“h
boldface typa) this was overlepped 1481-bp product of primern
B4 axdd B8 (5'-0AC AAG CGA ACC AGA GTT TC-37, which inchuded
oamplsts GDED} oading ssquance. Similxly, primery 83 snd B9
(F-GAA ATT OTQ GCT-CIG ACA 17T TTA CIT TIT ACD-§") ware
uand to shtain & 15344-bp preduct sorvespmding te the GDIES 6’ seguain
ssqoanes, together with tha first 17 bp of the GO coding segemce On
m-ﬂw'ﬂhlﬂbmdm

;
]
|
i

Npimybi-lyuine chlaramsthy] kuisps (TLOXYiaDig of wils. Crods
exiracts wape abtained sfiwr meshanionl disvwption of alle with 4
Bead-Benter (8 sycles of 1 min). After ssntrifogatios ut 30,000 X g for 30
mm---—wnunuu-_u--u

Blectrophoresis and Immuschiviting
SDS-polyscryiumida gel elsctrophavesis (PAGE) and native PAGE
wars parfirmed with 10 and 0% dsb gels, respectivaly. Preteine m
pelyncryizmide gals were visualised with Cosmassie Blus. Inunumahist
analysls of BD3-alectropharessd oruds exiynct or pure NADP-GDH waa
oarriad cul as described by Towbin of ol (37). Immoneblel sigasling
wes opiimined by salysing & smber of combinstions of sotigen and
sntihody copoentrtions in the Hnear rangs of delastabilivy. Beanned
blots ware suljsstad ts densitometric analysis using the preagram
sgeQuaNT 4.8 (Malscolay Dynamim, Inc, Bannyvals, CA)L Duta

iy



reactien, respactively. Far axparizments ko which pH was varied, B8 mu
scelle acid, 35 mu MES, 50 mi¢ Tris wan vsad as buffor. This buffer

remaiay to be identified Amino-teyminal ssquencing was net
possihiy, basans beth Gdhlp and Gihap purified polypeptides
were Blacked,

The active cligomeric stroctures of the purifisd sasoples sb-
txined from the wild-typs sud mutant streing were hazameris,
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spones fo incressing o-kstogiviarate concentrations (Fly, 24).

NADP-GDH isosnxymss showed V., valoss that waye sim-
for in all exparimants (130180 uuits mg™>). All subsirates
cansed inhibition of engyma activity sbove a given threshald
comesntration (data not shown). NADFH began to inkikit the
activity of both sosynes at a concentration of 300 ux (10%
inhibition); with 100 M smmeniom chlorida, we dheerved a

3P

' T
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aimiley sffsct. A 3% inhibition of the maxhns] sctivity was
cimcrved with 10 mi o-ikstogiuiarate fixr tha Gdhlp ensyme,
wheress 2 3§ i sahetrete eoncentration wes nesded to gy
arsts the e inhibition of the Gdhlp soxyms,

For the Gdhlp easyms ssexyed in both divections of the
NADP.GDH reaction, the K, valnay for NADPH, ssamaninm,
NADP, and glutamate were 11.3 je, 5.00 mit, 14,1 pug, and

" .79 m, respactively. Values of 88.1 i, 5.00 mac, 10,6 s, and

.58 o, respactively, ware obizined for the Gdhlp lsomeyma.
inhihitien an NADFPH binding has bean
deserihed oy yegat NADP.GDH (36), We aonfixmed
that with respect to NADPH scassntratics, phosphaie sompat-
itively inhiblied both lsosmsymes at varions somesatratioms
(0-250 =t sodiom phosphate) (detn oet shown). Howsver,
Gibdp was more emualtive to this sfieet, with a K, valme for
phosphats of 0.3 my, compared with TAS mu fr the Odhly
SaEyms.

Diffsrunces ware alsy found between the two Jiwenyymaes in
thair kinstics for a-latagiuiarats. At pH 7.3, substruts concen-
trations at which ratas were squal te half the V., (B, 5) ware
039 apd 137 mu for the Gdhlp snd OdhSp ensyme, respes-
tivaly. Hill enefficlents {n,,) in the same experiments were 1.3
and 1.8 for the Gdhip and Gdh3p eayms, respactively. In thia
vogard, haxawaris glutamaty dshydropenases fram other or-
ganizms axe known to be allosteric suxymes activaind by dif-
forent molacules (AMP, ADP, GIF, ATP, NADF”*, mechnsts,

sxnpounds

bat none of them bebaved as an allosteric effecior (date not

showp). However, sigmaldal kingtics csuld mout Hinly reflact o
of , SiDes ny value sirictly depended

on the pH at which the kinsties &r s-katagiutsrain was ss-

mnmm@#hmmmm

toglutaruts depsmds on the relativa shondance of tha GDNI-
and GDEY-sacoded manamers, whether ar oot thase pretsine
assstinty in heteromarie stroctures,

Relative Lavals of GdAlp snd GdAZp Are Carben-depand-
ani—To eupare thy relative lovels of the two NADR-GDE
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Tams I
NADP.GDE wotivity of Mik-grems. strains Asrbering recambinant plosmids costracind & this stwdly” -
Bymalfie sutiely®
D Chasuse ! el
e —
CLAYS-O (kS (CEN URATD <0L.00% <0.008
mwﬁ%mm 239080 109 = 0.099
CLAL-2 A (GDES CEXN URASD 0.0 = a.0aY 0.5 % 0068
A S s SIS s Gat GRIY DRATY 013 + 0.018 09T = 0079
CLAM- & #'GDE-G0OES CEN URAFD 0.80 = 0.008 0000
CLAM-00 %&m <0LB05 <D.000
OLAM-11 A (GDEI 1 URAYY) a0 x ol 10810
Wwammzmmm dz0M %0008
= Valuss are presyaied as mpssy frem tieus independent expariments =
‘Bamx
Groath phenciypes and giniansis deliydrogenses aclisities of streine lnshing or cosrszpressing GDN1 or GDIED in MM
— Ratrs powt® el
[ Exhemal hames Bihamal [ ] Bhamel
- "
CLATS-00 1 GIEMGBES8 (3n UBAD) ® &  ms om  om  sm
CLALIS-00 mmm 108 L 1M 040 0.048 188
- m URASD [ - ] 45 <2.000 <0.008 008 obal
m} 0s [ 104 e - .0 Q180
cuu-uuiua mvlpm » - T 7.07 0.088 o3

'Vll--nh-ndlﬂubhﬂnludh

during glucoss fsrmentation (40). In farmamtative growih, with
ginoms s the ouly exrbon source, NADP-GDH activity was
solaly due to Gdhlp (Fig. 8, A mnd B). However, as oalls pro-

1
i
|
gi
I
;

wation (41); this could acoount for the specific Inactivation of
Gdhlp after glucoss was exhausted from the medium. Taken
togethey, thess results indicats that the relative abundance of
Gdhlp or Gdh3p depands on the sarban soures.

GDHY Expression Is Tronseriptionally Regulaied by the Na-
ture of ths Carbon Source—To detarmine whathar GDHS carbon-
depndent regulstion wes sxerted st the transcriptionsl level,
severa] recombinant plasmids were emastrosied (ses “Experi-
manin] Procsdures”). NADP.GDH sctivities ware determinad

s wis o ﬂulﬂ“l-ﬁ—ﬂ“w-mﬂ-
'Vﬁ-nﬁ-hp-ﬁhﬂdpﬁdm—ﬂnnhhm-_hm_m-m

w“u'mxmmumwmm
ming calls

It i» worth mentioning that in extrects prepared firam gin-
cose-grown cultures, Gdhilp activity was at least 5-fid highar
than that of Gdh3p when the ganes wers sxpressed firom elther
promoter; this effsct was baraly chearved in ethanol (Table IT).
Conzidering that V., valuss are similar fsr both somsymes,

post-transeriptionsl level of regulation. In fact, i1 could be
ccoxidersd that the codon bias diffarance of thess pmes (0.78
and 0.19 for GDHI snd GDHS, w-:mu
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douhls mmtant sirain overwrpremsing GDH? from a plasmid
grow congidarsbly alower on sthano] than the cns bearing the
GDE? high eapy mumber construct. Thuos, it can be conchaled
thet wild-type growth oo sthanol dspends op hoth Ghip and
Gdh3p and that overespression of GONI could resalt in &
deleterious affect

Because of the diffarences in ths rates of a-ketogiutarsts in
vitro utilisation by the NADP.GDH isoensymes, we axplared i
thess differences could be chaarved in viso. To this end, we
measured o-keiogiutarsts intrecellular pocls in cells lacking or
overnxpreming GDII ar GDHS, Wa also detarmined the NAD-
GDH-specific activities in the various straing, sines this cata-
balic ensyms would be expectad to increase a-ketogintarate
concentration. In yeast cells grown on ghacoss, ths ouly evidant
phanotyps was dos to the lack of GDHI; either single (pATA)
or doubls (pdAJA gdAJA) mutants exhibited a signifiennt acen-
mulation of a-ketoglutarate. A lack of GDE3 did nat affect
sither the intracellular concentretion of this intermediate or
NAD-GDH nctivity (Fig. 64, Tabla III). These resulis are In
consonsnce with tha growth phanotypss chesrved for the same
struios am glucoss. When GDHI was aversxpresssd, NAD-GDH
sctivity exhibiied a 3-foid inerease, suggesting that this activ-
Ry increased sy & result of gintamate seromulation (8, 43). As

43781

| i L] - v

0 2 4 .8
a-Ketoglutarate (nmol mg protein ™)

‘8 10 12 14 16

expeciad, GDH3 overexpression did pot result in increassed
NAD-GDH activity (Table III).

Whan grown oo sthang), the single /A4 mrotant did not
show a st {nerenss in a-ketoglutarats concentration, whereas
the gdA3A singls mutant exhibited & 3-fld Jower a-ketagiut-
arate pool siss as compared with that of the wild-typs struin.
Howewer, the gdhlA gdh3A struin had o-letogiutarste Jevels
similar to thase found in the gohJA mutant; this suggested that
the o-ketogiutarats deplation chearved in & giAJA mutant was
dws to & Gdhlp<dspandant of this esmpound o
the absance of tha Odh3p ensyme (g. 85). Thess results are in

with ths faset that Gdhlp saxyms has a kighar rate
of o-ketoglutdvate utilization than the heteromaric suzyme
that exisis in sthanol-grown culls. Marsgver, NAD-GDH spe-
cific astivity was inducsd 3-fold In sthanol-grown eells lacking
the Gdhip snxyms (Tabls IOI), indicating that under this eon-
dition giviamate acexmulaind, resulting in indused GDH2 a3-

pressian (43).

of sither GDHI or GDHY in sthanal-grown
colls cansed an increnss in the ypesific activity of NAD-GDH.
Howwvar, ths affect ou a-kstogiutarats contentration was eon-
trasting. Calls overszpramsing QD1 showed a reduced o-kn-
toglutarate pool size, whersas GDHY high copy number axpres-
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sion caussd i scoummlstion. Thms, it exn be coaclodad that
canaes & drein of the intragsBular a-ke-

GDAT overexpression
toglutarts pecl, suggesting that In pive Gdhlp nses this cot-
pound st & higher Tty than Gdhip.

This study addressss tha question of whether GDHI and .

lscsnsymaes in sithar giucoss or sthanal-grown cells. Qur re-
multa also comsider the allosteric regulstion of the GDHS-an-
codsd ensyms, which suggusis particular regulatory proparties
for this activity in vivp, This would mediate & more relexad
disteibution of e-ketaglutarsis to elthar glutamate bloxynthe-
als or snargy-ylalding metaboliem when calls grow on s nonfer-
mentsble or limiting earbon soures. During farmentative
growth, gluiamate blosynihasis wuuld be afforded by the
Gdhlp isomayme that usas o-istogluturate at a faster rate,
Ascordingly, the existence of multipls isnfwms of NADP-GDEH

soeryy-yislding
matabolism. Within this context, it is relevant that the nonfac-
ﬂh&-mtwul.MMh&umﬁ-

Ymmmm

sias, bearn a singls homemeric NADP-GDEH suxyms (47).
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Inita :
oeviewed By Billng Secretary

il

e i
The ntemational Bureau of WIPO Authorized officer:
34, chomin des Colombattes g
1211 Genave 20, Switreriand Nedine GANDY (Fax 338-87-20)
Facsimile No. (41-22) 338.71.40 Telephone No. {41-22) 338 8679

Farm PCTAB/332 (September 1867) 4048437
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From the # ) 7 ' /
INTERNAYTONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY
s PCT
EDWAFRD L LEVINE RECEIPT
CARGILL, INCORPORATED NOTIFICATION OF
P.O.BOX 5824

MINNEAPOLIS, MINNEBOTA 55440-5624

OF DEMAND BY COMPETENT INTERNATIONAL
PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY

(PCT Rules 59.3(0) and 61.1(b), first sentence
and Administrative Instructions, Section 601(s))

i

i, 16 DEC 2007

Appliosat’s or agent’s file rferonce
IMPORTANT NOTIFICATION
In2zemasianal application Na, [T ST T — Priaciy duso daymonthiyacr)
PCT/US03/12588 23 Apr 2003 23 Apr 2002
Applicant
GARQILL, INCORPORATED

of recalpt of e demend for Internations] preliminsry exaseningtion of the iernationsl
21 NOV 2000

I.  Twcapplicant ln hartly netlilad that this Internstional Prollmbmry Exsmining Authortty considers tha fallowing dste s the date

Z _ Thee desx of receipt in:

Agplicant s Guida, Volume 1I.

L

E] the actual dacs of resslpt of (he damand by this Authority (Rule 61.1(5))-
D tha mctusl dale of receipt of the demmd an brhalf of this Authorlty (Rale 59.3(c)).

[[] the dute on which this Authority hum. i respones 1o the invimtion i cormce defety ia the demand (Porm
PCTNPEA/404), rencived the raquired correttions,

3. [] ATTENTION: Thatde of receips s AFTRR the expincion of 19 mants from the priority dems. Consequently, the
eloxzion(s) made In the damand dncs (da) not have the effect of Postgoning the eazy nto the nationsl phase watil 10 month
from tha priority dete (or batar in some Offices) (Articie 39(1)). Therefiors, th acts for mtry [nto the natione! phmss must
be performed within 20 saorahs (fom the priority dabs (o inter in som Offiess) (Article 22). For deils, sce the PCT

[T @reppuicasier vhis nofication confirms the infarmation given by teiephans, fcaimile transsmission o in persan sa:

4  Only where paragraph 3 spplies, § copy of this optificstion has been vt to the Intemaiions] Buresu,

Facsimila No, 703-305-3230

Telcphone No. 703-303-3569

Vounc snd mallieg sddress of the 1FEA/ Authorbwd officar @
Mall Siop PCT, Comamiasionsr for Paianis
£.0. Box 1430, Alcmdsia, VA 12313-1450 Sonys Barmes

Form PCTAPEA/GE (July 1998)

xw TrATM




? PCT/AUS03/12588
PATENT COOPERATION TREATY 2
' ' C2H
v:s v Fi* From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT To: .
NOTIFICATION OF THE RECORDING 3
OF A CHANGE FISH & RICHARDSON P.C., P.A.
60 South Sixth Street
{PCT Rule 92bis.1 and Sulte 3300
Administrative Instructions, Section 422) Minneepolis, MN 55402
Unlted States of America
Dute of mslling (dey/manthivear)
December 2003 (03.12.03)
Applicant's or agent’s file refarence
CGLO1/D14EWO1 \O'HO -0 '-l-uAJDI IMPORTANT NOTIFICATION
imprmationsl spplication No. intamational filing date {day/month/year)
PCTAIS03/12588 23 April 2003 (23.04.03)

1. The following Indications appesred on record conceming:

E(] the parson

D the applicant D the Inventor @ the agent D the common repressntstive
Name end Address Burte of Netionsllty State of Residence
SKELTON, Jeffrey, J.
Clrulll Incorporated ~Telophone No.
Mlnmlgulla. MN 55440-5624 952.742.5402
United States of America ~Facsimile No.
952.742.6349
Tateprinter No.

Fs-——====-=————==ll==_—==—=‘=—==ﬁ

2. The intemational Bureau hareby notifles the applicent that the following change has been recorded concemning:

D the addrets

E] the nationallty D the residonce

D the name
Name and Address

FISH & RICHARDSON P.C., P.A,
60 50uth Sixth Street

Unltod s of America

a Furnnr observations, Il neceassary
Plaase also note that the mnt‘s file reference

IZ’ the recaiving Office
D the Intsrnational Searahing Authority
D the Internationsl Preliminary Examining Authority

State of Netionality State of Residence

| Telophons No.
(812) 335-5070
[~ Facsimile No.
(612) 288-9696

oleprinter No.

has bean changed accordingly.

4. A copy of this notificstion has been sent to:

E the designated Offices concarned
D the elected Offioss concerned
[X] other: SKELTON, Jetirey, J.

Authorized officer

* A ihwheting Requin:

Frangols BAECHLER

Facsimlle Na. {41-22) 338.71.40

LR Ah @1.32) 338 0544

Form PCTA8/308 (March 1884) P

By Rilling b retary
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COMPLETA { ) : INCOMPLETA ( ) {)
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Industria y Comercio

) SUPERINTENDENCIA
2020
Bogotd DC
Doctor(a) A
JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
Apoderado(a) 11481
CARGILL, INCORPORATED
REFERENCIA: Radicacion N° 04-117741

Solicitud internacional PCT/US03/12588

Fecha inicio fase nacional 2004-11-23

Tramite 011

Evento 379

Actuacién 430

Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le
comunica que:

e La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cddigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente debera presentar el documento que
acredita la existencia y representacién legal de la sociedad solicitante,
cuando éste fuere una persona juridica.

» La solicitud no contiene copia del documento en que consta la cesion del
derecho de patente del inventor al solicitante o a su causante (Art. 26k)
Decisién 486).

e En caso que el examen preliminar contenga anexos estos deben ser
adjuntados junto con su traduccion.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerara abandonada y perdera su prelacion.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e),
del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

ALIX CARMENZA ZESPEDES DE VERGEL
Jefe de la Divisiop'de Nuevas Creaciones.

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha,

soz063—HAIC. 2004
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