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DESCRIPCION
Esterasas de higado de cerdo recombinantes, su uso asi como un procedimiento para su preparacion
La invencion se refiere a las formas de realizacion descritas en las reivindicaciones.

Las lipasas y esterasas pueden usarse como biocatalizadores eficaces para la representacion de una pluralidad de
compuestos 6pticamente activos. Sin embargo, mientras que toda una serie de lipasas (en particular de origen
microbiano) se obtienen comercialmente, existen sélo muy pocas esterasas que estén a disposicion para su uso en
una divisién de racematos o asimetrizacion.

Aunque pudo mostrarse que con extractos de esterasa de tejido de higado de cerdo pueden convertirse
parcialmente sustratos con suficiente estereoselectividad, el uso de tales extractos estd unido a una serie de
inconvenientes. Ademas de las fluctuaciones de la proporcion de esterasas entre distintas cargas, en particular la
presencia de otras hidrolasas puede considerarse como problematica con respecto a las estereoselectividades
(Seebach, D. et. al., Chimia (1986), 40, 315-318). Adicionalmente existe el problema de que los extractos
convencionales se encuentran en forma de varias isoenzimas (Farb, D., et. al., Arch. Biochem. Biophys. (1980) 203,
214-226) que se diferencian parcialmente en su especificidad a sustrato de manera considerable. Heymann, E. y
Junge, W. (Eur. J. Biochem. (1979), 95, 509-518; Eur. J. Biochem. (1979), 95, 519-525) lograron una separacién
electroforética costosa, de modo que pudieron aislarse fracciones que dividian preferentemente butirilcolina, prolin-f3-
naftilamida y butirato de metilo. A diferencia de esto, otros estudios (por ejemplo B. Lam, L.K.P., et. al., J. Am. Chem.
Soc. (1988) 110, 4409-4411) muestran Unicamente diferencias en la actividad, pero no en la especificidad de
fracciones individuales.

Por este motivo existe una necesidad de esterasas de higado de cerdo preparadas de manera biotecnoldgica con
composicion especifica.

Si bien se ha logrado ya con éxito la clonaciéon de supuestos genes de esterasa de higado de cerdo (Takahashi, T,
et. al., J. Biol. Chem. (1989), 264, 11565-11571; FEBS Lett. (1991), 280, 297-300; FEBS Lett. (1991), 293, 37-41;
Ldavid, L., et. al., Eur. J. Biochem. (1998) 257, 142-148), sin embargo la expresion funcional de una enzima activa
de esterasa de higado de cerdo no se ha logrado con éxito hasta ahora, a pesar de la demanda existente de tales
enzimas.

Por consiguiente era objetivo de la presente invencion proporcionar una esterasa de higado de cerdo
enzimaticamente activa, que pueda prepararse facilmente de manera biotecnolégica.

El objetivo se soluciond mediante esterasas de higado de cerdo cuyas subunidades monoméricas estan truncadas
en el extremo C terminal en comparacion con las subunidades de esterasas de higado de cerdo que se producen en
la naturaleza. Ademas ha resultado adicionalmente ventajoso truncar igualmente el extremo N terminal.

Pudo mostrarse sorprendentemente que la expresion biotecnolégica con secrecion de estas subunidades de la
esterasa de higado de cerdo en el medio conduce a esterasas de higado de cerdo recombinantes enzimaticamente
activas que pueden aislarse en gran parte sin impurezas, que actian de manera altamente enantioselectiva y
basandose en esto garantizan resultados reproducibles en la conversién de sustratos, en particular con respecto al
rendimiento y enantioselectividad.

Por consiguiente son un objeto de la presente invencion subunidades recombinantes de las esterasas de higado de
cerdo, a las que les falta en el extremo C terminal de 3 a 10 aminoacidos y de manera especialmente preferente 3 6
4 aminoacidos, en comparacion con las esterasas de higado de cerdo que se producen en la naturaleza. Las
subunidades de acuerdo con la invencién pueden contener en el extremo C terminal otros dominios peptidicos
funcionales, asi por ejemplo etiquetas myc y/o etiquetas de poli-His para el aislamiento mas facil a través de
cromatografia de afinidad.

Adicionalmente es ventajoso para la preparacion funcional biotecnolégica eliminar una region de 10 a 50
aminoacidos, preferentemente de 15 a 25 aminoacidos, en el extremo N terminal en comparacion con los productos
génicos que se producen en la naturaleza.

El extremo N terminal puede contener igualmente dominios peptidicos funcionales, a este respecto interesan en
particular dominios sefial de secrecion, tales como la secuencia sefial del factor a, que esta contenida por ejemplo
en la secuencia de cebador correspondiente PLE-7F (SEQ ID No. 8), o la secuencia sefial ompA, que esta contenida
por ejemplo en la secuencia de cebador PLE-9F (SEQ ID No. 10).

En particular se prefieren subunidades de esterasas de higado de cerdo que pueden obtenerse partiendo de una
supuesta subunidad de esterasas de higado de cerdo de acuerdo con Swiss-Prot Acc. N.° Q29550, en este caso
sobre todo una subunidad de esterasas de higado de cerdo con la secuencia de aminoacidos SEQ ID No. 1, sus
formas mutantes funcionales con una homologia de secuencia superior al 80%, en particular superior al 90%, que
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GQPASPPVVD
PQPAEPWSFV
YLNIYTPADL
IQYRLGIWGF
FGESAGGESV
AVLAGCKTTT
LPTVVDGVLL
EGKLDQKTAT
LMGDVVFGVP
DEIFSVFGFP
YDQEEGYLQI
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TAQGRVLGKY
KNTTSYPPMC
TRRGRLPVMV
FSTGDEHSRG
SVLVLSPLAK
SAVFVHCLRQ
PKMPEEILAE
SLLWKSYPIA
SVTVARQHRD
LLKGDAPEEE
GVNTQAAKRL

pueden generarse también de manera biotécnica.

VSLEGLAQPV
CQDPVVEQMT
WIHGGGLVLG
NWGHLDQVAA
NLFHRAISES
KSEDELLDLT
KDFNTVPYIV
NIPEELTPVA
AGAPTYMYEF
VSLSKTVMKF
KGEEVAFWND

AVFLGVPFAK
SDLFTNGKER
GAPMYDGVVL
LHWVQENIAN
GVALTVALVR
LKMKFLTLDF
GINKQEFGWL
TDKYLGGTDD
QYRPSFSSDK
WANFARSGNP
LLSKEAAKKP

PPLGSLRFAP
LTLEFSEDCL
AAHENVVVVA
FGGDPGSVTI
KDMKAAAKQI
HGDQRESHPF
LPTMMGFPLS
PVKKKDLFLD
KPKTVIGDHG
NGEGLPHWPM
PKIK

(SEQID No.1)

Por una forma mutante funcional ha de entenderse en el sentido de esta invenciéon una subunidad de esterasas de
higado de cerdo que puede congregarse para dar esterasas de higado de cerdo recombinantes enzimaticamente
activas. En esto se encuentran también las subunidades que pueden derivarse de los mondmeros que se
encuentran en la naturaleza de las esterasas de higado de cerdo del tipo a, b, g Preferentemente en esto se
encuentran formas mutantes generadas sintéticamente que se modificaron en el entorno del centro activo de la
enzima resultante. Esto se refiere por ejemplo a mutaciones en el entorno de las posiciones Asp80, Ser186 e His431
de la subunidad monomérica de acuerdo con la SEQ ID No. 1. Debido a ello puede aumentar la actividad y
selectividad enzimatica de la esterasa de higado de cerdo recombinante con respecto a un sustrato determinado. En
el término de la subunidad de esterasas de higado de cerdo se encuentran ademas aquellos derivados del producto
de traduccién original que resultan mediante modificacion postraduccional del mismo.

Las subunidades monoméricas individuales de la esterasa de higado de cerdo recombinante pueden multimerizarse
en disolucién para dar una enzima especialmente funcional. A este respecto pueden entrar en contacto también
subunidades de un tipo distinto entre si. Ademas muestran también los propios mondmeros una actividad
enzimatica, cuando también por regla general es mas débil que los multimeros.

Las esterasas de higado de cerdo asi obtenidas se caracterizan por una alta pureza. En particular pueden evitarse
asi las impurezas que se producen en extractos de esterasas de higado de cerdo mediante isoenzimas y otras
hidrolasas. Las esterasas de higado de cerdo recombinantes muestran adicionalmente una enantioselectividad
elevada, parcialmente incluso una enantioselectividad muy elevada, lo que hace interesante su uso en sintesis
organica-enzimaticas. Es especialmente interesante también que las esterasas de higado de cerdo recombinantes
muestren a veces una estereopreferencia contraria en comparaciéon con esterasas de higado de cerdo que pueden
obtenerse comercialmente. Las esterasas de higado de cerdo recombinantes pueden prepararse ademas en una
calidad constante.

Otro objeto de la presente invencion son acidos nucleicos que codifican para las subunidades de esterasas de
higado de cerdo recombinantes de acuerdo con la invencién o fragmentos de ADN que son complementarios a tales
secuencias de acido nucleico, que hibridan con estos acidos nucleicos codificantes en condiciones rigurosas. Para
ello pueden usarse condiciones de hibridacion habituales (por ejemplo 60°C, 0,1 x SSC, 0,1% de SDS).

En otra forma de realizaciéon preferente se introduce para la finalizacion dirigida de la traduccion un codén de
terminacion en el extremo 3’ de la region codificante.

Las secuencias de ADN codificantes pueden clonarse en vectores convencionales y tras la transfeccion de células
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huésped con tales vectores se expresan en cultivo celular. Un vector adecuado es por ejemplo el vector puC19 o el
vector pCYTEX para la transformacion de E. coli o el vector pPICZa para la transformacion de la levadura Pichia
pastoris. Dentro de las especies Aspergillus sp., Schwanniomyces sp., Kluyveromyces sp., Yarrowia sp., Arxula sp.,
Saccharomyces sp., Hansenula sp. o Pichia sp. se encuentran otros organismos unicelulares interesantes, que han
resultado adecuados como huésped para la expresion biotecnoldgica de enzimas recombinantes. Como organismos
huéspedes preferentes pueden nombrarse ademas de P. pastoris Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus orycae,
Schwanniomyces occidentalis, Kluyveromyces lactis, Yarrowia lipolytica, Arxula adeninivrans, Pichia methanolica,
Pichia guilliermondii. o Hansenula polymorpha.

Los fragmentos de ADN codificantes deben encontrarse en los vectores en el marco de lectura abierto para un
promotor. Como promotores se prefieren sobre todo promotores fuertes, tales como por ejemplo el promotor lac,
lambda, T7 ,T4, el promotor inducible por ramnosa o el promotor de alcoholoxidasa (AOXI). Los vectores pueden
contener otras regiones funcionales. Ademas de los marcadores de seleccién y los puntos de inicio de la replicaciéon
son interesantes sobre todo elementos reguladores del gen, tales como por ejemplo operadores, represores o
factores de transcripcién. En particular puede usarse una construccion de vectores que permita una expresion
reversible, inducible o reprimible de las subunidades de esterasas de higado de cerdo recombinantes o de la propia
enzima funcional. Ciertas células huéspedes preferentes para la transfeccion con vectores, que contienen los
fragmentos de ADN codificantes de acuerdo con la invencién para la expresion de subunidades de esterasas de
higado de cerdo, son organismos unicelulares procariotas o eucariotas, tales como por ejemplo Aspergillus sp., S.
cerevisiae, Hansenula sp., E. coli o P. pastoris.

Por consiguiente, otro objeto de la presente invencién es el uso de fragmentos de ADN que codifican para una
subunidad de esterasas de higado de cerdo de acuerdo con la invencién y eventualmente para otros dominios N y/o
C terminales fusionados con la misma, para la clonacién en vectores, el uso de estos vectores para la
transformacion de células asi como el uso de tales células transformadas o cultivos celulares para la expresion de
las subunidades de esterasas de higado de cerdo recombinantes. Las subunidades expresadas pueden aislarse por
ejemplo en forma monomeérica, sin embargo también es posible la multimerizacion de las subunidades para obtener
esterasas de higado de cerdo recombinantes enzimaticamente activas en el medio y el aislamiento posterior de la
enzima funcional.

Se prefiere el cultivo de las células huéspedes y la expresion secretora de las subunidades de esterasas de higado
de cerdo en recipientes de cultivo de liquidos en un procedimiento de estado estacionario.

La actividad de la esterasa expresada puede comprobarse fotométricamente mediante la conversion de sustratos
seleccionados. A este respecto, ha resultado adecuada la division de croméforos de acetatos catalizada por
esterasa, tales como por ejemplo acetato de p-nitrofenilo.

Ademas de la expresion biotecnoldgica de esterasas de higado de cerdo recombinantes enzimaticamente activas
pueden usarse los fragmentos de ADN, los vectores de expresion o sistemas de expresion para la mutagénesis. Las
esterasas de higado de cerdo mutantes que pueden expresarse entonces y sus subunidades monoméricas pueden
someterse a prueba y seleccionarse con respecto a su actividad enzimatica. Mediante repeticion mdltiple del ciclo de
mutagénesis, expresion y seleccion pueden generarse catalizadores enzimaticos apropiados para la sintesis
organica. A este respecto, la etapa de seleccién puede realizarse mediante adicién de las enzimas recombinantes
expresadas a una mezcla de reaccion que contiene un posible sustrato, pudiéndose determinar la reaccién por
ejemplo fotométricamente.

Como sustrato para la reaccién catalitica por medio de esterasa de higado de cerdo recombinante se tienen en
cuenta sobre todo ésteres aromatico-alifaticos y alifatico-alifaticos, a este respecto sobre todo ésteres de acido
carboxilico de alcoholes quirales o proquirales, comprendiendo el componente acido carboxilico preferentemente de
2 a 6, de manera especialmente preferente de 2 a 4 atomos de C y pudiéndose ramificar también. La division de
racematos enzimaticamente catalitica de los ésteres de &cido carboxilico, en particular de los acetatos, discurre a
este respecto con de alta a excelente enantioselectividad. El grado 6ptimo de la actividad enzimatica de esterasas
de higado de cerdo recombinantes, que contienen subunidades monomeéricas de acuerdo con la SEQ ID No. 1, se
encuentra a un pH entre 5 y 10, preferentemente entre 7 y 9, y a una temperatura entre 20°C y 90°C,
preferentemente entre 30°C y 80°C, de manera especialmente preferente entre 40°C o 50°C y 60°C o 70°C.

Adicionalmente pueden usarse las enzimas recombinantes de acuerdo con la invencién también en la division de
racematos de acidos carboxilicos o0 en la conversion de compuestos prostereogénicos, en particular de dioles o
acidos dicarboxilicos.

A continuacion se proporcionan para la aclaracién de la invencién algunos ejemplos de realizacion que sin embargo
no han de interpretarse como limitativos.

Microorganismos, medios, vectores y oligonucleétidos usados generales

La cepa DH5a (F endA1 hsdR17(rk’, mk*)supE44 rhi-l | gyrA96 rellAl A(argF-laczya)U169) de E. coli se usa para la
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obtencién y la multiplicacion de los siguientes plasmidos usados. La cepa DH5a de E. coli se cultiva en LBpajo contenido
salino (extracto de levadura 10 gl'1, peptona 1010 gl'1 y NaCl 5 gl'1). La disolucion de cultivo se mezcla con acido
nalidixico 50 mgl™" y eventualmente con ampicilina 100 mgl” o zeocina 25 mgl™” (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.).

Para el ensayo de expresion se usé la levadura Pichia pastoris X33 (Invitrogen). Para el cultivo de las células Pichia
se usaron los siguientes medios:

medio YPD (un 1% de extracto de levadura, un 2% de peptona y un 2% de glucosa);

medio YPDS (medio YPD en sorbitol 1 M);
medio BMGY (un 1% de extracto de levadura, un 2% de peptona, fosfato de potasio 100 mM pH 6, un 1,34%
de base nitrogenada de levadura con sulfato de amonio sin aminoacidos y un 1% de glicerol);

medio BMMY (medio BMGY, usandose un 0,5% de metanol esterilizado por filtracién en lugar de un 1% de

glicerol)

Los medios se mezclan con zeocina 100 mgl'1. Para los medios que pueden colocarse en placa se afiade un 1,5%
de agar.

Se uso el vector de E. coli - P. pastoris pPICZaA (Invitrogen) para clonar una secuencia de ADN que codifica para
una carboxilesterasa de higado de cerdo, que se encuentra bajo el control del promotor de la alcoholoxidasa AOXI.
Los cebadores de oligonucledtidos usados para la PCR estan agrupados en la tabla 1.

Tabla 1

Oligonucledtido  Secuencia de nucledtidos

PLE-1F

PLE-2R

PLE-3F

PLE-4R

LE-5F

PLE-6R

PLE-7F

PLE-8R

PLE-9F

PLE-10R

PLE-11R

5-GAT ATC CCG GGC ATA TGT GGC

TTC TCC CGC TGG T-3° (SEQ ID No. 2)
5%-GCA TCC CGG GAA TTC TCA CAG

CTC AGC ATG CTT TA-3" (SEQID No. 3)
5 -GGG CAG CCA GCC TCG CCG CCT

GTT GTG GAC A-3° (SEQID No. 4)
5°-TCA CAG CTC AGC ATG CTT TAT
CTT GGG TGG C-3° (SEQ ID No. 5)

5-AGC CTG CGC TAC GGT AGC GAA AC-3~

(SEQ ID No. 6)

S -TGA AGG GAT CCT AAG TAA GTA G-3~

(SEQID No. 7)
5°-AAG CTG AAT TCG GGC AGC CAG

CCT CGC CGC CT-3° (SEQID. No. 8)
5°-GTC AGT CTA GAT CAC AGC TCA

GCA TGC TTT ATC-3" (SEQID No. 9)
5-AAG CTG AAT TCG GGC AGC CAG

CCT CGC CGC CTG-3" (SEQID No. 10)
5~-ACC TCT AGA TAC TTT ATC TTG

GGT GGC TTC-3° (SEQID No. 11)
5°-ACC TCT AGA TCA CTT TAT CTT

GGG TGG CTT C-3° (SEQID No. 12)

Generalidades: recombinacién de ADN y transformacion

Observacién
EcoRV, Smal Ndel

Smal, EcoRI

EcoRlI

Xbal

EcoRlI

Xbal

Xbal

Siempre que no se mencione lo contrario se usan procedimientos convencionales segin Sambrook, J., Fritsch, E.,
Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicion, Cold Spring Habour, NY. Para la extraccién
de plasmido y ADN se usa un kit QlAprep Spin Miniprep, un kit Plasmid Midi o un kit de extraccién en gel QlAquick
(Qiagen, Hilden, Alemania). Las enzimas de restriccion usadas se usan de acuerdo con las respectivas indicaciones
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del fabricante. La secuenciacion de ADN se realiza por medio de dos cadenas con ayuda del kit de secuenciaciéon
Taq Ready Reaction Dye Deoxy™ Terminator Cycle (Applied Biosystems, Weiterstadt, Alemania). Los productos de
secuenciacién se analizan con un secuenciador de ADN 373 de la misma empresa. Para la preparacion y
transformacion de células competentes de E. coli se usa un protocolo convencional de acuerdo con Chung, C.T.,
Niemela, S.L. & Miller, R.H. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 86, 2172-2175. La transformacion de P. pastoris se
realiza con los respectivos plasmidos mediante electroporacion.

Ejemplo 1: preparacién de tejido, aislamiento de ARNm y clonacién de ADNc

Se homogeneizan 0,8 g de tejido de higado de cerdo fresco y se aisla el poliA-ARNm liberado usando el kit Fast
Track 2.0 (Invitrogen) de acuerdo con las indicaciones realizadas por el fabricante. La sintesis de ADNc a base del
extracto de ARNm se realizo mediante RT-PCR con ayuda del kit cDNA Cycle™ (Invitrogen) usando cebadores
oligo-dT de acuerdo con el protocolo del kit. Se ha recurrido a los productos de la RT-PCR entonces como molde
para la amplificaciéon de la esterasa de higado de cerdo (pig liver esterase PLE). Como cebadores especificos de
gen se usaron a este respecto los oligonucleétidos PLE-1F (SEQ ID No. 2) y PLE-2R (SEQ ID No. 3) (tabla 1), de
manera que al mismo tiempo se introdujeron sitios de corte de restriccion necesarios para la clonacion del producto
de PCR. Los dos cebadores se prepararon por medio de la secuencia de ARNm de la prolina--naftilamidasa de
higado de cerdo (Matsushima, M., et. al. (1991) FEBS Lett. 293, 37-41) de la que se esperaba que tuviera una
secuencia complementaria a la PLE. La PCR se realiz6 en un termociclador (Robocycle Gradient 40, Stratagene, La
Jolla, CA, EE.UU.). Tras una primera etapa de desnaturalizacion de cinco minutos a 95°C se realizaron 28 ciclos de
acuerdo con el siguiente programa de temperatura: 1 min 95°C, 2 min 55°C y 3 min 72°C. El producto de PCR
purificado se clona con sus extremos enteros en el sitio de corte de restriccion con Smal del vector pUC19. El vector
pUC19-PLE-R resultante se usé para la transformacion de cepas DH5a de E. coli, el plasmido se multiplic6 mediante
cultivo de las cepas transformadas. El plasmido se aislo de las cepas recombinantes de E. coli, se identificd a través
de la determinacién de tamafio o mapeo de restriccion y se consulté como molde para la amplificacién por PCR de la
secuencia de la PLE. La secuencia de la PLE amplificada se secuencié a continuacion.

Ejemplo 2: construccion de un vector de expresion para E. coliy para P. pastoris:

Para la expresion intracelular de la PLE clonada en E. coli se cort6 el vector pUC19-PLE-R con Ndel y EcoRlI, debido
a ello se obtiene un fragmento de 1705 pb de longitud que codifica para la secuencia de la PLE completa que se
produce en la naturaleza. El fragmento de restriccion obtenido se inserta en los sitios de corte de restriccion de
Ndel/EcoRI de pT1-BTL2 (Belev, T.N. et. al. (1991) Plasmid, 26, 147-150), formandose un nuevo vector pCYTEX-
PLE (6652 pb). Para la expresion periplasmatica de secuencias de la PLE sin la secuencia lider N terminal (mPLE)
se amplificd la secuencia de ADN correspondiente con los cebadores PLE-3F (SEQ ID No. 4) y PLE-4R (SEQ ID No.
5) (tabla 1) y se ligd con su extremo entero en la secuencia pT1-ompA del vector pT1-ompA-BTL2 (Rua, M.L., et. al.
Appl. Microbiol. Biotechnol. 49, 405-410), que igualmente puede amplificarse con ayuda de los cebadores PLE-5F
(SEQID No. 6) y PLE-6R (SEQ ID No. 7) (tabla 1). El vector resultante (que ya no contiene el gen BTL2) se designa
como pCYTEX-ompA-mPLE (6682 pb), que contiene el gen mPLE en el marco de lectura abierto para la secuencia
lider de ompA bajo el control de un promotor | inducible mediante calentamiento. Para la expresién del gen mPLE
en P. pastoris se cloné la secuencia de ADN de mPLE en el marco de lectura abierto detras de una secuencia sefial
del factor a del vector de E. coli - P. pastoris pPICZaA (de Invitrogen). El gen mPLE se amplificé entonces con los
cebadores PLE-7F (SEQ ID No. 8) y PLE-8R (SEQ ID No. 9) (tabla 1), el producto de amplificacién se corta con las
enzimas de restriccion Ndel y Xbal y se liga en el sitio de corte de restriccion correspondiente del vector pPICZaA. El
vector resultante se designa con pPICZa-mPLE.

Adicionalmente se construyeron vectores de expresion, cuyo producto de expresion presenta una delecion del
tetrapéptido HAEL en el extremo C terminal. Para ello se amplificé el gen mPLE por medio de los cebadores PLE-9F
(SEQ ID No. 10) y PLE-10R (SEQ ID No. 11) o PLE-11R (SEQ ID No. 12). Los dos productos de la PCR se ligaron
en el sitio de corte de restriccion de EcoRl/Xbal de pPICZaA. Los fragmentos generados con ayuda del cebador
PLE-10R conducen a una proteina de fusién que contiene dominios de etiqueta myc y etiqueta de His, que estan ya
codificados en el vector pPICZaA original. El producto de la PCR que puede obtenerse mediante el uso del cebador
PLE-11 no contiene ninguna etiqueta C terminal, dado que mediante el cebador se introduce un codén de
terminacion que impide la fusion con los dominios de etiqueta del vector pPICZaA.

Todos los vectores resultantes pPICZa-mPLE (5183 pb), pPICZa-mPLE*-1 (5170 pb) y pPICZa-mPLE*-2 (5171 pb)
se linealizan en el sitio de corte de restriccion de Pmel y se introducen en P. pastoris por medio de electroporacion
(Invitrogen). Los vectores preparados estan reproducidos esquematicamente en la figura 1.

Ejemplo 3: expresion de PLE recombinante en DH5a de E. coli

Las DH5a recombinantes de E. coli, que estan transformadas con el vector pCYTEX-PLE o el vector PCYTEX-
ompA-mPLE se cultivan a 37°C, 200 rpm en medio LB hasta que se obtiene una densidad celular de DOs7s de 0,8 a
1,0. La expresion de la proteina recombinante se indujo mediante aumento de la temperatura hasta 42°C. A cada
hora se extrajo una muestra, de 3 a 4 horas tras la induccién se recogieron las células y se almacenaron a -20°C o
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se sometieron a ensayo directamente por medio de SDS-PAGE o un ensayo de actividad.
Ejemplo 4: cultivo y expresion secretora de la PLE recombinante en P. pastoris

Los clones recombinantes, seleccionados en medio de cultivo con zeocina se recogieron y se cultivaron en medio
YPDS a 30°C, 200 rpm hasta que se obtiene una densidad celular de DOgg de aproximadamente 15. Se inocularon
25 ml de un medio BMGY con 200 ni de este cultivo y se cultivaron durante la noche a 30°C. Entonces se aislaron
las células de levadura mediante centrifugaciéon de cinco minutos a 3000 g y 4°C y se transfirieron a medio de
induccion BMMY, cultivandose el cultivo hasta obtener una densidad celular de DOgoo de 1,0. La induccion se realiza
mediante adicién diaria de un 0,5% (v/v) de metano. Tras la induccién de 96 horas se recogieron las células
mediante centrifugacion. Los sobrenadantes contienen la enzima recombinante que se concentra mediante
centrifugacién de 15 minutos a 4000 g y 4°C con la adicion de 20 ml de Centricon (NMWL 30000, Ultracel-PL
membrane, Millipore). La determinacién de la actividad durante la fase de crecimiento del cultivo y del medio
concentrado que contiene enzima se determind con un ensayo de pNPA, las proteinas se identificaron con ayuda de
la electroforesis en gel (a continuaciéon se realiza la descripcion en mas detalle). Como referencia para la
determinacion densitométrica de la concentracion de proteinas se usé albumina sérica en concentraciones
conocidas.

Ejemplo 5: electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS

Se mezclaron 20 m de carboxilesterasa de higado de cerdo que puede obtenerse comercialmente (100 U, segun el
ensayo de pNPA) disueltos en 2 ml o 20 ni del sobrenadante concentrado 10 veces del cultivo de P. pastoris con 10
m de un tampdn de muestra 2xSDS. Tras el calentamiento de la disolucién a 95°C durante 5 min, se separan las
proteinas en un gel de poliacrilamida al 12,5%, gel de carga al 4%. Las muestras se tifieron para la deteccion de
proteinas con azul brillante de Coomassie R250. Para la determinacién de la actividad de la esterasa se
renaturalizaron las proteinas durante 12 horas en una disolucién de Triton X-100 (0,5% en Tris/HCI 0,1 M pH 7,5).
Entonces se mezcld el gel con una mezcla 1:1 de disolucién A (20 mg de acetato de a-naftilo disueltos en 5 ml de
acetona y adicion posterior de 50 ml de Tris/HCI 0,1 M pH 7,5, 50 mg de sal Fast Red TR disueltos en 50 ml de
Tris/HCI 0,1 M, pH 7,5) y disolucién B (50 mg de sal Fast Red TR disueltos en 50 ml de Tris/HCI 0,1 M, pH 7,5). En
presencia de actividad hidrolitica de lipasa o esterasa se forma una forma roja de a-naftio del Fast Red
(Krebsfanger, N., et. al., (1998) Enzyme Microb. Technol. 22, 641-646).

Ejemplo 6: secuenciacion de proteinas N terminal

La fraccion de PLE que puede obtenerse comercialmente se separa y se somete a transferencia desde un gel SDS-
PAGE en una membrana de PVDF (Matsudaira, P. (1987) J. Biol. Chem. 262, 10035-10038). La secuenciacion se
realiza con un secuenciador en fase gaseosa.

Ejemplo 7: determinacién de la actividad de esterasa

La actividad de esterasa se determina fotométricamente en un tampén fosfato de sodio (50 mM, pH 7,5). Se usa
acetato p-nitrofenilo (10 mM disuelto en DMSO) como sustrato. La cantidad liberada de p-nitrofenol se determina a
410 nm (g = 12,36 x 10° M'em™) a temperatura ambiente. Se determiné adicionalmente la actividad enzimatica a
distintos valores de pH. Como unidad U se define una actividad de esterasa, en la que se hace reaccionar 1 mmol de
p-nitrofenol por minuto en condiciones de ensayo. Se determino la especificidad de sustrato de PLE usando un
ensayo de pH-stat. Para ello se afiadieron a 30 ml de una emulsién que contenia un 5% (v/v) de un éster (butirato de
metilo, caprilato de etilo, acetato de etilo, trioleina, tricaprilina) y un 2% (p/v) de goma arabiga. Para ello se afiade a
una temperatura de 37°C, una cantidad definida de esterasa. El acido liberado se titula automaticamente con ayuda
de un ensayo de pH-stat (Schott, Mainz, Alemania) con NaOH 0,01 N para mantener un valor de pH constante de
7,5. Una U corresponde a un consumo de acido de 1 mmol por minuto en condiciones de ensayo. La determinacion
de la actividad a distintas temperaturas se realizé con caprilato de etilo como sustrato a pH 7.5. La actividad
determinada maxima se acepta como valor al 100%.

Ejemplo 8: determinacién de la actividad de prolina-b-naftilamidasa

La actividad de prolina-b-naftilamidasa se determina fotométricamente usando prolina-b-naftilamida (0,2 mM en
DMSO) como sustrato. La reaccién se realiza en una mezcla que contiene tampoén Tris/HCI 0,1 M pH 8,0, 50 ni de
sustrato y se mezcla con preparaciones de PLE recombinantes o que pueden obtenerse comercialmente a 37°C
durante 30 min con 0,4 U (de acuerdo con el ensayo de pNPA). La reaccién se interrumpe mediante adicion de 1,5
ml de reactivo de acoplamiento FastGarnet (Sigma) (Barret, A.J., (1977) Proteinases in Mammalian Cells and
Tissues Barret, A.J., ed pags. 181-208, Elsevier, Amsterdam). La cantidad liberada de b-naftilamina se determina a
520 nm (e = 24,03 x 10° M'1cm'1). Una actividad amidasa U se define como la cantidad de enzima que libera 11 nmol
de b-naftilamina por minuto en condiciones de ensayo.

Los productos de expresion de PLE de los vectores pCYTEX-PLE que contiene PLE con la secuencia lider nativa y
pCYTEX-PLE-ompA-mPLE que contiene la secuencia de acido nucleico de mPLE fusionada con la secuencia lider
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de ompA, que deberia garantizar una secrecion de la enzima esterasa en el espacio periplasmatico (la figura 1, 2) y
3) (Beer, H.D., et. al., Biochim. Biophys. Acta. 1399, 173-180) muestran esquematicamente los constructos de
vector). Ninguno de los cultivos transfectados pudieron expresar, sin embargo, esterasa de higado de cerdo nativa o
recombinante enzimaticamente activa, tanto el ensayo con el SDS-PAGE como el ensayo de la actividad de
esterasa fueron negativos.

Para la expresion de esterasas de higado de cerdo recombinantes en P. pastoris se recurre a vectores de acuerdo
con la representacion esquematica en la figura 1, 4) a 6). El vector representado en la figura 1, 5) (pPICZa-mPLE*-
1) contiene ademas de la sefial de secrecion N terminal alfa (factor a), las etiquetas C terminales myc e His (6x), que
proceden las dos del vector pPICZaA. El constructo 6) (pPICZa-mPLE*-2) representado en la figura 1 no contiene
etiquetas C terminales, dado que en este caso se introdujo en el marco de lectura un codén de terminacién delante
de las regiones de vector correspondientes. En los constructos de vector falta en el extremo C terminal el extremo C
terminal de HAEL que se produce en la esterasa de higado de cerdo nativa. El tercer vector de P. pastoris preparado
(pPICZa-mPLE, figura 1, 4)) tiene adicionalmente en el extremo C terminal la secuencia tetrapeptidica natural HAEL
(ER). Los vectores se linealizaron y con los mismos se transfecté P. pastoris. Los sobrenadantes de 30 clones se
sometieron a ensayo respectivamente con respecto a la expresion activa de la enzima clonada con ayuda del
ensayo de pNPA. En el caso del vector, figura 1, 4) no pudo establecerse ninguna actividad de esterasa. A
diferencia de esto pudo mostrarse que mediante el uso de vectores de acuerdo con la figura 1, 5) o 6), a los que le
faltan la regién codificante para el extremo C terminal nativo, pueden expresarse y secretarse de manera activa. Se
seleccion6 cada clon con y sin etiquetas C terminales y se caracterizé posteriormente.

Se determind la actividad de los sobrenadantes usados para otros ensayos tras el cultivo de 96 horas de los clones
seleccionados con ayuda del ensayo de pNPA en 0,5 U/ml. Tras la concentracion de la enzima mediante
centrifugacién resulté una actividad de 10 U/ml, lo que corresponde a una actividad de proteina especifica de
aproximadamente 500 U/mg. El cociente Vms/Km se encuentra en caso de la esterasa de higado de cerdo
recombinante de acuerdo con la invencion en 139 min'1mg'1 para pNPA como sustrato (en la siguiente tabla 2 se
enumeran valores en comparacion con un extracto de esterasa de higado de cerdo que puede comprarse).

Tabla 2:
Esterasa Vimax (UIM@")  Km (MM)  Vinax/Km (Min"mg™)
PLE recombinante 0,74 x 10° 5,32 139
Extracto de PLE que puede comprarse (Fluka) 1,58 x 10° 1,82 868

La PLE de acuerdo con la invencion divide caprilato de etilo y tributirina con una actividad de aproximadamente 50
U/mg y acetato de etilo con una actividad de aproximadamente 20 U/mg. La trioleina no se divide, porque ésta exige
una esterasa pura. Por el contario, los extractos que pueden comprarse (Fluka o Roche (quirazima E-2)) hidrolizan
trioleina, lo que indica la existencia de impurezas mediante lipasas o mediante isoenzima de PLE.

La figura 2 muestra un andlisis de SDS-PAGE (izquierda) y una deteccion de la actividad (derecha). El peso
molecular de la subunidad de esterasas recombinante de higado de cerdo de acuerdo con la invencion (SEQ ID No.
1 con etiquetas C terminales, carriles 1 y 2 en la figura 2, Pm patrén de peso molecular) se encuentra en
aproximadamente de 61 a 62 kDa, determinado con un analisis de SDS-PAGE. El analisis de la actividad con Fast
Red muestra para la esterasa de higado de cerdo recombinante de acuerdo con la invencién (0,4 U) una banda
nitida, mientras que los extractos que pueden comprarse estan emborronados, lo que puede atribuirse a la
existencia de distintas isoenzimas u otras hidrolasas (4 U PLE-Fluka, carril 3, 4 U PLE-quirazima-E2, carril 4, figura
2).

La medicion de la actividad enzimatica a distintas temperaturas y distintos valores de pH con respecto a la hidrélisis
de caprilato de etilo muestra un grado 6ptimo a 60°C (pH 7,5), inactivandose completamente la esterasa de acuerdo
con la invencion a 70°C, y un grado 6ptimo a aproximadamente pH 8 (37°C).

La figura 3 muestra la actividad relativa de la PLE recombinante de acuerdo con la invencién (rPLE) y de los
extractos de PLE que pueden comprarse (PLE-Fluka, quirazima E2) con respecto a los sustratos éster etilico del
acido caprilico, éster etilico del acido acético, tributirina y triolina.

La figura 4 muestra las actividades relativas de la enzima para los sustratos prolina--naftiiamida (PNA, barras
negras) y butirato de metilo (barras blancas).

Ejemplo 9: caracterizacion adicional de la esterasa de higado de cerdo recombinante obtenida

Electroforesis en gel de poliacrilamida nativa. Se mezclaron 10 m de PLE que puede obtenerse comercialmente (0,1
U) y 5-1 m de los sobrenadantes concentrados de los cultivos de P. pastoris con 10 mi de un tampdn de muestra. Las
muestras se separaron en un gel de poliacrilamida al 7,5%, gel de carga al 4%. Los geles se tifieron para determinar
la actividad y después con azul brillante de Coomassie.
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La figura 5 muestra los resultados de la PAGE nativa de PLE recombinantes y comerciales. Pm: patrén de peso
molecular: (272 kDa, ureasa Jack Bean (trimero); 132 kDa (dimero) y 66 kDa (mondédmero), albimina sérica bovina;
45 kDa, albumina de huevo de pollo); carril 1: 0,1 U de Fluka PLE; carril 2: 0,07 U de quirazima E-2; carriles 3-6: 0,1,
0,045, 0,09 y 0,045 U de rPLE (muestras de distintos cultivos), las unidades se basan en un ensayo de pNPA.

Focalizacion isoeléctrica. Se mezclaron 1-5 ni de los sobrenadantes concentrados de los cultivos P. pastoris (0,02 -
0,1 U) con 10 m de un tampdn de prueba. Las muestras se separaron en un gel de poliacrilamida al 5% que contenia
vehiculo anfolito (2,4%; pH 3-10; Serva). Los geles se tifieron para determinar la actividad, se fijaron con disolucion
de acido tricloroacético (10% (p/v) durante 10 min, entonces 1% (p/v) durante la noche) y a continuacién se tifieron
con azul brillante de Coomassie. El punto isoeléctrico de la PLE recombinante asciende a pl: 4,78

Ejemplo 10: divisién de racematos de acetatos catalizada por esterasa

Para la hidrolisis catalizada por esterasa se disolvieron 10 mMol de un acetato en tampon fosfato de sodio (pH 7,5,
50 mMol) y se afiadieron a un recipiente de reaccion de 1 ml y se inici6 la divisién de racematos mediante adicion de
0,5 unidades (con respecto a la prueba de pNPA) de esterasa. Para la interrupcion de la reacciéon se extrajo la
mezcla con cloruro de metileno y se seco la fase organica sobre sulfato de sodio libre de agua. La determinacion de
la pureza enantiomérica y de la conversion se realizé mediante cromatografia de gas (columna: heptakis(2,6-O-
metil-3-O-pentil)-b-ciclodextrina, gas portador: Hp, detector de ionizacién de llama).

Se convirtieron enzimaticamente los siguientes sustratos de acetato:

Acetato de 1-fenil-1-etilo 1, acetato de 1-fenil-2-propilo 2, acetato de 1-fenil-2-butilo 3, acetato de 1-fenil-1-propilo 4,
acetato de 1-fenil-3-propilo 5, acetato de 1-fenil-2-pentilo 6

o 0% o0

1 2 3

o~ oF o

4 5 6

Los productos (alcoholes) de la division de racematos cinética con esterasas de higado de cerdo se designan
correspondientemente con 1a-6a.

Tiempos retencion: 1 (isoterma a 100°C) : (S)-1 3,7 min; (R)-1, 5,8 min; (R)-1a 6,7 min; (S)-1a, 7,6 min; 2 (isoterma a
75°C): (S)-2 26,5 min; (R)-2, 42,3 min; (S)-2a 32,6 min; (R)-2a, 34,2 min. 3 (isoterma a 90°C): (S)-3 17,6 min; (R)-3,
20,2 min; (S)-3a 24,8 min; (R)-3a, 27,4 min. 4 (isoterma a 80°C): (S)-4 13,9 min; (R)-4 20,9 min; (S)-4a 51,5 min; (R)-
4a 44,6 min. 5 (isoterma a 100°C): (S)-5 15,6 min; (R)-5 28,7 min; (S)-5a 19,1 min; (R)-5a, 20,5 min. 6 (90°C/ 30'//
5°C/min// 110°C): (S)-6: 29,1 min y (R)-6 30,4 min; (S)-6a 37,3 min y (R)-6a 38,3 min.

Determinacion de la configuracion absoluta:

La configuracion absoluta se basa para 1 en una comparacién con (R)-1 que puede adquirirse. En 2, 3 y 4
sirvié la preferencia (R) conocida en la bibliografia de la lipasa Amano PS como referencia (Gutman, A.L., et.
al., Tetrahedron: Assymmetry (1993) 4, 839-844).

La configuracion absoluta se basa para 5 en la preferencia conocida en la bibliografia de la lipasa comercial: lipasa
Amano AK, preferencia R (K. Burgess, LD Jenning, J. Am. Chem. Soc 1991, 113, 6129) para 1-fenil-3-butanol (5a).
La configuraciéon absoluta para 6 se basa en la mediciéon del valor de giro del alcohol 6pticamente puro y la
comparacioén con los datos de la bibliografia (U. P. Dhokte, P. M. Pathare, V. K. Mahindroo, H. C. Brown, J. Org.
Chem. 1998, 63, 8276-8283).

La enantioselectividad E puede calcularse de acuerdo con Chen, C. S. et al., J. Am. Chem. Soc. 104 (1982), 7294.
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Los resultados estan resumidos en las tablas 3 a 8.

Tabla 3: Enantioselectividad de distintas esterasas de higado de cerdo en la divisién de racematos cinética de
acetato de (R, S)-1-fenil-1-etilo 1

Fuente de PLE® Tiempo Exceso enantiomérico Conversion E™
(hora) (%ees) (%eer) (%)

Recombinante 1 58 (S) 53 (R) 53 57

Fluka 1,5 65 (S) 56 (R 54 6,8

Sigma 1 72 (S) 58 (R 55 7,8

Quirazima E-1 5 73 () 58 (R 56 7.9

Quirazima E-2 1 61(S) 56 (R) 52 6,5

@)

en todas las reacciones se usaron 0,5 unidades (con respecto a la prueba de pNPA).
®) 3 enantioselectividad E se calculd de acuerdo con Chen et al. (1982).

Tabla 4: Enantioselectividad de distintas esterasas de higado de cerdo en la divisién de racematos cinética de

acetato de (R, S)-1-fenil-2-propilo 2

Fuente de PLE® Tiempo Exceso enantiomérico Conversion E™
(hora) (%ees) (%eer) (%)
Recombinante 2 75 (R) 70 (S) 52 12,6
Fluka 1,5 35 (S) 44 (R) 44 3,6
Sigma 1,5 24 (S) 32 (R) 43 2,4
QuirazimaE-1 1,5 22 (S) 43 (R) 34 3,1
Quirazima E-2 1 9(S) 9(R) 50 1,3

"I TTyéase la tabla 3

Tabla 5: Enantioselectividad de distintas esterasas de higado de cerdo en la divisién de racematos cinética de

acetato de (R, S)-1-fenil-2-butilo 3

Fuente de PLE® Tiempo Exceso enantiomérico Conversion E™
(hora) (%ees) (%eer) (%)
Recombinante 2 57 (R) >99 (S) 36 >>100
Fluka 2 12 (R) 12 (S) 49 1,4
Sigma 1 17 (R) 11 (S) 59 1,5
Quirazima E-1 2 19 (R) 18 (S) 52 1,7
Quirazima E-2 1 58 (R) 40 (S) 59 4

“T TTyeéase la tabla 3

Tabla 6: Enantioselectividad de distintas esterasas de higado de cerdo en la divisién de racematos cinética de

acetato de (R, S)-1-fenil-1-propilo 4

PLE® Tiempo Exceso enantiomérico Conversion =2
[hora] [%ees]™ [%eer]" (%)

Recombinante 4 13 20 40 1,7

Fluka 1 21 28 43 2,2

Sigma 0,5 17 19 48 1,7

Quirazima E-1 0,5 9 13 41 1,4

Quirazima E-2 0,5 18 27 40 2,1

“T TTyeéase la tabla 3

! en todos los casos el alcohol de producto 4a tenia configuracién (R) y el acetato que no habia reaccionado

4 tenia configuracion (S)

10
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Tabla 7: Enantioselectividad de distintas esterasas de higado de cerdo en la divisién de racematos cinética de
acetato de (R, S)-4-fenil-2-butilo 5

PLE® Tiempo Exceso enantiomérico Conversion E™
(hora) (%ees) (%eer) (%)
Recombinante 2 52 (R) 59 (S) 47 6,3
Fluka 0,5 31(S) 42 (R) 42 3,2
Sigma 0,25 22 (S) 25 (R) 47 2,1
QuirazmaE-1 0,5 25 (S) 29 (R) 47 2,3
Quirazima E-2 1 1(R) 2(S) 43 1,1

“T TTyeéase la tabla 3

Tabla 8: Enantioselectividad de distintas esterasas de higado de cerdo en la divisién de racematos cinética de
acetato de (R, S)-1-fenil-2-pentilo 6.

PLE® Tiempo Exceso enantiomérico Conversién E™
[hora] [%ees]™ [%eer]" (%)

Recombinante 2 69 78 47 16,7

Fluka 0,3 24 26 48 2,1

Sigma 0,5 15 13 52 1,5

Quirazima E-1 0,5 9 11 46 1,3

Quirazima E-2 0,3 21 24 46 2,0

"I TTyeéase la tabla 1.

[l en todos los casos el alcohol de producto 6a tenia configuracion (S) y el acetato que no habia reaccionado
6 tenia configuracion (R)

El ejemplo muestra que la esterasa de higado de cerdo recombinante usada muestra enantioselectividad superior en
comparacién con extractos enzimaticos. Esto se manifiesta en particular en acetatos de fenil-alquilo que estan
esterificados en la posicion 2 6 3.

Ejemplo 11: preparacion de los sustratos de enzima
Los sustratos pueden sintetizarse segun procedimientos convencionales quimicos. A continuacién se describe la
sintesis de sustratos (2) - (6) y del precursor (6a). Todos los otros sustratos pueden obtenerse comercialmente.

Se disuelven 40 mmol de cloruro de acido acético en 20 ml de piridina a 4°C. A continuacién se afiaden gota a gota
con agitacion fuerte 40 mMol del alcohol (1-fenil-2-propanol 2a, 1-fenil-2-butanol 3a, 1-fenil-1-propanol 4a, 1-fenil-3-
propanol 5a, 1-fenil-2-pentanol 6a) y se mezclan durante 20 horas a temperatura ambiente. Después se mezcla la
mezcla de reaccién con dietiléter y se lava dos veces con disoluciéon saturada de hidrogenocarbonato de sodio. La
fase organica se seca sobre sulfato de sodio libre de agua y se elimina el disolvente en el rotavapor. El acetato se
aisla a continuacion mediante cromatografia en gel de silice (hexano:acetato de etilo, 5:1) en un rendimiento del
91% (2), 74% (3), 43% (4) o del 87% (5). El acetato (6) se aisl6 mediante cromatografia en columna con
hexano:acetato de etilo 3:1 en un rendimiento del 25% (6).

Sintesis de (R,S)-1-fenil-2-pentanol (6a)

En la solucién de reactivo de Grignard de 80 mmol de cloruro de propilmagnesio (16 ml de disolucion etérica) se
afade gota a gota con agitacion 100 mmol de fenilacetaldehido en igual volumen de éter absoluto. Tras finalizar la
adicién se calienta la mezcla de reaccion durante 2 horas con agitacion en el bafio de agua y después se enfria. Se
afiade hielo triturado y a continuacion se afiade tanto &cido clorhidrico semiconcentrado que se disuelve el
precipitado generado. La capa etérica se separa y la fase acuosa se extrae aun dos veces con éter. Los extractos
combinados se lavan con disolucién saturada de hidrogenosulfito de sodio, disoluciéon de hidrogenocarbonato y poca

agua. Tras secar sobre sulfato de sodio libre de agua se elimina el éter por destilacién y se fracciona el residuo
mediante destilacion. El producto se aislé en un rendimiento del 48%.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Degussa AG
<120> Esterasas de higado de cerdo recombinantes, su uso asi como un procedimiento para su preparacion
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<160> 12

<170> PatentIn Ver. 2.1
<210>1

<211> 544

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de la secuencia artificial: subunidad de enzima recombinante

<400> 1

Gly Gln Pro Ala
1

Leu Gly Lys Tyr
20

Phe Leu Gly Val
35

Ala Pro Pro Gln
50

Ser Tyr Pro Pro
65

Ser Asp Leu Phe

Glu Asp Cys Leu

Ser

Val

Pro

Fro

Met

Thr

85

Tyr

Pro Pro

Ser Leu

Fhe Ala

Ala Glu

S5

Cys Cys
70

Asn Gly

Leu Asn

Val

Glu

Lys

40

Pro

Gln

Lys

Ile

Val

Gly

25

Pro

Trp

Asp

Glu

Tyr

12

Asp
10

Leu

Pro

Ser

Pro

Arg

80

Thr

Thr

Ala

Leu

Phe

val

75

Leu

Pro

Ala

Gln

Gly

val

60

val

Thr

Gln

Pro

Ser

45

Lys

Glu

Leu

Asp

Gly Arg
15

val Ala
30

Leu Arg

Asn Thr

Gln Met

Glu Phe

85

Leu Thr

Val

Val

Phe

Thr

Thr

80

Ser

Arg



Leu

145

Phe

Gln

Gly

Ser

225

Lys

Lys

Glu

val
305
Lys

Phe

Lys

Gly

Gly

120

Val

Ser

Val

Asp

Val

210

Ala

Asp

Thr

Asp

Phe

290

Asp

Gly

Leu

Arg

115

Gly

val

Thr

Ala

Pro

195

Ser

Ile

Met

Thr

Glu

275

His

Gly

Fhe

Txp

Asp

100

Leu

Ala

val

Gly

Ala

180

Gly

Val

Ser

Lys

Thr

260

Len

Gly

val

Asn

Leu

340

Gln

Pro

Pro

val

Asp

165

Leu

Ser

Leu

Glu

Ala

245

Ser

Leau

Leu

Thr

325

Leu

Lys
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val

Met

Ala

150

Glu

His

val

val

ser

230

Ala

Ala

Asp

Gln

Leu

310

val

Pro

Thr

Met

Tyr

135

Ile

His

Txp

Thr

Leu

2135

Gly

Ala

val

Leu

295

Pro

Pro

Thr

Ala

val

120

Asp

Gln

Ser

Val

Ile

200

Ser

Val

Lys

Phe

Thr

280

Glu

Lys

Tyr

Met

Thr

13

105

Trp

Gly

Tyr

hrg

Gln

185

Phe

Pro

Ala

Gln

Val
265

Ser

Mat

Ile

Met

345

Ser

Ile

Val

Arg

Gly

170

Glu

Gly

Leu

Leu

Ile

250

His

Lys

His

Pro

Val

330

Gly

Leu

His

Val

Leu

153

Asn

Asn

Glu

Ala

Thr

235

Ala

Cys

Met

Pro

Glu

315

Gly

Phe

Leu

Gly Gly
125

Leu Ala
140

Gly Ile
Trp Gly

Ile Ala

Ser Ala
205

Lys Asn
220

Val Ala
Val Leu
Leu Arg
Lys Phe

285

Phe Leu
300

Glu Ile
Ile Asn

Pro Leu

Trp Lys

110

Gly

Ala

Trp

His

Asn

130

Gly

Leu

Leu

ARla

Gln

27¢

Leu

Pro

Leu

Lys

Ser

350

Ser

Leu

His

Gly

Leu

175

Phe

Gly

Phe

val

Gly

235

Lys

Thr

Thr

Ala

Gln

335

Glu

Tyr

Val

Glu

Ehe

160

Asp

Gly

Glu

His

hrg

240

Cys

Ser

Leu

val

Glu

320

Glu

Gly

Pro
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355 360

Ile Ala Asn Ile Pro Glu Glu Leu
370 375

Leu Gly Gly Thr Asp Asp Pro Val
385 390

Leu Met Gly Asp Val Val Phe Gly

Gln His Arg Asp Ala Gly Ala Pro
420

Arg Pro Ser Phe Ser Ser Asp Lys
435 440

His Gly Asp Glu Ile Phe Ser Val
450 455

Asp Ala Pro Glu Glu Glu Val ser
465 470

Trp Ala Asn Phe Ala Arg Ser Gly
485

His Trp Pro Met Tyr Asp Gln Glu
500

Asn Thr Gln Ala Ala Lys Arg Leu
515 520

Asn Asp Leu Leu Ser Lys Glu Ala
530 . 535

<210> 2

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador

<400> 2
gatatcccgg gcatatgtgg cttctcecege tggt 34

<210> 3

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

14

Thr

Lys

Val

Thr

425

Lys

Phe

Leu

Asn

Glu

505

Lys

Ala

Pro

Lys

Pro

410

Tyr

Pro

Gly

Ser

Pro

490

Gly

Gly

Lys

Val

Lys

395

Ser

Met

Lys

FPhe

Lys

475

Tyr

Glu

Lys

Ala

380

Asp

Val

Tyr

Thr

Pro

460

Thr

Gly

Leu

Glu

Pro
540

365

Thr

Leu

Thr

Glu

Val

445

Leuy

vVal

Glu

Gln

Val

525

Pro

Asp

Phe

Val

Phe

430

Ile

Leu

Met

Gly

Ile

510

Ala

Lys

Lys

Leu

Ala

4115

Gln

Gly

Lys

Lys

Leu

495

Gly

Phe

Ile

Tyr
Asp
400
Arg
Tyr
Asp
Gly
Phe
480
Pro
Val
Trp

Lys
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<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador

<400> 3
gcatcccggg aattctcaca gctcagceatg cttta 35

<210> 4

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador
<400> 4

gggcagccag cctecgecgcc tgttgtggac a 31

<210>5

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador

<400> 5
tcacagctca gcatgcttta tettgggtggc - 31

<210> 6

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador

<400> 6
agcctgegcet acggtagcga aac 23

<210>7

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador

<400> 7
tgaagggatc ctaagtaagt ag 22

<210> 8

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador

<400> 8
aagctgaatt cgggcagcca gectecgecgc ct 32

<210>9

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador
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<400> 9
gtcagtctag atcacagctc agcatgcttt atc 33

<210> 10

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador

<400> 10
aagctgaatt cgggcagcca gectegecgce ctg 33

<210> 11

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador

<400> 11
acctctagat actttatctt gggtggcttc 30

<210> 12

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador

<400> 12
acctctagat cactttatct tgggtggcettc 31
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REIVINDICACIONES

1. Subunidad recombinante de esterasas de higado de cerdo, caracterizada porque la subunidad recombinante
representa una forma truncada de una proteina con la secuencia MWLLPLVLTS LASSATWAGQ PASPPWDTA
QGRVLGKYVS LEGLAQPVAV FLGVPFAKPP LGSLRFAPPQ PAEPWSFVKN TTSYPPMCCQ DPVVEQMTSD
LFTNGKERLT LEFSEDCLYL NIYTPADLTK RGRLPVMVWI HGGGLVLGGA PMYDGWLAA HENVVWAIQ
YRLGIWGFFS TGDEHSRGNW GHLDQVAALH WVQENIANFG GDPGSVTIFG ESAGGESVSV LVLSPLAKNL
FHRAISESGV ALTVALVRKD MKAAAKQIAV LAGCKTTTSA VFVHCLRQKS EDELLDLTLK MKFLTLDFHG
DQRESHPFLP TVVDGVLLPK MPEEILAEKD FNTVPYIVGI NKQEFGWLLP TMMGFPLSEG KLDQKTATSL
LWKSYPIANI PEELTPVATD KYLGGTDDPV KKKDLFLDLM GDWFGVPSV TVARQHRDAG APTYMYEFQY
RPSFSSDKKP KTVIGDHGDE IFSVFGFPLL KGDAPEEEVS LSKTVMKFWA NFARSGNPNG EGLPHWPMYD
QEEGYLQIGV NTQAAKRLKG EEVAFWNDLL SKEAAKKPPK IKHAEL, que esta truncada en el extremo C terminal
en de 3 a 10 aminoacidos, o representa una forma mutante funcional de la proteina de acuerdo con la SEQ ID No. 1
con una homologia de secuencia superior al 80% con respecto a la misma.

2. Subunidad recombinante de esterasas de higado de cerdo segun la reivindicacion 1, en la que la subunidad
recombinante representa una proteina de acuerdo con la SEQ ID NO. 1.

3. Subunidad recombinante de una esterasa de higado de cerdo de acuerdo con la reivindicacién 1 ¢ 2
caracterizada porque a la subunidad le faltan en el extremo N terminal de 15 a 25 aminoacidos.

4. Subunidad recombinante de esterasas de higado de cerdo de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores,
caracterizada porque al extremo N terminal esta fusionado un dominio de sefial de secrecion y/o al extremo C
terminal un dominio de etiqueta.

5. Subunidad recombinante de esterasas de higado de cerdo de acuerdo con la reivindicaciéon 4, caracterizada
porque como dominio N terminal esta fusionada una secuencia sefial de factor a, cuya secuencia codificante esta
contenida en la SEQ ID NO. 8, o una secuencia sefial de ompA, cuya secuencia codificante esta contenida en la
SEQ ID NO. 10, y/o al extremo C terminal esta fusionado un dominio de etiqueta de poli-His y/o un dominio de
etiqueta myc.

6. Subunidad recombinante de esterasas de higado de cerdo de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores,
caracterizada porque las subunidades presentan modificaciones postraduccionales.

7. ADN que codifica para una subunidad de esterasas de higado de cerdo de acuerdo con una de las
reivindicaciones anteriores.

8. ADN que codifica para una subunidad de esterasas de higado de cerdo de acuerdo con la reivindicacion 6,
caracterizada porque contiene en el extremo 3’ de la regién codificante un codén de terminacion.

9. Vectores que contienen un fragmento de ADN con una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la
reivindicacion 7 u 8.

10. Esterasas de higado de cerdo recombinantes enzimaticamente activas que contienen subunidades de esterasas
de higado de cerdo de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6.

11. Esterasas de higado de cerdo recombinantes enzimaticamente activas de acuerdo con la reivindicacion 10,
caracterizada porque las subunidades presentan modificaciones postraduccionales.

12. Uso de fragmentos de ADN de acuerdo con la reivindicaciéon 7 u 8 para la preparacion de vectores de expresion.
13. Uso de vectores de acuerdo con la reivindicaciéon 9 para la preparacion de cultivos de células transfectadas.

14. Uso de fragmentos de ADN de acuerdo con las reivindicaciones 7 u 8 o vectores de acuerdo con la
reivindicacion 9 para la preparacion de subunidades de esterasas de higado de cerdo recombinantes mutantes y

enzimas funcionales.

15. Expresion de subunidades de esterasas de higado de cerdo de acuerdo con las reivindicaciones de 1 a 6 con
cultivos de células que contienen vectores de acuerdo con la reivindicacion 9.

16 Expresion de esterasas de higado de cerdo enzimaticamente activas de acuerdo con una de las reivindicaciones
10 u 11 con cultivos de células que contienen vectores de acuerdo con la reivindicacion 9.

17. Expresion de esterasas de higado de cerdo enzimaticamente activas de acuerdo con una de las reivindicaciones
15 6 16, caracterizada porque los cultivos de células usados son organismos unicelulares procariotas o eucariotas.

17
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18. Uso de esterasas de higado de cerdo de acuerdo con una de las reivindicaciones 10 u 11 para la division de
racematos de acidos carboxilicos o en la conversién de compuestos prostereogénicos.

18
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

La lista de referencias citadas por el solicitante es, Unicamente, para conveniencia del lector. No forma parte del
documento de patente europea. Si bien se ha tenido gran cuidado al compilar las referencias, no pueden excluirse
errores u omisiones y la OEP declina toda responsabilidad a este respecto.
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