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DESCRIPCION

Produccién de formas quiméricas de cefalosporina C acetilasa.

Un procedimiento para producir una Cefalosporina C acetilasa de Bacillus subtilis y su utilizacién para la sintesis
de derivados desacetilados de cefalosporinas.

Sector de la técnica

La presente invencion, se encuadra principalmente en el drea de biotecnologia y mds especificamente en el drea de
la tecnologia enzimadtica. La presente invencidn describe la clonacién de una cefalosporina C acetilasa (CCA) quimé-
rica a partir de las mitades estructurales de dicho gen obtenidas a partir de dos cepas distintas de Bacillus subtilis, una
mitad N-terminal con el dominio de unién de substrato y otra mitad C-terminal con el dominio catalitico; su sobre-
expresion en células huésped compatibles con el vector de expresion; su aislamiento; y su uso para la preparacion de
desacetil-cefalosporinas, que son usadas como compuestos de partida en la obtencién de cefalosporinas semisintéticas
con capacidad antibiética.

Estado de la técnica

Las desacetil-cefalosporinas son compuestos de partida de gran importancia comercial en la preparacién de anti-
bidticos B-lactdmicos semisintéticos. Estos se obtienen fundamentalmente a partir de cefalosporina C o del 4cido 7-
aminocefalospordnico (7-ACA) mediante procesos quimicos o enziméticos. La hidrélisis quimica del resto acetilo de
la posicién 3 de las cefalosporinas da un bajo rendimiento ya que, a pH bdsicos, el doble enlace de la posicién 3 del
anillo S-lactdmico migra a la posicién 2 (Morin R. B. et al., 1969, J. Am. Chem. Soc. 91: 1401-1407), y a pH 4cidos, se
produce una reaccién irreversible de lactonizacion entre el 3-hidroximetil y el grupo 4-carboxilo adyacente (Kukolja,
S., 1968, J. Med. Chem. 11: 1067-1069). Por tanto, la hidrélisis enzimdtica a pH 7.0 se ha convertido en el método
mas efectivo para preparar estos desacetil derivados con alto rendimiento.

El uso de esterasas para producir desacetil-cefalosporinas fue primeramente demostrado con la acetil esterasa de
la corteza de citricos (Jeffrey et al., 1961, Biochem. J. 81: 591-596; US 3,202,656; EP 0 109 300). Posteriormente,
otras esterasas y lipasas (Carrea et al., 1996, Biotechnol. Bioeng. 52: 648-652) han sido publicadas y patentadas
con la habilidad de desacetilar compuestos S-lactdmicos. Entre los microorganismos donde ha sido encontrada esta
actividad esterasa estan Aureobasidium (EP 0 044 736), Actinomycetes (Demain et al., 1936, J. Bacteriol. 35: 339-
344; EP 1 170 369; Cardoma et al., 2000, Appl. Microbiol. Biotechnol. 54: 406-412), Schiromycetes (US 3,239,394),
Rhizobium (US 3,436,310), Rhodospiridium toruloides (GB 2,060,610; Politino et al., 1997, Appl. Microbiol. 30:
413-419), Rhodotorula rubra (GB 1 474 519) y algunas especies de Bacillus (WO 99/55881). Dentro de este dltimo
género, se han descrito varias cepas de B. subtilis en la bibliografia, pero en concreto B. subtilis SHS 0133 6 tipo 168
(EP 0 454 478) y B. subtilis ATCC 6633 (WO 99/38982) son de especial interés industrial en sus formas clonadas y
sobreexpresadas en Escherichia coli. Sin embargo, no ha sido posible hasta la fecha combinar en una sola secuencia
de nucledtidos codificando actividad cefalosporina C acetilasa o desacetilasa una alta capacidad catalitica con una alta
expresion para de esa manera hacer rentable su explotacion industrial.

Es por tanto objetivo de esta invencién generar una secuencia de nucleétidos que codifique la secuencia de ami-
nodcidos de una cefalosporina C acetilasa quimérica, que comparta la alta expresion con la alta actividad catalitica, a
partir de las mitades N-terminal y C-terminal de las dos cepas de B. subtilis antes mencionadas. Es otro objetivo de
la presente invencion el desarrollo de vectores, en concreto de vectores de expresién que contengan la secuencia de
nucledtidos de dicha quimera, y células huésped en las que se exprese dicho vector. Es otro objetivo adicional de la
presente invencién, generar el proceso de produccion y aislamiento de dicha cefalosporina C acetilasa quimérica desde
los cultivos de células huésped. Por tltimo, es un objetivo de la presente invencion describir un proceso de preparacion
de 3-desacetil-cefalosporinas mediante el uso de dicha cefalosporina C acetilasa quimérica.

Descripcion detallada de la invencion

La cefalosporina C Acetilasa (CCA) del microorganismo Bacillus subtilis contiene en su estructura un dominio
catalitico con la secuencia Gly-X-Ser-X-Gly similar a la encontrada en serin proteasas, esterasas y lipasas, siendo
considerada como una serin esterasa.

Esta invencién describe la construccidon de una CCA quimérica activa que estd compuesta por la combinacién de
dos mitades estructurales funcionalmente diferenciadas entre si; donde la primera mitad estructural corresponde a la
primera mitad estructural de la serin esterasa de una primera cepa de B. subtilis, y una segunda mitad estructural que
corresponde a la segunda mitad estructural de la serin esterasa pero de una segunda cepa de B. subtilis.

De acuerdo con la invencién se entiende como primera mitad estructural a la mitad estructural en la cual esta
localizado el extremo N-terminal y como segunda mitad estructural la mitad estructural en la cual estd localizado el
extremo C-terminal.

La CCA quimérica de esta invencién es una quimera de cualquier cepa o mutante natural o artificial de B. subtilis
que contenga actividad CCA. Una caracteristica de esta invencion es que la primera secuencia contiene la secuencia de
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aminodcidos de la zona de unién al sustrato de dicha serin esterasa. En una realizacién preferida, la primera secuencia
que contiene la regién aminoacidica de unién al sustrato pertenece a la secuencia aminoacidica comprendida entre
los aminodcidos 1 y 141 (el nimero de la secuencia de aminodcidos corresponde a la publicacién de Yamane, K. ef
al., 1996, Microbiology 142: 3047-3056) de B. subtilis ATCC 6633. Preferiblemente la segunda secuencia tiene una
secuencia de aminodcidos que contiene el dominio y la triada catalitica de la serin esterasa comprendida entre los
aminodcidos 142 y 318 (el nimero de la secuencia de aminodcidos corresponde a la publicacién anteriormente citada
de Yamane, K. et al., 1996).

En la presente invencidn, la proteina quimérica tiene una secuencia de nucleétidos correspondiente a SEQ ID NO.
2 y una secuencia de aminodacidos correspondiente a SEQ ID NO. 1. La proteina quimérica de esta invencion puede
ser obtenida mediante sintesis quimica o por biologia molecular. Tales técnicas son conocidas en el arte. Cuando se
hace mediante técnicas de ADN recombinante, primero se construye un vector de expresion que contenga el gen que
codifica la proteina quimérica y que es capaz de expresarla, y luego se transforma o transfecta en una célula huésped
procariota o eucariota. Tales técnicas son bien conocidas por los expertos. Ver por ejemplo Sambrook J. et al. (1989)
en “Molecular cloning: A laboratory Manual” (Cold Spring Harbor Laboratory Press); y Sambrook J. y Russel, D.
W. (eds.) (2001) en “Molecular cloning: A laboratory Manual 3" Ed”. (Cold Spring Harbor Laboratory Press). Esta
invencién también proporciona un proceso para producir la proteina quimérica de esta invencién de manera recombi-
nante, que consiste en expresar la proteina en una célula huésped que contiene un vector de expresion con la secuencia
de nucledtidos que codifica dicha proteina, donde la expresion de dicha secuencia de nucleétidos estd bajo el control
de un elemento de control transcripcional, y por tltimo el aislamiento de la proteina expresada. Particularmente ttiles
como vectores de expresion pueden ser, por ejemplo, pKK223-2 (GenBank Access No M77749) o pK19 (Pridmore,
R., D., 1987, Gene 56: 309-312), que contienen un promotor adecuado para ser funcional en la célula hospedante (por
ejemplo Lac, Tac, Trc, Trp o P1) y una zona de unién al ribosoma (secuencia RBS o SD). Es particularmente preferido
en esta invencién un vector conteniendo el promotor de la ARN polimerasa del bacteriofago T7 (abreviada de aqui
en adelante como T7 ARN polimerasa) y que contenga multiples sitios de clonaje, tales plasmidos son conocidos
como pT o pET y fueron descritos por Studier F. W. y Moffatt B.A. (1986, J. Mol. Biol. 189: 113-130). Estos tltimos
se pueden obtener comercialmente de Novagen (Madison, Wisconsi, USA). Los vectores pET se clasifican en series
desde pET 3 hasta pET 46, siendo particularmente preferidos en esta invencion los de la serie pET 28 debido a que
incluyen resistencia al antibiético kanamicina, no interfiriendo con el método de medida de actividad de la enzima. El
plasmido pET28a es particularmente preferido.

Células hospedantes tipicas para dichos vectores de expresion son cepas bacterianas como por ejemplo Escherichia
coli y preferiblemente aquellas que son liségenas del bacteriéfago ADE3, ya que contiene al gen de la ARN polimerasa
del bacteriéfago T7 bajo el control de un promotor inducible LacUVS5. En este sistema, la adicion de isopropiltioga-
lactosa (IPTG) al cultivo induce la transcripcion de la polimerasa, la cual a su vez comienza a transcribir la secuencia
clonada en el plasmido. Un gran nimero de cepas de E. coli compatibles con dicho sistema de expresién estan dis-
ponibles comercialmente, incluyendo DHS5a, las cepas HMS174(DE3) y las lisogénicas BL21(DE) y sus derivadas.
Entre estas dltimas cepas, BL21(DE)Lys es particularmente preferida con los plasmidos pET, y en concreto la cepa
Rosetta, derivada de BL21(DE3)Lys, es particularmente preferida en esta invencion.

Después de la induccion de la T7 ARN polimerasa, la cepa de E. coli se crece durante un tiempo bajo las condi-
ciones suficientes para producir la proteina sobreexpresada en el cultivo. Cualquier tipo de medio sélido o liquido que
permita el crecimiento y reproduccién de E. coli serd ttil para desarrollar el método de esta invencién, pero el medio
liquido es preferido por facilitar el aislamiento de las proteinas sobreexpresadas. Son conocidos por el experto en la
materia, numerosos medios de cultivo bacteriano, y una ventaja de la presente invencidn es que E. coli es relativamente
facil y barata de crecer. Los medios de cultivo tipicos incluyen ambos medios minimos y ricos. Entre los medios ricos
estan el medio LB, el NZL, el superbroth, el TY, el TYGPN y el TB. Los medios preferidos en esta invencién son LB
y TB.

Después del crecimiento de los cultivos, las células de E. coli son usualmente lisadas mediante “shocks” osmdtico,
sonicacidn, perlas de cristal u otras formas establecidas y la serin esterasa quimérica expresada es aislada de la fraccién
soluble. Cualquier método de purificacién de proteinas puede ser usado para dicho propdsito, como didlisis, ultrafil-
tracién, nanofiltracién, cromatografia de intercambio i6nico o de afinidad o combinacién de varios de estos métodos.
Segtin una realizacion preferida de la presente invencion, la fraccién soluble obtenida después de centrifugacién y
decantacion de la fase acuosa de los restos celulares es la eliminacion de los 4cidos nucleicos con un polianién como
polietilenimina (PEI) y posterior concentracién por ultrafiltracién tangencial sobre membranas con un corte molecular
de 10000 Daltons, que son facilmente disponibles comercialmente.

Una ventaja de esta invencidn es que la T7 ARN polimerasa sintetiza ARN a una velocidad varias veces mayor
que la ARN polimerasa de E. coli y termina la transcripcién con menor frecuencia. Ademds la T7 ARN polimerasa
es altamente selectiva para su propio promotor y no inicia la transcripcion de secuencias de DNA de E. coli, de esta
manera la expresion de la serin esterasa quimérica puede ser maximizada.

Otra ventaja de la presente invencion es que, bajo condiciones Optimas, pueden ser alcanzados extraordinariamente
altos rendimientos de proteina expresada. Por ejemplo en la practica de la invencién, la CCA quimérica se acumula
por encima del 50% de la proteina bacteriana total en el cultivo. Una caracteristica preferida de esta invencién es que
la CCA quimérica se acumula por encima del 65% de la proteina bacteriana total.
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Sorprendentemente, en la presente invencién la quimera producida, al contrario de las serin esterasas iniciales y
debido a su alta expresién comparada con el resto de las proteinas de E. coli, es muy fécil de purificar, permitiendo asi
una produccién econémica a gran escala de la misma para su uso industrial. En otra caracteristica de la invencidn, la
forma quimérica de CCA puede ser empleada en forma libre, o también puede ser inmovilizada en soportes sélidos,
los cuales son de gran utilidad industrial para los procesos de bioconversion de cefalosporinas naturales o sintéticas
que contengan en su posicién 3 un grupo acetoximetil, en particular el dcido 7-amino cefalospordnico (7-ACA),
cefalosporina C o cualquier acil derivado de 7-ACA. Compuestos usados de forma preferible en esta invencién son 7-
ACA y cefalosporina C, que son convertidos en el dcido 7-amino-3-desacetil cefalosporanico (7-DACA) y 3-desacetil
cefalosporina C. Las condiciones de reaccién son familiares para un especialista y corresponden a las descritas para la
accién de una cefalosporina C acetilasa nativa (no recombinante) (ver por ejemplo las descritas por Fujisawa Y. ef al.,
1973, Nat. New Biol. 246: 154-155).

Esta invencion serd detallada a continuacion, mediante los siguientes ejemplos ilustrativos, que en ningtn caso
limitarén el alcance de la misma. En particular, los ejemplos estan relacionados con las caracteristicas preferidas de la
presente invencion.

Ejemplos de la realizacién de la invencion
Ejemplo 1
Clonacion del gen de CCA de dos cepas distintas de B. subtilis

El ADN gendémico de dos cepas de B. subtilis (cepa 168 y ATCC 6633) se aislé por métodos estandar (DNeasy
system, Qiagen, Valencia, CA, USA) o cualquier otro método fiable, y se usé como molde para la reaccién de PCR
(reaccidén en cadena de la polimerasa) llevada a cabo segtin el método estandar (Thamomsub, B. et al., 1995, Microb.
Util. Renewable Resour. 9: 395-399). Oligonucle6tidos cebadores (primer) fueron disefiados basdndose en la secuencia
nucleotidica del gen CCA de B. subtilis (Yamane, K. et al., 1996, Microbiology 142: 3047-3056; niimero de acceso al
NCIB Entrez Nucleotide Database D50453). Los oligonucledtidos cebadores especificamente disefiados N1 (SEQ ID
NO. 3) y N2 (SEQ ID NO. 4)

N1: 5’-GCGGCCGCATGCAACTATTCGATCTGCCGCTCGAC
N2: 5’-GCGGCCGCTCAGCCTTTAAGATGCTGCTTAAAGAA

incluyen el sitio de restriccion para el enzima Notl. De este modo puede hacerse uso posterior del sitio de restriccion
para dicha enzima que posee el vector pET28a en el sitio de clonacién mdltiple.

Tras la reaccién de PCR el producto obtenido se purifica, se digiere con la enzima de restriccién Nofl, obteniendo
fragmentos de aproximadamente 957 pares de bases tanto para el ADN de B. subtilis 168 como para el de B. subtilis
ATCC 6633. Tras estimar la concentracion, los dos productos de PCR fueron ligados en el vector de expresion pET28a
previamente digerido con la misma enzima de restriccién Notl. Los productos de la ligacién se transformaron en E.
coli. DH5«, se sembraron sobre placas LB-agar conteniendo 25 pg/mL de kanamicina y se incubaron durante 16 horas
a 37°C. Las colonias resultantes son analizadas para confirmar la clonacién correcta del gen recombinante de CCA
de ambas cepas mediante PCR de colonias y por andlisis de restricciéon. Los plasmidos considerados positivos, que
se designaron respectivamente como pET28a-BsCCA168 y pET28a-BsCCA6633, fueron secuenciados, observandose
que la secuencia insertada en pET28a-BsCCA168 corresponde a la publicada en la patente EP 0 454 478 para cefalos-
porina C desacetilasa (nimero de acceso al NCIB Entrez Nucleotide Database D10935) y que la secuencia insertada
en pET28a-BsCCA6633 corresponde a la publicada en la patente US 6,465,233 (nimero de acceso al NCIB Entrez
Nucleotide Database AR236734) para cefalosporina acetilesterasa.

Ejemplo 2
Construccion de genes quiméricos de CCA

Para la realizacién de construcciones quiméricas los genes de CCA clonados anteriormente se decidié fusionar la
mitad N-terminal con el dominio que contiene el sitio de unién al sustrato de la cepa 168 con la mitad C-terminal
con el dominio catalitico de la cepa ATCC 6633 (construccién 168/6633), y viceversa (construccién 6633/168). Para
conseguir este propdsito se introduce una mutacién silenciosa en la secuencia del gen recombinante contenido en
el plasmido pET28a-BsCCA6633 en la posicién 426, cambiando citosina por timina. Esto introduce un nuevo sitio
de corte EcoRI sobre el gen de ATCC 6633 en la misma posicién que lo tiene la cepa 168, para ello se usan los
oligonucleétidos cebadores N3 (SEQ ID NO. 5) y N4 (SEQ ID NO. 6)

EcoRI

N3: 5’-GGATGACGAAAGGAATICTTGATAAAGATACATACTATTACC
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EcoRI
N4: 5’-GTATCTTTATCAAGAATtCCTTTCGTCATCCAGCCCAAAGC
en los cuales la mutacion introducida va en mintscula.

La mutacién deseada fue introducida mediante reaccion de PCR usando el gen CCA de B. subtilis ATCC 6633
mediante las parejas de cebadores N1/N4 y N2/N3. Tras la PCR se aislan dos productos amplificados, uno de aproxi-
madamente 430 pares de bases correspondiente al producto de los cebadores N1/N4; y otro de aproximadamente 530
pares de bases correspondiente al producto de los cebadores N2/N3. Dichos fragmentos purificados son ahora usados
como molde para una nueva PCR en presencia de los cebadores N1 y N2, dando lugar a un nuevo gen de CCA de B.
subtilis ATCC 6633 con un sitio de EcoRI en la posicidn 426. Este fragmento es aislado, purificado y digerido con Nofl
y ligado al vector pET28a abierto con dicha enzima de restriccion, generando el pldsmido pET28a-BsCCA6633Eco.
Seguidamente este dltimo plasmido y el pET28a-BsCCA186 son digeridos con la enzima de restriccién EcoRI dando
lugar en ambos casos a dos fragmentos: uno pequefio de aproximadamente 450 pares de bases que corresponde al
espacio entre el sitio de corte EcoRI del sitio de clonanacién multiple del vector y el sitio EcoRI del gen CCA en
la porcién 425 situado en el extremo 5’ del gen; y un segundo segmento grande de aproximadamente 5900 pares de
bases, que es el extremo 3’ del gen mds el resto del vector pET28a. La ligacién cruzada de esos 4 fragmentos de ADN
nos dard los pldsmidos conteniendo las enzimas quiméricas y que son designadas como pET28a-BsCCA168/6633
para la quimera que contiene la mitad 5’ del gen CCA de 168 y la mitad 3’ del gen CCA de ATCC 6633; y
pET28a-BsCCA6633/168 para la que contiene la mitad 5° del gen CCA ATCC 6633 y la mitad 3* del gen CCA de
168.

Ambos productos de ligacién fueron transformados en células competentes de E. coli DHS5a y sembrados sobre
placas LB-agar conteniendo 25 pg/mL de kanamicina durante 16 horas a 37°C. Las colonias resultantes son estudiadas
para confirmar la correcta clonacidén de ambos genes quiméricos mediante PCR de colonias y andlisis de restriccion.
Posteriormente, los genes fueron secuenciados, obteniéndose en el caso del gen quimérico CCA 6633/168 un frag-
mento de 957 pares de bases cuya secuencia de nucledtidos se muestra con SEQ ID NO. 2. La traduccién de dicha
secuencia resulta en una proteina de 318 aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO. 1.

Ejemplo 3
Expresion de las distintas CCA clonadas en E. coli

Los pldsmidos recombinantes preparados en los anteriores ejemplos 1 y 2 fueron usados para transformar las
células competentes de E. coli Rosetta (Novagen, Madison, WI, USA), que es la cepa seleccionada en esta invencién
para maximizar la expresion. Dichas células fueron cultivadas en 1000 mL de medio LB a 37°C durante 4 horas, siendo
entonces inducidas con 0.5 mM de IPTG durante 12 horas a 22°C. Las células fueron recolectadas por centrifugacién
a 5300 g durante 10 minutos a 4°C y resuspendidas en 150 mL de tamp6n fosfato 0.1 M pH 7.0. El contenido de las
células fue liberado mediante homogeneizacién con perlas de vidrio en un sistema Bead Beater® (Biospec Products,
Bartlesville, OK, USA). El extracto celular resultante fue de nuevo centrifugado bajo las condiciones antes citadas
y al sobrenadante se le afiadié un policatién (polietilenimina) al 0.1% para poder precipitar los 4cidos nucleicos
del extracto. Tras su centrifugacién a 5300 g durante 10 minutos a 4°C, el sobrenadante es concentrado mediante
ultrafiltracion tangencial (corte molecular 10000 Daltons).

La disolucién concentrada asi obtenida fue sometida a fraccionamiento con sulfato aménico entre el 30 y el 85%,
obteniéndose un extracto enzimadtico que tras ser dializado es utilizado como material de evaluacién de la expresion
génica sobre 7-ACA como sustrato.

Una cantidad fija de enzima parcialmente purificada segin lo descrito anteriormente (300 ug) de cada uno de los
transformantes de los Ejemplos 1 y 2 fue incubada en presencia de 7-ACA 75 mM en tampén fosfato 100 mM pH 7.0
a 25°C en un volumen final de 10 mL durante 30 minutos. La cantidad de acido 7-amino-3-desacetilcefalosporinico
(7-DACA) generado fue seguida por HPLC a 254 nm, en una columna de fase inversa (Zorbax C8, 5 um 150 x 4,6
mm), con una fase mévil compuesta por sulfato acido de tetrabutilamonio 14 mM fosfato didcido de potasico 15 mM
pH 6.5 y un 32% de metanol; y a un flujo de 1 mL/min.

Bajo esas condiciones de HPLC, los compuestos S-lactdmicos desacetilados salen antes (7-DACA a los 2.4 minu-
tos) y los 3 acetoximetil S-lactdmicos después (7-ACA a los 3.8 minutos). Las actividades expresadas por en cada una
de las construcciones fueron:
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Plasmido umoles de 7-ACA umoles de 7-ACA
desacetilado/min-mL cultivo deacetilado/min-mg
de (U/mL) (U/mg)
pET28a-BsCCA 168 4.1 7.2
pET28a-BsCCA 6633 34 10.0
pET28a-BsCCA 6633/168 70.2 329
pET28a-BsCCA 168/6633 2.1 3.7

De la tabla anterior se deduce que la CCA quimérica obtenida del plasmido pET28a-BsCCA 6633/168 es la mas
activa (U/mg) de las ensayadas con valores entre 3 y 5 veces mds activa que las parentales. Sorprendentemente, la
quimera del plasmido pET28a-BsCCA 168/6633 tiene significativamente menor actividad que las parentales, lo que
indica que no es obvio que la generacion de quimeras traiga consigo aumento en la actividad con respecto a las
proteinas parentales. Para ver si esta alta actividad se debia a una alta expresién de la proteina recombinante del
plasmido pET28a-BsCCA 6633/168, se realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en presencia de
SDS. Para ello, se usé el extracto proteico (2 ug) obtenido tras la ultrafiltracién tangencial de las células de E. coli
Rosetta con y sin el pldsmido pET28a-BsCCA 6633/168, observandose mediante tincién de plata, que las proteinas
de E. coli Rosetta son apenas visibles tras la induccién de la forma quimérica de CCA 6633/168, siendo esta CCA
quimérica la proteina mayoritaria, constituyendo méas del 65% de la proteina total.

Por tanto, la proteina quimérica con actividad cefalosporina C acetilasa asi obtenida, estd compuesta por una prime-
ra secuencia de aminoacidos del dominio N-terminal de unién al substrato de la cefalosporina C acetilasa de Bacillus
subtilis cepa ATCC 6633, y una segunda secuencia de aminoacidos del dominio C-terminal donde esté el centro ca-
talitico de la cefalosporina C acetilasa de Bacillus subtilis cepa 168. La primera secuencia contiene la secuencia de
aminodcidos del 1 al 141 del dominio N-terminal, y la segunda secuencia contiene la secuencia de aminoacidos del
142 al 318 del dominio C-terminal

Ejemplo 4
Caracterizacion cinética de la enzima quimérica CCA 6633/168

La reactividad de la enzima quimérica CCA 6633/168 fue estudiada con dos sustratos de interés industrial, el T-
ACA y la cefalosporina C. La reaccién se siguié mediante HPLC y se llevé a cabo a 252C variando la concentracién
de 7-ACA y cefalosporina C entre 0 a 100 mM en presencia de tamp6n fosfato 100 mM pH 7.5 6 pH 7.8, que son los
pHs optimos para 7-ACA y cefalosporina C, respectivamente. El pH se mantuvo constante mediante la tritiacion del
dcido acético liberado por la accion de la enzima en un sistema tritiador (7ritino STAT 716, Metrohm, Suiza) con una
solucién 0.5 M de NaOH. Los resultados obtenidos, tras ser ajustados los datos a la ecuacién de Michaelis-Menten,
fueron los siguientes:

Sustrato Km (mM) Vmax (umol/min*mg)
7-ACA 12.4 39.2
Cefalosporina C 39.2 21.5

Estos resultados indican que la enzima quimérica es mds activa sobre 7-ACA que sobre cefalosporina C.
Ejemplo 5
Fermentacion e inmovilizacion

La cepa transformada E. coli Rosetta conteniendo el plasmido pET28a-BsCCA 6633/168 fue crecida en 200 mL de
medio LB hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600 nm de 3. Momento en que dichas células se utilizan como inoculo
de un fermentador de 2 L (Biostat B, Braun Biotech, Alemania) conteniendo 1800 mL de medio TB-kanamicina (24 g/L.
de extracto de levadura, 12 g/L de bactotriptona, KH,PO, 170 mM, K,HPO, 720 mM, 0.4% de glicerol con 25 ug/mL
de kanamicina). La fermentacién fue mantenida a 37°C con agitacién (500 rpm), aireacién (0.7 v.v.m) y pH (pH 7.0)
constantes, hasta que el cultivo alcanzé la fase logaritmica de crecimiento. En ese momento se afiadié 0.5 mM de IPTG
para iniciar la expresion de la CCA quimérica y se mantuvo 4 horas a 30°C. Al final de la fermentacién se obtuvieron
20 g de peso seco y 89 U/mL sobre 7-ACA 75 mM en tampon fosfato 100 mM pH 7.0 y 37°C, correspondientes a 21
U/mL sobre Cefalosporina C 75 mM bajo las mismas condiciones.

La enzima obtenida de la fermentacién fue clarificada con 0.1% de polietilenimina y ultrafiltracién tangencial.

Esta solucién quimérica (30 mL, 12895 U totales sobre 7-ACA) fue mezclada con 8 g de Eupergit C y 20 mL de
tampodn fosfato potdsico 1 M, pH 8. Después de 64 horas agitindose suavemente a temperatura ambiente, el soporte
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fue separado de la disolucién y lavado con tampén fosfato 0.1 M, pH 7. Finalmente, se obtuvieron 1205 U/g peso seco
y se recuperaron 9640 U de las inicialmente puestas.

Ejemplo 6
Hidralisis del dcido 7-aminocefalospordnico (7-ACA) a dcido 7-amino-3-desacetil-cefalospordnico (7-DACA)

La enzima inmovilizada del Ejemplo 5 (1 g de peso seco) fue incubada con 100 mL de 7-ACA 75 mM en agua
y tritiada a pH 7.5 con amoniaco 3 M a temperatura ambiente. La reaccién fue seguida por HPLC hasta la total
conversién de 7-ACA en 7-DACA. Dicha reaccién terminé a los 40 minutos, no dando otros productos secundarios.
La actividad recuperada tras la transformacién enzimética fue de 1203 U/g de peso seco.
Ejemplo 7

Comparativa sobre los niveles de sobreexpresion de la CCA quimérica con otros publicados

El nivel de expresion del pldsmido pET28a-BsCCA 6633/168 en E. coli Roseta puede ser comparado con otros
genes de B. subtilis con actividad CCA, previamente patentados, en la siguiente tabla:

7-ACA Cefalosporina C

U/mL U/mL U/g peso seco
EP 0454478 7.4 7.4 —
WO 9938982 -—-- -—-- 455
Esta invencion 89 21 2100

Como se describe anteriormente, la presente invencién permite mediante la generacién de una enzima quimérica a
partir de dos mitades estructurales del gen de la Cefalosporina C acetilasa de dos cepas de B. subtilis, 1a sobreproduc-
cion de dicha enzima en cantidades suficientemente altas para su aplicacién en la bioconversion de distintos substratos
B-lactdmicos con grupos acetoximetil en su posicién 3°. Posteriormente se puede aislar el compuesto S-lactdmico 3-
deacetilado asi obtenido, si se requiere.

La descripcion realizada anteriormente tiene el propdsito de mostrar a una persona versada en el tema como llevar
a cabo la presente invencion, y no intenta detallar todas aquellas modificaciones y variaciones obvias de ella, surgidas
tras su lectura. Se entiende, sin embargo, que tales modificaciones y variaciones obvias estdn incluidas en el espiritu y
objetivo de la presente invencidn, tal y como se definen en las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina quimérica con actividad cefalosporina C acetilasa, caracterizada porque estd compuesta por una
primera secuencia de aminodcidos del dominio N-terminal de unién al substrato de la cefalosporina C acetilasa de
Bacillus subtilis cepa ATCC 6633, y una segunda secuencia de aminodcidos del dominio C-terminal donde est4 el
centro catalitico de la cefalosporina C acetilasa de Bacillus subtilis cepa 168, donde la cefalosporina C acetilasa
quimérica tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO. 1.

2. Una proteina quimérica seguin reivindicacién 1, caracterizada porque la primera secuencia contiene la secuencia
de aminoécidos del 1 al 141 del dominio N-terminal.

3. Una proteina quimérica segun reivindicacién 1, caracterizada porque la segunda secuencia contiene la secuen-
cia de aminodacidos del 142 al 318 del dominio C-terminal.

4. Una secuencia de nucleétidos del gen quimérico de cefalosporina C acetilasa segtn la reivindicacién 1, carac-
terizada porque contiene la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO. 2.

5. Una secuencia de nucledétidos del gen quimérico de cefalosporina C acetilasa segtin la reivindicacién 1, carac-
terizada porque su traduccién da lugar a la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO. 1.

6. Un vector de expresion compatible con una célula huésped predeterminada, caracterizado porque contiene la
secuencia de nucleétidos segtin las reivindicaciones 4 y 5.

7. Un vector de expresion segtin la reivindicacion 6, caracterizado porque contiene el promotor de la ARN poli-
merasa del bacteri6fago T7.

8. Una célula huésped caracterizada porque estd transformada por un vector de expresion segtin las reivindicacio-
nes6y7.

9. Un procedimiento de produccién de la cefalosporina C acetilasa quimérica seguin cualquiera de las reivindica-
ciones 1 a 8§ caracterizado porque de los siguientes pasos:

a) Cultivar bajo condiciones capaces de producir la expresion de la cefalosporina C acetilasa, células huésped
transformadas con un vector segun la reivindicacién 5

b) Expresar la proteina quimérica de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 1
¢) Recuperar la cefalosporina C acetilasa expresada del cultivo, si se considera necesario.
10. Un procedimiento para la desacetilacién de compuestos S-lactdmicos, caracterizado por convertir el compues-
to B-lactdmico que tiene un grupo acetoximetil en la posicién 3 usando la cefalosporina C acetilasa quimérica, donde
la cefalosporina C acetilasa tiene una secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO. 1 y la cual es empleada en

forma libre o inmovilizada.

11. Procedimiento segtn reivindicacién 10, caracterizado porque se aisla el compuesto lactdmico S-deacetilado
asi obtenido.

12. Un procedimiento segtn la reivindicacién 10, caracterizado porque el compuesto R-lactdmico con un grupo
acetoximetil en la posicién 3 es el 4cido 7-aminocefalosporanico o un 7-acil derivado de él.

13. Un procedimiento segtin la reivindicacién 10, caracterizado porque el 7-acil derivado del 4cido 7-aminocefa-
losporanico es cefalosporina C.

14. Uso de la cefalosporina C acetilasa quimérica de la SEQ ID NO. 1 para la preparacion de desacetil-cefalospo-
rinas empleadas como compuestos de partida para obtener cefalosporinas semisintéticas con capacidad antibidtica.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Universidad de Murcia

<120> Produccién de formas quiméricas de cefalosporina C acetilasa
<130> cefalosporina C acetilasa

<160> 6

<170> Patentln version 3.1

<210>1

<211> 318

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Secuencia de aminodcidos de CCA quimérica 6633/168

<400> 1

Met Gln Leu Phe Asp Leu Pro Leu Asp Gln Leu
1 5 10

Glu Lys Thr Thr Pro Asn Asp Phe Ser Glu Phe
20 25

Asp Glu Leu Ala Lys Val Lys Ala Ala Pro Asp
35 40

Tyr Pro Ala Asp Gly Val Lys Val Tyr Arg Leu
50 55

Gly Asn Ala Arg Ile Thr Gly Trp Tyr Ala Val

Pro His Pro Ala Ile Val Lys Tyr His Gly Tyr
85 90

Gly Glu Ile His Glu Met Val Asn Trp Ala Leu
100 105

Phe Gly Met Leu Val Arg Gly Gln Gln Ser Ser
115 120

Ser Pro His Gly His Ala Leu Gly Trp Met Thr
130 135

Lys Asp Thr Tyr Tyr Tyr Arg Gly Val Tyr Leu
145 150 155

Gln

Trp

Leu

Thr
60

Pro

Asn

His

Glu

Lys

140

Asp

Thr

Lys

Gln
45

Tyr

Asp

Ala

Gly

Asp

125

Gly

Ala

Tyr

Ser

30

Leu

Lys

Lys

Ser

Tyr

110

Thr

Ile

Val

Lys
15

Ser

Val

Ser

Glu

Tyr

95

Ala

Ser

Leu

Arg

Pro

Leu

Asp

Phe

Gly
80

Asp

Ala

Ile

Asp

Ala
160
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Leu

Val

Leu

Asn

Ile

225

Ala

Val

Pro

Glu

Gln
305

<210>2
<211> 957
<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos de CCA quimérica 6633/168

<400> 2

Glu

Thr

Ser

Phe

210

Asn

Met

Lys

Pro

Leu

290

Thr

atgcaactat

ccgaacgatt

gcacctgatt

tataaaagct

ccgecatecegg

Val

Gly

Asp

195

Glu

Ser

Lys

val

Ser

275

Lys

Glu

tcgatctgcec
tttctgagtt
tacagctggt
tcggaaacgce

cgatcgtcaa

Ile

Gly

180

Ile

Arg

Phe

Thr

Pro

260

Thr

Val

Lys

ES 2272115 Al

Ser Ser Phe

165

Ser Gln Gly

Pro Lys Ala

Ala Ile Asp

215

Phe Arg

230

Arg

Leu Ser

245

Tyr

Val Leu Met

Val Phe Ala

Tyr Arg Tyr

295

Ala
310

Leu Phe

gctcgaccaa
ttggaaatcg
tgattatcct
ccgcattacc

atatcatggc

Asp

Gly

Ala

200

Val

Asn

Phe

Ser

Ala

280

Phe

Phe

Glu

Gly

185

Val

Ala

Gly

Asp

Ile

265

Tyr

Gly

Lys

Val Asp

170

Leu

Ala

Leu

Ser

Ile

250

Gly

Asn

His

Gln

ttgcaaacgt
tctttggacg
gctgatggag
ggatggtacg

tacaacgcta

Glu Thr

Thr Ile Ala

Pro
205

Asp Tyr

Glu Gln

220

Pro

Pro Glu Thr

235

Met Asn Leu

Leu Ile Asp

Glu
285

His Leu

Glu Tyr Ile

300

His Leu

315

Lys

ataagcctga
aacttgcgaa
tcaaggtgta
cagtgcctga

gctatgacgg

Arg

Ala

190

Tyr

Tyr

Glu

Ala

Lys

270

Thr

Pro

Gly

Ile

175

Ala

Leu

Leu

Val

Asp

255

Val

Lys

Ala

Gly

Ala

Ser

Glu

Gln

240

Arg

Thr

Lys

Phe

aaaaacaaca

agtcaaagca

ccgcectcaca

caaggaagga

tgagattcat

60

120

180

240

300
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gaaatggtaa
cagagcagcg
ggaattcttg
cttgaggtca
agccaaggcg
gttgccgatt
ccgtaccttg
gcgatgaaga
gtcctgatgt
tacaatcatt

atccctgctt

actgggcgct
aggatacgag
ataaagatac
tcagcagcectt
gaggtttaac
atccttattte
aaatcaattc
cactttcata
caatcggcct
tggaaacaaa

ttcaaactga

ES 2272115 Al

ccacggttac
tatttctcca
atactattac
cgacgaggtt
cattgccgcea
aagcaacttc
cttcttcaga
tttcgatatt
gattgacaag
gaaagagctg

aaaacttgcet

<210>3

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Oligonucleétido cebador

<400> 3
geggecegeat geaactatte gatctgecge tcgac

<210>4

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Oligonucleétido cebador

<400> 4
gcggecgcte agectttaag atgetgetta aagaa

<210>5

<211>42

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Oligonucleétido cebador

gccgcattceg
catggccatg
cgcggtgttt
gacgaaacaa
gcagcgctgt
gaacgggcca
agaaatggca
atgaatctcg
gtcacgccgc
aaggtgtacc

ttctttaagc

gcatgctagt
ctttgggctg
atttggacgc
ggatcggtgt
cagacattcc
ttgatgtggc
gcccggaaac
ctgaccgagt
cgtccaccgt
gctacttcgg

agcatcttaa

ccgcggccag
gatgacgaaa
cgtcecgcgeg
gacaggagga
aaaagccgcg
gcttgaacag
agaagtgcag
gaaggtgcct
gtttgccgcece
acatgagtat

aggctga

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

957

35

35
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<400> 5
ggatgacgaa aggaattctt gataaagata catactatta cc

<210>6

<211> 41

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Oligonucleétido cebador

<400> 6

gtatctttat caagaattcc tttcgtcatc cagcccaaag

42

41
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