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SINTESIS MICROBIANA DE MOLECULAS DE PLANTAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se encuentra dentro del campo tecnolégico de los métodos
de sintesis de moléculas en procesos de fabricacion de nuevos medicamentos para

el tratamiento sintomatico de enfermedades.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El potencial terapéutico de los alcaloides de amarilidaceas (AA) abarca desde la
inhibicion de la colinesterasa, usado en tratamiento sintomatico de alzhéimer, hasta
actividades anticancerigenas, antimicrobianas y antivirales (M. He et al., 2015;
Jayawardena et al., 2024).

La molécula 4OMN deriva de dos precursores, que son el 3,4-dihidroxibenzaldehido
(3,4-DHBA) y la p-tiramina (Desgagné-Penix, 2021). La p-tiramina se puede
sintetizar por descarboxilacion de tirosina mediante una reaccién que cataliza una
tirosina descarboxilasa (EC 4.1.1.25). Esta actividad se ha descrito en especies
microbianas como, por ejemplo, Levilactobacillus brevis (Moreno-Arribas &
Lonvaud-Funel, 2001; Zhang & Ni, 2014).

Asi mismo, la produccién de p-tiramina se ha implementado en cepas
recombinantes de Escherichia coli superproductoras de tirosina que incluyen la
sobreexpresion de la tirosina descarboxilasa de L. brevis (TDC, AFP73381.1, ID
SEC No. 12) (Koma et al., 2020).

A su vez, el 3,4-DHBA es un metabolito vegetal que también deriva de aminoacidos

aromaticos, como son la fenilalanina y la tirosina.

En la literatura de patentes se observa, por ejemplo, el documento US4681852A
que divulga un método para producir fenilalanina que comprende el cultivo de cepas
de la bacteria Escherichia coli., en donde se elimina la inhibicion de la enzima DAHP
sinteasa por fenilalanina, tirosina o triptéfano; se elimina la inhibicién de la enzima
corismato mutasa P-prefenato deshidratasa por fenilalanina y en las que se logran
niveles mejorados de produccion de las enzimas DAHP sinteasa, corismato mutasa

P-prefenato deshidratasa y shikimato quinasa.

La patente WO2019030808A1 revela un microorganismo modificado

perteneciente al género Escherichia en el que se introducen los siguientes
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genes siguientes junto con un promotor inducible por expresion en un

cromosoma: aroA, aroB, aroC, aroG fbr o aroF fbr, pheA fbr o tyrA fbr.

La patente WO2015196100A1 divulga una planta transgénica, que dentro de
Su genoma, expresa una secuencia de nucledtidos heterdloga, en donde la
secuencia de nucledtidos heteréloga codifica una enzima, en donde la
enzima se selecciona del grupo que consiste en una O-metiltransferasa de
clase |, una P450 y una norbelladina sintasa/reductasa; en donde dicha O-
metiltransferasa de clase | es una 4'-O-metiltransferasa; en donde dicha 4'-
O-metiltransferasa es una norbelladina 4'-O-metiltransferasa; en donde
dicha norbelladina 4'-O-metiltransferasa convierte la norbelladina en 4'-O-
metilnorbelladina; en donde dicha norbelladina 4'-O-metiltransferasa se
selecciona del grupo que consiste en NpN40OMT1 (SEQ ID NO: 15),
NpN40MT2 (SEQ ID NO: 17), NoN4OMT3 (SEQ ID NO: 19), NpN40MT4 (SEQ
ID NO: 21) y NpN4OMT5 (SEQ ID NO: 23).

Si bien en el estado de la técnica obran diferentes antecedentes que describen la
sintesis de derivados de aminoacidos aromaticos en cepas microbianas (Cao et al.,
2020; Koma et al., 2020; Orn et al., 2021; Sakae et al., 2023), como E. coli, hasta el
momento no se ha reportado la sintesis microbiana de 3,4-DHBA. La actividad
antimicrobiana descrita para el componente 3,4-DHBA (Friedman et al., 2003; Wang
et al., 2024) supone un cuello de botella para desarrollar un método de sintesis
microbiana de 4OMN.

En este contexto, la presente invencion proporciona un método para la sintesis de
la molécula 4OMN a partir de la sintesis microbiana de la molécula 3,4-DHBA. El
meétodo para la produccion microbiana del precursor universal de los AA, esto es, la
4’-O-metilnorbelladina (40OMN), servira de plataforma para desarrollar métodos de
produccion microbiana especificos para los distintos AA.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona el método para la sintesis de 4’-O-
metilnorbelladina (4OMN) a partir de L-tirosina o glucosa, incluyendo la sintesis
microbiana de su precursor 3,4-dihidroxibenzaldehido (3,4-DHBA).

El método de sintesis microbiana objeto de la presente invencion implementa la ruta

metabdlica de plantas (Desgagné-Penix, 2021) en chasis microbianos.
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Al implementar la ruta metabdlica de plantas en chasis microbianos, el método
objeto de la presente invencion simplifica la extraccion y purificacion de los AA, al
implementar el procedimiento en chasis microbianos que son mas faciles y
econdmicos de cultivar. De esta forma, se logra reducir el impacto ambiental y en la
biodiversidad que genera la extracciéon de AA de fuentes naturales, reduciendo el
impacto ecoldgico y economico que genera el cultivo in vitro o la sintesis quimica
de los AA (Koirala et al., 2022), permitiendo la democratizacion del uso generalizado
de estos compuestos, al igual que el estudio, innovacion y desarrollo de derivados.

El método de sintesis microbiana de 4OMN comprende tirosina como sustrato y la
expresion microbiana de las proteinas tirosina descarboxilasa de L. brevis (LbTDC)
y norbelladina sintasa, noroxomaritidine/norcraugsodine reductasa y norbelladina
4’-O-metiltransferasa de N. pseudonarcisus (NpNBS, NpNR y NpN4OMT ) en
combinacion con la sintesis microbiana de 3,4-DHBA que requiere también el
sustrato tirosina y la expresion de las enzimas tirosina amonio liasa de R. glutinis
(RgTAL), el complejo 4-hidroxifenilacetato 3-monooxigenasa de E. coli (EcHpaBC),
4-cumarato-CoA ligasa de A. thaliana (At4CL) y hydroxycinnamoyl-CoA
hidratasal/liasa de P. fluorescens (PfHCHL ), (representado en la caja (a), Figura 1).

En una modalidad de realizacion, el método de sintesis microbiana de 3,4-DHBA
puede utilizar 3-DHS como sustrato y la expresion de las enzimas 3-dihidroshikimato
dehidratasa de P. putida (PpQuiC ) y acido carboxilico reductasa y fosfopanteteinil
transferasa de N. iowensis (NiCAR y NiNPT .

El método se implementa en un chasis microbiano que sintetiza tirosina a partir del
consumo de fuentes de carbono como la glucosa, proporcionando asi el sustrato

requerido.

Los objetos anteriormente descritos, al igual que los objetos adicionales a que
hubiere lugar, seran expuestos al detalle y con la suficiencia necesaria en el capitulo
descriptivo que se divulga a continuacion, el cual constituira el fundamento del

capitulo reivindicatorio.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Esquema del método de sintesis de 4OMN objeto de la invencion

implementado en un chasis microbiano.

Figura 2. Sintesis microbiana de p-cumarico y acido cafeico con extractos
cataliticos. Deteccion de sintesis de p-cumarico y acido cafeico por TLC. Se
analizaron mezclas de extracto catalitico, de cultivos inducidos, con sustrato L-
tirosina 0.5 mM, después de una incubacién de 15h a 37°C. (a) con extracto de
BL21(DE3)-tal, (b) BL21(DE3)_pETM6-RgTALsyn-HpaBC y (c) BL21(DE3)-tal-BC.
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El control negativo (-) corresponde a una muestra de extracto de BL21(DE3)-tal que
se incubo sin sustrato. Se muestran estandares de p-cumarico (pC, banda naranja),
acido cafeico (AC, banda negra). Las muestras se movilizaron con T:AE:AF 6:6:1,2
y se revelo la placa con FeCI3 0.5% pl/v.

Figura 3. Sintesis microbiana de PCA y 3,4-DHBA en cultivo. Deteccion de sintesis
de PCA y 3,4-DHBA por TLC. Se analizaron muestras de cultivos crecidos hasta
fase estacionaria en medio MOM2. Se muestran las cepas (a) M-PAR-241-mquiC-
npt crecida con 0,1 mM IPTG, (b) M-PAR-241-mquiC-npt con 0 mM IPTG y (c) M-
PAR-241-car-npt con 0,1 mM IPTG, que sirve de control negativo. Se muestran
estandares de PCA y 3,4-DHBA (D). Las muestras se movilizaron con C:M:AF
85:10:5 y se revelo la placa con FeCI3 0.5% p/v.

Figura 4. Sintesis microbiana de 3,4-DHBA con extractos cataliticos. Deteccion de
sintesis de 3,4-DHBA por TLC. Se analizaron mezclas de extractos cataliticos, de
cultivos inducidos con IPTG, después de una incubacion de 15h a 37°C. (l) mezcla
de los extractos M-PAR-241-tal-BC, BL21(DE3)-4cl y BL21(DE3)-hchl; (Il) mezcla
de los extractos BL21(DE3)-4cl y BL21(DES3)-hchl con acido cafeico 0,5 mM; (lll)
mezcla del extracto BL21(DE3)-4cl con acido cafeico 0,5 mM; (IV) mezcla del
extracto BL21(DE3)-hchl; con acido cafeico 0,5 mM. Se muestran estandares de
acido cafeico (AC, banda negra), 3,4-DHBA (D, banda negra) y p-cumarico (pC,
banda naranja). Las muestras se movilizaron con C:M:AF 85:10:5 y se reveld la

placa con FeClI3 0.5% p/v.

Figura 5. Expresion de NBS, NR y NAOMT en las distintas cepas M-PAR-241-3N.
(A) SDS-PAGE; (B) transferencia western con el anticuerpo anti-T7tag. Muestras de
cultivos inducidos a OD600 0.6 con 0,1 mM IPTG, 3h: (1) M-PAR-241-3N[1]; (1B)
M-PAR-241-3N[1B]; (1C) M-PAR-241-3N[1C]; (2) M-PAR-241-3N[2]; (4) M-PAR-
241-3N[4]; y (4C) M-PAR-241-3N[4C]. Se analizaron 10 ug de proteina total de cada
muestra en (A) y 25 ug en (B).

Figura 6. Sintesis microbiana de 40OMN con extractos cataliticos. Se analiz6 por TLC
la disminucion de 3,4-DHBA en la reaccion de sintesis de 4OMN a partir de la
incubaciéon a 37°C de la mezcla de extracto catalitico de M-PAR-241-3N[4C],
inducido con IPTG, con los sustratos 3,4-DHBA 0,5mM y p-tiramina 0,5mM, después
de una incubacion de 1 min (a) o 12h (b). Se muestran estandares de 3,4-DHBA (D)
y 40MN. Las muestras se movilizaron con C:M:AF 85:10:5 y se revel6 la placa con
FeCl3 0.5% p/v.

Figura 7. Representacidon esquematica de la cepa BABH10. La cepa BABH10 esta
construida a partir de un chasis M-PAR-241, que es una cepa de E. coli
superproductora de L-tirosina y p-tiramina. Contiene la sobreexpresion genomica de
la tirosina descarboxilasa de L. brevis (LbTDC). La cepa incorpora un vector (rombo
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gris) que aporta los genes para la expresion de las enzimas tirosina amonio liasa de
R. glutinis (RgTAL), el complejo 4-hidroxifenilacetato 3-monooxigenasa de E. coli
(EcHpaBC) y hydroxycinnamoyl-CoA hidratasa/liasa de P. fluorescens (PfHCHL) y
un segundo vector (rectangulo gris) que aporta los genes de 4-cumarato-CoA ligasa
de A. thaliana (At4CL), norbelladina sintasa, noroxomaritidine/norcraugsodine
reductasa y norbelladina 4’-O-metiltransferasa de N. pseudonarcisus (NpNBS,
NpNR y NpN4OMT ). Se ha incluido una esquematizacion simplificada de las
reacciones enzimaticas relevantes para la sintesis de 4OMN en esta versién del

método de la invencion.

Figura 8. Evaluacién de la cepa BABH10. (A) Cinéticas de crecimiento. El grafico
muestra la cinética de crecimiento por OD600 de la cepa BABH10 en medio MOM2
con (a) 0 mM IPTG (linea negra); (b) 0,1mM de IPTG aplicado al inicio del
crecimiento (linea de puntos gris); y (c) 0,5 mM de IPTG aplicado a mitad de fase
exponencial (linea discontinua gris). Se muestran datos correspondientes al
promedio de tres réplicas biologicas. Las barras de error representan la desviacion
estandar. (B) Evaluacion de la produccién de metabolitos por TLC. Deteccién de
sintesis de 3,4-DHBA por TLC. Se analizaron muestras de cultivos crecidos hasta
fase estacionaria en medio MOM2 e induccién con 0,5 mM de IPTG aplicado a mitad
de fase exponencial de dos clones de la cepa BABH10 (c1y c2). (Ry R2) muestras
control con 3,4-DHBA y acido cafeico; Las muestras se movilizaron con C:M:AF
85:10:5 y se revelo la placa con FeCI3 0.5% p/v.

Figura 9. Representacion esquematica de la cepa BABHS8. La cepa BABHS8 esta
construida a partir de un chasis M-PAR-241, que es una cepa de E. coli
superproductora de L-tirosina y p-tiramina. Contiene la sobreexpresion genomica de
la tirosina descarboxilasa de L. brevis (LbTDC). La cepa incorpora un vector (rombo
gris) que aporta los genes para la expresion de las enzimas 3-dihidroshikimato
dehidratasa de P. putida (PpQuiC ) y fosfopanteteinil transferasa de N. iowensis
(NINPT ) y un segundo vector (rectangulo gris) que aporta los genes de acido
carboxilico reductasa (NICAR), norbelladina sintasa,
noroxomaritidine/norcraugsodine reductasa y norbelladina 4’-O-metiltransferasa de
N. pseudonarcisus (NpNBS, NpNR y NpN4OMT). Se ha incluido una
esquematizacion simplificada de las reacciones enzimaticas relevantes para la

sintesis de 40MN en esta version del método de la invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona el método de sintesis de la molécula 4OMN
empleando un sustrato seleccionado entre L-tirosina o glucosa, a partir de la sintesis
microbiana de la molécula 3,4-DHBA, precursor necesario para la sintesis de
40MN.
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La descripcion de la realizacion de la presente invencién no pretende limitar su
alcance, sino servir como un ejemplo particular de la misma. Se espera que una
persona versada en la materia comprenda que las modalidades equivalentes no se

apartan del espiritu y alcance de la presente invencion en su forma mas amplia.

Dentro del contexto de la presente descripcion, se entiende como sintesis
microbiana de la molécula 4OMN y de su precursor 3,4-DHBA la produccion a partir
de la concatenacion de reacciones que catalizan enzimas contenidas en un chasis

microbiano en presencia de sustrato.

Se entiende como chasis microbiano una célula procariota que puede incorporar
cassettes de expresion de enzimas heter6logas y que proporciona los elementos
necesarios para la expresion y/o actividad de dichas enzimas heterdlogas. La célula
procariota puede ser E. coli como, por ejemplo, la cepa BL21(DE3) o una cepa

superproductora de tirosina y/o p-tiramina u otras.
Se entiende que un elemento o enzima es heterdlogo si no es propio del organismo.

Se entiende que la célula procariota incorpora cassettes de expresion cuando
adquiere vectores que puede replicar y mantener o por inserciones en su genoma

que contienen dichos cassettes de expresion.

Se entiende como cassettes de expresion una secuencia de DNA que contiene una
secuencia codificante que incluye un gen precedido por una secuencia RBS, que
regula su traduccion, precedido de una secuencia promotora que regula su
transcripcion. En algunos casos, la secuencia codificante puede incluir mas de un
gen. En algunos casos, cada gen incluido va precedido de una secuencia RBS

propia.

Se entiende que el sustrato es la sustancia que se proporciona al inicio de la sintesis

microbiana.

Para la sintesis de 40MN se requieren dos precursores, que son la p-tiramina, que
se produce en bacteria por descarboxilacion de L-tirosina, y el 3,4-DHBA, que es un

metabolito de plantas que no se ha sintetizado en bacteria hasta el momento.

La invencién proporciona el método de sintesis microbiana de 3,4-DHBA a partir de
tirosina mediante el cultivo e induccién de cepas recombinantes de E. coli que
sobreexpresan las siguientes cuatro enzimas: tirosina amonio liasa (TAL, EC
4.3.1.23, 1D SEC NO. 1) de Rhodotorula glutinis, el complejo de 4-hidroxifenilacetato
3-monooxigenasa (HpaBC, EC 1.14.14, ID SEC NO. 2 y 3) de E. coli, 4-cumarato-
CoA ligasa (4CL, EC 6.2.1.12, ID SEC NO. 4) de Arabidobsis thaliana vy
hydroxycinnamoyl-CoA hidratasa/liasa (HCHL, ID SEC NO. 5) de Pseudomonas
fluorescens. Alternativamente, la sintesis microbiana de 3,4-DHBA es a partir de
precursores de la sintesis de tirosina, como la molécula 3-dihidroshikimato (3-DHS),
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mediante el cultivo e induccion de cepas recombinantes de E. coli que
sobreexpresan las siguientes tres enzimas: 3-dihidroshikimato dehidratasa de
Pseudomonas putida (QuiC, ID SEC NO. 6) y acido carboxilico reductasa (CAR, ID
SEC NO. 7) de Nocardia iowensis, co-expresada junto a su fosfopanteteinil
transferasa (NPT, ID SEC NO. 8) para su activacion post-traduccional

(Venkitasubramanian et al., 2007).

El método de la invencion, a su vez, combina la sintesis microbiana de 3,4-DHBA
con la sobreexpresion de las siguientes cuatro enzimas: TDC de L. brevis (ID SEC
No. 12), norbelladina sintasa (NBS, ID SEC NO. 9),
noroxomaritidine/norcraugsodine reductasa (NR, ID SEC NO. 10) (Kilgore et al.,
2016; Singh & Desgagneé-Penix, 2017; Singh et al., 2018) y norbelladina 4’-O-
metiltransferasa (N4OMT, ID SEC NO. 11) (D’Oelsnitz et al., 2023; Kilgore et al.,
2014; Koirala et al., 2024) de Narcissus pseudonarcissus.

El método de produccion microbiana de 40MN (Figura 1) a partir de L-tirosina
requiere el cultivo de cepas recombinantes de E. coli que sobreexpresan las
enzimas TAL, HpaBC, 4CL, HCHL, TDC, NBS, NR y N4AOMT (ID SEC NO. 1-5y 9-
12). Alternativamente, el método de produccidén microbiana de 40MN es a partir de
L-tirosina y/o precursores de tirosina, como la molécula 3-DHS, mediante el cultivo
de cepas recombinantes de E. coli que sobreexpresan las enzimas QuiC, CAR,
NPT, TDC, NBS, NR, NAOMT (ID SEC NO. 6-12).

En algunas modalidades de realizacion, el método de produccion microbiana de
40MN es implementado en cepas recombinantes de E. coli superproductoras de
tirosina y se utiliza glucosa como fuente de carbono para la sintesis de 3,4-DHBA vy,
por consiguiente, para la sintesis de 4OMN.

La implementacién de este método en cepas microbianas que metabolizan sucrosa
permite la sintesis de 3,4-DHBA y, por consiguiente, la sintesis de 40OMN utilizando
fuentes de carbono biosostenibles y mas econémicas como la sucrosa o melazas

derivadas del cultivo de cana o similares.

En algunas modalidades de realizacion, el sustrato para la sintesis de la molécula
3,4-DHBA es la molécula L-tirosina que es deaminada a p-cumarico, que es
hidroxilado generando acido cafeico, que se conjuga con acetil-coA produciendo
cafeoyl-coA, que al escindir de nuevo el acetil-coA produce 3,4-DHBA vy las cuatro
reacciones estan catalizadas por las enzimas tirosina amonio liasa (TAL, EC
4.3.1.23, 1D SEC NO. 1) de Rhodotorula glutinis, el complejo de 4-hidroxifenilacetato
3-monooxigenasa (HpaBC, EC 1.14.14, ID SEC NO. 2 y 3) de E. coli, 4-cumarato-
CoA ligasa (4CL, EC 6.2.1.12, ID SEC NO. 4) de Arabidobsis thaliana vy
hydroxycinnamoyl-CoA hidratasa/liasa (HCHL, ID SEC NO. 5) de Pseudomonas

fluorescens.
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En otros casos, el sustrato para la sintesis de 3,4-DHBA es la molécula 3-DHS, que
es un metabolito microbiano de la ruta del shikimato para la sintesis de aminoacidos
aromaticos como la tirosina, que es deshidratada produciendo &acido
protocatechuico (PCA), que se descarboxila generando el aldehido 3,4-DHBA y las
dos reacciones estan catalizadas por las enzimas 3-dihidroshikimato dehidratasa de
Pseudomonas putida (QuiC, ID SEC NO. 6) y acido carboxilico reductasa (CAR, ID
SEC NO. 7) de Nocardia iowensis, co-expresada junto a su fosfopanteteinil
transferasa (NPT, ID SEC NO. 8).

La sintesis microbiana de 4OMN se produce por la reduccion y metilacion del
producto de condensacion de dos sustratos, 3,4-DHBA y p-tiramina, que son tres
reacciones catalizadas por las enzimas norbelladina sintasa (NBS, ID SEC NO. 9),
noroxomaritidine/norcraugsodine reductasa (NR, ID SEC NO. 10) y norbelladina 4'-
O-metiltransferasa (N4OMT, ID SEC NO. 11) de Narcissus pseudonarcissus.

En algunas modalidades de realizacion, los sustratos para la sintesis microbiana de
40MN son las moléculas 3,4-DHBA, producida segun la sintesis microbiana
proporcionada por el método de la invencion, y la p-tiramina, generada por

descaboxilacion de tirosina por la enzima TDC (ID SEC NO. 12).

En otras modalidades, el sustrato es la glucosa presente en el medio de cultivo que
metaboliza a L-tirosina y/o 3-DHS el chasis microbiano. En otras modalidades, el
sustrato es otra fuente de carbono presente en el medio de cultivo, e.g. sucrosa,
que metaboliza a L-tirosina y/o 3-DHS en el chasis microbiano.

En algunas modalidades, el chasis microbiano es una célula recombinante de E.
coli que contiene cassettes de expresion para todas y cada una de las enzimas del
meétodo y la sintesis de 3,4-DHBA y/o 4OMN se produce en el cultivo de la célula

microbiana.

En otras modalidades, la produccion resulta de la mezcla del sustrato con un
extracto catalitico de célula total que se obtiene por cultivo y lisis de uno o mas

chasis microbianos que en conjunto contienen las enzimas del método.

Sera obvio para un experto en la materia que el método no se limita por las enzimas
especificadas en esta descripcion y que la sustitucion de dichas enzimas por otras
enzimas homodlogas u ortélogas y/o que catalizan reacciones idénticas o similares

no se considerara como modificacion del método descrito en esta invencion.

A continuacion, se describen algunos ejemplos a modo ilustrativo de algunos
aspectos detallados en la descripcidn, pero no deben considerarse limitantes en la

aplicacion de la invencion.
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Se detalla la sintesis de los metabolitos de interés 3,4-DHBA o 4OMN a partir del
cultivo e induccidn de cepas recombinantes de E. coli y/o preparacion de extractos
cataliticos que contienen las enzimas (a) TAL, HpaBC, 4CL y HCHL o (b) mQuiC,
CAR y NPT o (c) TAL, HpaBC, 4CL, HCHL, TDC, NBS, NR y NAOMT o (d) mQuiC,
CAR, NPT, TDC, NBS, NR y NAOMT.

Materiales y métodos.

Se describen los materiales y métodos empleados en los ejemplos detallados
debajo a modo ilustrativo, pero no limitan la aplicacién de esta invencién. Métodos
y materiales similares o equivalentes a los descritos a continuacion seran obvios
para un experto en la materia y podran ser usados para el ensayo o implementacion

de esta invencion.
Secuencias.

Las secuencias utilizadas en los ejemplos se desglosan en el capitulo anexo. El

anexo incluye las secuencias de los vectores generados en este trabajo.

ID Descripcion

SEC

No.

1 Tirosina amonio liasa (TAL) de R. glutinis
2 HpaB

3 HpaC

4 4-cumarato-CoA ligasa (4CL) de A. thaliana

5 Hydroxycinnamoyl-CoA hidratasal/liasa (HCHL) de P. fluorescens

6 3-dihidroshikimato dehidratasa (QuiC) de P. putida

7 Acido carboxilico reductasa (CAR) de N. iowensis
8 Fosfopanteteinil transferasa (NPT) de N. iowensis
9 Norbelladina sintasa (NBS) de N. pseudonarcissus King Alfred

10 Noroxomaritidine/norcraugsodine reductasa (NR) de N.
pseudonarcissus King Alfred

11 Norbelladina 4’-O-metiltransferasa (N4OMT) de N. pseudonarcissus

12 Tirosina descarboxilasa (TDC) de L. brevis

13 | 6HtT7-TAL




14 | 10H-4CL

15 | 6HT7-HCHL

16 | MBP-QuiC

17 | mQuiC

18 | 6HtT7-CAR

19 | 6HtT7-NPT

20 | 6HtT7-NBS

21 6HT7-NBS

22 | 6H-NR

23 | NR-6H

24 | 6Ht-N4OMT

25 | 6Ht-N4AOMTA53M

27 Tag T7

28 Tag 6xHis

29 Tag 10xHis

30 Secuencia polipeptidica que incluye tags de 6xHis, sitio de corte por
trombina y T7 (6HtT7)

31 Secuencia polipeptidica que incluye tags de 6xHisy T7 (6HT7)

32 Péptido linker rico en asparagina

Tabla S.l. Secuencias polipeptidicas.

ID NUC | Descripcién Origen
No.
1 Secuencia sintética codificante de tirosina amonio | Addgene
liasa (TAL) de R. glutinis #100949
(Jones et al.,
2017)
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2 Secuencia sintética codificante de 4-cumarato-CoA | Addgene

ligasa (4CL) de A. thaliana #139798 (Fink
et al., 2020)

3 Secuencia sintética codificante de hydroxycinnamoyl- | SynBioTech
CoA hidratasal/liasa (HCHL) de P. fluorescens con un
tag T7 en N-ter

4 Secuencia sintética codificante de 3-dihidroshikimato | SynBioTech
dehidratasa (QuiC) de P. putida con un tag de 6xHis
en C-ter

5 Secuencia sintética codificante de una proteina de | este trabajo
fusion entre mRFP y 3-dihidroshikimato dehidratasa
(QuiC) de P. putida con un linker de 10xN entre las dos
proteinas y un tag de 6xHis en C-ter del polipéptido

6 Secuencia sintética codificante de acido carboxilico | SynBioTech
reductasa (CAR) de N. iowensis

7 Secuencia sintética codificante de fosfopanteteinil | SynBioTech
transferasa (NPT) de N. iowensis con un tag de 6xhis
en el extremo N-ter

8 Secuencia sintética codificante para la fosfopanteteinil | SynBioTech
transferasa (NPT) de N. iowensis con un tag de 6xhis
en el extremo N-ter e incluye una secuencia RBS32 en
el extremo %'

9 Secuencia sintética codificante de norbelladina sintasa | SynBioTech
(NBS) de N. pseudonarcissus King Alfred

10 Secuencia sintética codificante de | SynBioTech
noroxomaritidine/norcraugsodine reductasa (NR) de
N. pseudonarcissus King Alfred

11 Secuencia sintética codificante de norbelladina 4’-O- | SynBioTech
metiltransferasa (N4OMT) de N. pseudonarcissus

12 Secuencia sintética codificante de norbelladina 4’-O- | Addgene
metiltransferasa (NAOMT) de N. pseudonarcissus con | #216232

la mutacion A53M

(D’Oelsnitz et
al., 2023)
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Operon codificante del complejo 4-hidroxifenilacetato

3-monooxigenasa (HpaBC) de E. coli

BL21(DE3)
(Prieto &
Garcia, 1994)

14 RBSg10L T7
bacteriophage
genoma
(Olins &
Rangwala,
1989)

15 RBS32 BBa_B0032

16 RBS34 BBa_B0034

17 RBS5000 (Ceroni et al.,
2015)

18 RBS9500 (Ceroni et al.,
2015)

19 Promotor pT7lac (Dubendorf &
Studier, 1991)

20 Promotor pTac BBa_K86440
0

21 Vector pET28-tal (ID VEC No. 8) este trabajo

22 Vector pET28-tal-BC (ID VEC No. 9) este trabajo

23 Vector pET28-hchl (ID VEC No. 10) este trabajo

24 Vector pET28-hchl-tal-BC (ID VEC No. 11) este trabajo

25 Vector pMAL-quiC (ID VEC No. 12) este trabajo

26 Vector pET28-mquiC (ID VEC No. 13) este trabajo

27 Vector pET28-car (ID VEC No. 14) este trabajo

28 Vector pET28-npt (ID VEC No. 15) este trabajo

29 Vector pET28-car-npt (ID VEC No. 16) este trabajo

30 Vector pET28-npt-mquiC (ID VEC No. 17) este trabajo

31 Vector pET28-nbs (ID VEC No. 18) este trabajo
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32 Vector pET28-nr (ID VEC No. 19) este trabajo
33 Vector pET28-nbs-nr (ID VEC No. 20) este trabajo
34 Vector pET28-n4omt (ID VEC No. 21) este trabajo
35 Vector pACYCT-3N[2] (ID VEC No. 22) este trabajo
36 Vector pACYCT-3N[4] (ID VEC No. 23) este trabajo
37 Vector pACYCT-3N[4C] (ID VEC No. 24) este trabajo
38 Vector pACYCT-3N[4D] (ID VEC No. 25) este trabajo
39 Vector pACYCT-3N[1] (ID VEC No. 26) este trabajo
40 Vector pACYCT-3N[1B] (ID VEC No. 27) este trabajo
41 Vector pACYCT-3N[1C] (ID VEC No. 28) este trabajo
42 Vector pACYCT-3N[4C]-4cl (ID VEC No. 29) este trabajo
43 Vector pACYCT-3N[4C]-car (ID VEC No. 30) este trabajo

Tabla S.Il. Secuencias nucleotidicas.

Genes, vectores y cepas.

En la tabla S.II se detalla la secuencia de los genes sintéticos con optimizacién de
codon para la expresion en E. coli de las enzimas heterologas TAL (ID SEC No. 11),
4CL (ID SEC No. 14), HCHL (ID SEC No. 15), QuiC (ID SEC No. 16), CAR (ID SEC
No. 17), NPT (ID SEC No. 18), NBS (ID SEC No. 19), NR (ID SEC No. 20) y NAOMT
(ID SEC No. 21) utilizados en los ejemplos. En la tabla S.1l se incluye la secuencia
del operon hpaBC (ID SEC No. 10) que se aislé del genoma de E. coli BL21(DE3)
para clonarlo en vectores de expresion (Prieto & Garcia, 1994). Los genes sintéticos
se compraron en SynBioTech o se aislaron de vectores adquiridos en Addgene.

Los vectores de expresion utilizados en los ejemplos derivan de pET19b, pET28a o
pACYCT y se describen en la tabla M.l. Para generar los distintos vectores de
expresion se utilizaron técnicas estandar de PCR (Phusion HS Il polimerasa de
NEB), clonaje por enzimas de restriccion (Thermo Scientific) y la cepa de clonaje
DH5a (Thermo Scientific) de E. coli. Para aislar vectores o purificar fragmentos de

DNA se usaron kits comerciales de Thermo Scientific.
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Todas las cepas de E. coli utilizadas en los ejemplos derivan de BL21(DE3) (Thermo
Scientific) o de las cepas M-PAR-120, M-PAR-121 y M-PAR-241, que son cepas
modificadas genéticamente para la superproduccion de fenilalanina o tirosina o p-
tiramina, respectivamente (Koma et al., 2020). Los genotipos relevantes se detallan
en la tabla M.lIl. Sera obvio para un experto en la materia que cepas con
modificaciones similares o equivalentes serviran de chasis alternativo para la
aplicacidon de la invencion y que las cepas listadas en la tabla Il fueron elegidas
ejemplo representativo de cepas que contienen el profago DE3 y/o que son
superproductoras de fenilalanina y/o tirosina y/o p-tiramina.

Las cepas de E. coli de los ejemplos de debajo se generaron por transformacion por
el método de heat-shock de células competentes preparadas con el método del
Inoue (Green & Sambrook, 2020).

ID nombre
VEC
No.

descripcion origen

vector

1 pET28a Vector de expresion de bajo numero de copia, | Novagen
con Ori COLE1. Contiene gen de seleccion
por kanamicina. Contiene el gen de Lacl con
promotor laclg. Proporciona secuencia
promotora pT7lac, dependiente de T7 RNA
polimerasa e induccion por IPTG, secuencia
RBS, secuencias codificantes de tags para

6xhis o T7 y secuencia terminadora.

2 pET19b Vector de expresion de bajo numero de copia, | Novagen
con Ori COLE1. Contiene gen de seleccion
por ampicilina. Contiene el gen de Lacl con
promotor laclg. Proporciona secuencia
promotora pT7lac, dependiente de T7 RNA
polimerasa e induccion por IPTG, secuencia
RBS, secuencia codificante de tag de 10xhis

y secuencia terminadora.

pMALc5x

Vector de expresion de alto numero de copia,
con Ori COLE1 mutado. Contiene gen de
seleccidon por ampicilina. Contiene el gen de
Lacl con promotor laclq. Proporciona
secuencia promotora pTac (ID NUC NO. 20)

inducible por IPTG, secuencia RBS, gen de la

New
engeland
Biolabs
(NEB)

14




proteina MBP seguida de una secuencia para
una linker de asparagina y una secuencia

terminadora.

4 pACYCTdue | Vector similar a pET28a pero con Ori p15A. | Novagen
t Este vector contiene dos vectores pT7lac y
RBS
5 pETMG6- vector que contiene el gen de TAL (ID SEQ | Addgene
RgTALsyn- | No. 1) #100949
HpaBC (Jones et
al., 2017)
6 pET19b_4C | vector derivado de pET19b, contiene el gen | Addgene
L de 4CL (ID NUC No. 2) entre los sitios de | #139798
restriccion Ndel-BamHlI, para la expresion de | (Fink et
la proteina 4CL con un tag de 10xHis en N-ter | al., 2020)
7 pNb4OMT- | vector que contiene el gen de NAOMT con la | Addgene
A53M mutacion A53M #216232
(D’Oelsnit
z et al,
2023)
8 pET28-tal vector derivado de pET28a, contiene el gen | este
de TAL (ID NUC No. 1) entre los sitios de | trabajo (ID
restriccion Ndel-Hindlll, para la expresion de | SEC 21)
TAL con tags de 6xHis y T7 en el extremo N-
ter
9 pET28-tal- vector derivado de pET28-tal, contiene el | este
BC operén hpaBC (ID NUC No. 11) clonado | trabajo (ID
HindllI-Xhol SEC 22)
10 pET28-hchl | vector derivado de pET28a, coniene el gen de | este
HCHL (ID NUC No. 3) entre los sitios de | trabajo (ID
restriccion Ndel-Hindlll, para la expresion de | SEC 23)
HCHL con tags de 6xHis y T7 en el extremo
N-ter
11 pET28-hchl- | vector derivado de pET28-tal-BC, contiene el | este
tal-BC gen hchl (ID NUC No. 3) con RBS32 en | trabajo (ID
extremo &'y 3' clonado Xbal-Hindlll SEC 24)
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pMAL-quiC

vector derivado de pMALc5x, conitene el gen
de QuiC (ID NUC No. 4) entre los sitios de
restriccion Ndel-BamHI, para la expresion de
la proteina de fusién MBP-QuiC con un tag de
6xHis en el extremo C-ter

este
trabajo (1D
SEC 25)

13

pET28-
mquiC

vector derivado de pET28a, contiene el gen
de mQuiC (ID SEC No. 5) entre los sitios de
restriccion Ndel-Xhol, para la expresion de la
proteina de fusidn mRFP-QuiC con un tag de
6xHis en el extremo C-ter

este
trabajo (1D
SEC 26)

14

pET28-car

vector derivado de pET28a, contiene el gen
de CAR (ID NUC No. 6) entre los sitios de
restriccion EcoRII-Hindlll, para la expresion
de CAR con tags de 6xHis y T7 en el extremo
N-ter

este
trabajo (1D
SEC 27)

15

pET28-npt

vector derivado de pET28a, contiene el gen
de NPT (ID NUC No. 7) clonado EcoRI-Hindlll

este
trabajo (1D
SEC 28)

16

pET28-car-
npt

vector derivado de pET28-car, contiene el gen
de NPT con una secuencia que afade 6xHis
al extremo N-ter de la proteina (ID NUC No. 7)
clonado HindllI-Xhol

este
trabajo (1D
SEC 29)

17

pET28-npt-
mquiC

vector derivado de pET28, contiene el gen de
6HtT7-NPT con un RBS32 sintético en el
extremo 5’ (ID NUC NO. 8) clonado entre las
dianas Xbal y Spel y el gen sintético mquiC
(ID NUC No. 5), con una secuencia de RBS34
sintética (ID NUC No. 14) en el extremo 5,
clonado entre las dianas Spel y Xhol.

este
trabajo (1D
SEC 30)

18

pET28-nbs

vector derivado de pET28a, contiene el gen
de NBS (ID NUC No. 9) entre los sitios de
restriccion BamHI-Hindlll, para la expresién
de NBS con tags de 6xHis y T7 en el extremo
N-ter

este
trabajo (1D
SEC 31)

19

pET28-nr

vector derivado de pET28a, contiene el gen
de NR (ID NUC No. 10) entre los sitios de

este
trabajo (1D
SEC 32)

16




restriccion BamHI-Xhol, para la expresion de

NR con un tag de 6xHis en el extremo N-ter

20

pET28-nbs-

nr

vector derivado de pET28-nbs, contiene el
gen de NR (ID NUC No. 10) modificado con
una secuencia para tag de 6xHis en el
extremo 3'y una secuencia de RBS5000 en el
extremo 5' clonado entre los sitios de
restriccion Hindlll-Xhol, para la expresion de

NR con un tag de 6xHis en el extremo N-ter

este
trabajo (1D
SEC 33)

21

pET28-

n4omt

vector derivado de pET28a, contiene el gen
de N4AOMT (ID NUC No. 11) entre los sitios de
restriccion Ndel-Notl, para la expresiéon de
N4OMT con un tag de 6xHis en el extremo N-
ter

este
trabajo (1D
SEC 34)

22

pACYCT-
NNN2

vector derivado de pACYCTduet, con cassette
de expresion para gen de NAOMT (ID NUC
No. 11) del vector pET28-n4omt entre Ncol y
Notl y un cassette de expresion para los
genes NBS y NR (ID NUC No. 9 y 10) del
vector pET28-nbs-nr entre Ndel y Xhol

este
trabajo (1D
SEC 35)

23

pACYCT-
NNN4

vector derivado de pACYCT-NNN2, al que se
suprimio el segundo promotor, dejando un
unico cassette de expresion para los tres
genes, con los RBSg10L (ID SEC No. 14),
RBS34 (ID SEC No. 16) y RBS5000 (ID SEC

No. 17), respectivamente.

este
trabajo (1D
SEC 36)

24

pACYCT-
NNN4C

vector derivado de pACYCT-NNN4. En este
caso se sustituyo el RBS asociado al gen de
NR por una secuencia de RBS32 (ID SEC No.
15)

este
trabajo (1D
SEC 37)

25

pACYCT-
NNN4D

vector derivado de pACYCT-NNN4. En este
caso se sustituyé el gen de NAOMT por una
version que incluye la mutaciéon AS3M (ID
NUC No. 12)

este
trabajo (1D
SEC 38)

26

pACYCT-
NNN1

vector derivado de pACYCT-NNN4. En este
caso se sustituyo el RBS asociado al gen de

este
trabajo (1D
SEC 39)
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N4OMT por una secuencia de RBS32 (ID
SEC No. 15)

27

pACYCT-
NNN1B

vector derivado de pACYCT-NNN1. En este
caso se sustituyo el RBS asociado al gen de
NR por una secuencia de RBS9500 (ID SEC
No. 18)

este
trabajo (1D
SEC 40)

28

pACYCT-
NNN1C

vector derivado de pACYCT-NNN4. En este
caso se sustituyo el RBS asociado al gen de
NR por una secuencia de RBS32 (ID SEC No.
15)

este
trabajo (1D
SEC 41)

29

pACYCT-
NNN4C-4cl

vector derivado de pACYCT-NNN4C. Se
insertd el cassette de expresion de 4cl del
vector pEt19b-4cl (ID VEC No. 6) entre los
sitios Notl y Xhol

este
trabajo (1D
SEC 42)

30

pACYCT-
NNN4C-car

vector derivado de pACYCT-NNN4C. Se
inserté una secuencia con un RBSg10L (ID
NUC No. 14) y el gen que codifica 6HtT7-car
(ID SEC No. 18) y entre los sitios Notl y Xhol

este
trabajo (1D
SEC 43)

Tabla M.I. Descripcidn de los vectores principales usados en los ejemplos.

ID Nombre | Genotipo y caracteristicas relevantes Origen

CEPA |cepa

No.

1 DHb5a Cepa de clonaje. Genotipo: F- 80dlacZM15|Thermo
(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17(rk-, | Scientific
mk+) phoA supE44- thi-1 gyrA96 relA1

2 BL21(D |Cepa de  sobreexpresion de proteinas|Thermo

E3) dependientes de T7 RNA polimerasa. Genotipo: F-| Scientific
ompT hsdSB(rB-, mB-), dcm, gal, (Aclts857 ind1
Sam?7 nin5 lacUV5-T7gene1)
3 M-PAR- |cepa superproductora de fenilalanina, derivada|(Koma et
120 de E. coli  MG1655(DE3). Genotipo: | al., 2020)
M1655(DE3)tyrR::PT7lac-aroGfbr IdhA::PT7lac-
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pheAfbr adhE::PT7lac-ppsA pfIDC::PT7lac(-8TC)-
tktA pykF::PT7lac-aroALC ascF::PT7lac-aroEDB

4 M-PAR- |cepa superproductora de tirosina, derivada de E.|(Koma et
121 coli MG1655(DE3). Genotipo: | al., 2020)
M1655(DE3)tyrR::PT7lac-aroGfbr IdhA::PT7lac-
tyrAfbr adhE::PT7lac-ppsA pfIDC::PT7lac(-8TC)-
tktA pykF::PT7lac-aroALC ascF::PT7lac-aroEDB
5 M-PAR- |cepa superproductora de p-tiramina, derivada|(Koma et
241 de E. coli M-PAR-120. Genotipo: | al., 2020)
M1655(DE3)tyrR::PT7lac-aroGfbr IdhA::PT7lac-
tyrAfbr adhE::PT7lac-ppsA pfIDC::PT7lac(-8TC)-
tktA pykF::PT7lac-aroALC ascF::PT7lac-
aroEDB acs::PT7lac-tdc(Ib)
6 BL21(D |[Cepa BL21(DE3) transformada con el vector|este trabajo
E3)-tal |pET28-tal (ID VEC No. 8); Resistente a
kanamicina
7 BL21(D |[Cepa BL21(DE3) transformada con el vector|este trabajo
E3)-tal- |pET28-tal-BC (ID VEC No. 9); Resistente a
BC kanamicina
8 BL21(D |[Cepa BL21(DE3) transformada con el vector|este trabajo
E3)-hchl | pET28-hchl (ID VEC No. 10); Resistente a
kanamicina
9 BL21(D |[Cepa BL21(DE3) transformada con el vector|este trabajo
E3)-4cl |[pET19b-4cl (ID VEC No. 7); Resistente a
ampicilina
10 M-PAR- |Cepa M-PAR-121 transformada con el vector|este trabajo
121-tal |pET28-tal (ID VEC No. 8); Resistente a
kanamicina
11 M-PAR- |Cepa M-PAR-121 transformada con el vector|este trabajo
121-tal- |pET28-tal-BC (ID VEC No. 9); Resistente a
BC kanamicina
12 M-PAR- |Cepa M-PAR-241 transformada con el vector|este trabajo
241-tal |pET28-tal (ID VEC No. 8); Resistente a
kanamicina
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M-PAR-
241-tal-
BC

Cepa M-PAR-241 transformada con el vector
pET28-tal-BC (ID VEC No. 9); Resistente a

kanamicina

este trabajo

14

BL21(D
E3)-
mbpqui
C

Cepa BL21(DE3) transformada
pMAL-quiC (ID VEC No. 12);

ampicilina

con el vector

Resistente a

este trabajo

15

BL21(D
E3)-car

Cepa BL21(DE3) transformada
pET28-car (ID VEC No. 14);

kanamicina

con el vector

Resistente a

este trabajo

16

BL21(D
E3)-npt

Cepa BL21(DE3) transformada
pET28-npt (ID VEC No. 15);

kanamicina

con el vector

Resistente a

este trabajo

17

M-PAR-
241-car-
npt

Cepa M-PAR-241 transformada con el vector
pET28-car-npt (ID VEC No. 16); Resistente a

kanamicina

este trabajo

18

M-PAR-
241-
mquiC-
npt

Cepa M-PAR-241 transformada con el vector
pET28-npt-mquiC (ID VEC No. 17); Resistente a

kanamicina

este trabajo

19

BL21(D
E3)-nbs

Cepa BL21(DE3) transformada con el vector
pET28-nbs (ID VEC No. 18);

kanamicina

Resistente a

este trabajo

20

BL21(D
E3)-nr

Cepa BL21(DE3) transformada con el vector
pET28-nr (ID VEC No. 19);

kanamicina

Resistente a

este trabajo

21

BL21(D
E3)-

n4omt

Cepa BL21(DE3) transformada con el vector
pET28-n4omt (ID VEC No. 21); Resistente a

kanamicina

este trabajo

22

M-PAR-
241-
3N[2]

Cepa M-PAR-241 transformada con el vector
pACYCT-3N[2] (ID VEC No. 22); Resistente a

cloranfenicol

este trabajo

23

M-PAR-
241-
3N[4]

Cepa M-PAR-241 transformada con el vector
pACYCT-3N[4] (ID VEC No. 23); Resistente a

cloranfenicol

este trabajo
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24 M-PAR- |Cepa M-PAR-241 transformada con el vector|este trabajo
241- pACYCT-3N[4C] (ID VEC No. 24); Resistente a
3N[4C] |cloranfenicol
25 M-PAR- |Cepa M-PAR-241 transformada con el vector|este trabajo
241- pACYCT-3N[4D] (ID VEC No. 25); Resistente a
3N[4D] |cloranfenicol
26 M-PAR- |Cepa M-PAR-241 transformada con el vector|este trabajo
241- pACYCT-3N[1] (ID VEC No. 26); Resistente a
3N[1] cloranfenicol
27 M-PAR- |Cepa M-PAR-241 transformada con el vector|este trabajo
241- pACYCT-3N[1B] (ID VEC No. 27); Resistente a
3N[1B] |cloranfenicol
28 M-PAR- |Cepa M-PAR-241 transformada con el vector|este trabajo
241- pACYCT-3N[1C] (ID VEC No. 28); Resistente a
3N[1C] |cloranfenicol
29 BABH10 | Cepa M-PAR-241 transformada con los vectores | este trabajo
pET28-hchl-tal-BC (ID VEC No. 11) y pACYCT-
3N[4C]-4cl (ID VEC No. 29); Resistente a
kanamicina y cloranfenicol
30 BABH8 |Cepa M-PAR-241 transformada con los vectores | este trabajo

pET28-npt-mquiC (ID VEC No. 17) y pACYCT-
3N[4C]-car (ID VEC No. 30); Resistente a

kanamicina y cloranfenicol

Tabla M.Il. Genotipos de las cepas de E. coli relevantes.

Medios y condiciones de cultivo.

Las cepas de E. coli se cultivaron en medio LB (Sigma) o medio definido M9

modificado (MOM2) segun (Koma et al., 2020) con glucosa 0,4% p/v como fuente de

carbono. En algunos casos, el medio se suplementa con otros sustratos: p-tiramina
0,5 mM; 3,4-DHBA 0,5 mM; PCA 0,5 mM.

El medio se suplementa con los antibidticos apropiados segun los vectores

presentes en la cepa: kanamicina 50 ug/mL; cloranfenicol 25 pg/mL, ampicilina 100

ug/mL. Los cultivos se incubaron a 37°C con agitacion a 200 rpm.

El medio se suplementa con inductor IPTG 0,01 mM-1mM.
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Para cultivo solido se utilizé LB agar (Sigma), suplementado con los antibiéticos

pertinentes.

Para la conservacion de cepas se prepararon stocks en LB con glicerol 15% v/v que
se mantienen a -80°C.

Preparacién de estandares quimicos.
Se usaron quimicos comerciales, si no se indica lo contrario.

Se prepararon estandares de L-tirosina (Sigma T-2006) 200 mM en HCL 1M/2mM
en agua ultrapura, 4-cumarato (Sigma C9008) 10 mM en etanol, acido cafeico
(sigma C0625) 10 mM en etanol, PCA (HWI group 0393-05-90) 100 mM en etanol,
3,4-DHBA (Sigma, D108405-100G) 10 mM en agua ultrapura, p-tiramina (Sigma,
T90344-25G) 10 mM en agua ultrapura y 40MN 100 mM en DMSO. Isovanillin
(Sigma, 59940).

El protocolo para la sintesis quimica de 4OMN se adaptd de protocolos descritos
previamente (Carmona-Viglianco et al., 2022; Girard et al., 2022; Park, 2014; Tozzi
et al., 2010). Se disolvieron cantidades equimolares (aproximadamente 2 mmol) de
isovanillin y p-tiramina en metanol seco y se incub6é en atmdsfera inerte, con
agitaciéon constante. EI consumo completo del material de partida se confirmé
mediante TLC y la identidad de la imina resultante 4-O’-metilnorcraugsodina
(40MNCS) se verifico mediante 1TH-NMR crudo. La reaccién se enfrio a 0°C, se
afadio un exceso de borohidruro de sodio y se agitoé alrededor de 3h. El consumo
completo de la imina se confirmé mediante TLC. Después, se evaporoé el solvente
bajo presion reducida y se resuspendio el solido resultante en agua, ajustando el
pH a 7,8-8,0. El precipitado fue filtrado, recristalizado en etanol y se secé al vacio
obteniendo 40MN en forma de un polvo blanco con una pureza del 83%. Se verifico
la identidad de 4OMN por espectroscopia RMN 1H y 13C y por espectrometria GC-
MS.

Preparacién de extractos cataliticos.

Los extractos cataliticos se prepararon a partir de cultivos de 5 mL de medio,
suplementado con los antibidticos pertinentes segun los vectores de expresion
presentes en la cepa de interés, que se inocularon con un preinoculo fresco, crecido
16h, y se incubaron a 37°C con agitacion vigorosa a 200 rpm. Los cultivos se crecen
hasta alcanzar una fase exponencial tardia. Una vez alcanzado el nivel de biomasa
indicado, se adiciona el inductor IPTG, a una concentracién que varia entre 0,1 mM
y 1 mMy se incuba 1-3h a 37°C, segun el caso. Finalizado el protocolo de induccion,
se recupera el pellet de células por centrifugacion del cultivo a 10.000g, 10 min. El
pellet se puede conservar a -20°C.
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Los extractos cataliticos se preparan a partir de los pellets de los cultivos inducidos.
Primero, se lava el pellet de células en solucion tamponada a pH 7.4, ya sea con
Tris 25 mM o PBS 10 mM, vy se recupera nuevamente por centrifugacion.
Finalmente, se resuspende en la solucion tamponada con inhibidores de proteasas,
i.e. cOmplete, EDTA-free (ROCHE #1873580001) en un volumen correspondiente
a 1/10 del volumen del cultivo procesado. En concreto, las muestras generadas a
partir de 5 mL de cultivo se resuspendieron en 500 uL y se lisaron en frio por
sonicacion con sonda a una amplitud de 50% durante 2 min, con pulsos de 10 s
cada 10 s con Qsonica LLC model Q125. El lisado o extracto catalitico total se
centrifuga a 15.000g, 20 min a 4°C para separar el extracto clarificado.

La cantidad de proteina total en los extractos cataliticos se determina por el método
de Bradford (Sigma # B6916) usando un estandar de BSA como patrén (Bradford,
1976).

Los extractos se pueden analizar para validar la expresion de las enzimas por
electroforesis discontinua en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) y transferencia
western, aprovechando los tags de histidina o T7 incorporados en las proteinas de
interés (Sambrook & Russel, D, 2001). En concreto, las muestras de extractos
separadas por tamafo en un gel SDS-PAGE se transfieren a una membrana de
PVDF (con poro de 0,2 um), donde se realiza la deteccion de la proteina de interés
aprovechando los tags incorporados a uno de sus extremos. Para dicha deteccion
usamos (a) un anticuerpo anti-HisTag conjugado directamente con HRP
(proteintech # HRO-66005) o (b) un anticuerpo primario policlonal anti-T7tag(Rb)
(invitrogen #PA5119612) y un anticuerpo secundario anti-(IgG)Rb conjugado con
HRP (invitrogen #31460).

Sintesis enzimatica de metabolitos a partir de extractos cataliticos.

Para la sintesis enzimatica de metabolitos se mezclan los extractos cataliticos con
el sustrato pertinente y se incuban a 37°C. En concreto, se prepararon mezclas de
200 pL en solucion tamponada a pH 7,4 (Tris 25 mM o PBS 10 mM) con inhibidores
de proteasas, i.e. cOmplete, EDTA-free (ROCHE #1873580001) con 100-500 ng de
extracto, segun la cuantificacion de proteina total por el método de Bradford. En las
mezclas con extractos cataliticos generados a partir de cepas derivadas de
BL21(DE3) crecidas en LB se afiadio sustrato a una concentracion de 0,1-0,5 mM.
En las mezclas con extractos cataliticos generados a partir de cepas
superproductoras crecidas en medio MOM2 con glucosa no es necesario afadir
sustrato extra, pues es suficiente con la tirosina o derivados producidos en el cultivo.
Como sustrato se utilizd tirosina, pero en algunos casos se ensayaron otros

sustratos como p-cumarico, acido cafeico, PCA o p-tiramina.
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Cinética de crecimiento en microcultivos.

Se preparan preindculos de 3 mL de LB suplementado con los antibidticos
pertinentes para cada cepa de interés, crecidos a 37°C, 200 rpm durante 16h. Al dia
siguiente, se cuantifican los preinoculos midiendo la absorbancia a 600 nm. Se
preparan alicuotas de 1 mL de medio, suplementado con antibidticos pertinentes en
cada caso, que se inoculan con los preinéculos a una ODeoo 0,02. De ser pertinente,
se afade también inductor IPTG a distintas concentraciones u otros sustratos como
PCA o 3,4-DHBA. Para la cinética, se transfieren 200 uL del medio inoculado a tres
pocillos de una placa de 96 pocillos con fondo plano y transparente. La cinética se
realiza en un lector de platos SynergyH1 (BioTek) con incubacion a 37°C y agitacion
suave y se realizan lecturas periddicas de absorbancia a 600 nm cada 20 min
durante 12-30h, segun el caso.

Produccion de metabolitos en cultivo.

Para la produccion de metabolitos en cultivo se transformaron los vectores de
expresion de las enzimas de interés en cepas superproductoras de tirosina y/o p-
tiramina. Con las cepas resultantes o biofabricas, se ensayo la produccion de
metabolitos de interés en microcultivos. En este caso se realizaron ensayos de
cinéticas de crecimiento con inducciones por IPTG entre 0-1mM aplicadas al inicio
de la cinética o en fase exponencial medio-tardia (ODeoo~0,4). En el protocolo de la
cinética, se incluyo la lectura de absorbancia a 310 nm, 323 nm o 343 nm, como
medida indirecta de la produccion de p-cumarico, acido cafeico o 3,4-DHBA,
respectivamente. Al finalizar la cinética se analizan los sobrenadantes de los

microcultivos para detectar los metabolitos de interés producidos durante el cultivo.
Deteccion de metabolitos de interés por cromatografia de capa fina (TLC).

Para TLC, se aplican las muestras en placas de silica gel 60 F250 (ref). Se
ensayaron tres mezclas para la fase movil: mezcla de cloroformo (CHCI;):metanol
(MeOH):acido férmico (AF) 85:10:5; mezcla de tolueno (T):acetato de etilo
(AE):acido formico (AF) 6:6:1,2 y mezcla de mezcla de acetato de etilo (AE):acido
aceético glacial (AA):acido férmico (AF):agua(H20) 110:15:15:9. Se utilizaron tres
tipos de revelado distintos: (a) se sumerge la placa en solucién de 0,3% ninhidrina
(2,2-dihidroxiindan-1,3-diona) en n-butanol se seca y se calienta a 120°C, para la
deteccién aminas primarias y secundarias, (b) se sumergen un solucion FeClz 0,5%
p/v, se seca y se calienta a 60°C, para la deteccion de compuestos fendlicos
(Karthikeyan et al., 2015), o (c) se sumergen en reactivo de productos naturales
(NP, 1% p/v diphenylboryloxyethylamine en metanol), se seca y se sumerge
nuevamente en solucion de 5% p/v polietilenglicol 4000 en etanol (PEG) y se seca,
para la deteccion de flavonoides y acidos vegetales (Wagner & Bladt, 1996).
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Tanto (a) como (b) generan precipitados de color visibles con luz blanca. En el caso

de (c) la visualizacion requiere exposicion a UV 256 nm.
Analisis de metabolitos por cromatografia de gases y espectrometria (GC-MS).

El analisis de 40OMN por GC-MS se realizé en un equipo Thermo Scientific GC-MS
Trace Serie 1300 y el meétodo fue el siguiente: "Inyeccién split 10:1, columna ZB-5
(5% difenil - 95% dimetilpolisiloxano), temperatura de inyeccion 250°C, rampa de
calentamiento: 50°C (5 min)-(10°C/min)- 250°C (5 min)."

Ejemplo 1.

Construccion de vectores y cepas para la sobreexpresion de las enzimas TAL,
HpaBC, 4CL y HCHL en E. coli.

Para la expresion heterdloga de las enzimas tirosina amonio liasa de Rhodotorula
glutinis (TAL, ID SEC No. 1), 4-cumarato-CoA ligasa de Arabidobsis thaliana (4CL,
ID SEC No. 4) y hydroxycinnamoyl-CoA hidratasal/liasa de Pseudomonas
fluorescens (HCHL, ID SEC No. 5) en E. coli, se obtuvieron genes sintéticos con
optimizacién de cododn para E. coli.

El operon hpaBC (ID NUC NO. 13) para la expresion del complejo de 4-
hidroxifenilacetato 3-monooxigenasa (HpaBC, ID SEC No. 2 y 3) de E. coli (Prieto
& Garcia, 1994) se aisl6 del genoma de BL21(DE3).

Los genes sintéticos se clonaron en vectores de expresion pET19b o pET28a, que
permiten la expresion inducible por IPTG y dependiente de T7 RNA polimerasa de
las proteinas heterdlogas en cepas de E. coli modificadas con el profago DE3 para
la expresidon de T7 RNA polimerasa.

En concreto, se clond el gen sintético de TAL (ID NUC No. 1) entre los sitios de
restriccion BamHI y Hindlll del vector pET28a obteniendo el vector pET28-tal (ID
VEC No. 8), para la expresion la proteina TAL con tags de 6xHis y T7 en el extremo
N-ter (ID SEC No. 13).

Para la expresion de HpaBC, se insert6 el operon hpaBC de BL21(DE3) (ID NUC
No. 13) entre los sitios de restriccion Hindlll y Notl del vector pET28-tal (ID VEC No.
8) obteniendo el vector pET28-tal-BC (ID VEC No. 9). La expresion de los tres genes
presentes en este vector esta controlada por un unico promotor pT7lac (ID NUC No.

19) y cada gen va precedido de una secuencia RBS que controla su traduccion.

El gen sintético de HCHL (ID NUC No. 3), con una secuencia que codifica untag T7
(ID SEC No. 27) en el extremo 5, se clond entre los sitios de restriccion Ndel y
Hindlll en un pET28a obteniendo el vector pET28-hchl (ID VEC No. 10), para la
expresion de HCHL con tags de 6xHis y T7 en el extremo N-ter (ID SEC No. 15).
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Para la expresion de 4CL se obtuvo el vector pET19b-4cl (ID VEC No. 6), que
contiene el gen sintético de 4CL (ID NUC No. 2) entre las dianas Ndel y BamHI de
un pET19b, para la expresion de 4CL con un tag de 10xHis en N-ter (ID SEC No.
14).

Los vectores pET28-tal (ID VEC No. 8), pET28-tal-BC (ID VEC No. 9), pET28-hchl
(ID VEC NO. 10) y pET19b-4cl (ID VEC No. 6) se transformaron en BL21(DE3)
generando las cepas BL21(DE3)-tal (ID CEPA No. 6), BL21(DE3)-tal-BC (ID CEPA
No. 7); BL21(DE3)-hchl (ID CEPA No. 8) y BL21(DE3)-4cl (ID CEPA No. 9). Con
estas cepas se hicieron ensayos de crecimiento e induccién con IPTG a 37°C con
las que se prepararon extractos cataliticos para evaluar la expresion de las
proteinas TAL, 4CL y HCHL, respectivamente. El analisis de los extractos por SDS-
PAGE y transferencia western valido la expresion en E. coli de las tres proteinas
heter6logas TAL, HCHL y 4CL en inducciones con IPTG 0,1 mM, o superior, a 37°C.

Con los extractos cataliticos generados con las cepas BL21(DE3)-tal (ID CEPA No.
6)y BL21(DE3)-tal-BC (ID CEPA No. 7) se evaluo la actividad de TAL y la necesidad
de sobreexpresar HpaBC en E. coli. Se incluyé una muestra de extracto catalitico
preparado con una cepa BL21(DE3) con el vector pETM6-RgTALsyn-HpaBC (ID
VEC No. 5, Jones et al., 2017).

Se prepararon reacciones de 100 uL con 180 ug de extracto catalitico (segun la
cuantificacion de proteina total) y 0,5 mM de L-tirosina, en Tris 25 mM, pH7.4. Como
control negativo se incluyé una muestra de extracto al que no se incluy6 sustrato.
Las reacciones se incubaron a 37 °C. Finalizada la incubacion se analizaron las
muestras por cromatografia de capa fina (TLC). Para la TLC, se aplicaron 10 uL de
cada reaccion en una placa de silica con 5 cm de recorrido y se movilizaron con una
fase movil compuesta por tolueno:acetato de etilo:acido formico (T:AE:AF) 6:6:1,2y
se revelo la placa por tincion de fenoles con FeCls 0,5% p/v (Karthikeyan et al.,
2015). El resultado muestra que en los extractos con TAL se produce p-cumarico si
se afiade sustrato L-tirosina a la reaccién (Figura 2). Acido cafeico sélo se detectd
en la muestra que contiene el vector pET28-tal-BC (ID VEC No. 9), para la
sobreexpresiéon de TAL y HpaBC, indicando que la actividad del operén hpaBC
nativo de E. coli es insuficiente.

Los vectores pET28-tal (ID VEC No. 8) y pET28-tal-BC (ID VEC No. 9) se
transformaron también en cepas superproductoras de tirosina y/o p-tiramina, en este
caso se usaron las cepas M-PAR-121 y M-PAR-241 (Koma et al., 2020). Las cepas
resultantes M-PAR-121-tal, M-PAR-121-tal-BC, M-PAR-241-tal y M-PAR-241-tal-
BC (ID CEPA No. 10-13) se cultivaron en medio MOM2 con glucosa e induccion con
IPTG, para validar la sintesis de p-cumarico y/o acido cafeico. Las muestras
analizadas detectaron la sintesis de p-cumarico en todos los cultivos inducidos con

IPTG. La sintesis de acido cafeico se detectd so6lo en las muestras inducidas de los
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cultivos de las cepas que tienen el vector pET28-tal-BC (ID VEC No. 9). Este
resultado confirma la necesidad de incluir la sobreexpresion de HpaBC en el método
de esta invencién, dado que el acido cafeico es un intermediario de la sintesis de
3,4-DHBA.

Ejemplo 2.

Construccion de vectores y cepas para la expresion de las enzimas QuiC, CAR
y NPT en E. coli.

Para la expresion heterologa de las enzimas 3-dihidroshikimato dehidratasa de
Pseudomonas putida (QuiC, ID SEC No. 6), acido carboxilico reductasa (CAR, ID
SEC No. 7) de Nocardia iowensis, y la fosfopanteteinil transferasa NPT de Nocardia
iowensis (ID SEC No. 8) en E. coli, se obtuvieron genes sintéticos con optimizacion
de codon para E. coli, de forma similar al ejemplo 1.

En concreto, para la expresion de QuiC en E. coli se gener¢ el vector pMAL-quiC
(ID VEC No. 12) clonando el gen sintético de QuiC (ID NUC No. 4), que incluye una
secuencia para un tag de 6xHis en el extremo 3’, entre los sitios Ndel y BamHI de
un pMALCc5x, para la expresion de una proteina de fusion MBP-QuiC (ID SEC No.
16).

Para la expresion de QuiC también se ensay6 la expresion de una proteina de fusion
entre la proteina fluorescente mRFP y QuiC, unidas por una secuencia rica en
asparagina (ID SEC No. 32) y con un tag de 6xHis en el extremo C-ter. Asi, se
genero el vector pET28-mquiC (ID VEC No. 13), que tiene el gen mquiC (ID NUC
No. 5) clonado entre los sitios de restriccion BamHI| y Xhol de un pET28a, para la
expresion de la proteina de fusion mQuiC (ID SEC No. 17) con un tag de 6xHis y
uno de T7 en el extremo N-ter.

El gen sintético de CAR (ID NUC No. 6) se clono entre los sitios de restriccion EcoRl
y Hindlll en un pET28a obteniendo el vector pET28-car (ID VEC No. 14), para la
expresion de CAR con tags de 6xHis y T7 en el extremo N-ter (ID SEC No. 18).

De forma equivalente, el gen sintético de NPT (ID NUC No. 7) se clond entre los
sitios de restriccion EcoRI y Hindlll en un pET28a obteniendo el vector pET28-npt
(ID VEC No. 15), para la expresion de NPT con tags de 6xHis y T7 en N-ter (ID SEC
No. 19).

Los vectores pMAL-quiC (ID VEC No. 12), pET28-car (ID VEC No. 14), pET28-npt
(ID VEC No. 15) se transformaron en BL21(DE3), generando las cepas BL21(DE3)-
mbpquiC (ID CEPA No. 14), BL21(DE3)-car (ID CEPA No. 15); BL21(DE3)-npt (ID
CEPA No. 16) con las que se validé la expresion heterdloga de las proteinas QuiC,
Cary NPT.
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No obstante, se constaté también que los vectores de expresion para QuiC y CAR
generan expresiones basales elevadas, que son detectables por transferencia
western. La induccidn con IPTG produce dificultades de crecimiento a las cepas con
los vectores de QuiC y CAR y se observa por transferencia western una elevada
cantidad de fragmentos de degradacion de CAR. Estos resultados indican la

necesidad de limitar la expresion de estas proteinas en E. coli.

Para la co-expresion de las proteinas CAR y NPT de N. iowensis en E. coli, se
preparo el vector pET28-car-npt (ID VEC No. 16), que contiene un gen sintético para
CAR clonado entre las dianas EcoRlI y Hindlll y un gen sintético para NPT (ID NUC
No. 8), que incorpora una secuencia sintética en el extremo 5 que contiene un
RBS32 sintético (ID NUC No. 15) y una secuencia codificante para tags de 6xHis y
T7, clonado entre las dianas Hindlll y Xhol. El vector resultante contiene un cassette
de expresidn policistronico dirigido de un unico promotor pT7lac y un RBS sintético
enfrente de cada gen sintético para dirigir las traducciones.

Para reducir el nivel de expresidén de QuiC, se preparé el vector pET28-npt-mquiC
(ID VEC No. 17), que contiene un gen sintético para 6HtT7-NPT con un RBS32
sintético en el extremo 5’ (ID NUC No. 8) clonado entre las dianas Xbal y Spel y el
gen sintético mquiC (ID NUC No. 5), con una secuencia de RBS34 sintética (ID NUC
No. 16) en el extremo %, clonado entre las dianas Spel y Xhol. Como el vector
anterior, este también contiene un cassette de expresion policistronico dirigido de
un unico promotor pT7lac y un RBS sintético enfrente de cada gen sintético para
dirigir las traducciones.

Los vectores pET28-car-npt (ID VEC No. 16) y pET28-npt-mquiC (ID VEC No. 17)
se transformaron en cepas superproductoras de tirosina y/o p-tiramina. En concreto,
se transformé la cepa M-PAR-241 obteniendo las cepas M-PAR-241-car-npt (ID
CEPA No. 17) y M-PAR-241-mquiC-npt (ID CEPA No. 18). Con estas cepas se
hicieron ensayos de crecimiento e induccion con IPTG a 37°C con las que se
prepararon extractos cataliticos para evaluar la co-expresion de las proteinas CAR
y NPT y comprobar la reduccion de la expresion de mQuiC. El analisis de los
extractos por SDS-PAGE y transferencia western confirmé la co-expresion de las
proteinas heterdélogas en E. coli en inducciones con IPTG 0,1 mM, o superior, a
37°C. Ademas, se validé la sintesis de PCA a partir del cultivo de la cepa M-PAR-
241-mquiC-npt (ID CEPA No. 18) en medio MOMZ2 con glucosa, incluso sin induccion
con IPTG (Figura 3).

Ejemplo 3.

Sintesis microbiana de 3,4-DHBA con las enzimas TAL, HpaBC, 4CL y HCHL

(ID SEC No. 1-5) utilizando tirosina o glucosa como sustrato.
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Para la sintesis de 3,4-DHBA en E. coli se propone una ruta metabdlica que se basa
en el metabolismo fenilpropanoide de plantas (Singh & Desgagné-Penix, 2014).
Partiendo de tirosina como sustrato se proponen cuatro reacciones que involucran
las enzimas tirosina amonio liasa (TAL, EC 4.3.1.23, ID SEC No. 1) de R. glutinis,
el complejo de 4-hidroxifenilacetato 3-monooxigenasa (HpaBC, EC 1.14.14, ID SEC
No. 2 y 3) de E. coli, 4-cumarato-CoA ligasa (4CL, EC 6.2.1.12, ID SEC No. 4) de
A. thaliana y hydroxycinnamoyl-CoA hidratasal/liasa (HCHL, ID SEC No. 5) de P.
fluorescens. En esta ruta enzimatica, la tirosina es deaminada a p-cumarico por
TAL, que es a su vez hidroxilado por el complejo HpaBC generando acido cafeico,
que se conjuga con acetil-CoA por la liasa 4CL vy, finalmente, la enzima HCHL
regenera el acetil-CoA produciendo 3,4-DHBA. Si bien se ha descrito la produccion
de acido cafeico en cepas recombinantes de E. coli que expresan TAL y HpaBC
(Sakae et al., 2023), hasta el momento no se ha descrito la metabolizacién del acido
cafeico a 3,4-DHBA. En este ejemplo, mostramos la sintesis de 3,4-DHBA a partir
de la combinacion de una cepa productora de acido cafeico, que proporciona el
sustrato, y cepas que expresan las enzimas 4CL y HCHL.

Para validar la ruta metabdlica propuesta para la sintesis de 3,4-DHBA, se
prepararon extractos cataliticos a partir del cultivo e induccién de las cepas M-PAR-
241-tal-BC (ID CEPA No. 13); BL21(DE3)-hchl (ID CEPA No. 8) y BL21(DE3)-4cl
(ID CEPA No. 9). Las tres cepas se cultivaron en paralelo en 3 mL de medio, MOM2
con glucosa para la cepa derivada de M-PAR-241 o LB para las cepas derivadas de
BL21(DE3), hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial tardia (ODeoo~0,6)
en que se afnadié IPTG 0,1 mM en los tres cultivos y se incubaron durante 3h mas
a 37°C. Al finalizar la induccion, se recuperaron las células por centrifugacion a
10.000g, 15 min y se resuspendieron en 300 uL de solucién de Tris 25 mM, pH 7,4,
con inhibidores de proteasas. Las suspensiones celulares se lisaron por sonicacion
y se centrifugaron para aislar el extracto catalitico clarificado. Para la sintesis de
3,4-DHBA se ensayaron mezclas de los extractos que proporcionan en conjunto las
enzimas TAL, HpaBC, 4CL y HCHL. Asi, se prepararon reacciones enzimaticas de
100 pL con 100 ng de proteina total y se incubaron 15h a 37°C. Se ensayaron las
mezclas: () extractos cataliticos de M-PAR-241-tal-BC y BL21(DE3)-hchl y
BL21(DE3)-4cl; (ll) extractos cataliticos de BL21(DE3)-hchly BL21(DE3)-4cl y acido
cafeico 0,5 mM; (lll) extracto catalitico de BL21(DE3)-4cl y acido cafeico 0,5 mM;
(IV) extracto catalitico de BL21(DE3)-hchl y acido cafeico 0,5 mM. Al finalizar la
incubacién, se evalud cualitativamente la produccion de 3,4-DHBA las reacciones
por TLC. Se detectd 3,4-DHBA en las reacciones | y I, pero no en los casos lll y IV
(Figura 4). Este resultado muestra que la metabolizacién de acido cafeico a 3,4-
DHBA requiere las dos enzimas 4CL y HCHL. Como se muestra en el ejemplo 1, el
cultivo de la cepa M-PAR-241-tal-BC en medio MOM2 con glucosa produce acido

cafeico.
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El resultado de la reaccion | muestra que el acido cafeico producido en el cultivo de
la cepa M-PAR-241-tal-BC en medio MOM2 con glucosa sirve de sustrato en las
reacciones de 4CL y HCHL logrando la sintesis de 3,4-DHBA, sin necesidad de
anadir ningun sustrato o cofactor o elemento extra en la reaccion. Este resultado
demuestra la viabilidad de la produccién de 3,4-DHBA a partir del cultivo de cepas
recombinantes de E. coli que expresan las proteinas TAL, HpaBC, 4CL y HCHL en
medio definido con glucosa como unica fuente de carbono y sustrato de la sintesis.

Ejemplo 4.

Sintesis microbiana de 3,4-DHBA con las enzimas QuiC, CAR y NPT (ID SEC
NO. 6-8) utilizando tirosina o glucosa como sustrato.

Para la sintesis de 3,4-DHBA en E. coli se propone una ruta metabdlica alternativa
a la descrita en el ejemplo 1. En esta ruta se propone como sustrato de partida el 3-
dihidroshikimato (3-DHS), que en E. coli es un metabolito de la ruta del shikimato
para la sintesis de aminoacidos aromaticos, como la tirosina. Partiendo de 3-DHS
como sustrato se proponen dos reacciones que involucran las enzimas 3-
dihidroshikimato dehidratasa de P.s putida (QuiC, ID SEC NO. 6) y acido carboxilico
reductasa (CAR, ID SEC No. 7) de N. iowensis, co-expresada junto a su
fosfopanteteinil transferasa (NPT, ID SEC No. 8) que modifica y activa CAR post-
traduccionalmente (Venkitasubramanian et al., 2007). En esta ruta metabdlica, QuiC
deshidrata el metabolito 3-DHS produciendo acido protocatechuico (PCA) (Li & Ye,
2021; Peek et al., 2017), al que CAR, fosfopanteteinilada por NPT, descarboxila
generando el aldehido 3,4-DHBA (A. He et al., 2004; Venkitasubramanian et al.,
2007). Si bien, se ha descrito la produccion de PCA a partir del cultivo de una cepa
recombinante de E. coli que expresa QuiC (Orn et al., 2021), no se ha demostrado
la ruta metabdlica aqui propuesta para la produccion de 3,4-DHBA en bacteria.

Para validar esta version de la sintesis microbiana de 3,4-DHBA, se ensayara la
sintesis a partir de la mezcla de extractos cataliticos de las cepas M-PAR-241-car-
npt y M-PAR-241-mquiC-npt (ID CEPA No. 17 y18), que en global combinan la
expresion de las enzimas mQuiC, CAR y NPT.

Como se muestra en el ejemplo 2, el cultivo de una cepa M-PAR-241 que expresa
mQuiC en MOM2 con glucosa produce PCA, detectable por TLC. De forma similar
al ejemplo 3, en este caso el cultivo de una cepa con mQuiC proporcionara el
sustrato de la reaccién que cataliza CAR para la sintesis de 3,4-DHBA.
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Ejemplo 5.

Construccioén de vectores y cepas para la expresion de las enzimas NBS, NR
y NAOMT en E. coli.

Para la expresion heterologa de las enzimas norbelladina sintasa (NBS, ID SEC No.
9), noroxomaritidine/norcraugsodine reductasa (NR, ID SEC No. 10) y norbelladina
4’-O-metiltransferasa (N4OMT, ID SEC No. 11) de N. pseudonarcissus en E. coli,
se obtuvieron genes sintéticos con optimizacion de codon para E. coli, de forma
similar al caso del ejemplo 1.

El gen sintético de NBS (ID NUC No. 9) se cloné entre los sitios de restriccion BamHl
y Hindlll en un pET28a obteniendo el vector pET28-nbs (ID VEC No. 18), para la
expresion de NBS con tags de 6xHis y T7 en el extremo N-ter (ID SEC No. 20).

De forma equivalente, el gen sintético de NR (ID NUC No. 10) se cloné entre los
sitios de restriccion BamHI y Xhol en un pET28a obteniendo el vector pET28-nr (1D
VEC No. 19), para la expresion de NR con un tag de 6xHis en el extremo N-ter (ID
SEC No. 22).

Para la co-expresion de las proteinas NBS y NR en E. coli, se insertd entre los sitios
Hindlll y Xhol del vector pET28-nbs (ID VEC No. 18) el gen sintético de NR (ID NUC
No. 10) precedido de una secuencia sintética con un RBS5000 sintético (ID NUC
No. 17) y una secuencia codificante para un tag de 6xHis. El vector resultante
pET28-nbs-nr (ID VEC No. 20) presenta un cassette de expresion policistronico
controlado por pT7lac (ID NUC No. 19) y con un RBS sintético enfrente de cada gen

sintético.

El gen sintético de NAOMT (ID NUC No. 11) se clon6 entre los sitios de restriccion
Ndel y Notl en un pET28a obteniendo el vector pET28-n4omt (ID VEC No. 21), para
la expresion de NAOMT con un tag de 6xHis en el extremo N-ter (ID SEC No. 24).

Los vectores pET28-nbs (ID VEC No. 18), pET28-nr (ID VEC No. 19) y pET28-n4omt
(ID VEC No. 21) se transformaron en BL21(DE3), generando las cepas BL21(DE3)-
nbs (ID CEPA No. 19), BL21(DE3)-nr (ID CEPA No. 20); BL21(DE3)-n4omt (ID
CEPA No. 21) con las que se valido la expresion heterdloga de las proteinas NBS,
NR y NAOMT en inducciones con IPTG 0,1 mM a 37°C.

Para la co-expresion de las tres proteinas NBS, NR y N4AOMT en E. coli, se
prepararon una coleccién de vectores derivados de pACYCT. Todos estos vectores
(PACYCT-3N) comparten cassettes de expresion similares, con la misma secuencia
promotora pT7lac (ID NUC No. 19) y los tres genes en el mismo orden: primero el
gen de NAOMT (ID NUC No. 11) entre los sitios Xbal y EcoRI, después el gen de
NBS (ID NUC No. 9) entre los sitios EcoRI-Hindlll y, finalmente, el gen de NR (ID
NUC No. 10) entre los sitios HindllI-Notl. La diferencia entre los vectores radica en
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el numero de promotores y, en especial, en las secuencias RBS asociadas a cada

gen. Asi, se construyeron los siguientes vectores:

El vector pACYCT-3N[2] (ID VEC No. 22), derivado de un pACYCTduet, que
contiene dos cassettes de expresion independientes regulados por secuencias
promotoras pT7lac (ID NUC No. 19). Se transfirio el cassette de expresion de 6Ht-
N4OMT (ID SEC No. 24) del vector pET28-n4omt (ID VEC No. 22), clonando el
fragmento Ncol-Notl junto al primer promotor pT7lac del pACYCTduet. El fragmento
Ndel-Xhol con los genes de NBS y NR del vector pET28-nbs-nr (ID VEC No. 21) se
insertd en el segundo cassette de expresion del pACYCTduet. En este caso, los
genes de NAOMT y NBS estan asociados a una secuencia RBSg10L (ID NUC No.
14) y el gen de NR a una secuencia RBS5000 (ID NUC No. 17).

El vector pACYCT-3N[4] (ID VEC No. 23), deriva del vector pACYCT-3N[2] (ID VEC
No. 22). En este caso, se suprimio el segundo promotor pT7lac, dejando un solo
cassette de expresion para los tres genes. Se modificé el extremo 3’ del gen n4domt
para incorporar una diana de restriccion EcoRI y se clon6 entre los sitios EcoRl y
HindlIl el gen sintético de NBS (ID NUC No. 9) precedido de un RBS34 (ID NUC No.
16) y una secuencia para tags de 6xHis y T7 que se fusiona en el extremo 5’ del
gen de NBS. En este caso, las secuencias RBS son RBSg10L (ID NUC No. 14) para
N4OMT, RBS34 (ID NUC No. 16) para NBS y RBS5000 (ID NUC No. 17) para NR.

El vector pACYCT-3N[4C] (ID VEC No. 24), es equivalente al vector pACYCT-3N[4]
(ID VEC No. 23), pero incorpora el gen sintético para NR-6H (ID SEC No. 21)
precedido por un RBS32 (ID NUC No. 15).

El vector pACYCT-3N[4D] (ID VEC No. 25), deriva del vector pACYCT-3N[4C] (ID
VEC No. 24) al que se ha sustituido el fragmento Ndel-EcoRI por la secuencia
sintética n4omtA53M (ID NUC No. 12) que codifica la proteina NAOMT con la
mutacion A53M (ID SEC No. 25), que se ha descrito que incrementa su actividad
(D’Oelsnitz et al., 2023).

El vector pACYCT-3NI[1] (ID VEC No. 26), es equivalente a pACYCT-3N[4] (ID VEC
NO. 23), pero con el gen sintético para 6Ht-N4OMT (ID SEC No. 24) precedido por
un RBS32 (ID NUC No. 15).

El vector pACYCT-3N[1B] (ID VEC No. 27), el mismo vector pACYCT-3N[1] (ID VEC
No. 26) con el gen sintético para 6H-NR (ID SEC No. 22) precedido por un RBS9500
(ID NUC No. 18).

El vector pACYCT-3N[1C] (ID VEC No. 28), el mismo vector pACYCT-3N[1] (ID VEC
No. 26) con el gen sintético para NR-6H (ID SEC No. 21) precedido por un RBS32
(ID NUC No. 15).
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La coleccion de vectores pACYCT-3N (ID VEC No. 22-28) se transformaron en la
cepa M-PAR-241, superproductora de tirosina y/o p-tiramina, obteniendo la
coleccidn de cepas M-PAR-241-3N (ID CEPA No. 22-28) para evaluar y comparar
la co-expresion de las proteinas NBS, NR y N4AOMT a partir de los distintos
cassettes de expresion disefiados. Las cepas M-PAR-241-3N (ID CEPA No. 22-28)
se cultivaron en LB y se indujeron a ODggo 0,6 con IPTG 0,1 mM, durante 3h a 37°C.
Al terminar la induccion, se prepararon extractos cataliticos de célula total en PBS
10 mM (con inhibidores de proteasas), pH 7,4. Se analizaron 50 ug de cada uno de
los extractos cataliticos por SDS-PAGE vy transferencia western para comparar el
nivel de expresion de las proteinas NBS, NR y NAOMT en cada caso. El resultado
de la transferencia western, con un anticuerpo para detectar el tag de 6xHis de las
proteinas, muestra perfiles de expresion distintos para cada cepa (Figura 5),
mostrando la relevancia de la eleccion del RBS para la traduccién de cada uno de
los genes. Asi, sblo se detectaron las tres proteinas en la muestra de la cepa M-
PAR-241-3N[4C] (ID CEPA No. 24).

Ejemplo 6

Sintesis microbiana de 4OMN con las enzimas NBS, NR y NAOMT (ID SEC No.
9-11) utilizando 3,4-DHBA y p-tiramina como sustrato.

Se ha descrito la sintesis de 40OMN en plantas a partir de la reduccion y metilacion
del producto de condensacion de los precursores 3,4-DHBA y p-tiramina. En estas
reacciones participarian tres proteinas, que son la norbelladina sintasa (NBS, ID
SEC No. 9), noroxomaritidine/norcraugsodine reductasa (NR, ID SEC No. 10)
y norbelladina 4’-O-metiltransferasa (N4OMT, ID SEC No. 11) de N.
pseudonarcissus (Koirala et al., 2024; Majhi et al., 2023).

En el ejemplo 5 se demuestra la co-expresion de las tres proteinas NBS, NR y
N4OMT en E. coli, por lo menos, en la cepa M-PAR-241-3N[4C] (ID CEPA No. 24).

Con una muestra de extracto catalitico de esta cepa se evalué la sintesis de 4OMN
a partir de los sustratos 3,4-DHBA y p-tiramina. Para ello, se prepar6 un extracto
catalitico con la cepa M-PAR-241-3N[4C] (ID CEPA No. 24), de la misma forma a la
descrita en el ejemplo anterior. Para la sintesis de 4OMN se mezclo este extracto
con los dos sustratos de la reaccion, 3,4-DHBA y p-tiramina. En concreto, se preparo
una mezcla de 200 uL en PBS 10 mM, pH 7,4, con 250 nug de extracto catalitico
(segun la cuantificacion de proteina total) y con 0,5 mM de 3,4-DHBA y 0,5 mM de
L-tirosina. La mezcla se divididé en dos fracciones de 100 uL que se incubaron a

37°C 1min o 12h, respectivamente.
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Se hicieron dos controles, uno para evaluar la condensacion espontanea de los dos
sustratos, con una mezcla sin extracto catalitico, y otro para evaluar la degradacion
de 3,4-DHBA en la incubacién a 37°C, con 3,4-DHBA 0,5 mM en PBS.

Finalizada la incubacién, se analizaron las muestras de forma cualitativa por
cromatografia de capa fina (TLC). Para la TLC, se evaluaron 5 uL de las muestras
aplicadas en placa de silica y se movilizaron con una fase mévil compuesta por
cloroformo:metanol:acido formico 85:10:5 en un recorrido total de 5 cm. La placa se
reveld por tincion de fenoles con FeCls 0,5% p/v (Karthikeyan et al., 2015), para
evaluar la disminucién del sustrato 3,4-DHBA. El resultado de la TLC es cualitativo,
pero se observa una disminucion importante de la sefial de 3,4-DHBA en la muestra
de la reaccidn con extracto de M-PAR-241-3N[4C] después de 12h de incubacion a
37°C (Figura 6). No se observa la misma disminucion en ninguno de los dos
controles evaluados. No obstante, este resultado s6lo indica un consumo de 3,4-
DHBA. No se detecté 4OMN en las muestras analizadas por TLC, ni con tincién por
FeClsz ni con ninhidrina. Cabe destacar que en esta técnica el limite de deteccidn de
estandar de 40OMN es 5 veces superior al de 3,4-DHBA, asi que no se descarta la
sintesis de 40MN.

Ejemplo 7

Construccién de una cepa recombinante de E. coli con las enzimas
heterélogas TAL, HpaBC, 4CL, HCHL, TDC, NBS, NR y NAOMT (ID SEC No. 1-5
y 9-11) para la produccién microbiana de 3,4-DHBA y 4OMN.

En los ejemplos anteriores se ha mostrado la expresion heteréloga de las proteinas
del método de la invencion en E. coli. La mezcla de extractos cataliticos preparados
a partir de las distintas cepas que expresan las enzimas del método permite
combinar las actividades de todas ellas para producir las moléculas 3,4-DHBA y/o
40MN. Si bien es posible la aplicacion del método de la invencion a partir de la
generacion de mezclas de extractos cataliticos, para simplificar el protocolo, reducir
costos y, sobre todo, mejorar la reproducibilidad, se pretende la produccién de 3,4-
DHBA y/o 40MN a partir del cultivo de una cepa recombinante de E. coli con todas

las enzimas del método (Figura 7).

Se disefiaron dos vectores para implementar el método en una sola célula de E.
coli. Por un lado, se construy¢ el vector pET28-hchl-tal-BC (ID VEC No. 11), para la
co-expresion de HCHL, TAL y HpaBC, insertando entre los sitios Xbal y BamHI del
vector pET28-tal-BC (ID VEC No. 9) un fragmento de DNA sintético que incluye el
gen de HCHL (ID NUC No. 3) flanqueado, tanto en 5 como en 3’, por secuencias
que incorporan un RBS32 (ID NUC No. 15) seguido por una secuencia para tags de
6xHis (ID SEC No. 28)y T7 (ID SEC No. 27) que se fusiona en el extremo 5’ y en el
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marco de lectura del gen que preceden. Este vector contiene todos los genes
necesarios para la sintesis de 3,4-DHBA a partir de L-tirosina, excepto uno, el gen
de 4CL. Por otro lado, se aisl6 por PCR el cassette de expresiéon de 4CL del vector
pET19-4cl (ID VEC No. 6) y se clond entre los sitios Notl y Xhol en el vector
pACYCT-3N[4C] (ID VEC No. 24) obteniendo el vector pACYCT-3N[4C]-4cl (ID VEC
No. 29).

Los vectores pET28-hchl-tal-BC (ID VEC No. 11) y pACYCT-3N[4C]-4cl (ID VEC
No. 29) se transformaron en la cepa superproductora de tirosina y/o p-tiramina M-
PAR-241. Esta cepa incorpora modificaciones genomicas que favorecen la
metabolizacidén de glucosa a L-tirosina, de forma que proporcionara el sustrato del
método. Ademas, en este caso, la cepa M-PAR-241 proporciona el sistema para la
produccion p-tiramina por descaboxilacion de L-tirosina catalizada por la TDC que
contiene. De esta forma, se generd la cepa BABH10 (ID CEPA No. 29), que
incorpora la expresién inducible por IPTG de todas las enzimas del método, con la
capacidad de sintesis de las moléculas precursoras 3,4-DHBA y p-tiramina y, a partir

de estas dos moléculas, producir 4OMN.

Se evalud la produccién de metabolitos de interés en cultivo de la cepa BABH10 (ID
CEPA No. 29). En formato de microcultivo, se ensayaron distintos protocolos de
crecimiento e induccion con IPTG de la cepa BABH10 en medio minimo M9M2 con
glucosa, como unica fuente de carbono. En concreto, se realizaron cinéticas de
crecimiento de 20h comparando tres protocolos de induccién: 0 mM IPTG, 0,1mM
de IPTG aplicado al inicio del crecimiento y 0,5 mM de IPTG aplicado a mitad de
fase exponencial (Figura 8A). El resultado de las cinéticas de crecimiento muestra
una clara desaceleraciéon en presencia de IPTG, pero el efecto es menor cuando se
aplica la induccion en una fase mas tardia del crecimiento. El analisis cualitativo de
muestras de los cultivos a punto final revel6 la produccién de 3,4-DHBA en los casos
inducidos por IPTG (Figura 8B). Las muestras se analizaran por GC-MS para
detectar la sintesis de 40MN.

Ejemplo 8

Construcciéon de una cepa recombinante de E. coli con las enzimas
heterélogas mQuiC, CAR, NPT, TDC, NBS, NR y NAOMT (ID SEC No. 6-11) para
la produccion microbiana de 3,4-DHBA y 4OMN.

Como se ha descrito en los ejemplos anteriores, la invencion incluye dos alternativas
para la sintesis microbiana de la molécula 3,4-DHBA, precursor de 4OMN. En el
ejemplo 7 hemos descrito la construccion de una cepa productora de 40MN que
incorpora una de las alternativas de sintesis del precursor 3,4-DHBA a partir de L-
tirosina. En este ejemplo, se describe la construccién de una segunda cepa de E.
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coli con capacidad productora de 4OMN a partir de la sintesis de 3,4-DHBA
catalizada por mQuiC y CAR, NPT (Figura 9).

En este caso, se modificé el vector pACYCT-3N[4C] (ID VEC No. 24) insertando
entre los sitios Notl y Xhol el gen de CAR, con tags de 6xHis y T7 en N-ter, precedido
por una secuencia RBSg10L (ID NUC No. 14), obteniendo el vector pACYCT-
3N[4C]-car (ID VEC No. 30). Este vector pACYCT-3N[4C]-car (ID VEC No. 30) junto
al vector pET28-npt-mquiC (ID VEC No. 17) se transformaron en la cepa
superproductora de tirosina y/o p-tiramina M-PAR-241, obteniendo la cepa BABHS8
(ID CEPA No. 30).

Aunque la presente invencion ha quedado descrita con las realizaciones preferentes
mostradas, queda entendido que las modificaciones y variaciones que conserven el
espiritu y el alcance de esta invencion se entienden dentro del alcance de las

reivindicaciones adjuntas.
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