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PRODUCCION DE ESTEROIDES 11a HIDROXILADOS MEDIANTE
BIOTRANSFORMACION CON BACTERIAS RECOMBINANTES

DESCRIPCION

La presente invencion se encuadra dentro del campo de la industria quimica,
farmacéutica y alimentaria, particularmente dentro de los procesos de produccion de
esteroides 11a hidroxilados y derivados de los mismos mediante biotransformaciones
microbianas, tanto a partir de esteroles naturales como a partir de sintonas no

hidroxiladas.

ESTADO DE LA TECNICA

Los esteroides son lipidos terpénicos con una estructura definida, que contienen un
nucleo de ciclopentanoperhidrofenantreno o gonano con cuatro anillos fusionados (A-
D); esta estructura basica se modifica por adicién de diversos grupos funcionales,
como carbonilos e hidroxilos (hidréfilos) o cadenas hidrocarbonadas (hidrofobas). La
actividad fisiolégica de los esteroides depende de su estructura, es decir, del tipo,
numero y posicién de los grupos funcionales unidos al nucleo esteroide, asi como de
su isomeria configuracional y estructural, es decir, estereocisomeria y regioisomeria, y

del estado de oxidacion de los anillos.

Los esteroides se encuentran muy difundidos en la naturaleza y estan presentes en
todo tipo de organismos. Asi, se han identificado cientos de esteroles y compuestos
relacionados que se producen en las plantas, como por ejemplo los fitoesteroles; en
los insectos, como por ejemplo los ecdisteroides; en los vertebrados, como por
ejemplo, el colesterol, los corticoesteroides o las hormonas esteroideas; y en

eucariotas inferiores (levaduras y hongos), como por ejemplo el ergosterol.

Hoy en dia los productos farmacéuticos de tipo esteroideo son de gran importancia
para mantener nuestra calidad de vida, ya que muchos esteroides se utilizan como
agentes anti-tumorales, anti-inflamatorios, anti-microbianos, anti-virales, anti-fungicos,
anti-estrogénicos, anti-convulsivos y antialérgicos. Ademas, otros se utilizan como
agentes para la prevencién y terapia de muchas otras enfermedades, tales como los

canceres hormona-dependientes de mama y de préstata, ciertas formas de cancer de
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colon, la obesidad, la diabetes, la artritis reumatoide, la hipertensién, el asma, el
eczema, las inflamaciones, los trastornos metabdlicos, enfermedades
neurodegenerativas en ancianos, o enfermedades del sistema nervioso central, entre
otras muchas. Se incluyen aqui andrégenos, esteroides anabdlicos, estrogenos, y

corticosteroides, entre otros.

Alrededor de 300 farmacos esteroideos han sido aprobados hasta la fecha para su uso
en clinica, y este numero tiende a crecer. Los medicamentos esteroideos se
encuentran entre los productos médicos mas comercializados y representan la
segunda gran categoria de farmacos junto con los antibidticos. La produccion anual de
esteroides se estima en mas de un millén de toneladas, con un mercado de miles de

millones de euros.

Muchos esteroides utilizados como farmacos se sintetizan quimicamente, pero desde
hace mucho tiempo se conoce que la transformacién microbiana de los esteroides es
una herramienta poderosa para la generacion de nuevos farmacos esteroideos, asi
como para la produccion eficiente de productos intermedios (precursores) clave para la
sintesis quimica de tales farmacos. Las bioconversiones permiten modificar los
esteroides en posiciones de la molécula dificiimente disponibles o accesibles para los
agentes quimicos, y la funcionalizacion de la molécula puede ser realizada regio- y
estereo-especificamente. Mas aun, mediante la bioconversién se pueden completar
varias reacciones en un solo paso. Estas y otras ventajas de las biotransformaciones
han supuesto una amplia expansion de las tecnologias microbianas en el campo de
los esteroides, de tal manera que las aplicaciones de los microorganismos para la
modificacion de esteroides se han revisado en numerosos articulos a lo largo de los
ultimos afos (Donova vy Egorova, 2012, Appl Microbiol Biotechnol., 94(6):1423-1447).

Los principales productos intermedios ¢ precursores para la sintesis industrial de
farmacos estercideos son  4-androsten-3,17-diona (en adelante, AD) y 1.4-
androstadien-3,17-diona (en adelante, ADD); sin embargo los estersides hidroxilados a
menudo expresan una mayor actividad bicldgica en comparacién con sus analogos
menos polares no hidroxilados. £n particular, 11a-hidroxi-progesterona (en adelante,
110-0OH-PROG), 11o-hidroxi-deoxicorticosterona (en adelante, 110-OH-DOC), 11a-
hidroxi-testosterona (en adelante, 110-OH-TEST), 11a-hidroxi-4-androsten-3,17-diona

(en adelante, 110-OH-AD) v 11oa-hidroxi-1,4-androstadien-3,17-diona (en adelante,
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110-OH-ADD)} son sintonas necesarias para la obtencion de glucocorticoides que,
ademas de usarse en terapia sustitutiva, poseen propiedades farmacolégicas y se

emplean como antialergénicos, antiinflamatorios, inmunosupresores y anticonceptivos.

Por lo tanto, la produccidn econdmica y eficienie de estos precursores o sintonas,
preferiblemente 11a hidroxiladas, es una necesidad imperante en la industria

farmacéutica.

Para la obtencion de las sintonas AD y ADD, una de las principales materias primas
empleadas en la industria quimica de esteroides son las sapogeninas, tal como la
diosgenina. Alternativamente también se utilizan como materiales de partida en la
industria de los esteroides algunos esteroles naturales, como son los esteroides 3p-
alcoholes, que contienen un doble enlace en la posicién 5-6 y una cadena lateral
alifatica en C-17. Entre estos esteroides se encuentran el colesterol, el cual se conoce
como el esterol animal, o los fitoesteroles, los cuales son mezclas de esteroles
derivados de plantas, principalmente de origen de soja, como por ejemplo sitosterol,
estigmasterol, campesterol, y brasicasterol. Desde la década de los 1980, la
transformacion microbiana de fitoesterol viene siendo un foco de investigacion en el

campo de los esteroides.

Actualmente en la produccion industrial de compuestos esteroideos 11a-hidroxilados
se emplean especies pertenecientes a los géneros Aspergillus o Rhizopus; en
particular A. ochraceus, R. oryzae y R. nigricans. Estos hongos son capaces de
hidroxilar varios compuestos esteroideos en posicién 11a, entre ellos AD o ADD; pero
también modifican e hidroxilan en mayor o0 menor medida en otras posiciones de la

molécula, lo que hace descender drasticamente los rendimientos de produccion.

Hasta la fecha estos compuestos hidroxilados no se pueden sintetizar desde materias
primas de bajo coste en un solo paso; la hidroxilacién se hace a partir de una sintona

(AD o ADD) o desde sus precursores directos.

En el caso concreto de R. oryzae se ha identificado la enzima responsable de realizar
las 11a-hidroxilaciones. Se trata de un citocromo P450 denominado Cyp509C12
(European Nucleotide Archive - EBI EIE80372.1) y la proteina citocromo reductasa

denominada RoCPR1, que transfiere el NADPH necesario para la actividad hidroxilasa
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(European Nucleotide Archive - EBI EIE89541.1) (Petric et al., 2010, J Biotechnol.,
150(3):428-437; WO02011042143A1). La 11a-hidroxilasa Cyp509C12 realiza la
hidroxilaciéon en posicion 11a y 6B de diversas sintonas de interés farmacolégico y/o
industrial, entre ellas progesterona (en adelante, PROG), deoxicorticosterona (en
adelante, DOC), testosterona (en adelante, TEST), y deoxicortisol (en adelante,
Reichstein's Substance S, RSS).

El citocromo 11a-hidroxilasa (GenBank DD180525.1) y la proteina citocromo
reductasa (GenBank AR838156.1) de A. ochraceus también han sido identificados
(US7033807). Esta 11a-hidroxilasa utiliza como sustrato diversas sintonas de interés
farmacologico y/o industrial, entre ellas PROG, TEST, AD, ADD, aldona, canrenona,

mexrenona y derivados de esta ultima.

Las proteinas citocromo CYP509C12 y citocromo reductasa RoCPR1 de R. oryzae
han sido producidas de forma heterologa en la levadura Schizosaccharomyces pombe
y se han identificado los productos hidroxilados en posiciéon 11a y 6B, asi como otros
compuestos no identificados, a partir de PROG, DOC, TEST y RSS, (Petric et al,,
2010, J Biotechnol., 150(3):428-437, WQ02011042143A1). No obstante, en la
actualidad no se emplean estas levaduras para la produccién industrial debido a los

bajos rendimientos para la hidroxilacién de estas sintonas.

Por otro lado, el citocromo P450 11a-hidroxilasa de A. ochraceus se ha expresado en
células de insecto a partir de una genoteca de cDNA. Su actividad enzimatica (medida
en la fraccién microsomal) ha sido obtenida en coexpresion con la citocromo reductasa
(CPR) de A. ochraceus hallada por similitud con la ya identificada de A. niger o en

coexpresion con una CPR humana (US7033807).

La bacteria Corynebacterium glutamicum es una actinobacteria ampliamente estudiada
por su uso como productor industrial de aminoacidos, motivo por el cual existen hoy en
dia numerosas herramientas moleculares para su modificaciéon. De hecho a partir de
su descubrimiento, el espectro de produccién de C. glutamicum ha sido ampliado en
las ultimas décadas a diferentes productos quimicos, materiales y fueles mediante
multiples estrategias de ingenieria genética y metabodlica. Ademas cabe destacar que,
pese al gran parecido filogenético con el género Mycobacterium, esta bacteria no

utiliza esteroides como fuente de carbono y energia, ya que carece de la mayoria de



10

15

20

25

30

35

WO 2017/207844 PCT/ES2017/070363

los genes relacionados con su catabolismo. Su genoma esta secuenciado y ha sido
ampliamente estudiado, llegandose a convertir en un chasis bacteriano para las
biotransformaciones industriales, con caracteristicas que la convierten en una
plataforma ideal para este tipo de biotransformaciones como son la multitud de

herramientas moleculares para su manipulacion, la robustez y el vigor metabdlico.

Mycobacterium smegmatis mc®155 es una actinobacteria capaz de metabolizar
esteroides y utilizarlos como fuente de carbono y energia. En una patente anterior se
desarrollaron mutantes de esta cepa para la produccién de sintonas como AD y ADD a
partir de fitosteroles. En estas cepas se bloqueé la ruta de degradacion del colesterol o
fitosteroles, por lo que no sigue la degradacién del compuesto y se acumula ADD (M.
smegmatis mc?155 A6039, CECT 8331) y AD (M. smegmatis mc*155 AB039A5941,
CECT 8332) (W02015128534).

Sin embargo, hasta el momento no se conoce ningun sistema natural ni recombinante
capaz de producir esteroides 11a hidroxilados, derivados de los mismos o sus
precursores (sintonas) 11a hidroxilados, de forma eficiente, ya que los organismos
productores disefiados hasta la fecha (hongos y levaduras) tienen el inconveniente de
que generan muchos productos secundarios que complican la purificacion del derivado

hidroxilado, lo que hace descender notablemente el rendimiento del proceso.

Se requiere, por tanto, el disefio de nuevos organismos que permitan hidroxilar en
posicidn 11a compuestos con estructura esteroidea para obtener esteroides 11a
hidroxilados o sintonas 11a hidroxiladas de forma eficiente, en un procedimiento de
producciéon mejorado que resulte en mayores rendimientos del producto final. Ademas,
idealmente estos organismos deberian permitir dicha produccién tanto a partir de
precursores no hidroxilados (sintonas) como a partir de esteroles naturales, generando

asi compuestos esteroideos 11a hidroxilados de elevada pureza.
DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona bacterias recombinantes capaces de hidroxilar de
forma eficiente compuestos con estructura esteroidea en posicién 11a. Estas bacterias
permiten, por tanto, llevar a cabo procesos de biotransformaciéon microbiana en los que

se generan eficientemente y de forma economica compuestos esteroideos 11a
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hidroxilados y productos intermedios precursores de los mismos (sintonas) 11a
hidroxiladas. Estos precursores son, por ejemplo aunque sin limitarnos, 11a-hidroxi-
progesterona {(110-OH-PROG), 11a-hidroxi-deoxicorticosterona (11a-OH-DOC), 11a-
hidroxi-testosterona {110-OH-TEST), 11a-hidroxi-dehidroepiandrosterona (11a-OH-
DHEA), 11a-hidroxi-4-androsten-3,17-diona  (11a-OH-AD) y  11o-hidroxi-1,4-
androstadien-3,17-diona (11a-OH-ADD;).

Hasta la fecha estos compuestos hidroxilados no se podian sintetizar directamente
desde materias primas de bajo coste, como los esteroles naturales, en un solo paso,
ya que la hidroxilacidn se realizaba a partir de una sintona intermedia (AD, ADD,
TEST, PROG, etc.) en un proceso llevado a cabo por sistemas CYP/CPR de hongos
tales como Rhizopus oryzae o Aspergillus ochraceus. Una de las ventajas de la
presente invencion es que permite obtener esteroides 11a hidroxilados a partir de

esteroles naturales en un unico proceso de fermentacion.

Ademas, cuando se emplean hongos o levaduras para la produccién de estos
compuestos se generan muchos productos secundarios que complican la purificacion
del derivado hidroxilado, lo que hace descender drasticamente el rendimiento del
proceso. Sin embargo la presente invencion representa una solucion a este problema,
ya que las bacterias recombinantes desarrolladas son capaces de hidroxilar en
posicién 11a compuestos con estructura esteroidea, tanto a partir de sintonas como de
esteroles naturales, generando compuestos esteroideos 11a hidroxilados de elevada
pureza con un alto rendimiento de produccién gracias a una drastica reduccion de los

productos secundarios.

Para el desarrollo de las bacterias recombinantes de la invencién se ha partido de
células de actinobacterias, preferiblemente de Corynebacterium glutamicum R31 o
Mycobacterium smegmatis mc? 155, donde se han expresado de forma heteréloga,
mediante un operén sintético, las secuencias de ADN que codifican las enzimas
implicadas en la actividad 11a-hidroxilasa en el hongo R. oryzae. En concreto, dichas
enzimas son un citocromo P450 (CYP509C12) y su correspondiente citocromo
reductasa dependiente de NADPH (RoCPR1). Ambas enzimas han sido expresadas
en dichas bacterias mediante el disefio y construccion de un operon que comprende el

ADN codificante para dicho citocromo y dicha reductasa y en el que ademas se han
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introducido ciertas modificaciones/mejoras para su expresién en bacterias, como son

la optimizacién de codones, sitios de restriccidén, secuencias consenso, etc.

Adicionalmente, las cepas hospedadoras de M. smegmatis empleadas en la presente
invencién como células de partida son, preferiblemente, mutantes que producen
sintonas AD y ADD a partir de colesterol y fitoesteroles. Asi, en la presente invencion
se han desarrollado biocatalizadores bacterianos recombinantes capaces de hidroxilar
esteroides en posicidén 11a mediante un proceso de biotransformacién en un solo
paso, en el que se pueden emplear como material de partida tanto sintonas no
hidroxiladas como esteroles naturales, o que no se puede conseguir con hongos o

levaduras.

Particularmente, la cepa modificada de C. glutamicum de la presente invencién es
capaz de producir las sintonas 11a-hidroxiladas: 11a-OH-PROG, 11a-OH-DOC, 11a-
OH-TEST, 110-OH-DHEA, 11a-OH-AD y 11a-OH-ADD sustancialmente puras, a partir
de sus correspondientes precursores (sintonas) no hidroxiladas PROG, DOC, TEST,
DHEA, AD y ADD, respectivamente. La cepa modificada de M. smegmatis CECT 8331
de la presente invencidén es capaz de producir la sintona 11a-hidroxilada 11a—OH-
ADD sustancialmente pura, a partir de esteroles naturales. La cepa modificada de M.
smegmatis CECT 8332 de la presente invencidon es capaz de producir la sintona

11o—hidroxilada 11a—OH-AD sustancialmente pura, a partir de esteroles naturales.

Las ventajas derivadas de la presente invencion, en concreto de la utilizacion de

bacterias frente a organismos eucariotas, son por tanto:

- El hecho de transferir esta capacidad de 11a hidroxilaciéon de esteroides a una
bacteria hace posible obtener el esteroide de interés industrial hidroxilado en
posicidn 11a con una mayor pureza y eficiencia gracias a una drastica
reduccion de los productos secundarios de reaccién, como sin embargo no
ocurre utilizando directamente hongos o levaduras, los cuales modifican
sustratos esteroideos en diversas posiciones contaminando las muestras y
dificultando su purificacién. La 11a-hidroxilacién llevada a cabo por las
bacterias de la invencion facilita los procesos de recuperacién del producto, al
reducirse los subproductos; y mejora los rendimientos de produccién al permitir

la obtencion de un producto con mayor grado de pureza.
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- Permiten la obtencion de derivados esteroideos 11a hidroxilados,
preferiblemente 11a—-OH-ADD y 11a—OH-AD, a partir de esteroles naturales en
un unico proceso de fermentacion, al contrario de lo que ocurre con hongos y
levaduras donde el proceso se ha de dar en dos pasos (desde la materia prima

ala sintona y de ésta a su derivado 11a hidroxilado).

Por todo ello, un primer aspecto de la presente invencioén se refiere a una construccién
génica o genética que comprende una secuencia nucleotidica codificante para el
citocromo CYP509C12 de Rhizopus oryzae y una secuencia nucleotidica codificante
para la reductasa RoCPR1 de R. oryzae. De ahora en adelante se hara referencia a

este aspecto como “construccion génica de la invencién”.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencién, la secuencia nucleotidica
codificante para el citocromo CYP509C12 y la secuencia nucleotidica codificante para
la reductasa RoCPR1 de R. oryzae se encuentran en forma de operon. Se entiende
por “operon” una unidad genética funcional formada por un grupe o complejo de genes
capaces de gjercer una reguiacion de su propia expresion por madio de los sustratos
con ios gue interaccionan ias proteinas codificadas por sus genes. En la presents

nvencidn también se haré referencia a sste operdn como “operdn FUN,

La construccion génica de la invencidn pusede comprender ademas otros elementos
reguladores de la expresidn génica, tales como por ejemplo aungue sin Emitarnos,
promotores, reguladores, operadores, lerminadores, inductores ste. Un "promotor” es
un slemente de control gque es una region del ADN con una secuencia que @s
reconocida por la ARN polimerasa para comenzar la transcripcion. Se encuentra
inmediatamente antes de los genes estruclurales codificantes para CYP509C12 y
RoCPR1. El promotor al que se refiere la presente invencidn puede ser constitutivo ¢
inducible, preferiblemente inducible. Ejemplos de promotores procariotas incluyen, por
ejemplo, pero sin limitarnos, los promotores de los genes {rp, hps, recA, lacZ, lacl, tet,
gal, trc, o tac de Escherichia coli, o el promotor del gen de la a-amilasa de Bacillus

subtilis.

Un “operador” es ofro siemento de control que s una region del ADN con una

secusncia que s reconocida por la proteina reguiadora. Bl operador se silta entre la
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regidn promotora vy los genes estructurales. Un “reguiador” es una secuencia de ADN
que codifica para la proteina reguladora que reconoce la secuencia de la regidn del
operader. El gen regulador estd cerca de los genses estructurales del operdn pero no
estd inmedigtamente &l lado. Un “inductor es e sustrale o compussio cuya
presencid/ausencia induce la expresion del resto de los genes que conforman e
operdon. Puede actuar aclivande la expresion, denomindndose "activador” ¢ bien

reprimiéndola, lamandose “reprasor’.

La construccidon génica de la presente invencién comprende, preferiblemente, las
secuencias nucleotidicas en forma de un operén inducible, entendiéndose por “operdn
inducible” el que en condiciones normales no se expresa y se activa en respuesta a un
agente inductor que funciona como activador, de manera que en el momento en que el
inductor se une al operador, se activa el promotor y comienza la transcripcion de los
genes estructurales. El modelo clasico de este tipo de operén es el operén lactosa.
Otros ejemplos de operones inducibles son, aunque sin limitarnos, aquellos que
codifican para enzimas que participan en el metabolismo de sustratos como operén
maltosa, arabinosa, etc. En la presente invencion el operén es preferiblemente
inducible por IPTG.

En otra realizacién preferida, la construccién génica de la invencion esta comprendida
en un vector de expresion. El término “vector de expresion” se refiere a una molécula
de ADN en la que se puede integrar otro fragmento de ADN sin que pierda la
capacidad de autorreplicaciéon. El término “vector de expresion” se refiere a un vector
de clonacién adecuado para expresar un acido nucleico que ha sido clonado en el
mismo tras ser introducido en una célula hospedadora. Dicho acido nucleico se
encuentra, generalmente, unido operativamente a secuencias control. En una
realizacibn mas preferida, el vector se selecciona del grupo que consiste en:
plasmidos, fagos, cosmidos, fagémidos, cromosomas artificiales de levaduras (YAC),
cromosomas artificiales de bacterias (BAC), cromosomas humanos artificiales (HAC),
vectores virales, tales como adenovirus, retrovirus o cualquier otro tipo de molécula de
DNA con capacidad para replicarse en el interior de una célula, preferiblemente
procariota. En una realizacién aun mas preferida, la construccién génica de la
invencién se encuentra comprendida en un plasmido. Ejemplos de plasmidos en los
que se puede introducir la construccidon génica de la invencion son, aunque sin
limitarnos, pGH, pMV261, pECXK- 99E, etc., preferiblemente pMV261 y pECXK- 99E.
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Debido a la degeneracién del codigo genético, en el cual diversos ftripletes de
nucledtidos dan lugar a un mismo aminoacido, existen diversas secuencias de
nucleétidos que dan lugar a una misma secuencia aminoacidica. Los términos
“secuencia nucleotidica”, “secuencia de nucleétidos”, “acido  nucleico”,
“oligonucleétido” y “polinucleétido” se usan aqui de manera intercambiable y se
refieren a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud que pueden estar
0 no, quimica o bioquimicamente modificados. Se refieren, por tanto, a cualquier
polirribonucleétido o polidesoxirribonucledétido, tanto de cadena sencilla como de doble

hebra.

Las secuencias nucleotidicas comprendidas en la construccién génica de la invencién
pueden comprender, adicionalmente a la secuencia codificante, otros elementos, como
por ejemplo aunque sin limitarse, secuencias no codificantes en los extremos 5’ 0 3,
sitios de union a ribosomas, o secuencias estabilizadoras. Estos polinucleétidos
adicionalmente también pueden incluir secuencias codificantes para aminoacidos
adicionales que puedan ser Utiles, por ejemplo, aunque sin limitarse, para aumentar la
estabilidad del péptido generado a partir de él o permitir una mejor purificacién del

mismo.

En ofra realizacion preferida de la construccidn génica de la invencién, el citocromo
Cyp509C12 es el descrito en European Nucleotide Archive - EBI EIE80372.1 y la
proteina citocromo reductasa RoCPR1 es la descrita en European Nucleotide Archive -
EBI EIE89541.1.

En una realizacion mas preferida, las secuencias nucleotidicas codificantes para el
citocromo CYP509C12 y la reductasa RoCPR1 de Rhizopus oryzae se encuentran
optimizadas para su expresion en bacterias, es decir, los codones de dichas
secuencias nucleotidicas se encuentran optimizados. En una realizacién aun mas
preferida, la secuencia nucleotidica codificante para el citocromo CYP509C12 es la
SEQ ID NO: 1. En otra realizacién preferida, la secuencia nucleotidica codificante para
la reductasa RoCPR1 es la SEQ ID NO: 2.

En otra realizacion preferida, la construccion génica de la invencion ademas

comprende una secuencia consenso para un sitio de unién al ribosoma o secuencia
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Shine Dalgarno aguas arriba (“upstream”) de cada uno de los codones de inicio (ATG)
de cada secuencia nucleotidica, para conseguir la traduccién éptima del ARNm en
bacterias. En una realizacion mas preferida, esta secuencia consenso se localiza 6 pb
(6 nucleétidos) aguas arriba de cada uno de los codones de inicio de cada secuencia
nucleotidica. En una realizacién aun mas preferida, esta secuencia consenso es la
SEQ ID NO: 3.

En otra realizacion preferida, la construccion génica de la invencion ademas
comprende al menos dos sitios de restriccion para facilitar diferentes opciones de
clonacién. Ejemplos de sitios de restriccibn que pueden ser introducidos en la
construccion génica de la invencién son, aunque sin limitarnos, BamHI, Pstl, Sacl,
Ncol, Pvull, Avrl, Mfel, Ndel, EcoRI y/o Xbal.

En otra realizacion preferida, la construccion génica de la invencion ademas
comprende un codén que da lugar a una alanina situada en la segunda posicion de
cada una de las dos proteinas traducidas. De esta manera, se aumenta la traduccion
de las proteinas recombinantes en los ribosomas bacterianos. Codones que dan lugar
a una alanina son GCU, GCC, GCA o GCG.

Un ejemplo de disposicion estructural de la construccién génica de la invencién se

muestra en la Fig. 1.

La construccién génica de la invencién se puede introducir en una célula bacteriana de
tal manera que dicha construccién se mantiene como un integrante cromosdémico o
como un vector extracromosémico autorreplicante, por ejemplo, un plasmido, un
minicromosoma, 0 un cromosoma artificial. La construcciéon génica de la invencién
puede comprender cualquier medio o elemento para asegurar su autorreplicacion. De
forma alternativa, la construccion génica de la invencién puede ser una que, cuando se
introduce en la célula hospedadora, se integra en el genoma y se replica junto con

el(los) cromosoma(s) en el(los) que se ha integrado.

Por ello, otro aspecto de la invencidn se refiere a una célula bacteriana que
comprende y expresa la construccion génica de la invencién, de ahora en adelante

“célula bacteriana de la invencion” o “célula de la invenciéon”.
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La célula bacteriana de la invencion expresa el citocromo CYP509C12 y la reductasa
RoCPR1 de Rhizopus oryzae porque comprende la construccion génica de la
invencién, en forma autorreplicante o integrada en su cromosoma. El término
“expresion” incluye cualquier etapa implicada en la produccién de estas enzimas que
incluye, pero no se limita a, transcripcién, modificacién post-transcripcional, traduccién,

modificacion post-traduccional, y secrecién.

La célula bacteriana ha de ser transformada en una célula competente,
preferiblemente electrocompetente, para la posterior introduccion de la construccién
génica de la invencién. Métodos para producir células electrocompetentes son bien
conocidos por los expertos en la materia. Preferiblemente, el método empleado en la
presente invencién es RbCl y choque térmico o el descrito en Parish y Stoker (1998,

Mycobacteria Protocols. Totowa, N.J., Humana Press).

Son bien conocidos en la técnica diversos métodos para la transformacion de células
bacterianas con construcciones génicas. El método preferiblemente empleado en la
presente invencion para la introduccién de la construccion génica de la invencidon en

una célula bacteriana es la electroporacion.

En otra realizacién preferida, la célula bacteriana de la invencion es una célula de
actinobacterias. En una realizacion mas preferida, dicha célula es una célula de la
especie Corynebacterium glutamicum, aun mas preferiblemente C. glutamicum R31.
En otra realizacidon preferida, dicha célula es una célula de la especie Mycobacterium

smegmatis, ain mas preferiblemente M. smegmatis mc? 155.

En una realizacién mas preferida, la célula bacteriana de la invencidén de la especie
Mycobacterium smegmatis ademas comprende inactivada funcionalmente o
delecionada total o parcialmente al menos una secuencia de nucleétidos endogena
gue codifica el componente reductasa de la enzima 3-cetosteroide-9a-hidroxilasa. En
una realizacion aun mas preferida, esta célula que comprende inactivada
funcionalmente o delecionada total o parcialmente al menos una secuencia de
nucledtidos enddégena que codifica el componente reductasa de la enzima 3-

cetosteroide 9a—hidroxilasa es la célula de M. smegmatis CECT 8331.
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En otra realizacién preferida, esta célula de la invencién de la especie Mycobacterium
smegmatis que ademas comprende inactivada funcionalmente o delecionada total o
parcialmente al menos una secuencia de nucleétidos enddgena que codifica el
componente reductasa de la enzima 3-cetosteroide-9a-hidroxilasa, ademas
comprende inactivada funcionalmente o delecionada total o parcialmente al menos una
secuencia de nucleétidos enddgena que codifica la enzima 3-cetosteroide-A1-
deshidrogenasa. En una realizacidon aun mas preferida, esta célula que comprende
inactivada funcionalmente o delecionada total o parcialmente al menos una secuencia
de nucleédtidos endoégena que codifica el componente reductasa de la enzima 3-
cetosteroide 9a-hidroxilasa y que ademas comprende inactivada funcionalmente o
delecionada total o parcialmente al menos una secuencia de nucleétidos endogena
que codifica la enzima 3-cetosteroide-A1-deshidrogenasa es la célula de M.
smegmatis CECT 8332.

Estas cepas CECT 8331 y CECT 8332, descritas en WQ02015128534, tienen
bloqueada la ruta de degradacién del colesterol o fitosteroles, por lo que no sigue la
degradacion del compuesto y se acumula ADD (M. smegmatis mc*155 A6039, CECT
8331) y AD (M. smegmatis mc®*155 A6039A5941, CECT 8332). Estas cepas se
utilizan, preferiblemente, como células de partida en esta invenciéon para el desarrollo
de la célula bacteriana de la invencién que comprende la construccién génica de la

invencion.

La bacteria salvaje M. smegmatis mc® 155 no puede utilizar las sustancias AD y ADD
como fuente de carbono cuando dichas sustancias se afladen a un medio de cultivo, a
pesar de ser intermediarios del catabolismo bacteriano del colesterol. De esta manera,
la bacteria M. smegmatis mc® 155 es una bacteria ideal para la produccion de las AD y
ADD intermedias necesarias para la produccion de sus correspondientes derivados
hidroxilados, pues una vez secretadas al medio no podran ser catabolizadas por el

metabolismo de la bacteria.

El término "delecion de un gen" tal y como se emplea en la presente invencién se
refiere a la eliminacién total o parcial de un gen mediante la eliminacién total o parcial

de la secuencia de ADN que caracteriza ese gen en el genoma de una bacteria.
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El término "secuencia de nucleétidos funcionalmente inactivada” tal y como se emplea
en la presente invencién se refiere a una secuencia de nucledtidos que no es capaz de

ejercer su funcionalidad, es decir, no es capaz de proporcionar una enzima funcional.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de la célula bacteriana de la invencion
para la produccién de esteroides 11a hidroxilados, compuestos esteroideos 11a
hidroxilados o derivados de los mismos, o sintonas 11a hidroxiladas.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencion, los esteroides 11a
hidroxilados o las sintonas 11a hidroxiladas se producen a partir de sintonas no
hidroxiladas. En una realizaciébn mas preferida, las sintonas 11a hidroxiladas
producidas son 11a-OH-PROG, 11a-OH-DOC, 11a-OH-TEST, 11a-OH-DHEA, 11a-
OH-AD y/o 11a-OH-ADD vy las sintonas no hidroxiladas a partir de las cuales se
producen las primeras son PROG, DOC, TEST, DHEA, AD y/o ADD, respectivamente.
En una realizacién aun mas preferida, la célula productora de estas sintonas 11a
hidroxiladas indicadas, preferiblemente de 11a-OH-PROG a partir de PROG, es la

célula de la invencién de la especie C. glutamicum.

En otra realizacién preferida, la sintona 11a hidroxilada producida es 11a-OH-ADD vy
se produce a partir de esteroles naturales. En una realizacion mas preferida, la célula
bacteriana productora de esta sintona 11a hidroxilada indicada es la célula de la
invencién de la especie M. smegmatis que ademas comprende inactivada
funcionalmente o delecionada total o parcialmente al menos una secuencia de
nucledtidos enddégena que codifica el componente reductasa de la enzima 3-

cetosteroide-9a-hidroxilasa, preferiblemente la cepa CECT 8331.

En otra realizacion preferida, la sintona 11a hidroxilada producida es 11a-OH-AD y se
produce a partir de esteroles naturales. En una realizacidn mas preferida, la célula
bacteriana productora de esta sintona 11a hidroxilada indicada es la célula de la
invencién de la especie M. smegmatis que ademas comprende inactivada
funcionalmente o delecionada total o parcialmente al menos una secuencia de
nucledtidos enddégena que codifica el componente reductasa de la enzima 3-
cetosteroide-9a-hidroxilasa y al menos una secuencia de nucleétidos enddgena que
codifica la enzima 3-cetosteroide-A1-deshidrogenasa, preferiblemente la cepa CECT
8332.



10

15

20

25

30

WO 2017/207844 PCT/ES2017/070363

15

Los ‘“esteroles naturales” a los que se refiere la presente invencién son,
preferiblemente, colesterol o fitoesteroles, aunque otros esteroides 3-f alcoholes
podrian ser también empleados como material de partida. Ejemplos de fitoesteroles
son, aunqgue sin limitarnos, sitoesterol, estigmasterol, campesterol o brasicasterol. Los
esteroles naturales empleados en la presente invencidon pueden ser solamente

colesterol o un fitoesterol, o bien una mezcla de fitoesteroles.

Los “esteroides 11a hidroxilados” obtenibles segun la presente invenciéon son aquellos
compuestos con estructura esteroidea hidroxilados en posicién 11a, preferentemente
aquellos que forman parte de las familias de Estrégenos, Andrégenos, Progestagenos
y Glucocorticoides; por ejemplo, estrona, estradiol, testosterona o fluoximestrona,

entre otros.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un procedimiento de biotransformacion
microbiana (bacteriana) de sustratos esteroideos en sus correspondientes derivados
11a hidroxilados o procedimiento para la produccién de esteroides 11a hidroxilados o

sintonas 11a hidroxiladas que comprende las etapas de:

a. poner en contacto un cultivo de la célula bacteriana de la invencién con un
sustrato esteroideo,

b. incubar la mezcla del paso (a) en condiciones de fermentacion, y

c. separar del medio de cultivo los esteroides 11a hidroxilados o las sintonas

11a hidroxiladas producidos tras la incubaciéon del paso (b).

De ahora en adelante se hara referencia a este procedimiento como “procedimiento o

método de la invencién”.

El procedimiento de la invencién se puede llevar a cabo tanto a nivel de laboratorio
como a nivel industrial, aunque preferiblemente se lleva a cabo a nivel industrial en un

biorreactor.

En una realizacién preferida del método de la invencién, el medio de cultivo del paso

(a) comprende una fuente de carbono adicional, mas preferiblemente glicerol.
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En ofra realizacién preferida, el medio de cultivo del paso (a) comprende un
tensioactivo. Dicho tensioactivo se selecciona, aunque sin limitarnos, de entre
polisorbato 80 (Tween 80™) o polisorbato 20 (Tween 20™). El medio de cultivo del

paso (a) puede comprender también tampén fosfato.

En otra realizacion preferida, el medio de cultivo del paso (a) comprende al menos un
antibiotico. Dicho antibiético se selecciona, aunque sin limitarnos, de entre kanamicina,
gentamicina, o cualquiera de sus combinaciones.

En general, el cultivo del paso (a) puede realizarse, por ejemplo, aunque sin limitarnos,
en medio liquido o en medio sélido. Los medios y condiciones de cultivo para el
crecimiento de células bacterianas son ampliamente conocidos por los expertos en la
materia. El medio de cultivo comprende todos los elementos y nutrientes necesarios
para el crecimiento y supervivencia de la célula bacteriana de la invencion y para
favorecer su actividad fermentadora. Asi, dicho medio de cultivo podra comprender,
aunque sin limitarnos, fuentes de carbono (por ejemplo, glucosa, sacarosa, glicerol o

manitol), fuentes de vitaminas, aminoacidos, sales inorganicas, etc.

Para que la célula bacteriana de la invencion crezca adecuadamente en el medio de
cultivo, éste debe reunir una serie de condiciones como son temperatura, agitacion,
grado de humedad, y presién de oxigeno adecuadas, asi como un grado correcto de
acidez o alcalinidad (pH). Asimismo, el medio de cultivo debe estar exento de todo

microorganismo contaminante.

En cuanto a las condiciones de fermentacién adecuadas para ser aplicadas en el paso
(b) del procedimiento de la invencién, preferiblemente dichas condiciones comprenden
la agitacion e incubacidén a una temperatura de entre 30 y 37°C. Mas preferiblemente,
la T2 es de 30°C cuando la célula bacteriana de la invencién es de la especie C.
glutamicum y de 37°C cuando la célula bacteriana de la invencién es de la especie M.
smegmatis. La incubacién se realiza preferiblemente durante un tiempo de entre 25 y
35 h, mas preferiblemente durante 30 h cuando la célula bacteriana de la invencion es
de la especie C. glutamicum. Los cultivos de la célula bacteriana de la invencién deben
ser inducidos por el compuesto activador correspondiente si el promotor empleado en
la construccién génica de la invenciéon es inducible. Asi, preferiblemente el cultivo

bacteriano en el método de la invencion es inducido con IPTG.



10

15

20

25

30

35

WO 2017/207844 PCT/ES2017/070363

17

En otra realizacion preferida, el sustrato esteroideo del paso (a) se selecciona de la
lista que consiste en: fitoesteroles, colesterol, PROG, DOC, TEST, DHEA, AD o ADD,

o cualquiera de sus combinaciones.

En una realizacion mas preferida del método de la invencioén, el sustrato esteroideo de
partida del paso (a) son fitoesteroles y/o colesterol, la sintona 11a hidroxilada
producida es 11a-OH-AD y la célula bacteriana empleada para la produccion es la
célula de la invencion de la especie M. smegmatis que ademas comprende inactivada
funcionalmente o delecionada total o parcialmente al menos una secuencia de
nucledtidos enddégena que codifica el componente reductasa de la enzima 3-
cetosteroide 9a—hidroxilasa y al menos una secuencia de nucleétidos enddgena que
codifica la enzima 3-cetosteroide-A1-deshidrogenasa, preferiblemente la cepa CECT
8332.

En otra realizacién preferida del método de la invencién, el sustrato esteroideo de
partida del paso (a) son fitoesteroles y/o colesterol, la sintona 11a-hidroxilada
producida es 11a0-OH-ADD vy la célula bacteriana empleada para la produccion es la
célula de la invencion de la especie M. smegmatis que ademas comprende inactivada
funcionalmente o delecionada total o parcialmente al menos una secuencia de
nucledtidos enddégena que codifica el componente reductasa de la enzima 3-

cetosteroide 9a—hidroxilasa, preferiblemente la cepa CECT 8331.

En otra realizacién preferida del método de la invencién, el sustrato esteroideo de
partida del paso (a) es AD, ADD, PROG, DOC, DHEA y/o TEST, preferiblemente
PROG, la sintona 11a hidroxilada producida es 11a-OH-PROG, 11a-OH-DOC, 11a-
OH-TEST, 11a-OH-DHEA, 11a-OH-AD y/o 11a-OH-ADD, preferiblemente 11a-OH-
PROG, y la célula bacteriana productora es la célula bacteriana de la invencién, mas

preferiblemente la célula de la invencidn de la especie C. glutamicum.

El procedimiento de la invencién puede comprender otras etapas o pasos adicionales,
tales como un paso previo de preparacion y esterilizaciéon de una mezcla de sintonas o
de esteroles naturales o de ambos, preferiblemente en un polialcohol o aceite vegetal,
con o sin la adicion de sales minerales y/o un paso de preparar y crecer un cultivo de

la célula bacteriana de la invencidn previamente a su exposicién al sustrato esteroideo.
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Los esteroides 11a hidroxilados o sintonas 11a hidroxiladas producidas por el
procedimiento de la invencién se secretan, junto con otros metabolitos 0 compuestos,
en el medio de cultivo, y éstos se pueden recuperar directamente del medio. Asi, tras
la incubacion del paso (b) del método de la invencidon se puede separar el sedimento
celular para obtener una disolucién comprendiendo el/los esteroide/s 11a hidroxilado/s
o la/s sintona/s 11a hidroxilada/s producida/s. Estos productos se obtienen con una
elevada pureza y con un mayor rendimiento de producciéon que cuando se emplean
hongos o levaduras en procesos de biotransformacién similares.

Tras la incubacidén de la etapa (b) del procedimiento de la invencidn tiene lugar un
paso de extraccién en el cual se descartan los sedimentos y se seleccionan los
sobrenadantes. Dichos sobrenadantes son posteriormente empleados para obtener los

esteroides 11a hidroxilados o sintonas 11a hidroxiladas presentes en [os mismos.

Estos compuestos secretados al medio de cultivo por la célula bacteriana de la
invencion pueden recuperarse del medio empleando procedimientos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, mediante procedimientos convencionales incluyendo, pero sin

limitacion, centrifugacion, filtracion, extraccién, evaporacion y/o precipitacion.

Estos compuestos producidos por la célula bacteriana de la invencién en cultivo
pueden purificarse mediante una diversidad de procedimientos conocidos en la técnica
incluyendo, pero sin limitacién, cromatografia (por ejemplo, HPLC, HPLC-DAD, TLC,
LC-MS, intercambio ibénico, afinidad, hidrofébica, cromatoenfoque, y exclusién
molecular), procedimientos electroforéticos (por ejemplo, isoelectroenfoque
preparativo), solubilidad diferencial (por ejemplo, precipitacidon con sulfato aménico),
SDS-PAGE, precipitacion o extraccién, con el fin de obtener los esteroides 11a

hidroxilados o sintonas 11a hidroxiladas sustancialmente puros.

Estos compuestos producidos por la célula bacteriana de la invencién en cultivo
pueden detectarse usando procedimientos conocidos en la técnica. Estos
procedimientos de deteccion pueden incluir, por ejemplo aunque sin limitarnos,

cromatografia, RMN, espectrometria de masas, o similares.

La presente invencién se refiere, por tanto, a cepas modificadas genéticamente de M.
smegmatis mc? 155 que contienen un operon sintético (FUN) que codifica el citocromo

CYP509C12 y la citocromo reductasa RoCPR1 de R. oryzae, asi como a los procesos
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para producir 11a-OH-AD y 11a-OH-ADD a partir de esteroles naturales, como

colesterol o fitoesteroles, utilizando dichas cepas modificadas.

La presente invencién también se refiere a cepas modificadas genéticamente de C.
glutamicum R31 que contienen un operoén sintético (FUN) que codifica el citocromo
CYP509C12 y la citocromo reductasa RoCPR1 de R. oryzae, asi como a los procesos
para producir 11a-CH-PROG, 110-OH-DOC, 110-OH-DHEA y/o 11a-OH-TEST, enfre

otras, de forma sustancialmente pura a pariir de las sintonas correspondientes.

La invencion se refiere al uso de la cepa recombinante M. smegmatis CECT 8331, la
cual es una cepa mutante derivada de M. smegmatis mc® 155 que comprende al
menos una secuencia de nucleodtidos que codifica el componente reductasa de la
enzima 3-cetosteroide 9a-hidroxilasa inactivada funcionalmente o delecionada total o
parcialmente, que porta un plasmido que comprende el operdén FUN, la cual es capaz
de producir 11a-OH-ADD de manera sustancialmente pura. La invencién se refiere al
uso de dicha cepa bacteriana para la produccién de 11a0-OH-ADD en forma

sustancialmente pura mediante fermentaciéon de esteroles naturales.

La invencion se refiere al uso de la cepa recombinante M. smegmatis CECT 8332, la
cual es una cepa mutante derivada de M. smegmatis mc® 155 que comprende al
menos una secuencia de nucleétidos que codifica el componente reductasa de la
enzima 3-cetosteroide-9a-hidroxilasa inactivada funcionalmente o delecionada total o
parcialmente, asi como al menos una secuencia de nucleétidos que codifica la enzima
3-cetosteroide-A1-deshidrogenasa inactivada funcionalmente o delecionada total o
parcialmente, que porta un plasmido que comprende el operén FUN, la cual es capaz
de producir 11a-OH-AD de manera sustancialmente pura. La invencién se refiere al
uso de dicha cepa bacteriana para la produccién de 110-OH-AD en forma

sustancialmente pura mediante fermentacién de esteroles naturales.

La invencion se refiere al uso de la cepa recombinante C. glutamicum R31 que porta
un plasmido que comprende el operén FUN, la cual es capaz de producir esteroides
hidroxilados en posicién 11a (11a-OH-PROG, 110-OH-DOC, 110-OH-TEST, 110-OH-
DHEA, 110-OH-AD y 110-OH-ADD) a partir de sus sintonas correspondientes (PROG,
DOC, TEST, DHEA, AD y ADD, respectivamente) de manera sustancialmente pura. La

invencion se refiere al uso de dicha cepa bacteriana para la produccion de 11a-OH-
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PROG, 11a-OH-DOC, 11a-OH-TEST, 11a-OH-DHEA, 11a-OH-AD vy 11a-OH-ADD en
forma sustancialmente pura a partir de sus sintonas correspondientes: PROG, DOC,
TEST, DHEA, AD y ADD, respectivamente.

A lo largo de la descripciéon y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencion se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la
invencién. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y
no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Esquema del operén FUN.

FIG. 2. Biotransformaciéon de PROG en 11a-OH-PROG utilizando la cepa C.
glutamicum R31 (pXKFUN). Se representa el consumo de PROG (linea gris

punteada) y la aparicion de 11a-OH-PROG (linea negra continua).

FIG. 3. Cromatogramas de LC-MS mostrando la produccion de 11aOH-
progesterona a partir de progesterona en la cepa C. glutamicum R31 (pECXK-
99E) utilizada como control negativo (A) y la cepa C. glutamicum R31 (pXKFUN)
(B). PROG, 11a-OH-PROG y TEST, que ha sido utilizado como estandar interno
(ISTD). Espectros de masas obtenidos de los iones de m/z entre 150-400 (full scan)
presentes en la muestra (linea de arriba). Espectro de masas del ion 315 caracteristico
del compuesto PROG (linea del medio). Espectro de masas del ion 331.3

caracteristico del compuesto 11a-OH-PROG (linea de abajo).

FIG. 4. Biotransformacién de colesterol (CHO) en 11a-OH-ADD utilizando la cepa
M. smegmatis CECT 8331 (pMVFUN). Se muestra el consumo de CHO y la aparicion
de 11a0-OH-ADD Yy otros subproductos: ADD y 11a-OH-AD.

FIG. 5. Biotransformacién de fitosteroles (FITO) en 11a-OH-ADD utilizando la
cepa M. smegmatis CECT 8331 (pMVFUN). Se muestra el consumo de fitoesteroles
y la aparicion de 11a-OH-ADD y otros subproductos: ADD.
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FIG. 6. Biotransformacién de colesterol (CHO) en 11a-OH-AD utilizando la cepa
M. smegmatis CECT 8332 (pMVFUN). Se muestra el consumo de CHO y la aparicion
de 11a0-OH-AD y otros subproductos: AD, 11a-OH-ADD y 4-HBC (220H-23,24-

bisnorchol-4-en-3-ona).

FIG. 7. Biotransformacién de fitosteroles (FITO) en 11a-OH-AD utilizando la cepa
M. smegmatis CECT 8332 (pMVFUN). Se muestra el consumo de FITO y la aparicion
de 11a-OH-AD vy otros subproductos: AD y 4-HBC (220H-23,24-bisnorchol-4-en-3-
ona).

EJEMPLOS

A continuacién, se ilustrara la invencién mediante unos ensayos realizados por los
inventores que ponen de manifiesto la efectividad de las células bacterianas
recombinantes disefiadas en la produccién de esteroides 11a hidroxilados o sus
derivados, tanto a partir de sintonas como de esteroles naturales.

EJEMPLO 1. Bacterias utilizadas y métodos de cultivo.

Las cepas bacterianas utilizadas en esta invencién son:

1.- Mycobacterium smegmatis mc® 155 (ept-1, mutante mc? eficiente para

electroporacion).

2.- Mycobacterium smegmatis mc® 155 A6039 (M. smegmatis mc? 155 con el gen
MSMEG_6039 delecionado) (Cepa CECT8331).

3.- Mycobacterium smegmatis mc? 155 AB039A5941 (M. smegmatis mc® 155 con los
genes MSMEG_6039 y MSMEG_5941 delecionados) (Cepa CECT8332).

4.- Corynebacterium glutamicum R31 (MeLisR, AecR eficiente para electroporacién).

5.- Escherichia coli DH10B (F-, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcerBC), f80AlacZDM154lacX74,
deoR, recA1, endA1, araD139, A(ara,leu) 7697, galU, galK, rpsL, nupG, A) (Invitrogen).
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Los plasmidos empleados en esta invencidén para el clonaje, mutacién y expresién

génica, junto con sus caracteristicas mas relevantes se muestran a continuacion:

1.- Plasmido pMV261 (Vector de expresién en micobacterias, bajo el control del
promotor Pusye0, KMR).
2.- Plasmido pECXK-99E (Vector bifuncional E. coli/C. glutamicum, que contiene el

gen /acl’, KmR).

Todas las soluciones y medios de cultivo utilizados en esta invencion se esterilizaron
por calor humedo en un autoclave a 121 °C y 1 atm de presién, o mediante filtracidén

utilizando filtros estériles Millipore de 0.2 um de diametro.

El medio rico utilizado para cultivar las células de E. coli fue el medio Lysogenic Broth
(LB). Los cultivos en medio sélido se realizaron con medio LB al que se anadidé Bacto
Agar (Pronadisa) al 1.5 % (p/v).En caso de ser necesario se anadieron antibiéticos a
las siguientes concentraciones finales: ampicilina (100 ug ml™"), kanamicina (50 ug ml
"), cloranfenicol (20 ug ml™"). Las células de E. coli se cultivaron a 37 °C. Los cultivos
en medio liquido se llevaron a cabo en un agitador orbital a 250 rpm. El crecimiento en
medio liquido fue seguido por turbidimetria a 600 nm (DOsy) empleando un
espectrofotébmetro UVMini-1240 (Shimadzu).

Para el cultivo de micobacterias se utilizaron los medios ricos Bacto Middlebrook 7H10
Agar (7H10) (Difco) como medio sélido, y Middlebrook 7H9 Broth (7H9) (Difco) como
medio liquido. Los medios 7H9 y 7H10 fueron suplidos con 0,2 % (v/v) de gliceroly 10
% (viv) de Middlebrook ADC Enrichment (ADC) (Difco) (7H9/GIli/ADC y 7H10/GIli/ADC).
En todos los cultivos en medio liquido se afadié 0,05 % (v/v) de Tween80 (Sigma)
previamente autoclavado para evitar la agregacidn de las células
(7HO/GIi/ADC/Tween). En caso de ser necesario se anadieron antibidticos a las
siguientes concentraciones: kanamicina (20 ug ml") y gentamicina (5 ug ml™). Las
células de M. smegmatis se cultivaron a 37 °C. Los cultivos en medio liquido se
llevaron a cabo en un agitador orbital a 250 rpm. El crecimiento en medio liquido fue
seguido por turbidimetria a 600 nm (DOgg) empleando un espectrofotémetro UVMini-
1240 (Shimadzu).
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Para el cultivo de corinebacterias se utilizaron los medios ricos Tryptic Soy Agar (TSA)
(Difco) como medio sélido y Tryptic Soy Broth (TSB) (Difco) como medio liquido. En
caso de ser necesario se afadié kanamicina (25 pg ml"). Las células de C.
glutamicum se cultivaron a 30 °C. Los cultivos en medio liquido se llevaron a cabo en
un agitador orbital a 250 rpm. El crecimiento en medio liquido fue seguido por
turbidimetria a 600 nm (DOgsy) empleando un espectrofotometro UVMini-1240
(Shimadzu).

EJEMPLO 2. Métodos de transformacién genética para la construccién de las
cepas recombinantes.
A.- TRANSFORMACION DE CELULAS DE E. coli

Las células de E. coli fueron modificadas genéticamente por transformacién tras

hacerlas competentes mediante el método de RbCl y choque térmico.

B.- TRANSFORMACION DE CELULAS DE M. smegmatis

1.- Preparaciéon de células electrocompetentes de M. smegmatis.

La preparacion de células electrocompetentes de M. smegmatis se llevd a cabo segun
un protocolo previamente descrito (Parish y Stoker, 1998, Mycobacteria Protocols.
Totowa, N.J., Humana Press). Se parte de un prein6éculo en fase estacionaria
(aproximadamente 30 h) (10 ml en matraz de 100 ml) en medio 7HY/GIi/ADC/Tween.
Se inocula medio fresco con DOggg 0.01 (200 ml 7HO/GIiI/ADC/Tween en matraz de 1I)
y se incuba en agitacién (200 rpm) a 30 °C hasta una DOgy de 0.8-1 (18 h de cultivo
aproximadamente). A continuacién, el cultivo se mantiene 1,5 h en hielo y se
centrifuga en 4 tubos cénicos de 50 ml a 3000 x g a 4 °C durante 10 min. Una vez
decantado el sobrenadante, se resuspenden las células volteando gentilmente en 200
ml de una solucion 10 % (v/v) de glicerol y 0,05 % (v/v) de Tween-80 (Gli/Tween)
enfriada en hielo. Seguidamente se centrifuga la suspension de células, se retira el
sobrenadante y se resuspenden de nuevo en 100 ml de la misma solucién Gli/Tween.
Tras un tercer paso de centrifugacion se afiaden 25 ml de Gli/Tween. Las células se
resuspenden volteando y se dejan reposar para sedimentar los agregados.
Posteriormente se toma la suspensidon sin los agregados con una pipeta estéril. La

suspension se lleva a un tubo conico limpio enfriado en hielo y se centrifuga.
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Finalmente se retira el sobrenadante, las células se resuspenden en 1,5 ml de
Gli/Tween frio y se reparten en alicuotas de 200 ul que se guardan a —-80 °C hasta su

uso.

2.- Transformacion de células de M. smegmatis mediante electroporacién.

A una alicuota de 200 pul de células electrocompetentes se le anade 1 ug del DNA con
el que se van a ftransformar. Esta mezcla se deposita en una cubeta de
electroporacion (Cell Projects, 50 x 2 mm) y se incuba durante 10 min en hielo. A
continuacion se electropora en un electroporador Gene Pulser (Biorad) a 2.5 kV, 25 yF
y 1000 Q y se incuba la cubeta en hielo otros 10 min. Posteriormente, se afade 1 ml
de medio 7H9/GIi/ADC/Tween a la cubeta y el liquido se pasa a un tubo cénico de 15
ml. Las células se incuban 4 h a 37 °C en agitacidén (250 rpm) antes de sembrarlas en

medio solido 7H10/GIli/ADC con los antibiéticos necesarios.

C.- TRANSFORMACION DE CELULAS DE C. glutamicum

1.- Preparacion de células electrocompetentes de C. glutamicum.

Para la preparacién de las células se parte de un preinéculo en fase estacionaria
(aproximadamente 30 h) (10 ml de medio en un matraz de 100 ml) en medio TSB. Se
inocula el medio fresco con una DOgye 0.01 (200 ml TSB en matraz de 1 1) y se incuba
en agitacion (200 rpm) a 30 °C hasta una DOgyp de 1.2-1.5 (6 h de cultivo
aproximadamente). A continuacioén, el cultivo se mantiene 30 min en hielo y se
centrifuga en 4 tubos cénicos de 50 ml a 3000 x g a 4 °C durante 10 min. Una vez
decantado el sobrenadante, se resuspenden las células volteando gentilmente en 200
ml de una solucién 10 % (v/v) de glicerol enfriada en hielo. Seguidamente se centrifuga
la suspension de células, se retira el sobrenadante y se resuspenden de nuevo en 100
ml de la misma solucion. Tras un tercer paso de centrifugacién se afiaden 25 ml de 10
% (v/v) de glicerol. Las células se resuspenden volteandolas y se dejan reposar para
sedimentar los agregados. Posteriormente se toma la suspension sin los agregados
con una pipeta estéril. La suspensién se lleva a un tubo conico limpio enfriado en hielo
y se centrifuga. Finalmente se retira el sobrenadante, las células se resuspenden en
2,0 ml de 10 % (v/v) de glicerol y se reparten en alicuotas de 50 yl que se guardan a

—-80 °C hasta su uso.
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2.- Transformacién de células de C. glutamicum mediante electroporacion.

A una alicuota de 50 ul de células electrocompetentes se aflade 1 ug del DNA con que
se va a transformar. Esta mezcla se pasa a una cubeta de electroporacion (Cell
Projects, 50 x 2 mm) y se incuba durante 10 min en hielo. A continuacién se
electropora en un electroporador Gene Fulser (Biorad) a 2.5 kV, 25 yF y 200 Q.
Posteriormente se aflade 1 ml de medio TSB a la cubeta y se pasa a un tubo conico
de 15 ml. Las células se incuban 1 h a 30 °C en agitaciéon (200 rpm) antes de

sembrarlas en medio sélido TSA con los antibioticos necesarios.

EJEMPLO 3. Disefio y construccion del operon FUN y de los plasmidos

recombinantes que lo portan.

Para llevar a cabo la produccidon heteréloga de la actividad 11a-hidroxilasa en
bacterias se disefid el operdn sintético denominado FUN, el cual contiene los genes
cyp509C12 y roCPR1 de R. oryzae, que codifican el citocromo CYP509C12 con
actividad 11a-hidroxilasa y la proteina citocromo reductasa RoCPR1 necesaria para la
actividad del mismo, respectivamente. El uso de codones se optimizd de forma manual
para las bacterias Mycobacterium y Rhodococcus, conservando un porcentaje de
identidad en nucledtidos del 82,80 % para el caso del citocromo y del 83,24 % para el
caso de la CPR. Para conseguir la traduccion optima del ARNm se afadié una
secuencia Shine Dalgarno/RBS (SEQ ID NO. 3. AAAGGGAG) 6 nuclettidos aguas
arriba a partir de los respectivos codones de inicio de cada gen. Se afiadieron ademas
diversos sitios de restriccion para facilitar diferentes opciones de clonaciéon. Ademas se
afadié una alanina como segundo aminoacido para aumentar la traduccion de las
proteinas. El operdon disefiado se sintetizd mediante sintesis quimica y se clond
inicialmente en el plasmido pGH generando el plasmido recombinante pGH-FUN que
se utilizdé para transformar células competentes de E. coli DH10B. El plasmido pGH-
FUN se secuencid para verificar que la secuencia del operdn clonado era correcta. El

esquema del operdn FUN puede verse en la figura 1.

El plasmido pGH-FUN se digiri6 con BamHI y EcoRI para liberar el fragmento que
contiene el operén FUN y éste fue subclonado en el plasmido pMV261, con doble

origen de replicacion para E. colilMycobacterium; resultando el vector pMVFUN que
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expresara los genes bajo control del promotor constitutivo Pp,s. El plasmido pMVFUN
se cloné inicialmente en E. coli DH10B donde se secuencié para comprobar que la
construccion era correcta. Los plasmidos pMV261 y pMVFUN fueron posteriormente
aislados de las cepas de E. coli portadoras y transformados en M. smegmatis

mediante electroporacion.

Por ofro lado, el pldsmido pGH-FUN se digiri6 con Sacl y Xbal para liberar el
fragmento que contiene el operén FUN y éste fue subclonado en el plasmido pECXK-
99E, con doble origen de replicacion para E. coli/C. glutamicum resultando el vector
pXKFUN que expresara los genes bajo control del promotor Pfrc, inducible por IPTG.
El plasmido pXKFUN se cloné inicialmente en E. coli DH10B donde se secuencio para
comprobar que la construccién era correcta. Los plasmidos pECXK-99E y pXKFUN
fueron posteriormente aislados de las cepas de E. coli portadoras y transformados en

C. glutamicum mediante electroporacion.

EJEMPLO 4. Técnicas de analisis de los esteroides.

1.- Métodos de extraccion

A.- Extraccion de los esteroides en sistemas de reaccién con células en reposo.

La extraccién de los esteroides a analizar a partir de sistemas de reaccién con células
en reposo se llevo a cabo recogiendo alicuotas (1 ml) de la reaccién a las que se le
afadieron los correspondientes patrones internos (testosterona) a la concentracién de
interés (250 uM) antes de comenzar el proceso de extraccion. Las muestras con el
patréon interno se extraen en 10 ml de cloroformo y se homogenizan empleando un
homogeneizador Bullet Blender 50-DX-CE a velocidad 12, durante 3 min. Tras la
ruptura, las células se centrifugan 10 min a 4000 x g a 4 °C y posteriormente los tubos
se congelan a -80°C durante 10-15 min para separar correctamente las dos fases. La
fase organica se recoge, se pasa a tubos cénicos de 50 ml y se evapora a totalidad a
70 °C.

B.- Extraccién de los esteroides en sistemas de reaccion con células en cultivo.
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La extraccion de esteroides a analizar por las diferentes técnicas cromatogréficas en
sistemas de reaccién con células en cultivo se llevé a cabo recogiendo alicuotas (0,2
ml) de los diferentes cultivos a los que se le afiadieron los correspondientes patrones
internos a la concentracion de interés, indicados en cada caso, antes de comenzar el
proceso de extraccion. Las muestras con el patrén interno se extraen en 0,5 ml de
cloroformo y se homogenizan empleando un vértex durante 30 s. Las muestras se
congelan a -80°C durante 10-15 min para separar correctamente las dos fases. La
fase organica se recoge, se pasa a tubos eppendorf de 2 ml y se evapora a totalidad a
70 °C.

2.- Métodos cromatograficos

A.- CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC).

Las placas de TLC utilizadas (Silica gel 60 F254 20 x 20 cm, Merck) se recortan
dejando 1 cm de margen en cada lado, 8 cm de carrera y 1 cm de separacién entre
muestra y muestra. Las diferentes muestras extraidas se resuspenden en acetonitrilo
en un volumen de entre 10-20 ul dependiendo de la concentracién esperada en cada
caso. Para realizar la TLC, 10 yl de cada muestra se cargan sobre la placa de TLC y
una mezcla de cloroformo:etanol (95:5) (Merck) se usa como fase mévil. Los diferentes
esteroides de las biotransformaciones se revelan con una solucién del 20 % (v/v) de
H,SO,.

B.- CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A DETECTOR
DE FOTODIODOS EN SERIE (HPLC-DAD) Y CROMATOGRAFIA LiQUIDA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS (LC-MS).

La deteccidn y cuantificacion de los productos generados en las reacciones de
biotransformacion esteroideas se realizé mediante HPLC-DAD-MS usando un equipo
de cromatografia liquida (Surveyor Plus LC) equipada con inyector automatico
acoplado en serie a un detector DAD que permitié monitorizar la elucién a DO,45 y con
una trampa iénica (LXQ) equipada con una fuente de ionizacidbn quimica a presién
atmosférica (APCI) y una fuente de isoelectronebulizacién (IES), todo ello suministrado
por Thermo Electron (San Jose, CA, EEUU). Los datos se procesaron con el software

Xcalibur (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, EEUU). La separacion se realiza
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mediante una columna de fase reversa C18 y a un gradiente determinado en cada

Ccaso.

EJEMPLO 5. Biotransformacién de PROG en 11a-OH-PROG utilizando la cepa C.
glutamicum R31 (pXKFUN).

Para los ensayos de biotransformacién de progesterona (PROG) con células en
reposo de C. glutamicum R31 (pXKFUN) se empleé tampdn fosfato 50 mM (pH 7.4), al
que se le anadieron los esteroides a una concentracion final de 0,5 mM, desde una
solucion de esteroide preparada a 5 mM en 10 % (v/v) de Tyloxapol, siendo por tanto
la concentracién final del mismo de 1 % (v/v). Se tomaron muestras para analizar la
biotransformacion de esteroides durante 72 h. Para la obtencién de la biomasa
empleada en la biotransformacién se cultivd un volumen total de 200 ml de células de
C. glutamicum crecidas en medio TSB durante 30 h a 30 °C y 250 rpm en matraz de 1
| desde una DQOggo de 0,1, empleando un preindculo de 48 h crecido en medio TSB, a
30 °C y agitado a 250 rpm. En caso de ser necesario se anadieron kanamicina (25 ug
ml") y acido 8-aminolevulinico 0,5 mM. Los cultivos fueron inducidos con IPTG 1 mM
cuando alcanzaban una DO600 de 1,5. Dichas células fueron recogidas mediante
centrifugacién (10 min, 4000 x g) y lavadas dos veces con tampén fosfato 50 mM (pH
7.4).

- Identificacion y cuantificacion de PROG y 11a-OH-PROG.

La separacion cromatografica se realizé en una columna Mediterranea Sea C18 (150
mm x 4.6 mm de diametro interno, 5 pm de tamano de particula) (Teknokroma,
Barcelona). Las fases moéviles empleadas contenian agua y 0.1 % acido férmico (A),
acetonitrilo y 0.1 % &cido férmico (B). El flujo empleado fue de 1 mI min™ y el gradiente

lineal utilizado se muestra en la tabla 1.

Tiempo
_ % A | %B
(min)
0 50 |50
5 50 |50
35 20 |80
40 20 |80
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45 50 50
60 50 50
Tabla 1.

Durante este gradiente, el eluyente se analiz6 por DAD y por el espectrometro de
masas desde el minuto 1 hasta el 50. Las condiciones de trabajo del equipo fueron:
fuente de ionizacidon |IES, temperatura del capilar (350 °C), cobertura de nebulizacién
(60 °C), voltaje del capilar (9 V), amplificador (400 Vp), corriente de la fuente (100 pA).
Como gas auxiliar y nebulizador se utilizd nitrogeno de alta pureza. El andlisis
cuantitativo se realizé por el método del patron interno, a partir de diluciones de las
soluciones madre de PROG y 11a-OH-PROG en concentraciones comprendidas entre
500.000 M y 15.625 pM, a las que se afnadié 250 pM de testosterona como patron
interno. La extraccion de analitos se llevé a cabo de la misma manera que en las
muestras a analizar (véase el ejemplo 4, apartado 1). Una vez realizada la extraccién,
los residuos se resuspendieron en 500 pl de acetonitrilo (LC-MaScan, LAB-SCAN) de

los que se inyectaron 25 ul para su analisis cromatografico.

Los resultados de un experimento de biotransformacién de PROG en 11a-OH-PROG

pueden verse en las Figuras 2y 3.

La cepa C. glutamicum R31 (pXKFUN) también es capaz de 11a hidroxilar otros
esteroides distintos a la PROG y convertirlos en sus correspondientes derivados 11a
hidroxilados. Asi por ejemplo cuando a la cepa C. glutamicum R31 (pXKFUN) se le
suministran como sustrato, en lugar de PROG, sustancias como DOC, TEST, AD o
dehidroepiandrosterona {en adelante, DHEA), a una concentracién de 0,5 mM, la cepa
bacteriana es capaz de sintetizar 11a-OH-DOC, 110-OH-TEST, 11a-OH-AD u 11o-
OH-DHEA, respectivamente, con rendimienios de 41,5 & 3,6%, 49,3 £ 0,5%, 380
7.6% vy 22,3 £ 8,7%, respectivamente.

EJEMPLO 6. Biotransformacion de CHO en 11a-OH-ADD utilizando la cepa M.
smegmatis CECT 8331 (pMVFUN).

Para los ensayos de biotransformacién de colesterol con células en crecimiento de M.

smegmatis CECT 8331 (pMVFUN) se empledé el medio 7H9 sin suplementos (sin
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glicerol y sin ADC) al que se le anadié glicerol 18 mM y colesterol a la concentracion
final de 1 mM, contenidos en 3,6 % (v/v) de Tyloxapol. En caso de ser necesario se
afadié kanamicina (20 pug ml") y acido &-aminolevulinico 0,5 mM desde el momento
de la inoculacién. Un volumen total de 20 ml de cultivo de células de M. smegmatis
fueron cultivadas a 37 °C y 250 rpm en matraz de 100 ml desde una DQOgq de 0,1
empleando un preindculo de 48 h crecido en medio 7H9/GIi/ADC/Tween, a 37 °C y
agitado a 250 rpm. Se tomaron muestras para analizar la biotransformacion de

esteroides y se monitorizé el crecimiento durante 96 h.

- I[dentificacién y cuantificacion de ADD y 11a-OH-ADD empleando como sustrato CHO

La separacién cromatografica se realizé en una columna Tracer Excel 120 ODSB C18
(150 mm x 4,6 mm de diametro interno, 5 um de tamano de particula) (Teknokroma,
Barcelona). Las fases moéviles empleadas contenian agua y 0,1 % acido férmico (A),
acetonitrilo y 0,1 % acido formico (B), isopropanol y 0,1 % &cido férmico (C). El flujo

empleado fue de 1 ml min™" y el gradiente lineal utilizado se muestra en la tabla 2.

Tiempo
(min) %A |%B|%C
0 50 |50 |0
5 50 |50 |0
15 20 |71 |9
20 4 87 |9
40 0 85 |15
41 0 85 |15
42 50 |50 |0
52 50 |50 |0
Tabla 2.

Durante este gradiente, el eluyente se analiz6 por DAD y por el espectrometro de
masas desde el minuto 1 hasta el 52. Las condiciones de trabajo del equipo fueron:
fuente de ionizacibn APCI, temperatura del capilar 275 °C, temperatura de

vaporizacion 425 °C, voltaje del capilar 39 V, voltaje de descarga de la corona 6.00 kV,
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corriente de la fuente 6.00 yA y 15 eV para la energia de disociacién por colision.

Como gas auxiliar y nebulizador se utilizd nitrégeno de alta pureza.

El analisis cuantitativo se realiz6 por el método del patrén intemo, a partir de diluciones
de la solucién madre de CHO, en concentraciones comprendidas entre 1000.000 pM y
15.625 uM, a las que se anadié 500 uM de testosterona como patron interno. La
extraccion de analitos se llevd a cabo de la misma manera que en las muestras a
analizar (véase el ejemplo 4, apartado 1). Una vez realizada la extraccién, los residuos
se resuspendieron en 1500 pl de acetonitrilo (LC-MaScan, LAB-SCAN) de los que se

inyectaron 25 pl para su analisis cromatografico.

Las cuantificaciones de 11a-OH-ADD se realizaron mediante el calculo de rendimiento
de la reaccién empleando las areas corregidas, al no disponer de producto puro. Se

calcula el rendimiento con respecto al sustrato (colesterol) como:

(11aOH—ADD)

. = ISTD

110-OH-ADD/CHO [A(AD )+A(ADD) (11aOH—AD) A(llaOH—ADD) A(4—HBC) A(1,4—HBC) (CHO)]
ISTD ISTD ISTD ISTD ISTD ISTD ISTD

El resultado de un experimento puede verse en la figura 4.

EJEMPLO 7. Biotransformaciéon de FITO en 11a-OH-ADD utilizando la cepa M.
smegmatis CECT 8331 (pMVFUN).

Para los ensayos de biotransformacién de fitoesteroles con células en crecimiento de
M. smegmatis CECT 8331 (pMVFUN) se empled el medio 7H9 sin suplementos (sin
glicerol y sin ADC) al que se le afiadié glicerol 18 mM vy los fitoesteroles a la
concentracién final de 1 mM, contenidos en 3,6 % (v/v) de Tyloxapol. En caso de ser
necesario se afiadié kanamicina (20 ug ml™") y acido 8-aminolevulinico 0,5 mM desde
el momento de la inoculaciéon. Un volumen total de 20 ml de cultivo de células de M.
smegmatis fueron cultivadas a 37 °C y 250 rpm en matraz de 100 ml desde una DQOgpo
de 0,1 empleando un preinéculo de 48 h crecido en medio 7H9/GIi/ADC/Tween, a 37
°C y agitado a 250 rpm. Se tomaron muestras para analizar la biotransformacion de

esteroides y se monitorizd el crecimiento durante 96 h.
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- ldentificacién y cuantificacion de ADD y 11a-OH-ADD empleando como sustrato
FITO

La separacién cromatografica se realizé en una columna Tracer Excel 120 ODSB C18
(150 mm x 4,6 mm de diametro interno, 5 um de tamano de particula) (Teknokroma,
Barcelona). Las fases moéviles empleadas contenian agua y 0,1 % acido férmico (A),
acetonitrilo y 0,1 % acido formico (B), isopropanol y 0,1 % &cido férmico (C). El flujo
empleado fue de 1ml min™” y el gradiente lineal utilizado se muestra en la siguiente
tabla 3:

Tiempo
(min) %A |%B|%C
0 50 |50 |0
5 50 |50 |0
15 20 |71 |9
20 0 91 |9
40 0 70 |30
41 0 85 |15
42 50 |50 |0
52 50 |50 |0
Tabla 3.

Durante este gradiente, el eluyente se analiz6 por DAD y por el espectrometro de
masas desde el minuto 1 hasta el 52. Las condiciones de trabajo del equipo fueron:
fuente de ionizacibn APCI, temperatura del capilar 275 °C, temperatura de
vaporizacion 425 °C, voltaje del capilar 39 V, voltaje de descarga de la corona 6.00 kV,
corriente de la fuente 6.00 yA y 15 eV para la energia de disociacién por colision.

Como gas auxiliar y nebulizador se utilizd nitrégeno de alta pureza.

El analisis cuantitativo se realiz6 por el método del patrén intemo, a partir de diluciones
de la solucion madre de FITO, en concentraciones comprendidas entre 1000.000 pM y
15.625 uM, a las que se anadié 500 uM de testosterona como patron interno. La
extraccion de analitos se llevd a cabo de la misma manera que en las muestras a

analizar. Una vez realizada la extraccion, los residuos se resuspendieron en 1500 pl



10

15

20

25

30

WO 2017/207844 PCT/ES2017/070363

33

de acetonitrilo (LC-MaScan, LAB-SCAN) de los que se inyectaron 25 pul para su

analisis cromatografico.

Para la preparacion del medio de cultivo, como para la recta de calibrado, se
prepararon las soluciones de fitosteroles a una concentracién de 1 mM empleando
para el calculo el peso molecular del B-sitosterol, el mas abundante de los fitosteroles
presentes en la mezcla. Sin embargo, para la cuantificacién se realizé6 una correccién
basandose en la abundancia relativa de sus componentes: B-sitosterol (83,61 %),
campesterol (7,59 %) y estigmasterol (8,79%) y teniendo en cuenta peso molecular de
cada uno de ellos se calculd la concentracién de los mismos, por lo que en la
concentracién real en las muestras preparadas a concentracién 1 mM (medio inicial de
cultivo) era la siguiente: 0,84 mM de B-sitosterol, 0,08 mM de campesterol y 0,09 mM
de estigmasterol. En la cuantificacién, tanto para el calculo del consumo como para el
célculo de los rendimientos, se expresa la concentraciéon de fitosteroles como el
sumatorio de las concentraciones sus componentes, e.g. para el tiempo inicial la
concentracién de fitosteroles seria 0,84 + 0,08 + 0,08 = 1 mM). Como puede
observarse, aunque esta correccion se realizo, resulta despreciable.

Las cuantificaciones de ADD y 11aOH-ADD se realizaron mediante el célculo de
rendimiento de la reaccién empleando las areas corregidas, al no disponer de producto

puro. Se calcula el rendimiento con respecto al sustrato (fitosteroles) como:

(11aOH—ADD)

. = ISTD

110-OH-ADD/ FITO [ (AD )+A(ADD)+A(11(XOH—AD) (11(xOH—ADD) A(4—HBC)+A(1,4—HBC) (FITO)]
ISTD ISTD ISTD ISTD ISTD ISTD ISTD

El resultado de un experimento puede verse en la figura 5.

EJEMPLO 8. Biotransformacién de CHO en 11a-OH-AD utilizando la cepa M.
smegmatis CECT 8332 (pMVFUN).

Para los ensayos de biotransformacién de colesterol con células en crecimiento de M.
smegmatis CECT 8332 (pMVFUN) se empledé el medio 7H9 sin suplementos (sin
glicerol y sin ADC) al que se le afadié glicerol 18 mM y colesterol a la concentracion
final de 1 mM, contenidos en 3,6 % (v/v) de Tyloxapol. En caso de ser necesario se
afadié kanamicina (20 pug ml") y acido &-aminolevulinico 0,5 mM desde el momento

de la inoculacién. Un volumen total de 20 ml de cultivo de células de M. smegmatis
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fueron cultivadas a 37 °C y 250 rpm en matraz de 100 ml desde una DQOgq de 0,1
empleando un preindculo de 48 h crecido en medio 7H9/GIi/ADC/Tween, a 37 °C y
agitado a 250 rpm. Se tomaron muestras para analizar la biotransformacion de

esteroides y se monitorizé el crecimiento durante 96 h.

La identificacion y cuantificacion de AD y 11a-OH-AD se realiz6 empleando la
metodologia contenida en el ejemplo 6. La cuantificacion 11a-OH-AD, igualmente se
realizd mediante el calculo de rendimiento de la reaccion empleando las areas
corregidas, al no disponer de producto puro. Se calcula el rendimiento con respecto al

sustrato CHO como:

(11(xOH—AD)
W11a-0H-ADICHO = AD ADD T1GOH—AD 11aIg;2ADD T—HBC T4a—HBC CHO
[4(7sp)+A (fsm) 4 )+a( +4(Ssmn )+ (s )+ A (o))

ISTD ISTD ISTD ISTD ISTD ISTD ISTD

El resultado de un experimento puede verse en la figura 6.

EJEMPLO 9. Biotransformacién de FITO en 11a-OH-AD utilizando la cepa M.
smegmatis CECT 8332 (pMVFUN).

Para los ensayos de biotransformacién de fitoesteroles con células en crecimiento de
M. smegmatis CECT 8332 (pMVFUN) se empled el medio 7H9 sin suplementos (sin
glicerol y sin ADC) al que se le afiadié glicerol 18 mM vy los fitoesteroles a la
concentracién final de 1 mM, contenidos en 3,6 % (v/v) de Tyloxapol. En caso de ser
necesario se afiadié kanamicina (20 ug ml™") y acido 8-aminolevulinico 0,5 mM desde
el momento de la inoculaciéon. Un volumen total de 20 ml de cultivo de células de M.
smegmatis fueron cultivadas a 37 °C y 250 rpm en matraz de 100 ml desde una DQOgpo
de 0,1 empleando un preinéculo de 48 h crecido en medio 7H9/GIi/ADC/Tween, a 37
°C y agitado a 250 rpm. Se tomaron muestras para analizar la biotransformacion de

esteroides y se monitorizé el crecimiento durante 96 h.

La identificacion y cuantificacion de AD y 11a-OH-AD se realiz6 empleando la
metodologia contenida en el ejemplo 7. La cuantificacion 11a-OH-AD, igualmente se
realizd mediante el calculo de rendimiento de la reaccion empleando las areas
corregidas, al no disponer de producto puro. Se calcula el rendimiento con respecto al

sustrato (FITO) como:
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(11(xOH—AD)
. = ISTD
110-OH-AD/ FITO [ (AD ) (ADD)+ (11aOH—AD) (11(xOH—ADD) A(4—HBC)+A(1,4—HBC) (FITO)]
ISTD ISTD ISTD ISTD ISTD ISTD ISTD

El resultado de un experimento puede verse en la figura 7.
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REIVINDICACIONES

Construccion génica que comprende una secuencia nucleotidica codificante para
el citocromo CYP509C12 de Rhizopus oryzae y una secuencia nucleotidica

codificante para la reductasa RoCPR1 de Rhizopus oryzae.

Construccion génica segun la reivindicacién 1, donde la secuencia nucleotidica
codificante para el citocromo CYP509C12 es la SEQ ID NO: 1.

Construccion génica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, donde la

secuencia nucleotidica codificante para la reductasa RoCPR1 es la SEQ ID NO: 2.

Construccion génica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que ademas
comprende una secuencia consenso Shine Dalgarno aguas arriba de cada uno de

los codones de inicio de cada secuencia nucleotidica.

Construccion génica segun la reivindicaciéon 4, donde la secuencia consenso se
localiza 6 pb aguas arriba de cada uno de los codones de inicio de cada secuencia

nucleotidica.

Construccion génica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que ademas

comprende al menos dos sitios de restriccion.
Construccion génica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que ademas
comprende un coddn que da lugar a una alanina situada en la segunda posicion de

cada una de las dos proteinas traducidas.

Célula bacteriana que comprende la construccién génica segun cualquiera de las

reivindicaciones 1a 7.

Célula bacteriana segun la reivindicacién 8, que es una célula de actinobacterias.

Célula bacteriana segun cualquiera de las reivindicaciones 8 0 9, que es una célula

de la especie Corynebacterium glutamicum.
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Célula bacteriana segun cualquiera de las reivindicaciones 8 0 9, que es una célula

de la especie Mycobacterium smegmatis.

Célula bacteriana segun la reivindicacion 11, que ademas comprende inactivada
funcionalmente o delecionada total o parcialmente al menos una secuencia de
nucledtidos enddgena que codifica el componente reductasa de la enzima 3-

cetosteroide-9a-hidroxilasa.

Célula bacteriana segun la reivindicacion 12, que ademas comprende inactivada
funcionalmente o delecionada total o parcialmente al menos una secuencia de

nucledtidos endégena que codifica la enzima 3-cetosteroide-A1-deshidrogenasa.

Célula bacteriana segun la reivindicacién 12, que es una célula de M. smegmatis
CECT 8331.

Célula bacteriana segun la reivindicacién 13, que es una célula de M. smegmatis
CECT 8332.

Uso de la célula bacteriana segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 15 para la

produccién de esteroides 11a hidroxilados o sintonas 11a hidroxiladas.

Uso de la célula bacteriana segun la reivindicacion 16, donde los esteroides 11a
hidroxilados o las sintonas 11a hidroxiladas se producen a partir de sintonas no

hidroxiladas.

Uso de la célula bacteriana segun la reivindicacién 17, donde las sintonas 11a
hidroxiladas son 11a-OH-PROG, 11a-OH-DOC, 11a-OH-TEST, 11a-OH-DHEA,
11a-OH-AD y/o 11a0-OH-ADD vy las sintonas no hidroxiladas son PROG, DOC,
TEST, DHEA, AD y/o ADD.

Uso de la célula bacteriana segun la reivindicacién 18, donde la célula es la célula

segun la reivindicacién 10.
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Uso de la célula bacteriana segun la reivindicacion 16, donde la sintona 11a
hidroxilada es 11a-OH-ADD producida a partir de esteroles naturales y la célula

bacteriana es la célula segun cualquiera de las reivindicaciones 12 o 14.

Uso de la célula bacteriana segun la reivindicacion 16, donde la sintona 11a
hidroxilada es 11a-OH-AD producida a partir de esteroles naturales y la célula

bacteriana es la célula segun cualquiera de las reivindicaciones 13 o0 15.

Uso de la célula bacteriana segun cualquiera de las reivindicaciones 20 o 21,

donde los esteroles naturales son colesterol o fitoesteroles.

Procedimiento para la produccion de esteroides 11a hidroxilados o sintonas 11a

hidroxiladas que comprende las etapas de:

a. poner en contacto un cultivo de la célula bacteriana segun cualquiera de las
reivindicaciones 8 a 15 con un sustrato esteroideo,

b. incubar la mezcla del paso (a) en condiciones de fermentacion, y

c. separar del medio de cultivo los esteroides 11a hidroxilados o las sintonas

11a hidroxiladas producidos tras la incubacion del paso (b).

Procedimiento segun la reivindicacion 23, donde el medio de cultivo comprende

glicerol.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 o 24, donde el sustrato
esteroideo se selecciona de la lista que consiste en: fitoesteroles, colesterol,
PROG, DOC, TEST, DHEA, AD o ADD, o cualquiera de sus combinaciones.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25, donde el sustrato
esteroideo son fitoesteroles o colesterol, la sintona 11a hidroxilada es 11a-OH-AD

y la célula bacteriana es la célula segun cualquiera de las reivindicaciones 13 o 15.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25, donde el sustrato
esteroideo son fitoesteroles o colesterol, la sintona 11a hidroxilada es 11a-OH-
ADD vy la célula bacteriana es la célula segun cualquiera de las reivindicaciones 12
0 14.
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28. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25, donde el sustrato
esteroideo es AD, ADD, PROG, DOC, DHEA y/o TEST, la sintona 11a hidroxilada

es 11a-OH-PROG, 11a-OH-DOC, 11a-OH-TEST, 11a0-OH-DHEA, 11a-OH-AD y/o

5 110-OH-ADD y la célula bacteriana es la célula segun cualquiera de las

reivindicaciones 8 a 15.

29. Procedimiento segun la reivindicacion 28, donde la célula bacteriana es la célula

segun la reivindicacién 10.

10
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