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DESCRIPCION
Polipéptidos LovD variantes y sus usos.
1. ANTECEDENTES

La simvastatina es un analogo semisintético del policétido fungico natural lovastatina que puede aislarse del
caldo de fermentacion de Aspergillus terreus. La simvastatina y la lovastatina son comercializadas por Merck Co.
como farmacos reductores del colesterol que reducen el riesgo de enfermedad cardiaca: la simvastatina como
ZOCOR® Yy la lovastatina como MEVACOR®.

La lovastatina (ilustrada en la figura 1) es un potente inhibidor de la hidroximetilglutaril coenzima A
reductasa, la enzima que limita la velocidad en la ruta de biosintesis del colesterol (Xie et al., 2006, Chemistry &
Biology 13:1161-1169). El analogo simvastatina (también ilustrado en la figura 1) es mas eficaz en el tratamiento de
la hipercolesterolemia (Manzoni y Rollini, 2002, Appl. Microbiol. Biotechnol. 58:555-564; Istan y Diesenhofer, 2001,
Science 292:1160-1164). La sustitucion de la cadena lateral a-metilbutirato de la lovastatina con la cadena lateral
a-dimetilbutirato que se encuentra en la simvastatina aumenta significativamente sus propiedades inhibidoras al
tiempo que reduce los efectos secundarios no deseados (Klotz, Ulrich, 2003, Arzneimittel-Forschung 53: 605-611).

Dada la importancia clinica de la simvastatina, se han descrito diversas sintesis en varias etapas partiendo
de la lovastatina (véase, por ejemplo, el documento WO 2005/066150, la solicitud de EE.UU. N° 2005/0080275, la
solicitud de EE.UU. N° 2004/0068123; la patente de EE.UU. N° 6.833.461; el documento WO 2005/040107; Hoffman
etal., 1986, J. Med. Chem. 29:849-852; Schimmel et al., 1997, Appl. Environ. Microbiol. 63:1307-1311).

El clister génico para la biosintesis de lovastatina se ha descrito anteriormente (véase, por ejemplo, la
patente de EE.UU. N° 6.391.583; Kennedy et al., 1999, Science 284:1368-1372; Hutchinson et al., 2000, Antonie
Van Leeuwenhoek 78:287-295). Codificada en este clister génico se encuentra la enzima de 46 kD LovD, que
cataliza la ultima etapa de la biosintesis de la lovastatina.

En resumen, los restos HMG-CoA y nlcleo de la decalina que imitan porciones del compuesto lovastatina
son sintetizados in vivo por la lovastatina nonacétido sintasa (LNKS) y tres enzimas accesorias. La cadena lateral
2-metilbutirato de la lovastatina es sintetizada in vivo por la lovastatina dicétido sintasa (LDKS) y fijada
covalentemente al dominio transportador de acilo de LovF mediante un enlace tioéster. La LovD, una aciltransferasa,
es entonces capaz de transferir selectivamente el grupo 2-metilbutirato de LDKS al grupo hidroxilo C8 de la
monacolina J en una sola etapa para producir lovastatina (Xie et al., 2006, Chemistry & Biology 13: 1161-1169).

Recientemente se ha descubierto que la aciltransferasa LovD tiene una amplia especificidad de sustrato
hacia el transportador de acilo, el sustrato acilo y el aceptor de acilo decalina (Xie et al., 2006, Chem. Biol.
13:1161-1169). Por ejemplo, LovD puede catalizar de manera eficaz la transferencia de acilo desde tioésteres de
CoA o tioésteres de N-acetilcisteamina ("SNAC") hasta la monacolina J (id.). Significativamente, cuando se utilizd
a-dimetilbutiril-SNAC como donador de acilo, la LovD era capaz de convertir la monacolina J y la 6-hidroxi-6-desmetil
monacolina J en simvastatina y huvastatina, respectivamente (id.). Mediante una cepa de E. coli obtenida por
ingenieria genética para que sobreexpresara LovD como biocatalizador de célula completa, se sintetizaron
cantidades preparativas de simvastatina en una sola etapa de fermentacion (id.).

Los estudios anteriores demuestran que la aciltransferasa LovD es una enzima atractiva para la biosintesis
de farmacos reductores del colesterol farmacéuticamente importantes tales como la simvastatina. Sin embargo, en
posteriores experimentos llevados a cabo con la enzima LovD aislada, la estabilidad y la velocidad de reaccién
resultaron probleméaticas (Xie y Tang, 2007 Appl. Environ. Microbiol. 73:2054-2060). Concretamente, se descubrid
que LovD precipita faciimente (horas) a altas concentraciones de proteina (~ 100 uM) y lentamente (dias) a
concentraciones mas bajas (~ 10 uM) (id.). Ademas, se descubrié que el tan deseado producto, la simvastatina,
compite por la enzima LovD, impidiendo significativamente la velocidad de acilacién neta global (id.).

La enzima LovD también es muy propensa al plegamiento anémalo y a los agregados cuando se
sobreexpresa en E. coli, haciendo que incluso los sistemas de biocatdlisis de célula completa no sean tan ideales
para la produccion comercial (Xie et al., 2009, Biotech. Bio. Eng. 102:20-28).

En un esfuerzo por aumentar la solubilidad de LovD sin pérdida de actividad catalitica, se han estudiado
mutantes de LovD de A. terreus de tipo silvestre. La sustitucién de los residuos de cisteina en las posiciones 40 y 60
(Cys40 y Cys60) con residuos de alanina produjo mejoras tanto en la solubilidad de la enzima como en la actividad
biocatalitica de célula completa (id.). Experimentos adicionales de mutagénesis que convertian estos dos residuos
en aminoacidos pequefios o polares demostraron que las mutaciones Cys40 — Ala ("C40A") y Cys60 — Asn
("C60N") son las mas beneficiosas, produciendo aumentos de un 27% y un 26%, respectivamente, en la actividad
biocatalitica de célula completa (id.). Cuando se combinan, estas mutaciones resultaron ser aditivas, presentando el
doble mutante C40A/C60N aumentos de aproximadamente un 50% tanto en la solubilidad como en la actividad
biocatalitica de célula completa.
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A pesar de sus propiedades mejoradas, estos mutantes de LovD no son adecuados para la produccion de
simvastatina a gran escala en sistemas libres de células. Resultarian deseables variantes o mutantes adicionales de
enzimas LovD de A. terreus de tipo silvestre que presentasen propiedades mejoradas en comparacion con el tipo
silvestre y/o los mutantes conocidos .

2. RESUMEN

La invencién proporciona un polipéptido LovD variante que tiene al menos dos veces mayor actividad
catalitica que la aciltransferasa de A. terreus de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2, en el que el polipéptido LovD
variante comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 que incluye las dos siguientes mutaciones:
L174F y Al178L, y opcionalmente de aproximadamente 1 a 30 mutaciones adicionales y opcionalmente de
aproximadamente 1 a 20 mutaciones conservadoras adicionales.

La invencion también proporciona un polinucleétido que codifica un polipéptido LovD variante segun la
invencion que es opcionalmente un vector de expresion adecuado para expresar el polipéptido LovD variante en una
célula hospedadora, y vector de expresion en el que la secuencia codificante utiliza opcionalmente codones
optimizados para la expresion en la célula hospedadora.

La invencion también proporciona una célula hospedadora que comprende un polinucleétido que codifica un
polipéptido LovD variante segun la invencion.

La invencion también proporciona un método de fabricacibn de un polipéptido LovD variante que
comprende cultivar una célula hospedadora segun la invencién en condiciones en las que se expresa el polipéptido
LovD variante y opcionalmente recuperar el polipéptido LovD variante.

La invencion también proporciona un método de fabricacién de simvastatina que comprende poner en
contacto un sustrato monacolina J con un polipéptido LovD variante segin la invencion en presencia de un
cosustrato tioéster de a-dimetilbutirilo y en condiciones en las que la monacolina J se convierte en simvastatina.

La invencion también proporciona un método de fabricacion de simvastatina que comprende poner en
contacto un sustrato lovastatina con un polipéptido LovD variante segun la invencion en presencia de un cosustrato
tioéster de a-dimetilbutirilo y en condiciones en las que el sustrato lovastatina se convierte en simvastatina.

Como se ha analizado anteriormente, el gen LovD de A. terreus codifica una aciltransferasa (en lo sucesivo
denominada "polipéptido LovD", "enzima LovD", "aciltransferasa LovD" o "LovD") capaz de convertir la monacolina J,
el producto de hidrdlisis del producto natural lovastatina, en simvastatina. Los inventores de la presente descripcion
han descubierto que los polipéptidos LovD que incluyen mutaciones en determinadas posiciones de residuos
presentan propiedades mejoradas en comparacion con el polipéptido LovD de tipo silvestre producido por A. terreus
(SEQ ID NO: 2).

Por consiguiente, en un aspecto, la presente descripcion proporciona polipéptidos LovD variantes que
tienen una o mas propiedades mejoradas en comparacion con el polipéptido LovD de tipo silvestre de A. terreus
(SEQ ID NO: 2). En general, las variantes de LovD incluyen una o mas mutaciones en las posiciones seleccionadas
que se correlacionan con una o mas propiedades mejoradas, tales como una mayor actividad catalitica, una mayor
estabilidad térmica, una menor agregaciéon y/o una mayor estabilidad frente a condiciones de lisis celular. Los
polipéptidos LovD variantes pueden incluir una o0 mas mutaciones de una sola categoria (por ejemplo, una o mas
mutaciones que aumentan la actividad catalitica) o mutaciones de dos 0 mas categorias diferentes. Mediante la
seleccion de mutaciones que se correlacionan con propiedades especificas, pueden obtenerse facilimente
polipéptidos LovD variantes adecuados para su uso en condiciones especificadas.

Las posiciones en la secuencia del polipéptido LovD de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2 en las que se han
descubierto mutaciones que se correlacionan con una o mas propiedades mejoradas, tal como una mayor actividad
catalitica incluyen, pero no se limitan a, A123, M157, S164, S172, L174, A178, N191, L192, A247, R250, S256,
A261, G275, Q297, L361, V370 y N391. Las posiciones adicionales en las que se han descubierto mutaciones que
se correlacionan con una o mas propiedades mejoradas, tal como la estabilidad térmica, incluyen, pero no se limitan
a, Q241, A261, Q295 y Q412. Otras posiciones en las que se han descubierto mutaciones que se correlacionan con
una o mas propiedades mejoradas, tal como una menor agregacion, incluyen, pero no se limitan a, N43, D96 y
H404. Las posiciones en las que se han descubierto mutaciones que se correlacionan con una o mas propiedades
mejoradas, tal como una mayor estabilidad, incluyen pero no se limitan a, C40, C60 y D254.

Las posiciones en la secuencia del polipéptido LovD de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2 en las que se han
descubierto mutaciones sin efectos perjudiciales (o en las que las mutaciones mejoraban las propiedades de la
enzima LovD) resultaron incluir, pero no se limitan a, 14, A9, K26, R28, 135, C40, S41, N43, C60, S109, S 142,
A184V, N191S, A261, L292, Q297, L335, A377, A383, N391 y H404. Las formas de realizacién concretas de la
descripcion con propiedades mejoradas pueden incluir, pero no se limitan a, polipéptidos LovD con mutaciones en
las posiciones L174 y A178, y opcionalmente de cero a aproximadamente 30 mutaciones adicionales. En una forma
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de realizacion especifica de la descripcion, las mutaciones adicionales estan en posiciones seleccionadas de entre
las posiciones identificadas anteriormente. En algunas formas de realizacion de la descripcion, los polipéptidos LovD
con propiedades mejoradas incluyen mutaciones en las posiciones A123, L174, A178, N191, A247 y L361, y de cero
hasta aproximadamente 26 mutaciones adicionales. En una forma de realizacién especifica de la descripcion, las
mutaciones adicionales estan en posiciones seleccionadas de entre las posiciones identificadas anteriormente.

Las mutaciones ejemplares especificas del polipéptido LovD de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2 que se
correlacionan con una mayor actividad catalitica incluyen, pero no se limitan a, A123P, M157V, S164G, S172N,
L174F, A178L, N191G, L192I, A247S, R250K, S256T, A261H, G275S, Q297G, L361M, V370l y N391S.

Las mutaciones ejemplares especificas del polipéptido LovD de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2 que se
correlacionan con una mayor estabilidad térmica incluyen, pero no se limitan a, Q241M, A261H, Q295R y Q412R.

Las mutaciones ejemplares especificas del polipéptido LovD de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2 que se
correlacionan con una menor agregacion incluyen, pero no se limitan a, N43R, D96R y H404K.

Las mutaciones ejemplares especificas del polipéptido LovD de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2 que se
correlacionan con una mayor estabilidad incluyen, pero no se limitan a, C40R, C60R y D254E.

Ademas de las mutaciones ejemplares especificas descritas anteriormente, se ha descubierto que los
polipéptidos LovD pueden tolerar una variedad de mutaciones especificas adicionales en otras posiciones, sin
efectos perjudiciales. De hecho, en algunos casos, las mutaciones adicionales también confieren a los polipéptidos
LovD propiedades beneficiosas 0 mejoradas. Estas mutaciones adicionales incluyen, pero no se limitan a, las
siguientes mutaciones especificas y ejemplares: 14N, A9V, K26E, R28K, R28S, I135L, C40A, C40V, C40F, S41R,
N43Y, C60F, C60Y, C60N, C60H, S109C, S142N, A184T, A184V, N191S, A261T, A261E, A261V, L292R, Q297E,
L335M, A377V, A383V, N391D y H404R. Los polipéptidos LovD variantes pueden incluir una o0 mas mutaciones en
estas posiciones adicionales.

En algunas formas de realizacion de la descripcion, los polipéptidos LovD variantes descritos en el presente
documento incluyen las dos mutaciones siguientes: L174F y A178L y opcionalmente de cero a aproximadamente 30
mutaciones adicionales. En una forma de realizacion especifica de la descripcién, las mutaciones adicionales
opcionales estan seleccionadas de entre las diversas mutaciones identificadas anteriormente.

En algunas formas de realizacion de la descripcion, los polipéptidos LovD variantes descritos en el presente
documento incluirdn al menos las siguientes mutaciones: A123P, L174F, A178L, N191 (S 0 G), A247S y L361M, y de
cero a aproximadamente 26 mutaciones adicionales seleccionadas de entre las diversas mutaciones diferentes
identificadas anteriormente.

En general, los polipéptidos LovD variantes que incluyen un mayor nimero de mutaciones presentan una
mayor actividad catalitica. Por ejemplo, mientras que una variante especifica que incluia mutaciones en dos
posiciones de residuos (L174F y A178L) presenté una actividad aproximadamente dos veces mayor que la LovD de
tipo silvestre, y una variante especifica que incluia mutaciones en seis posiciones de residuos (VARIANTE NO: 120
en la Tabla 1) presentd una actividad catalitica aproximadamente 12 veces mayor que a LovD de tipo silvestre, una
variante especifica que incluia 28 mutaciones (VARIANTE NO: 114 en la Tabla 1), una variante especifica que
incluia 29 mutaciones (VARIANTE NO: 116 de la Tabla 1) y una variante especifica que incluia 32 mutaciones
(VARIANTE NO: 118 en la Tabla 1) presentaron una actividad catalitica aproximadamente 1.550 veces mayor que la
LovD de tipo silvestre. En la Tabla 1 se describen numerosos polipéptidos LovD variantes que presentan una
actividad de aproximadamente 10 a aproximadamente 1.550 veces mayor que el polipéptido LovD de tipo silvestre
de la SEQ ID NO: 2. Utilizando estos polipéptidos LovD variantes especificos ejemplares, pueden obtenerse
facilmente polipéptidos variantes de LovD adicionales con una actividad superior a aproximadamente 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1.000, 1.100, 1.200, 1.300, 1.400, 1.500, 1.600,
1.700 veces, o incluso superior, que el polipéptido LovD de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2.

Los polipéptidos LovD variantes especificos de la Tabla 1 también pueden utilizarse para obtener facilmente
polipéptidos LovD variantes con combinaciones especificadas de propiedades mejoradas.

Los diversos polipéptidos LovD variantes descritos en el presente documento también pueden incluir
opcionalmente una o mas mutaciones conservadoras ademdas de las mutaciones descritas anteriormente. Por lo
general, tales mutaciones conservadoras opcionales no comprenderdn mas de aproximadamente un 20%, 15%,
10%, 8%, 5%, 3%, 2% 6 1% de la secuencia global. Sin pretender limitarse a ninguna teoria concreta de operacion,
se cree que el aminoacido en la posicidon 76 puede estar implicado en la catdlisis. Deben evitarse preferentemente
las mutaciones en esta posicion de residuo. También se cree que los aminoacidos en las posiciones 79, 148, 188 y/o
363 pueden contribuir a la catdlisis. En algunas formas de realizacion de la descripcion, los polipéptidos LovD
variantes que incluyen mutaciones conservadoras opcionales contendran de 1 a 20 de tales mutaciones. En formas
de realizacion adicionales, los polipéptidos LovD variantes incluyen polipéptidos truncados en los que pueden
omitirse de 1 a 15 aminoacidos del extremo N-terminal y pueden omitirse de 1 a 6 aminoéacidos del extremo
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C-terminal.

En otro aspecto, la descripcién proporciona polinucleétidos que codifican los polipéptidos LovD variantes
descritos en el presente documento. En algunas formas de realizacion, los polinucleétidos codificantes son parte de
un vector de expresién que comprende una 0 mas secuencias de control adecuadas para dirigir la expresion de la
secuencia codificante en una célula hospedadora. En algunas formas de realizacion, el vector de expresion es
adecuado para expresar polipéptidos LovD variantes en una bacteria, tal como, pero no limitada a, una E. coli, e
incluye una secuencia de promotor, tal como una secuencia de promotor lac, unida operativamente a la secuencia
codificante. En tales polinucleétidos, los codones de la secuencia codificante pueden optimizarse para la expresion
en una célula hospedadora concreta de interés.

En otro aspecto, la presente descripcion proporciona células hospedadoras que comprenden un vector de
expresion o polinucleétido que codifica una LovD variante. En algunas formas de realizacion, la célula hospedadora
es una bacteria tal como, pero sin limitarse a E. coli. Las células hospedadoras pueden utilizarse para producir
preparaciones en bruto o purificadas de polipéptidos LovD variantes especificos, o, como alternativa, pueden
utilizarse como preparaciones de célula completa en los métodos descritos en el presente documento para producir
simvastatina y huvastatina.

Los polipéptidos LovD variantes descritos en el presente documento esterifican el grupo hidroxilo C8 de la
monacolina J en presencia de un cosustrato tioéster de a-dimetilbutirilo para producir simvastatina. Por consiguiente,
en otro aspecto, la presente descripcidbn proporciona métodos de fabricacion de simvastatina utilizando los
polipéptidos LovD variantes descritos en el presente documento. Los métodos comprenden generalmente poner en
contacto monacolina J con un polipéptido LovD variante en presencia de un cosustrato tioéster de a-dimetilbutirilo en
condiciones que producen simvastatina. En algunas formas de realizacion, pueden utilizarse analogos de
monacolina J como sustratos precursores para la formacién de otras estatinas, tales como, pero sin limitarse a,
huvastatina.

Los polipéptidos LovD variantes descritos en el presente documento reconocen varios cosustratos tioéster
de a-dimetilbutirilo diferentes, incluidos a modo de ejemplo y no de limitacion, a-dimetilbutiril-S-N-acetilcisteamina
("DMB-S-NAC"), a-dimetilbutiril-S-metiltioglicolato ("DMB-S-MTG"), mercaptopropionato de a-dimetilbutiril-S-metilo
"DMB-S-MMP"),  mercaptopropionato  de  a-dimetilbutiril-S-etilo  ("DMB-S-EMP"),  mercaptobutirato  de
a-dimetilbutiril-S-metilo ("S-DMB-MMB") y &cido a-dimetilbutiril-S-mercaptopropiénico ("DMB-S-AMP"). Puede
utilizarse cualquiera de estos cosustratos tioéster, 0 mezclas de tales cosustratos tioéster, en los métodos descritos
en el presente documento.

En algunas formas de realizacion, la reaccion se lleva a cabo in vitro con un polipéptido LovD variante
aislado, que puede estar purificado o no purificado antes de su uso. En algunas formas de realizacion, pueden
afadirse marcadores enzimaticos a cualquiera de los extremos terminales del polipéptido LovD a fin de posibilitar la
unién a un transportador sélido. En algunas formas de realizacién especificas, el polipéptido LovD variante se aisla y
purifica antes de su uso. En otras formas de realizacion especificas, el polipéptido LovD variante se suministra como
lisado en bruto de células hospedadoras obtenidas por ingenieria genética para que expresen el polipéptido LovD
variante, con o sin eliminaciéon de los restos celulares del lisado celular.

El sustrato monacolina J puede incluirse en la mezcla de reaccion en forma purificada, o, como alternativa,
puede generarse in situ por hidrdlisis de lovastatina. Por consiguiente, en algunas formas de realizacion, la reaccién
se lleva a cabo en un solo recipiente como proceso de dos etapas partiendo de lovastatina.

Los métodos pueden llevarse a cabo en diversas condiciones, dependiendo, entre otros factores, de la
actividad del polipéptido LovD variante especifico que se utilice. Una reaccion tipica incluye aproximadamente de
1 g/l a 250 g/l, también de 25 g/l a 200 g/l, y, con frecuencia de 1 g/l a 200 g/l, de sustrato monacolina J o analogo de
la misma, exceso de cosustrato tioéster (por ejemplo, de aproximadamente 1,0 a 10,0 equivalentes, también de 1,0 a
5,0 equivalentes, y con frecuencia de 1,0 a 4,0 equivalentes) y aproximadamente de 0,1 g/l a 10 g/l de polipéptido
variante de LovD. En algunas formas de realizacién, una reaccion tipica puede incluir de 20 g/l a 200 g/l, de 50 g/l a
200 g/l o de 50 g/l a 150 g/l de sustrato monacolina J o analogo de la misma. En algunas formas de realizacion, una
reaccion tipica puede incluir de 1,0 a 2,0, de 1,0 a 1,5 o de 1,1 a 1,3 equivalentes de cosustrato tioéster. En algunas
formas de realizacion, pueden utilizarse de 0,2 g/l a 10 g/l, de 0,5g/la10g/l, de 0,5¢g/la5g/l, de 0,75 g/l a 2,5 g/l o
de 0,75 g/l a 1,5 g/l de polipéptido variante de LovD. El pH de la mezcla de reaccion, la temperatura a la que se lleva
a cabo la reaccion y la duracion de la reaccion dependeran, entre otros factores, del polipéptido variante de LovD
especifico que se utilice. La mayoria de las reacciones pueden llevarse a cabo a un pH en el intervalo de pH 7,5 a
pH 10,5, también de pH 8,0 a pH 10,0 y con frecuencia de pH 8 a pH 9,5, y una temperatura en el intervalo de
aproximadamente 20°C a 50°C, también de 20°C a 30°C y con frecuencia de 20°C a 40°C, durante
aproximadamente 2 a 54 horas, de 5 a 48 horas o de 10 a 48 horas. Las reacciones llevadas a cabo con los
polipéptidos LovD variantes que incluyen mutaciones que se correlacionan con una mayor estabilidad térmica
pueden llevarse a cabo a temperaturas mas altas, por lo general en un intervalo de aproximadamente 30°C a 40°C,
dependiendo de la variante concreta que se utilice.
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El subproducto tiol de la reaccion de transferencia de acilo puede inhibir los polipéptidos LovD. Por
consiguiente, puede resultar deseable incluir en la mezcla de reaccién uno o0 mas agentes neutralizantes que puedan
mejorar el rendimiento y/o la velocidad de la reaccion eliminando o neutralizando estos subproductos tiol. La
neutralizacion incluye, sin limitacion, la modificaciéon quimica de los subproductos tiol, tal como por oxidacién. Los
agentes neutralizantes adecuados pueden incluir, pero no se limitan a, compuestos que reaccionan con el
subproducto tiol y agentes capaces de quelar, adsorber, absorber o eliminar el subproducto tiol. En algunas formas
de realizacion en las que se utiliza un agente neutralizante, el agente neutralizante es carbén vegetal activado.
Cuando se utiliza, el carbén vegetal activado puede incluirse en la mezcla de reaccion en cantidades que van de
1g/la30g/l,de2g/lla20g/lyde5g/lalsdgll

El sustrato monacolina J puede estar en forma de sal, tal como una sal de amonio o de sodio. La reaccion
del sustrato monacolina J, tal como las sales de sodio o de amonio de monacolina J, puede llevarse a cabo
opcionalmente en presencia de un neutralizante, tal como carbén vegetal activado. La monacolina J también puede
estar en forma de sal de amonio. Cuando la sal de amonio de monacolina J se convierte en la sal de amonio de
simvastatina, puede hacerse precipitar la sal de amonio de simvastatina a partir del medio de reaccién, por ejemplo,
a partir de agua.

Otros aspectos y ventajas de la descripcion resultardn evidentes a partir de la siguiente descripcion
detallada.

3. BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 proporciona un diagrama que ilustra una ruta para la sintesis de simvastatina a partir de lovastatina o
monacolina J;

La figura 2 proporciona una secuencia polinucleotidica que codifica la enzima LovD de tipo silvestre de
Aspergillus terreus sometida a optimizacion de codones para la expresion en E. coli. (SEQ ID NO: 1); y

La figura 3 proporciona la secuencia polipeptidica codificada por la secuencia de la figura 2 (SEQ ID NO: 2).

4. DESCRIPCION DETALLADA

En determinados aspectos, la presente descripcion proporciona polipéptidos variantes de LovD capaces de
transferir un grupo acilo de determinados cosustratos tioéster a la monacolina J y analogos o derivados de la misma
para producir compuestos de estatina terapéuticamente importantes, tales como, pero no limitados a, simvastatina y
huvastatina. Las variantes de LovD tienen propiedades mejoradas en comparacion con la aciltransferasa LovD de
tipo silvestre que puede obtenerse de A. terreus (SEQ ID NO: 2), y pueden utilizarse en sistemas basados en células
o libres de células para producir de manera eficaz y rentable estatinas tales como simvastatina a partir de materiales
de partida facilmente disponibles, tales como lovastatina y monacolina J.

4.1. Abreviaturas

Para los fines de las descripciones del presente documento, las abreviaturas utilizadas para los
aminoacidos codificados genéticamente son convencionales y son las siguientes:

Aminoacido | Abreviatura de tres letras | Abreviatura de una letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Aspartato Asp D
Cisteina Cys C
Glutamato Glu E
Glutamina GIn Q
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle |
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptoéfano Trp w
Tirosina Tyr Y
Valina Val V




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 252472513

Cuando las secuencias peptidicas o polipeptidicas se presentan en forma de cadena de abreviaturas de
una letra o de tres letras (0 mezclas de las mismas), las secuencias se presentan en la direccion N — C segun la
convencién comdn.

4.2. Definiciones

Los términos técnicos y cientificos utilizados en las descripciones del presente documento tendran los
significados que entiende comunmente un experto habitual en la materia, salvo que se defina especificamente lo
contrario. Por consiguiente, los siguientes términos pretenden tener los siguientes significados.

"LovD de tipo silvestre", "enzima LovD de tipo silvestre", "polipéptido LovD de tipo silvestre" y/o
"aciltransferasa LovD de tipo silvestre" se refiere a la enzima aciltransferasa que puede obtenerse a partir de A.
terreus codificada por el gen LovD y que tiene una secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2.
Esta enzima puede utilizar un tioéster para acilar regioespecificamente el grupo hidroxilo C8 de la monacolina J o la
6-hidroxi-6-des-metil monacolina J a fin de producir simvastatina o huvastatina. Véase, por ejemplo, Xie et al., 2006,
"Biosynthesis of Lovastatin Analogs with a Broadly Specific Aciltransferase", Chem. Biol. 13:1161-1169.

"Secuencia codificante" se refiere a aquella porciéon de un acido nucleico o polinucleétido (por ejemplo, un
gen, ARNm, ADNc, etc.) que codifica un péptido o polipéptido.

"De origen natural" o "de tipo silvestre" se refiere a la forma de un material o sustancia tal como se
encuentra en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia polipeptidica o polinuclectidica de origen natural o de tipo
silvestre es una secuencia presente en un organismo que puede aislarse a partir de una fuente en la naturaleza y
gue no ha sido modificada por manipulacion humana.

"Recombinante”, cuando se utiliza con referencia, por ejemplo, a una célula, un acido nucleico o un
polipéptido, se refiere a un material, 0 a un material correspondiente a la forma natural o nativa del material, que ha
sido modificado de manera que exista en la naturaleza, o sea idéntico a un material que existe en la naturaleza, pero
que se produce o se deriva de materiales sintéticos y/o de materiales naturales que han sido manipulados de alguna
manera. Los ejemplos no limitativos incluyen, entre otros, células obtenidas por ingenieria genética para que
expresen secuencias de acidos nucleicos que no se encuentran dentro de las formas nativas (ho recombinantes) de
la célula, o que expresen genes nativos que se encuentran dentro de la forma no recombinante de la célula a niveles
que difieren de sus niveles de expresion nativos.

"Porcentaje de identidad de secuencia", "porcentaje de identidad" y/o "por ciento idéntico/a" se utilizan en el
presente documento para referirse a las comparaciones entre secuencias polinucleotidicas o secuencias
polipeptidicas, y se determina comparando dos secuencias Optimamente alineadas sobre una ventana de
comparacion, en la que la porcion de la secuencia polinucleotidica o polipeptidica en la ventana de comparacion
puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) en comparacion con la secuencia de referencia a fin de
efectuar un alineamiento Optimo. El porcentaje de identidad se calcula dividiendo el numero de porciones
coincidentes en la ventana de comparaciéon por el nimero total de posiciones en la ventana de comparacion y
multiplicando por 100. El niumero de posiciones coincidentes en la ventana de comparacion es la suma del nimero
de posiciones del polinucleétido o polipéptido de comparacion en la ventana que son idénticas en secuencia con
respecto al polinucleétido o polipéptido de referencia y el nimero de posiciones del polinucledtido o polipéptido de
referencia en la ventana de comparacion que se alinean con un hueco en el polinucleétido o polipéptido de
comparacion. La determinacién del alineamiento 6ptimo y el porcentaje de identidad de secuencia se realiza
utilizando los algoritmos BLAST y BLAST 2.0 (véase, por ejemplo, Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410 y
Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402). El software para realizar el analisis BLAST esta a
disposicién del pablico a través del sitio web del National Center for Biotechnology Information.

En resumen, el andlisis BLAST implica en primer lugar identificar pares de secuencias de alta puntuacion
(HSP) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia problema, que coincidan con o satisfagan alguna
puntuacién umbral de valor positivo T cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia de
la base de datos. T se conoce como umbral de puntuacion de la palabra vecina (Altschul et al., 1990, supra). Estos
aciertos de palabra vecina iniciales actian como semillas para iniciar busquedas para encontrar HSP mas largos que
los contienen. A continuacién, los aciertos de palabras se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada
secuencia tanto como pueda aumentarse la puntuacion acumulativa de alineamiento. Las puntuaciones
acumulativas se calculan utilizando, para secuencias de nucledtidos, los parametros M (puntuacion de recompensa
para un par de residuos coincidentes; siempre > 0) y N (puntuacion de penalizacion para residuos no coincidentes;
siempre < 0). Para las secuencias de aminoacidos, se utiliza una matriz de puntuacion para calcular la puntuacién
acumulativa. La extension de los aciertos de palabras en cada direccion se detiene cuando: la puntuacion
acumulativa de alineamiento disminuye en la cantidad X de su valor maximo alcanzado; la puntuacion acumulativa
llega a cero o por debajo, debido a la acumulacion de uno o més alineamientos de residuos de puntuacion negativa;
o0 se alcanza el final de cualquier secuencia. Los pardmetros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la
sensibilidad y velocidad del alineamiento. El programa BLASTN (para las secuencias de nucleétidos) utiliza por
defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, M =5, N = -4, y una comparacioén de ambas



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 252472513

cadenas. Para las secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP utiliza por defecto una longitud de palabra (W)
de 3, una expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuacion BLOSUM®62 (véase Henikoff y Henikoff, 1989, Proc. Nat'l
Acad. Sci. EE.UU. 89:10915). Se dispone de numerosos otros algoritmos que funcionan de manera similar a BLAST
que proporcionan un porcentaje de identidad entre secuencias.

El alineamiento 6ptimo de secuencias para la comparacién puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante el
algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, 1981, Adv. Appl. Math. 2:482, mediante el algoritmo de
alineamiento de homologia de Needleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48:443, mediante el método de blsqueda
de similitud de Pearson y Lipman, 1988, Proc. Nat'| Acad. Sci. EE.UU. 85:2444, mediante aplicaciones
informatizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el GCG Wisconsin Software Package) o
mediante inspeccidn visual (véase en general, Current Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel et al., eds.,
Current Protocols, una empresa conjunta entre Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc., 1995,
suplemento).

Ademas, la determinacion del alineamiento de secuencias y del porcentaje de identidad de secuencia
puede emplear los programas BESTFIT o GAP en el paquete GCG Wisconsin Software (Accelrys, Madison WI),
utilizando los parametros por defecto proporcionados.

"Secuencia de referencia" se refiere a una secuencia especificada con la que se compara otra secuencia.
Una secuencia de referencia puede ser un subconjunto de una secuencia mas grande, por ejemplo, un segmento de
una secuencia polipeptidica o de un gen de longitud completa. En general, una secuencia de referencia tiene al
menos 20 residuos de aminoacidos o nucleétidos de longitud, al menos 25 residuos de longitud, al menos 50
residuos de longitud o la longitud completa del polipéptido o &cido nucleico. Dado que dos polinucleétidos o
polipéptidos pueden cada uno (1) comprender una secuencia (es decir, una porcion de la secuencia completa) que
sea similar entre las dos secuencias, y (2) pueden comprender adicionalmente una secuencia que sea divergente
entre las dos secuencias, las comparaciones de secuencias entre dos (0 mas) polinucledtidos o polipéptidos se
realizan por lo general comparando las secuencias de los dos polinucledtidos sobre una ventana de comparacion
para identificar y comparar las regiones locales de similitud de secuencia.

La expresion "secuencia de referencia" no pretende limitarse a las secuencias de tipo silvestre, y puede
incluir secuencias modificadas, variantes y/u obtenidas por ingenieria genética.

"Ventana de comparacién” se refiere a un segmento conceptual de al menos aproximadamente 20 residuos
de aminoacidos o posiciones de nucleétidos contiguos en el que puede compararse una secuencia con una
secuencia de referencia de al menos 20 aminoacidos o nucledétidos contiguos y en el que la porcién de la secuencia
en la ventana de comparacién puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) de un 20 por ciento o
menos en comparacién con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para un
alineamiento Optimo de las dos secuencias. La ventana de comparacion puede tener una longitud superior a 20
residuos contiguos, e incluye, opcionalmente 30, 40, 50, 100, o ventanas mas largas.

"Identidad sustancial" se refiere a una secuencia polinucleotidica o polipeptidica que tiene al menos
aproximadamente un 80% de identidad de secuencia con una secuencia de referencia. En muchas formas de
realizacién, las secuencias que comparten "identidad sustancial" seran al menos un 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98%, o incluso un 99% idénticas a la secuencia de referencia.

La expresion "correspondiente a", "referencia a" o "relativa/s a" cuando se utiliza en el contexto de la
numeracion de una secuencia polinucleotidica o secuencia de aminoacidos dada se refiere a la numeracion de los
residuos de una secuencia de referencia especificada cuando la secuencia polinucleotidica o secuencia de
aminoacidos dada se compara con la secuencia de referencia especifica. En otras palabras, el nimero de residuo o
la posicion de residuo de un determinado polimero se indica con respecto a la secuencia de referencia mas que por
la posicién numérica real de ese residuo dentro de la secuencia polinucleotidica o de aminoacidos dada. Por
ejemplo, una secuencia de aminoacidos dada, tal como la de un polipéptido LovD variante, puede alinearse con una
secuencia de referencia introduciendo huecos para optimizar las coincidencias de residuos entre las dos secuencias.
En estos casos, aunque hay huecos presentes, la nhumeracion del residuo en la secuencia polinucleotidica o de
aminoacidos dada se hace con respecto a la secuencia de referencia con la que se ha alineado.

"Mayor actividad catalitica”, cuando se utiliza en el contexto del polipéptido LovD variante descrito en el
presente documento, se refiere a un polipéptido LovD que presenta un aumento de la conversion de sustrato (por
ejemplo monacolina J o una sal de la misma) en producto (por ejemplo simvastatina o una sal de la misma) en
comparacion con un polipéptido LovD de referencia, tal como se mide en un ensayo in vitro o in vivo. El origen del
aumento de la actividad catalitica no es crucial. Por lo tanto, el aumento podria deberse a cambios en una o mas de
Km, Vmax 0 Kcar 0 deberse a una menor inhibicion del sustrato. En algunas formas de realizacion, para fines
comparativos, la actividad catalitica puede expresarse oportunamente en términos del porcentaje de sustrato
convertido en producto por unidad de enzima en un periodo de tiempo especificado. Las enzimas que convierten un
mayor porcentaje de sustrato en producto por unidad por periodo de tiempo que una enzima de referencia ensayada
en condiciones idénticas tienen mayor actividad catalitica en comparacién con la enzima de referencia.
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Los métodos y ensayos para medir la actividad catalitica de enzimas son conocidos en la técnica. Los
ejemplos especificos Utiles para los polipéptidos LovD se proporcionan en la seccién de Ejemplos. Para los ensayos
comparativos llevados a cabo con lisados celulares en bruto, deben utilizarse células hospedadoras y sistemas de
expresion idénticos. Ademas, deben determinarse el nimero de células y la cantidad de polipéptido LovD en cada
preparacién, como se conoce en la técnica.

"Termoestable" o "térmicamente estable" en el contexto de los polipéptidos LovD se refiere a polipéptidos
LovD variantes que conservan al menos aproximadamente un 50% de su actividad catalitica cuando se exponen a
una temperatura de 30°C durante un periodo de 3 horas en comparacion con la actividad catalitica presentada por
ese polipéptido LovD variante a 25°C en las mismas condiciones de reaccion.

"Residuo” se refiere a un aminoacido cuando se utiliza en el contexto de los polipéptidos y un nucleétido
cuando se utiliza en el contexto de los polinucledtidos.

"Aminoacido o residuo hidréfilo" se refiere a un aminoacido que tiene una cadena lateral que presenta una
hidrofobicidad inferior a cero segun la escala de hidrofobicidad consenso normalizada de Eisenberg et al., 1984, J.
Mol. Biol. 179:125-142. Los aminodcidos hidréfilos codificados genéticamente incluyen Thr (T), Ser (S), His (H), Glu
(E), Asn (N), GIn (Q), Asp (D), Lys (K) y Arg (R).

"Aminoécido o residuo &cido" se refiere a un aminoacido hidréfilo que tiene una cadena lateral que presenta
un valor de pKa inferior a aproximadamente 6 cuando el amino&cido esté incluido en un péptido o polipéptido. Los
aminoé&cidos é&cidos tienen por lo general cadenas laterales cargadas negativamente a pH fisiolégico debido a la
pérdida de un ion hidrogeno. Los aminoacidos &cidos codificados genéticamente incluyen Glu (E) y Asp (D).

"Aminoéacido residuo o basico" se refiere a un aminoacido o residuo hidréfilo que tiene una cadena lateral
gue presenta un valor de pKa superior a aproximadamente 6 cuando el aminoacido esta incluido en un péptido o
polipéptido. Los aminoacidos basicos tienen por lo general cadenas laterales cargadas positivamente a pH fisiol6gico
debido a la asociacion con un ion hidronio. Los aminoacidos basicos codificados genéticamente incluyen Arg (R), His
(H) y Lys (K).

"Aminoé&cido o residuo polar" se refiere a un aminoacido hidrofilo que tiene una cadena lateral que no esta
cargada a pH fisiolégico, pero que tiene al menos un enlace en el que el par de electrones compartidos en comun
por dos atomos se mantiene mas cerca de uno de los a&tomos. Los aminoacidos polares codificados genéticamente
incluyen Asn (N), GIn (Q), Ser (S) y Thr (T).

"Aminoé&cido o residuo hidréfobo" se refiere a un aminoéacido que tiene una cadena lateral que presenta una
hidrofobicidad superior a cero segun la escala de hidrofobicidad consenso normalizada de Eisenberg et al., 1984, J.
Mol. Biol. 179:125-142. Los aminoécidos hidréfobos codificados genéticamente incluyen Pro (P), lle (1), Phe (F), Val
(V), Leu (L), Trp (W), Met (M), Ala (A) y Tyr (Y).

"Aminoacido o residuo aroméatico" se refiere a un aminoacido hidrofilo o hidréfobo que tiene una cadena
lateral que incluye al menos un anillo aromatico o heteroaromatico. Los aminoacidos arométicos codificados
genéticamente incluyen Phe (F), Tyr (Y) y Trp (W). Debido a la pKa de su nitrégeno del anillo heteroaromatico, His
(H) se clasifica en el presente documento como residuo hidréfobo o basico. Se clasifica adicionalmente como
residuo aromatico debido a su cadena lateral heteroaromatica.

"Aminoé&cido o residuo restringido" se refiere a un aminoacido que tiene una geometria restringida. En el
presente documento, los residuos restringidos incluyen Pro (P).

"Aminoacido o residuo no polar" se refiere a un aminoacido hidr6fobo que tiene una cadena lateral que no
esta cargada a pH fisiologico y que tiene enlaces en los que el par de electrones compartidos en comudn por dos
atomos es mantenido generalmente por igual por cada uno de los dos atomos (es decir, la cadena lateral no es
polar). Los aminoacidos no polares codificados genéticamente incluyen Gly (G), Leu (L), Val (V), lle (1), Met (M) y Ala

(A).

"Aminoécido o residuo alifatico” se refiere a un aminoacido o residuo hidréfobo que tiene una cadena lateral
hidrocarbonada alifatica. Los aminoacidos alifaticos codificados genéticamente incluyen Ala (A), Val (V), Leu (L) e lle

).

La cisteina es inusual, ya que puede formar puentes disulfuro con otros residuos de Cys u otros
aminoacidos que contienen sulfanilo o sulfhidrilo. Los "residuos de tipo cisteina" incluyen cisteina y otros
aminoacidos que contengan restos sulfhidrilo que estan disponibles para la formacién de puentes disulfuro. La
capacidad de Cys (y otros aminoacidos con cadenas laterales que contengan grupos -SH) de existir en un
polipéptido, bien en la forma reducida con grupos -SH libres o bien en la forma oxidada con puentes disulfuro influye
en si contribuye al caracter hidréfobo o hidréfilo neto del polipéptido. Aunque Cys presenta una hidrofobicidad de
0,29 segun la escala consenso normalizada de Eisenberg (Eisenberg et al., 1984, supra), debe entenderse que para
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los fines de la presente descripcion, Cys se clasifica en su propio grupo unico.

"Aminoacido o residuo pequefio” se refiere a un aminoacido que tiene una cadena lateral que se compone
de un total de tres o menos carbonos y/o heteroatomos (excepto el a-carbono y los hidrégenos). Los aminoéacidos o
residuos pequefios pueden clasificarse adicionalmente como aminoacidos o residuos pequefios alifaticos, no
polares, polares o acidos, segun las definiciones anteriores. Los aminoacidos pequefios codificados genéticamente
incluyen Ala (A), Val (V), Cys (C), Asn (N), Ser (S), Thr (T) y Asp (D).

"Aminoacido o residuo que contiene hidroxilo" se refiere a un aminoacido que contiene un resto hidroxilo
(-OH). Los aminoacidos que contienen grupos hidroxilo codificados genéticamente incluyen Ser (S) Thr (T) y Tyr (Y).

Sustituciones o mutaciones "conservadoras" de aminoacidos se refiere a aquellas sustituciones y
mutaciones en las que los residuos de aminoacidos de un polipéptido de referencia estan sustituidos con residuos de
aminoacidos que tienen propiedades fisicoquimicas similares. Las sustituciones y mutaciones consideradas
conservadoras son conocidas en la técnica. En algunas formas de realizacion, las sustituciones y mutaciones
conservadoras son aquellas en las que un aminoacido de una clase particular esta sustituido con otro aminoacido
dentro de esa misma clase (por ejemplo, alifatico — alifatico). A continuacion se proporcionan sustituciones
conservadoras ejemplares:

Residuo | Posibles mutaciones conservadoras
A, L,V,1 | Otro alifatico (A, L, V, I)
Otro no polar (A, L, V, |, G, M)

G, M Otro no polar (A, L, V, 1, G, M)

D, E Otro acido (D, E)

K, R Otro basico (K, R, H)
N, Q, S, T | Otro polar

W, F Otro aromatico (Y, W, F, H)

C, Ninguno

"Aislado” se refiere a una sustancia que se ha retirado de la fuente en la que se produce de forma natural.
No es necesario purificar una sustancia con el fin de aislarla. Por ejemplo, un polipéptido LovD variante producido
por recombinacion en una célula hospedadora se considera aislado cuando se retira o se libera de la célula. Un
polipéptido LovD variante contenido en una fraccién de lisado celular en bruto se considera "aislado" para los fines
de la presente descripcion.

"Purificado" se refiere a una sustancia que se ha liberado al menos parcialmente de contaminantes y otros
materiales que por lo general la acompafan. Las sustancias pueden purificarse en diversos grados. Una sustancia
es "sustancialmente pura" cuando una preparacibn o composicion de la sustancia contiene menos de
aproximadamente un 1% de contaminantes. Una sustancia es "esencialmente pura” cuando una preparacion o
composicion de la sustancia contiene menos de aproximadamente un 5% de contaminantes. Una sustancia es
"pura" cuando una preparacion o composicion de la sustancia contiene menos de aproximadamente un 2% de
contaminantes. Para las sustancias que estan "purificadas a homogeneidad"”, no pueden detectarse contaminantes
con los métodos analiticos convencionales.

4.3. Polipéptidos variantes de LovD

Como se ha analizado en la seccidon Antecedentes, el polipéptido codificado por el gen LovD de A. terreus
es una aciltransferasa que cataliza la Ultima etapa de la biosintesis de la lovastatina. Esta aciltransferasa LovD tiene
una amplia especificidad de sustrato hacia el transportador de acilo, el sustrato acilo y el aceptor decalina (véase,
por ejemplo, Xie et al., 2006, Chem. Biol. 12:1161-1169) de manera que la enzima puede utilizarse para transferir
grupos acilo de cosustratos tioéster a decalinas tales como monacolina J y 6-hidroxi-6-desmetil monacolina J para
producir compuestos de estatina terapéuticamente importantes. En la figura 1 (zona encuadrada) se ilustra una
reaccion ejemplar. Como se ilustra en esta figura 1, la aciltransferasa LovD transfiere cataliticamente el grupo
a-dimetilbutirilo del tioéster (14) a la monacolina J (12) para producir simvastatina (16), por lo que es una diana
atractiva para la preparacion de esta estatina farmacéuticamente importante.

A pesar de sus propiedades cataliticas atractivas, los intentos de utilizar la aciltransferasa LovD de A.
terreus aislada y determinados mutantes de la misma in vitro para la produccion de simvastatina no han tenido
mucho éxito. La estabilidad, la solubilidad, el plegamiento anémalo, la agregaciéon y la velocidad de reaccién
resultaron problematicos (véanse, por ejemplo, Xie y Tang, 2007, AppIn. Environ. Microbiol. 73:2054-2060; Xie et al.,
2009, Biotech. Bio. Eng. 102:20-28).

La presente descripcion proporciona polipéptidos LovD variantes que, al igual que la aciltransferasa LovD
de tipo silvestre de A. terreus (SEQ ID NO: 2), transfieren cataliticamente un grupo acilo de un cosustrato tioéster a
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la monacolina J (o sus analogos o derivados) para producir simvastatina. Estas variantes incluyen mutaciones en las
posiciones especificadas y presentan una o mas propiedades mejoradas en comparacion con la aciltransferasa LovD
de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2.

Los expertos en la materia comprenderan que la lovastatina, la monacolina J y la simvastatina, asi como
sus analogos y derivados, pueden existir en diversas formas, incluidas formas de acido, éster, amida y lactona. Las
formas de acido, éster, amida y lactona también pueden estar en forma de sales. Las formas de acido (R =-OH),
éster (R = -O(alquilo)), amida (R = -N(alquilo);) y lactona de estos compuestos se ilustran mas adelante. A menos
que se indique lo contrario, "lovastatina" tal como se utiliza en el presente documento incluye las formas de acido,
éster, amida, lactona y sal, "monacolina J" tal como se utiliza en el presente documento incluye las formas de éacido,
éster, amida, lactona y sal, y "simvastatina" tal como se utiliza en el presente documento incluye las formas de acido,
éster, amida, lactona y sal. Estas formas pueden utilizarse en los métodos descritos en el presente documento.

,-\OH “\OH .\\OH
W
Lactona de monacolina J Lactona de simvastatina
(o) R
WOH
HO
oy
Acido, amida o éster de Acido, amida o éster de Acido, amida o éster de
lovastatina monacolina J simvastatina

Los experimentos de mutacion llevados a cabo con la aciltransferasa LovD de A. terreus de tipo silvestre
revelaron que las mutaciones en las posiciones especificadas se correlacionan con las mejoras en las propiedades
de actividad catalitica, estabilidad térmica, estabilidad en condiciones de lisis celular y agregacion. También se
descubrid que podrian incorporarse diversas mutaciones en determinadas posiciones que, aunque no proporcionan
una propiedad mejorada identificable, no influyen perjudicialmente en las propiedades globales del polipéptido.
Todas estas diversas mutaciones, asi como mutaciones conservadoras opcionales adicionales, pueden utilizarse en
solitario y/o en combinaciones para producir polipéptidos variantes de LovD con propiedades especificadas. Cabe
destacar que, a diferencia de la aciltransferasa LovD de A. terreus de tipo silvestre, los polipéptidos LovD variantes
descritos en el presente documento pueden aislarse y utilizarse en sistemas de reaccion in vitro para producir
compuestos de estatina terapéuticamente importantes.

Las mutaciones de la aciltransferasa LovD de A. terreus de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2 que se ha
descubierto se correlacionan con una mayor actividad catalitica incluyen, pero no se limitan a, A123P, M157V,
S164V, S172N, L174F, A178L, N191G, L192I, A247S, R250K, S256T, A261H, G275S, Q297G, L361M, V370l y
N391S.

Las mutaciones de la aciltransferasa LovD de A. terreus de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2 que se ha
descubierto se correlacionan con una mayor estabilidad térmica incluyen, pero no se limitan a, Q241M, A261H,
Q295R y Q412R.

Las mutaciones de la aciltransferasa LovD de A. terreus de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2 que se ha
descubierto se correlacionan con una menor agregacion incluyen, pero no se limitan a, N43R, D96R y H404K.

Las mutaciones de la de aciltransferasa LovD de A. terreus de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2 que se ha
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descubierto se correlacionan con una mayor estabilidad enzimatica en condiciones de lisis celular incluyen, pero no
se limitan a, C40R, C60R y D245E.

Las posiciones dentro de la aciltransferasa LovD de A. terreus de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2 que
pueden mutarse sin efectos perjudiciales incluyen, pero no se limitan a, 14N, A9V, K26E, R28K, R28S, 135L, C40A,
C40V, C40F, S41R, N43Y, C60F, C60Y, C60N, C60H, S109C, S142N, Al184T, A184V, N191S, A261T, A261E,
A261V, L292R, Q297E, L355M, A377V, A383V, N391D y H404R.

Una clase importante de polipéptidos LovD variantes incluye polipéptidos LovD que presentan una mayor
actividad catalitica en comparacion con la aciltransferasa LovD de A. terreus de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2. Se
ha descubierto que incluir un mayor nimero de mutaciones aumenta la actividad catalitica del polipéptido LovD.
Como se ilustra mediante las formas de realizacion ejemplares de los polipéptidos LovD variantes proporcionados en
la Tabla 1, infra, pueden seleccionarse combinaciones de mutaciones a partir de las identificadas anteriormente para
obtener polipéptidos LovD variantes con propiedades cataliticas especificadas y otras propiedades. En la Tabla 1,
las mutaciones indicadas son relativas a la SEQ ID NO: 2 y la Actividad Relativa es relativa a la actividad de la
aciltransferasa LovD de tipo silvestre de A. terreus. Las condiciones utilizadas para el ensayo de actividad se
proporcionan en la seccién de Ejemplos.

Tabla 1
VARIANTE Mutaciones Actividad
NO Relativa
120 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; L361M:; +
4 135L; A123P; L174F; A178L; N191S; A247S: L361M; T
6 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; G275S; L361M: T
8 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; R250K; L361M: +
10 A123P; L174F: A178L; N191S; A247S; Q297E; L361M; +
12 R28K; A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; L361M: T
14 A123P; L174F; A178L; A184T; N191S; A247S; L361M; T
16 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; Q297E; L361M; T
18 A123P; L174F; A178L; N191S; L192; A247S; L361M:; +
20 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; R250K; L361M: +
22 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; A261E; L361M: T
24 A123P; L174F; A178L: N191S; A247S; L361M: HA04R: T
26 K26E; A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; L361M: T
28 A123P; S172N; L174F; A178L; N191S; A247S; G275S: L361M: -
30 A123P; M157V; S172N; L174F; A178L; N191S; A247S; G275S; L361M:; s
32 A123P; L174F; A178L; N191G; A247S:; G275S; L361M: T
34 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S: G275S; L335M; L361M: n
36 A123P; L174F; A178L: N191S; A247S; G275S; L361M: HA04K: n
38 A123P; L174F; A178L; A184V: N191S; A247S: G275S: L361M: n
40 D96R; A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; G275S; L361M: n
42 A123P; L174F; A178L; N191G; A247S; G275S; L361M: T
44 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S: G275S; L335M; L361M: T
46 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; G275S; L292R; L361M: n
A123P; L174F: AL78L; N191S; L192I; A247S; R250K; G275S; Q297E:
48 L361M: i
50 A123P; L174F; A178L; N191S; L192I; A247S; R250K; G275S; L361M: s
- K26E; C40R; N43Y; A123P; L174F; A178L; N191S; L192I; A247S; o
G275S; L361M:
- E;ng CA4O0R; AL23P; L174F; AL78L; N191S; L192I; A247S; G2758; o
56 K26E; A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; G275S; L361M: n
o5 A9V: K26E: A123P; M157V; S172N: L174F; A178L: N191S; L192I; s
A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M; A383V:
60 K26E; A123P; M157V; S172N; L174F; A178L; N191S; L192I; A247S; s
R250K: G275S; L361M:
A123P; M157V; S172N: L174F; A178L; N191G; A247S; G275S; L335M;
62 L361M: A
o4 N43R: D96R; A123P; M157V: S172N; L174F; A178L; N191S; A247S; -
G275S; L361M; H404K;
66 A9V: K26E; A123P; M157V; S172N; L174F; A178L; N191S; L192I; s
A247S; R250K; S256T; G275S; Q297E; L361M; A383V:
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68

A9V, K26E; S41R; A123P; M157V; S172N; L174F; A178L; N191S;
L192I; A247S; R250K; A261V; G275S; Q297E; L361M; A383V,

+++

70

A9V; K26E; R28K; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L,;
N191G; L192I; Q241M; A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M; V370I;
A383V;

+++

72

A9V; K26E; R28K; C40R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F;
A178L; N191G; L192l; Q241M; A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M;
V370I; A383V;

+++

74

A9V; K26E; R28K; C40R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F;
A178L; N191G; L192I; Q241M; A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M,;
V370I; A383V;

+++

76

A9V; K26E; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; N191G;
L1921, A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M; V370I; A377V; A383V,

+++

78

A9V; K26E; N43R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L;
N191G; L192I; Q241M; A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M; V370,
A383V; H404K;

++++

80

A9V, K26E; N43R; D96R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F,
A178L; N191G; L192I; Q241M; A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M,;
V370l; A383V; H404K;

++++

82

A9V; K26E; D96R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L;
N191G; L192I; Q241M; A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M; V370,
A383V;

++++

84

A9V, K26E; D96R; A123P; M157V; S172N; L174F; A178L; N191G;
L192I; Q241M; A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M,; V370I; A383V;

+++

86

A9V, K26E; N43R; D96R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F,
A178L; N191G; L192I; A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M; V370,
A383V; H404K;

+++

88

A9V; K26E; N43R; D96R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F;
A178L; N191G; L192I; Q241M; A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M,;
V370l; A383V,

++++

90

A9V, K26E; R28S; N43R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F,;
A178L; N191G; L192I; Q241M; A247S; R250K; D254E; G275S; Q297E,;
L361M; V370I; A383V; H404K;

++++

92

A9V; K26E; N43R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L;
N191G; L192I; Q241M; A247S; R250K; A261V; G275S; Q295R; Q297E;
L361M; V370I; A383V; H404K; Q412R,;

++++

94

A9V, K26E; N43R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L;
N191G; L192I; Q241M; A247S; R250K; A261V; G275S; Q297E; L361M,;
V370l; A383V; H404K;

++++

96

A9V; K26E; N43R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L;
N191G; L192I; Q241M; A247S; R250K; A261V; G275S; Q295R; Q297E;
L361M; V370I; A383V; N391D; H404K;

++++

98

A9V, K26E; N43R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L;
N191G; L192I; Q241M; A247S; R250K; S256T; A261V; G275S; Q297G,;
L361M,; V370I; A383V; N391S; H404K;

++++

100

A9V; K26E; N43R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L;
N191G; L1921, Q241M; A247S; R250K; S256T; A261V; G275S; Q297G;
L361M; V370I; A383V; N391S; H404K;

++++

110

14N; A9V; K26E; R28S; N43R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F,
A178L; N191G; L192I; Q241M; A247S; R250K; D254E; S256T; A261H;
G275S; Q297G; L361M; V370I; A383V; N391S; H404K;

++++

112

14N; A9V; K26E; R28S; N43R; S109C; A123P; M157V; S164G; S172N;
L174F; A178L; N191G; L192I; Q241M; A247S; R250K; S256T; A261H;
G275S; Q295R; Q297G; L361M; V370I; A383V; N391S; H404K; Q412R;

++++

114

14N; AQV; K26E; R28S; I135L; N43R; D96R; A123P; M157V; S164G,;
S172N; L174F; A178L; N191G; L192I; Q241M; A247S; R250K; S256T;
A261H; G275S; Q297G; L335M; L361M; V370I; A383V; N391S; H404K;

++++

116

14N; A9V; K26E; R28S; I35L; N43R; D96R; S109C; A123P; M157V;
S164G; S172N; L174F; A178L; N191G; L192l; Q241M; A247S; R250K;
S256T; A261H; G275S; Q297G; L335M; L361M; V370I; A383V; N391S;
H404K;

++++
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14N; A9V; K26E; R28S; I135L; C40R; N43R; C60R; D96R; S109C;
A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; N191G; L192I; Q241M;
A247S; R250K; D254E; S256T,; A261H; G275S; Q297G; L335M;
L361M; V370I; A383V; N391S; H404K;

118 ++++

En la Tabla 1, las variantes con una actividad relativa de "+" presentaron una actividad aproximadamente
10 a 50 veces mayor que el tipo silvestre; las variantes con una actividad relativa de "++" presentaron una actividad
aproximadamente 50 a 100 veces mayor que el tipo silvestre; las variantes con una actividad relativa de "+++"
presentaron una actividad aproximadamente 100 a 500 veces mayor que el tipo silvestre; y las variantes con una
actividad relativa de "++++" presentaron una actividad aproximadamente 500 a 2.000 veces mayor que el tipo
silvestre.

En algunas formas de realizacion de la descripcion, las mutaciones estan seleccionadas de entre las
identificadas anteriormente para producir polipéptidos LovD variantes que presentan una actividad catalitica al
menos dos veces mayor que la LovD de A. terreus de tipo silvestre. Tales polipéptidos LovD variantes tienen
secuencias de aminoacidos que corresponden a la SEQ ID NO: 2, pero incluyen al menos las siguientes dos
mutaciones: L174F y A178L, y opcionalmente de una a aproximadamente 30 mutaciones adicionales seleccionadas
de entre las diversas mutaciones identificadas anteriormente, y opcionalmente de aproximadamente una a 20
mutaciones conservadoras adicionales.

En algunas formas de realizacion de la descripcion, las mutaciones estan seleccionadas de entre las
identificadas anteriormente para producir polipéptidos LovD variantes que presentan una actividad catalitica al
menos aproximadamente 10 veces mayor que la LovD de A. terreus de tipo silvestre. Tales polipéptidos LovD
variantes tienen secuencias de aminoacidos que corresponden a la SEQ ID NO: 2, pero incluyen al menos las
siguientes mutaciones: A123P, L174F, A178F, N191 (S o G), A247S y L361M, y de cero a aproximadamente 26
mutaciones adicionales seleccionadas de entre las diversas mutaciones identificadas anteriormente, y
opcionalmente de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mutaciones conservadoras adicionales. Los
polipéptidos LovD variantes ejemplares especificos se proporcionan en la Tabla 1.

En algunas formas de realizaciéon de la descripcion, los polipéptidos LovD variantes tienen secuencias de
aminoacidos que corresponden a los polipéptidos LovD variantes de la Tabla 1 e incluyen una o mas sustituciones
conservadoras de aminodcidos, por lo general en posiciones de residuos que no estan mutadas en comparacion con
la SEQ ID NO: 2. En algunas formas de realizacion de la descripcién, el nimero de sustituciones conservadoras de
aminoéacidos esta seleccionado de manera que la secuencia de un polipéptido LovD variante especifico conserve al
menos aproximadamente un 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con el polipéptido LovD variante de referencia especifico.

Las mutaciones identificadas anteriormente, junto con los polipéptidos LovD variantes ejemplares
especificos proporcionados en la Tabla 1, pueden utilizarse para crear polipéptidos LovD variantes que tengan
propiedades especificas. Por ejemplo, pueden obtenerse polipéptidos LovD variantes con una mayor estabilidad
térmica que la aciltransferasa de A. terreus de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2 incluyendo una o mas de las
mutaciones identificadas anteriormente que se correlacionan con una mayor estabilidad térmica. "Mezclando y
haciendo coincidir" mutaciones de las diferentes categorias, pueden obtenerse facilmente polipéptidos LovD
variantes con mejoras en una o mas propiedades diferentes.

En algunas formas de realizacion de la descripcion, las mutaciones estan seleccionadas de manera que los
polipéptidos LovD variantes sean térmicamente estables.

En algunas formas de realizacion de la descripcion, las mutaciones estan seleccionadas de manera que los
polipéptidos LovD variantes sean mas estables frente a condiciones de lisis celular que la aciltransferasa de A.
terreus de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2. El aumento de la estabilidad a la lisis celular puede medirse
preincubando el lisado a una temperatura elevada (por ejemplo, de 35°C a 45°C) y hallando la actividad residual.

En algunas formas de realizacion de la descripcion, las mutaciones estan seleccionadas de manera que los
polipéptidos LovD variantes presenten menos agregacion que la aciltransferasa de A. terreus de tipo silvestre de la
SEQ ID NO: 2 como se determina, por ejemplo, en tampén trietanolamina 100 MM en un pH de 8 a 9 y a una
temperatura de 25°C.

Los expertos en la materia comprenderan que, en muchos casos, el polipéptido LovD variante de longitud
completa no es necesario para que la enzima conserve la actividad catalitica. Por consiguiente, se contemplan
analogos truncados y fragmentos cataliticamente activos de los polipéptidos LovD variantes. Por ejemplo, en
algunas formas de realizacion, pueden omitirse 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 aminoacidos. En formas de realizacion
adicionales, los polipéptidos LovD variantes incluyen polipéptidos truncados en los que pueden omitirse de 1 a 15

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 252472513

aminoacidos en el extremo N-terminal y pueden omitirse de 1 a 6 aminoacidos en el extremo C-terminal. Puede
evaluarse cualquier fragmento o analogo truncado especifico para la actividad catalitica utilizando los ensayos
proporcionados en la seccion de Ejemplos.

Asimismo, pueden afiadirse residuos de aminoacidos adicionales a uno o ambos extremos terminales sin
influir perjudicialmente en la actividad catalitica. Por consiguiente, aunque muchas formas de realizaciéon ejemplares
de los polipéptidos LovD variantes descritas en el presente documento contienen 413 residuos de aminoacidos,
también se contemplan analogos que incluyan de aproximadamente 1 a aproximadamente 434 aminoacidos
adicionales en uno o ambos extremos terminales. La secuencia adicional puede ser funcional o no funcional. Por
ejemplo, la secuencia adicional puede estar disefiada para facilitar la purificacién, actuar como marcador o realizar
alguna otra funcién. Por lo tanto, los polipéptidos LovD variantes de la descripcion pueden estar en forma de
polipéptidos de fusion en los que los polipéptidos LovD variantes (o fragmentos de los mismos) estan fusionados a
otros polipéptidos tales como, a modo de ejemplo y no de limitacién, marcadores anticuerpos (por ejemplo, epitopo
myc), secuencias de purificacion (por ejemplo, marcadores His para la unién a metales) y sefiales de localizacion
celular (por ejemplo, sefiales de secrecién).

Los polipéptidos LovD variantes pueden obtenerse por medios convencionales, incluidos la sintesis quimica
y la expresion recombinante. Los polinucleétidos y células hospedadoras Utiles para la expresion recombinante se
describen mas adelante. Los polipéptidos LovD variantes obtenidos por medios sintéticos pueden incluir
aminoacidos codificados no genéticamente, como se conoce en la técnica. Los aminoacidos no codificados
comunmente encontrados que pueden incluirse en los polipéptidos LovD variantes sintéticos incluyen, pero no se
limitan a: acido 2,3-diaminopropiénico (Dpr); acido a-aminoisobutirico (Aib); acido e-aminohexanoico (Aha); acido
d-aminovalérico (Ava); N-metilglicina o sarcosina (MeGly o Sar); ornitina (Orn); citrulina (Cit); t-butilalanina (Bua);
t-butilglicina (Bug); N-metilisoleucina (Melle); fenilglicina (Phg); ciclohexilalanina (Cha); norleucina (Nle); naftilalanina
(Nal); 2-clorofenilalanina (Ocf); 3-clorofenilalanina (Mcf); 4-clorofenilalanina (Pcf); 2-fluorofenilalanina (Off);
3-fluorofenilalanina  (Mff); 4-fluorofenilalanina  (Pff); 2-bromofenilalanina (Obf); 3-bromofenilalanina (Mbf);
4-bromofenilalanina (Pbf); 2-metilfenilalanina (Omf); 3-metilfenilalanina (Mmf); 4-metilfenilalanina (Pmf);
2-nitrofenilalanina (ONF);  3-nitrofenilalanina  (Mnf);  4-nitrofenilalanina  (Pnf);  2-cianofenilalanina  (Ocf);
3-cianofenilalanina (Mcf); 4-cianofenilalanina (Pcf); 2-trifluorometilfenilalanina (Otf); 3-trifluorometilfenilalanina (Mtf);
4-trifluorometilfenilalanina (Ptf); 4-aminofenilalanina (Paf); 4-yodofenilalanina (Pif); 4-aminometilfenilalanina (Pamf);
2,4-diclorofenilalanina (Opef); 3,4-diclorofenilalanina (Mpcf); 2,4-difluorofenilalanina (Opff); 3,4-difluorofenilalanina
(Mpff); pirid-2-ilalanina (2pAla); pirid-3-ilalanina (3pAla); pirid-4-ilalanina (4pAla); naft-1-ilalanina (1nAla);
naft-2-ilalanina (2nAla); tiazolilalanina (taAla); benzotienilalanina (bAla); tienilalanina (tAla); furilalanina (fAla);
homofenilalanina (hPhe); homotirosina (hTyr); homotriptéfano (hTrp); pentafluorofenilalanina (5ff); stirilkalanina
(sAla); autrilalanina (aAla); 3,3-difenilalanina (Dfa); acido 3-amino-5-fenilpentanoico (Afp); penicilamina (Pen); acido
1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilico  (Tic); B-2-tienilalanina  (Thi); sulféxido de metionina (Mso);
N(w)-nitroarginina (nArg); homolisina (hLys); fosfonometilfenilalanina (pm-Phe); fosfoserina (pSer); fosfotreonina
(pThr); &cido homoaspartico (hAsp); &cido homoglutamico (hGlu); acido 1-amino-ciclopent-(2 6 3)-eno-4 carboxilico;
acido pipecdlico (PA), acido acetidina-3-carboxilico (ACA); acido 1-aminociclopentano-3-carboxilico; alilglicina (aOly);
propargilglicina (pgGly); homoalanina (hAla); norvalina (nVal); homoleucina (hLeu), homovalina (hVal);
homoisoleucina (hlle); homoarginina (hArg); N-acetil lisina (AcLys); acido 2,4-diaminobutirico (Dbu); &cido
2,3-diaminobutirico (Dab); N-metilvalina (MeVal); homocisteina (hCys); homoserina (hSer); hidroxiprolina (Hyp) y
homoprolina (hPro). Los aminoacidos no codificados adicionales de los cuales pueden estar compuestos los
polipéptidos descritos en el presente documento resultaran evidentes para los expertos en la materia (véanse, por
ejemplo, los diversos aminoacidos proporcionados en Fasman, 1989, CRC Practical Handbook of Biochemistry and
Molecular Biology, CRC Press, Boca Raton, FL, en las pags. 3-70 y las referencias citadas en el mismo). Estos
aminoéacidos pueden estar en la configuracion L o D y resultan preferentes en la configuracion L.

Cuando se utilizan, estos aminoacidos no codificados se seleccionan generalmente de manera que sean
sustituciones conservadoras en comparacion con la secuencia de referencia. Los aminoacidos no codificados
pueden proporcionar a los polipéptidos LovD variantes propiedades mejoradas, tales como, por ejemplo, mayor
solubilidad en disolventes deseados, mayor estabilidad a las proteasas, etc. Tales aminoacidos no codificados se
incluirdn por lo general sélo en algunas posiciones de residuos, por ejemplo, de manera que mas de un 98% 06 99%
del polipéptido LovD variante se componga de aminoacidos codificados genéticamente.

4.4. Acidos nucleicos

En otro aspecto, la presente descripcion proporciona polinucleétidos que codifican los polipéptidos LovD
variantes. Los polinucledtidos pueden estar unidos operativamente a una 0 mas secuencias reguladoras que
controlan la expresion génica para crear un polinucledtido recombinante capaz de expresar el polipéptido LovD
variante. Los constructos de expresién que comprenden una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido
LovD variante pueden introducirse en células hospedadoras apropiadas para que expresen el polipéptido LovD
variante correspondiente.

Gracias al codigo genético conocido, la disponibilidad de una secuencia polipeptidica proporciona una
descripcion de todos los polinucleétidos capaces de codificar ese polipéptido. La degeneracion del codigo genético
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produce un numero extremadamente grande de acidos nucleicos que codifican un polipéptido LovD variante
especifico. Por lo tanto, habiendo identificado una secuencia polipeptidica particular, los expertos en la materia
podrian fabricar multitud de diferentes acidos nucleicos que codifiquen esa secuencia polipeptidica simplemente
modificando la secuencia de uno o mas codones de una forma que no modifique la secuencia codificada. En este
sentido, la presente descripcién contempla especificamente todos y cada uno de los posibles polinucleétidos
individuales que codifican una secuencia polipeptidica especificada, y todos estos acidos nucleicos individuales
deben considerarse descritos especificamente para cualquier polipéptido LovD variante descrito en el presente
documento.

En algunas formas de realizacion, los polinucleétidos comprenden codones que estan optimizados para la
expresion en un tipo especifico de célula hospedadora. Las preferencias coddénicas y el uso de codones para
diversos tipos diferentes de microorganismos son conocidos, al igual que los codones optimizados para la expresion
de aminoacidos especificos en cada uno de estos microorganismos. (Véase, por ejemplo, Andersson, SG, y CG
Kurland, 1990, Microbiol Mol. Biol. Rev. 54(2): 198-210 Ermolaeva, M D., 2001, Current Issues in Molecular Biology
3(4): 91-97).

En algunas formas de realizacion, los polinucleétidos que codifican los polipéptidos LovD variantes pueden
proporcionarse como vectores de expresion, en los que se encuentran presentes una 0 mas secuencias de control
para regular la expresién de los polinucleétidos. Dependiendo del vector de expresion, puede ser deseable o
necesaria la manipulacion del polinucledtido aislado antes de su insercién en un vector. Las técnicas para modificar
los polinucledtidos y las secuencias de acidos nucleicos utilizando métodos de ADN recombinante son conocidas en
la técnica. Se proporciona orientacion en Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 Ed,
Cold Spring Harbor Laboratory Press; y Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel. F. ed., Greene Pub.
Associates, 1998, actualizaciones hasta el 2006.

En algunas formas de realizacion, las secuencias de control incluyen, entre otros, promotores, secuencias
lider, secuencias de poliadenilacion, secuencias propeptidicas, secuencias de péptido sefial y terminadores de la
transcripcion. Para las células hospedadoras bacterianas, los promotores adecuados para dirigir la transcripcion de
la secuencia codificante incluyen, pero no se limitan a, promotores obtenidos a partir del operdn lac de E. coli,
operoén trp de E. coli, bacteriéfago A, gen de agarasa (dagA) de Streptomyces coelicolor, gen de levansucrasa (sacB)
de Bacillus subtilis, gen de alfa-amilasa (amyL) de Bacillus licheniformis, gen de amilasa maltogénica (amyM) de
Bacillus stearothermophilus, gen de alfa-amilasa (amyQ) de Bacillus amiloliquefaciens, gen de penicilinasa (penP) de
Bacillus licheniformis, genes xylA y xyIB de Bacillus subtilis, y gen de la beta-lactamasa procariota (Villa-Kamaroff et
al., 1978, Proc Natl Acad Sci EE.UU. 75: 3727-3731), asi como el promotor tac (DeBoer et al., 1983, Proc Natl Acad
Sci. EE.UU. 80: 21-25).

Para las células hospedadoras de hongos filamentosos, los promotores adecuados incluyen, pero no se
limitan a, promotores obtenidos de los genes para la TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, proteinasa aspartica de
Rhizomucor miehei, alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger, alfa-amilasa estable en acido de Aspergillus niger,
glucoamilasa (glaA) de Aspergillus niger o Aspergillus awamori, lipasa de Rhizomucor miehei, proteasa alcalina de
Aspergillus oryzae, triosa fosfato isomerasa de Aspergillus oryzae, acetamidasa de Aspergillus nidulans y proteasa
de tipo tripsina de Fusarium oxysporum (véase, por ejemplo, el documento WO 96/00787), asi como el promotor
NA2-tpi (un hibrido de los promotores de los genes para la alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger y la triosa fosfato
isomerasa de Aspergillus oryzae), y promotores hibridos, truncados y mutantes de los mismos.

En un hospedador levadura, los promotores Utiles pueden ser de los genes para la enolasa (ENO-1) de
Saccharomyces cerevisiae, la galactoquinasa (GAL1l) de Saccharomyces cerevisiae, la alcohol
deshidrogenasa/gliceraldheido-3-fosfato deshidrogenasa (ADH2/GAP) de Saccharomyces cerevisiae y la
3-fosfoglicerato quinasa de Saccharomyces cerevisiae. Se describen otros promotores Utiles para células
hospedadoras de levadura en Romanos et al., 1992, Yeast 8:423-488.

La secuencia de control puede ser también una secuencia terminadora de la transcripcion adecuada, es
decir, una secuencia reconocida por una célula hospedadora para terminar la transcripcion. La secuencia
terminadora estd unida operativamente al extremo terminal 3' de la secuencia de &cido nucleico que codifica el
polipéptido. Puede utilizarse cualquier terminador que sea funcional en la célula hospedadora de eleccion.

Por ejemplo, pueden obtenerse terminadores de la transcripcion ejemplares para las células hospedadoras
de hongos filamentosos de los genes para la TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, la glucoamilasa de Aspergillus
niger, la antranilato sintasa de Aspergillus nidulans, la alfa-glucosidasa de Aspergillus niger y la proteasa de tipo
tripsina de Fusarium oxysporum.

Pueden obtenerse terminadores ejemplares para células hospedadoras de levadura de los genes para la
enolasa de Saccharomyces cerevisiae, el citocromo C (CYC1l) de Saccharomyces cerevisiae y la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae. Se describen otros terminadores utiles para
las células hospedadoras de levadura en Romanos et al., 1992, supra.
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La secuencia de control puede ser también una secuencia lider adecuada, una region no traducida de un
ARNmM que sea importante para la traduccion por la célula hospedadora. La secuencia lider esta unida
operativamente al extremo terminal 5' de la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido. Puede utilizarse
cualquier secuencia lider que sea funcional en la célula hospedadora de eleccion. Los lideres ejemplares para las
células hospedadoras de hongos filamentosos se obtienen de los genes para la TAKA amilasa de Aspergillus oryzae
y la triosa fosfato isomerasa de Aspergillus nidulans. Los lideres adecuados para las células hospedadoras de
levadura se obtienen de los genes para la enolasa (ENO-1) de Saccharomyces cerevisiae, la 3-fosfoglicerato
quinasa de Saccharomyces cerevisiae, el factor alfa de Saccharomyces cerevisiae y la alcohol
deshidrogenasa/gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (ADH2/GAP) de Saccharomyces cerevisiae.

La secuencia de control puede ser también una secuencia de poliadenilaciéon, una secuencia unida
operativamente al extremo terminal 3’ de la secuencia de acido nucleico y que, cuando se transcribe, es reconocida
por la célula hospedadora como sefial para afiadir residuos de poliadenosina al ARNm transcrito. En la presente
invencion puede utilizarse cualquier secuencia de poliadenilacién que sea funcional en la célula hospedadora de
eleccion. Las secuencias de poliadenilacién ejemplares para las células hospedadoras de hongos filamentosos
pueden ser de los genes para la TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, la glucoamilasa de Aspergillus niger, la
antranilato sintasa de Aspergillus nidulans, la proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum y la alfa-glucosidasa
de Aspergillus niger. Se describen secuencias de poliadenilacién utiles para las células hospedadoras de levadura
en Guo y Sherman, 1995, Mol. Cell Bio. 15:5983-5990.

La secuencia de control puede ser también una region codificante de péptido sefial que codifica una
secuencia de aminoacidos unida al extremo amino terminal de un polipéptido y dirige el polipéptido codificado a la
via secretora de la célula. El extremo 5 de la secuencia codificante de la secuencia de acido nucleico puede
contener intrinsecamente una region codificante de péptido sefial unida naturalmente en el marco de lectura de
traducciéon con el segmento de la region codificante que codifica el polipéptido secretado. Como alternativa, el
extremo 5’ de la secuencia codificante puede contener una regiéon codificante de péptido sefal que sea ajena a la
secuencia codificante. La region codificante de péptido sefial ajena puede ser necesaria cuando la secuencia
codificante no contiene naturalmente una region codificante de péptido sefal.

Las regiones codificantes de péptido sefial eficaces para las células hospedadoras bacterianas son las
regiones codificantes de péptido sefial obtenidas de los genes para la amilasa maltogénica de Bacillus NCIB 11837,
la alfa-amilasa de Bacillus stearothermophilus, la subtilisina de Bacillus licheniformis, la beta-lactamasa de Bacillus
licheniformis, las proteasas neutras de Bacillus stearothermophilus (nprT, nprS, nprM) y la prsA de Bacillus subtilis.
Se describen otros péptidos sefial en Simonen y Palva, 1993, Microbiol. Rev. 57:109-137.

Las regiones codificantes de péptido sefial eficaces para las células hospedadoras de hongos filamentosos
pueden ser las regiones codificantes de péptido sefial obtenidas de los genes para la TAKA amilasa de Aspergillus
oryzae, la amilasa neutra de Aspergillus niger, la glucoamilasa de Aspergillus niger, la proteinasa aspartica de
Rhizomucor miehei, la celulasa de Humicola insolens y la lipasa de Humicola lanuginosa.

Los péptidos sefial Utiles para las células hospedadoras de levadura pueden ser de los genes para el factor
alfa de Saccharomyces cerevisiae y la invertasa de Saccharomyces cerevisiae. Se describen otras regiones
codificantes de péptido sefial Utiles en Romanos et al., 1992, supra.

La secuencia de control puede ser también una region codificante de propéptido que codifica una secuencia
de aminoacidos situada en el extremo amino terminal de un polipéptido. El polipéptido resultante se conoce como
proenzima o propolipéptido (o zimdgeno en algunos casos). Un propolipéptido es generalmente inactivo y puede
convertirse en un polipéptido maduro activo por escisidn catalitica o autocatalitica del propéptido a partir del
propolipéptido. La region codificante de propéptido puede obtenerse de los genes para la proteasa alcalina (aprE) de
Bacillus subtilis, la proteasa neutra (nprT) de Bacillus subtilis, el factor alfa de Saccharomyces cerevisiae, la
proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei y la lactasa de Myceliophthora thermophila (véase, por ejemplo, el
documento WO 95/33836).

Cuando las regiones de péptido sefial y de propéptido se encuentran presentes en el extremo amino
terminal de un polipéptido, la regiéon de propéptido esta situada junto al extremo amino terminal de un polipéptido y la
region de péptido sefial esté situada junto al extremo amino terminal de la region de propéptido.

También puede ser deseable incluir secuencias reguladoras que permitan la regulacién de la expresion del
polipéptido relativa al crecimiento de la célula hospedadora. Los ejemplos de sistemas reguladores son aquellos que
hacen que la expresiéon del gen se active o se desactive en respuesta a un estimulo quimico o fisico, incluida la
presencia de un compuesto regulador. En las células hospedadoras procariotas, las secuencias reguladoras
adecuadas incluyen los sistemas de operadores lac, tac y trp. En las células hospedadoras de levadura, los sistemas
reguladores adecuados incluyen, como ejemplos, el sistema ADH2 o el sistema GAL1. En los hongos filamentosos,
las secuencias reguladoras adecuadas incluyen el promotor de TAKA alfa-amilasa, el promotor de glucoamilasa de
Aspergillus niger y el promotor de glucoamilasa de Aspergillus oryzae.
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Otros ejemplos de secuencias reguladoras son aquellas que permiten la amplificacion de genes. En los
sistemas eucariotas, éstas incluyen el gen de la dihidrofolato reductasa, que se amplifica en presencia de
metotrexato, y los genes de metalotioneina, que se amplifican con metales pesados. En estos casos, la secuencia
de acido nucleico que codifica el polipéptido transaminasa de la presente invencion estaria unida operativamente
con la secuencia reguladora.

Por lo tanto, en otra forma de realizacién, la presente descripcidon se refiere también a un vector de
expresion recombinante que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido LovD variante, o un fragmento
cataliticamente activo del mismo, y una o mas regiones reguladoras de la expresion tales como un promotor y un
terminador, un origen de replicacion, etc., dependiendo del tipo de hospedadores en los que vayan a introducirse.
Las diversas secuencias de acidos nucleicos y de control descritas anteriormente pueden juntarse para producir un
vector de expresién que puede incluir uno o0 mas sitios de restriccion convenientes para permitir la insercion o
sustitucion de la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido en tales sitios. Como alternativa, la
secuencia de acido nucleico de la presente descripcion puede expresarse insertando la secuencia de acido nucleico
0 un constructo de acido nucleico que comprende la secuencia en un vector apropiado para la expresién. Al crear el
vector de expresion, la secuencia codificante se coloca dentro del vector de manera que la secuencia codificante
esté unida operativamente con las secuencias de control apropiadas para la expresion.

El vector de expresién puede ser cualquier vector (por ejemplo, un plasmido o virus), que pueda someterse
oportunamente a procedimientos de ADN recombinante y que pueda provocar la expresion de la secuencia
polinucleotidica. La eleccién del vector dependera por lo general de la compatibilidad del vector con la célula
hospedadora en la que va a introducirse el vector. Los vectores pueden ser plasmidos circulares lineales o cerrados.

El vector de expresion puede ser un vector de replicacion autbnoma, es decir, un vector que existe como
entidad extracromosomica, cuya replicacién es independiente de la replicacibn cromosdmica, por ejemplo, un
plasmido, un elemento extracromos6mico, un minicromosoma o un cromosoma artificial. El vector puede contener
cualquier medio para asegurar la autorreplicacion. Como alternativa, el vector puede ser uno que, cuando se
introduce en la célula hospedadora, se integra en el genoma y se replica junto con el cromosoma los cromosomas
en los que se ha integrado. Ademas, puede utilizarse un Unico vector o pldsmido, o dos 0 méas vectores o plasmidos,
que juntos contengan el ADN total a introducir en el genoma de la célula hospedadora, o un transposon.

El vector de expresion puede contener uno o mas marcadores seleccionables, que permitan una facil
seleccion de las células transformadas. Un marcador seleccionable es un gen cuyo producto proporciona resistencia
biocida o virica, resistencia a metales pesados, prototrofia a auxotrofos, y similares. Los ejemplos de marcadores
seleccionables bacterianos son los genes dal de Bacillus subtilis o Bacillus licheniformis, o marcadores que confieren
resistencia a antibidticos tales como resistencia a ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Los
marcadores adecuados para las células hospedadoras de levadura son ADE2, HIS3, LEU2, LYS2, MET3, TRP1 y
URAS.

Los marcadores seleccionables para el uso en una célula hospedadora de hongo filamentoso incluyen, pero
no se limitan a, amdS (acetamidasa), argB (ornitina carbamoiltransferasa), bar (fosfinotricina acetiltransferasa), hph
(higromicina fosfotransferasa), niaD (nitrato reductasa), pyrG (orotidina-5'-fosfato descarboxilasa), sC (sulfato
adeniltransferasa) y trpC (antranilato sintasa), asi como equivalentes de los mismos. Las formas de realizacién para
el uso en una célula de Aspergillus incluyen los genes amdS y pyrG de Aspergillus nidulans o Aspergillus oryzae y el
gen bar de Streptomyces hygroscopicus.

Los vectores de expresion para la expresion de los polipéptidos LovD variantes pueden contener un
elemento o elementos que permitan la integracién del vector en el genoma de la célula hospedadora o la replicacion
auténoma del vector en la célula independiente del genoma. Para la integracion en el genoma de la célula
hospedadora, el vector puede depender de la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido o cualquier otro
elemento del vector para la integracion del vector en el genoma por recombinacion homaologa o no homéloga.

Como alternativa, el vector de expresion puede contener secuencias de acidos nucleicos adicionales para
dirigir la integracion por recombinacion homéloga en el genoma de la célula hospedadora. Las secuencias de acidos
nucleicos adicionales permiten que el vector se integre en el genoma de la célula hospedadora en una ubicacion o
ubicaciones precisas en el cromosoma o cromosomas. Para aumentar la probabilidad de integracion en una
ubicacion precisa, los elementos de integracion deberian contener preferentemente un nimero suficiente de acidos
nucleicos, tal como de 100 a 10.000 pares de bases, preferentemente de 400 a 10.000 pares de bases y lo mas
preferentemente de 800 a 10.000 pares de bases, que presenten una gran homologia con la correspondiente
secuencia diana para potenciar la probabilidad de recombinacién homologa. Los elementos de integracion pueden
ser cualquier secuencia que presente homologia con la secuencia diana en el genoma de la célula hospedadora.
Ademas, los elementos de integracidon pueden ser secuencias de acidos nucleicos no codificantes o codificantes. Por
otro lado, el vector puede integrarse en el genoma de la célula hospedadora por recombinacién no homologa.

Para la replicacion autonoma, el vector puede comprender adicionalmente un origen de replicacién que
permita al vector replicarse de manera autébnoma en la célula hospedadora en cuestion. Los ejemplos de origenes
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de replicacion bacterianos son ori de P15A (como se muestra en el plasmido de la figura 5) o los origenes de
replicacién de los plasmidos pBR322, pUC19, pACYCI77 (plasmido que tiene el ori de P15A) o pACYC184 que
permiten la replicacion en E. coli, y pUB110, pE194, pTA1060 o pAMB1 que permiten la replicaciéon en Bacillus. Los
ejemplos de origenes de replicacién para el uso en una célula hospedadora de levadura son el origen de replicacion
de 2 micrémetros, ARS1, ARS4, la combinacion de ARS1 y CEN3, y la combinacién de ARS4 y CENG. El origen de
replicacién puede ser uno que tenga una mutacion que haga que su funcionamiento sea sensible a la temperatura
en la célula hospedadora (véase, por ejemplo, Ehrlich, 1978, Proc Natl Acad Sci EE.UU. 75:1433).

Puede insertarse en una célula hospedadora mas de una copia de un acido nucleico que codifica un LovD
variante para aumentar la produccion del producto génico. Puede conseguirse un aumento en el nimero de copias
de la secuencia de acido nucleico integrando al menos una copia adicional de la secuencia en el genoma de la
célula hospedadora o incluyendo un gen marcador seleccionable amplificable con la secuencia de acido nucleico
cuando puedan seleccionarse células que contienen copias amplificadas del gen marcador seleccionable, y de ese
modo copias adicionales de la secuencia de acido nucleico, cultivando las células en presencia del agente
seleccionable apropiado.

Muchos de los vectores Utiles para la expresion de polipéptidos LovD variantes estan disponibles en el
mercado. Los vectores de expresion comerciales adecuados incluyen vectores de expresion p3xFLAGTMTM de
Sigma-Aldrich Chemicals, St. Louis MO., que incluye un promotor de CMV vy el sitio de poliadenilacion de la hGH
para la expresion en células hospedadoras de mamifero y un origen de replicacién de pBR322 y marcadores de
resistencia a ampicilina para la amplificacion en E. coli. Otros vectores de expresion adecuados son pBluescriptll
SK(-) y pBK-CMV, que estan disponibles en el mercado en Stratagene, La Jolla CA, y plasmidos que se derivan de
pBR322 (Gibco BRL), pUC (Gibco BRL), pREP4, pCEP4 (Invitrogen) o pPoly (Lathe et al., 1987, Gene 57:193-201).

4.5. Métodos para fabricar los &cidos nucleicos y polipéptidos variantes de LovD

Pueden prepararse polipéptidos LovD variantes y polinucleétidos que codifican tales polipéptidos utilizando
métodos comunmente utilizados por los expertos en la materia.

Pueden obtenerse variantes de las variantes descritas especificamente sometiendo al polinucleétido que
codifica la variante a mutagénesis y/o a métodos de evolucion dirigida. Una técnica de evolucion dirigida ejemplar es
la mutagénesis y/o el barajado de ADN como se describe en Stemmer, 1994, Proc Natl Acad Sci EE.UU.
91:10747-10751; los documentos WO 95/22625, WO 97/0078, WO 97/35966, WO 98/27230, WO 00/42651;
WO 01/75767 y la patente de EE.UU. 6.537.746.

Otros procedimientos de evolucion dirigida que pueden utilizarse incluyen, entre otros, el proceso de
extension escalonada (StEP), la recombinacion in vitro (Zhao et al., 1998, Nat. Biotechnol. 16:258-261), la PCR
mutagénica (Caldwell et al., 1994, PCR Methods Appl. 3:5S136-S140) y la mutagénesis de casete (Black et al., 1996,
Proc Natl Acad Sci EE.UU. 93:3525 a 3529). Las técnicas de mutagénesis y evolucién dirigida Utiles para obtener
variantes adicionales también se describen en las siguientes referencias: Ling et al., 1997, "Approaches to DNA
mutagenesis: an overview”, Anal. Biochem. 254(2):157-78; Dale et al., 1996, "Oligonucleotide-directed random
mutagenesis using the phosphorotioate method”, Methods Mol. Biol. 57:369-74; Smith, 1985, "In vitro mutagenesis”,
Ann. Rev. Genet. 19:423-462; Botstein et al., 1985, "Strategies and applications of in vitro mutagenesis”, Science
229:1193-1201; Carter, 1986, "Site-directed mutagenesis”, Biochem. J. 237:1-7; Kramer et al., 1984, "Point Mismatch
Repair”, Cell 38:879-887; Wells et al., 1985, "Cassette mutagenesis: an efficient method for generation of multiple
mutations at defined sites”, Gene 34:315-323; Minshull et al., 1999, "Protein evolution by molecular breeding”, Curr
Opin Chem Biol 3:284-290; Christians et al., 1999, "Directed evolution of thymidine kinase for AZT phosphorylation
using DNA family shuffling”, Nature Biotech 17:259-264; Crameri et al., 1998, "DNA shuffling of a family of genes
from diverse species accelerates directed evolution”, Nature 391:288-291; Crameri et al., 1997, "Molecular evolution
of an arsenate detoxification pathway by DNA shuffling”, Nature Biotech 15:436-438; Zhang et al., 1997, "Directed
evolution of an effective fructosidase from a galactosidase by DNA shuffling and screening”, Proc Natl Acad Sci
EE.UU. 94:45-4-4509; Crameri et al., 1996, "Improved green fluorescent protein by molecular evolution using DNA
shuffling”, Nature Biotech 14:315-319; Stemmer, 1994, "Rapid evolution of a protein in vitro by DNA shuffling”, Nature
370:389-391; patente de EE.UU. N°6.117.679 (Stemmer, 12 de septiembre de 2000); patente de EE.UU.
N° 6.376.246 (Crameri et al., 23 de abril de 2002); patente de EE.UU. N° 6.586.182 (Patten et al., 1 de julio de 2003);
solicitud de patente de EE.UU. N° 2008/0220990 (Fox, 11 de septiembre de 2008); y solicitud de patente de EE.UU.
N°©2009/0312196 (Colbeck et al., 17 de diciembre de 2009).

Pueden obtenerse polipéptidos LovD variantes a través de la expresion recombinante en células
hospedadoras, como se ha descrito anteriormente. El polipéptido LovD variante expresado puede recuperarse de las
células y/o del medio de cultivo utilizando una cualquiera o mas de las técnicas bien conocidas para la purificacion
de proteinas, incluidas, entre otras, el tratamiento con lisozima, la sonicacion, la filtracién, la precipitacion por adicion
de sal, la ultracentrifugacion y la cromatografia. Los reactivos adecuados para la lisis y la extraccién de alta eficacia
de proteinas a partir de bacterias, tales como E. coli., estan disponibles en el mercado con el nhombre comercial
CelLytic BTM de Sigma-Aldrich de St. Louis MO.
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Las técnicas cromatograficas para el aislamiento y/o la purificacién del polipéptido LovD variante incluyen,
entre otras, la cromatografia de fase inversa, la cromatografia de liquidos de alto rendimiento, la cromatografia de
intercambio i6nico, la electroforesis en gel y la cromatografia de afinidad. Las condiciones para purificar una enzima
particular dependeran, en parte, de factores tales como la carga neta, la hidrofobicidad, la hidrofilicidad, el peso
molecular, la forma molecular, etc., y resultaran evidentes para los expertos en la materia. En algunas formas de
realizacién, las transaminasas obtenidas por ingenieria genética pueden expresarse como proteinas de fusion con
marcadores de purificacion, tales como marcadores His que tengan afinidad por los metales, o marcadores
anticuerpos para la unién a anticuerpos, por ejemplo, el marcador epitépico myc.

En algunas formas de realizacion, pueden utilizarse técnicas de afinidad para aislar y/o purificar los
polipéptidos LovD variantes. Para la purificacién por cromatografia de afinidad, puede utilizarse cualquier anticuerpo
gue se una especificamente al polipéptido LovD variante. Para la produccién de anticuerpos, puede inmunizarse a
diversos animales hospedadores, incluidos pero no limitados a conejos, ratones, ratas, etc., mediante inyeccién con
un polipéptido obtenido por ingenieria genética. El polipéptido puede estar fijado a un transportador adecuado, tal
como BSA, por medio de un grupo funcional de cadena lateral o conectores fijados a un grupo funcional de cadena
lateral. Pueden utilizarse diversos adyuvantes para aumentar la respuesta inmunitaria, dependiendo de la especie
hospedadora, incluidos pero no limitados a adyuvante de Freund (completo e incompleto), geles minerales tales
como hidroxido de aluminio, sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones,
péptidos, emulsiones de aceite, hemocianina de lapa californiana, dinitrofenol y adyuvantes humanos potencialmente
utiles tales como BCG (bacilos Calmette Guerin) y Corynebacterium parvum.

4.6. Células hospedadoras

En otro aspecto, la presente descripcion proporciona una célula hospedadora que comprende un
polinucleétido que codifica un polipéptido LovD variante, estando el polinucle6tido unido operativamente a una 0 mas
secuencias de control para la expresion de la LovD variante en la célula hospedadora. Las células hospedadoras
para su uso en la expresion de los polipéptidos LovD variantes descritos en el presente documento son conocidas en
la técnica e incluyen pero no se limitan a, células bacterianas, tales como E. coli, células de Lactobacillus,
Streptomyces y Salmonella typhimurium; células fadngicas, tales como células de levadura (por ejemplo,
Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris (N° de registro de la ATCC 201178) o células de hongos filamentosos
(por ejemplo, Aspergillus, Trichoderma, Humicola o Chrysosporium); células de insecto tales como células de
Drosophila S2 y Spodoptera Sf9; células animales tales como CHO, COS, BHK, 293 y células de melanoma de
Bowes; y células vegetales. Las condiciones de crecimiento y los medios de cultivo apropiados para las células
hospedadoras descritas anteriormente son conocidos en la técnica.

Los polinucledtidos para la expresién del polipéptido LovD variante pueden introducirse en las células
mediante diversos métodos conocidos en la técnica. Las técnicas incluyen, entre otras, la electroporacion, el
bombardeo de particulas de biolistica, la transfeccion mediada por liposomas, la transfeccioén con cloruro célcico y la
fusion de protoplastos. Los diversos métodos para introducir polinucledtidos en las células resultaran evidentes para
el experto en la materia.

La preparacion de vectores de expresion adecuados para la expresién de polipéptidos LovD variantes en
las células hospedadoras E. coli se describe en la seccion de Ejemplos. Tales vectores de expresion pueden
utilizarse para expresar polipéptidos LovD variantes en diversas cepas diferentes de células hospedadoras
bacterianas E. coli. Una célula hospedadora E. coli especialmente adecuada es BL21 y W3110 con desactivacion del
gen bioH. (Véanse, por ejemplo, Xie, Xinkai y Yi Tang, 2007, Applied and Environmental Microbiology 73(7):
2054-2060; Xie et al., 2006, Chemistry & Biology 13(11): 1161-1169; y Xie et al., Metabolic Engineering 9(4):
379-386).

4.7. Usos

Los polipéptidos LovD variantes descritos en el presente documento catalizan la transferencia de un grupo
acilo desde cosustratos tioéster hasta la monacolina J y andlogos o derivados de la misma para producir
compuestos de estatina terapéuticamente importantes. Una forma de realizacion especifica de esta reaccion, en la
que la monacolina J se convierte en simvastatina, se ilustra en la regiéon encuadrada de la figura 1. Debido a sus
propiedades cataliticas y a otras propiedades, los polipéptidos LovD variantes descritos en el presente documento
pueden utilizarse para fabricar grandes cantidades de estatinas terapéuticamente importantes, tales como
simvastatina, a partir de monacolina J y/o sus precursores éster C8, con altos rendimientos. Cuando se utiliza como
material de partida la monacolina J, puede obtenerse simvastatina en una sola etapa. Esto contrasta con los
métodos semisintéticos utilizados actualmente para obtener simvastatina (ilustrado en la Fig. 1 con las flechas
discontinuas).

Por consiguiente, la presente descripcion también proporciona métodos de fabricacion de simvastatina
utilizando los polipéptidos LovD variantes descritos en el presente documento. Segun los métodos, y en referencia a
la figura 1, el sustrato monacolina J (0 una sal de la misma tal como una sal de sodio o una sal de amonio) (12) se
pone en contacto con un polipéptido LovD variante en presencia de un cosustrato tioéster de a-dimetilbutirilo (14) en
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condiciones en las que el polipéptido LovD variante transfiere el grupo a-dimetilbutirilo a la posicién C8 de la
monacolina J para producir simvastatina (16).

La identidad del cosustrato tioéster de a-dimetilbutiriio no es crucial. Los polipéptidos LovD variantes
aceptan una gran diversidad de cosustratos tioéster. Los cosustratos tioéster de a-dimetilbutirilo adecuados utiles
para producir simvastatina incluyen, pero no se limitan a, a-dimetilbutiril-S-N-acetilcisteamina ("DMB-S-NAC"),
a-dimetilbutiril-S-metiltioglicolato ("DMB-S-MTG"), mercaptopropionato de a-dimetilbutiril-S-metil ("DMB-S-MMP"),
mercaptopropionato de a-dimetilbutiril-S-etil  ("DMB-S-EMP"), mercaptobutirato de a-dimetilbutiril-S-metil
("DMB-S-MMB"), acido a-dimetilbutiril-S-mercaptopropiénico ("DMB-S-MPA") vy tioésteres S-arilo/heteroarilo
opcionalmente sustituidos o S-alquilo opcionalmente sustituidos. Puede utilizarse cualquiera de estos cosustratos
tioéster, o mezclas de tales cosustratos tioéster, en los métodos descritos en el presente documento.

El sustrato a-dimetilbutirilo puede prepararse a partir de materiales de partida disponibles en el mercado
utilizando métodos convencionales. A continuacion se ilustra una reaccién ejemplar para preparar DMB-S-MMP:

o} 0 0 0
DIEA
HS/\)LOMe + /%j\m — - /%Ls/\)j\onne

-PrOAc, 2-25°C
2 4 6

En resumen, se acila 3-mercaptopropionato de metilo (2) con cloruro de 2,2-dimetilbutanoilo (4) en
presencia de N,N-diisopropilamina (DIEA) para producir DMB-S-MMP (6). En el Ejemplo 7 se proporcionan las
condiciones de reaccién ejemplares especificas. Pueden prepararse otros cosustratos tioéster de a-dimetilbutirilo
mediante modificacién rutinaria de estos métodos.

El método puede llevarse a cabo con un polipéptido LovD variante purificado, 0, como alternativa, el
polipéptido LovD puede afadirse a la mezcla de reaccion en forma de lisado celular en bruto, o fraccién
semipurificada de lisado celular. En el Ejemplo 3 se proporcionan los métodos para purificar polipéptidos LovD
variantes hasta un nivel de pureza adecuado para su uso en reacciones a gran escala.

El sustrato monacolina J (0o una sal de la misma) puede afiadirse a la mezcla de reaccion en forma
purificada, o como alternativa, puede generarse in situ por hidrélisis de lovastatina. Los métodos para obtener
lovastatina y/o monacolina J son conocidos. Por ejemplo, la lovastatina puede aislarse a partir de A. terreus a través
de métodos conocidos (véanse, por ejemplo, Endo, A., 1980, The Journal of Antibiotics 33(3): 334-336; Hendrickson
et al., 1999, Chemistry & Biology 6(7): 429-439; Kennedy et al., 1999, Science 284(5418): 1368-1372; y Manzoni et
al., 2002, Applied Microbiology and Biotechnology 58(5): 555-564). También esta disponible en el mercado.

Puede obtenerse monacolina J (y sales de la misma) a través de hidrolisis alcalina de lovastatina, utilizando
métodos convencionales. En el Ejemplo 6 se proporciona una reaccion ejemplar especifica.

La reaccion puede llevarse a cabo en diversas condiciones de reaccion diferentes. Por lo general, la
reaccion se lleva a cabo como suspension que contiene de aproximadamente 0,2 g/l a 10 g/l, con frecuencia de
0,25 g/l a 5 g/l, de polipéptido LovD variante, de aproximadamente 1 g/l a 250 g/, con frecuencia de 50 g/l a 150 g/,
del sustrato monacolina J (o una sal de la misma) y de aproximadamente 1 a 10 equivalentes, con frecuencia de 1 a
2 equivalentes, de cosustrato tioéster de a-dimetilbutirilo. La reaccion se lleva a cabo por lo general en un tampén
acuoso (de 0 mM a 300 mM) con un pH en el intervalo de pH de 7,5 a 10,5, con frecuencia un pH de 8,5 a 9,5. La
identidad del tampdn no es crucial. Los tampones adecuados incluyen, pero no se limitan a, trietanolamina (TEA),
fosfato de potasio, o puede no utilizarse tampdn. Las temperaturas de reaccién son de 20°C a 50°C, con frecuencia
de 20°C a 40°C.

También pueden utilizarse sistemas de codisolventes acuosos. Tales codisolventes incluiran por lo general
de aproximadamente un 1% a un 10% de un codisolvente organico polar. Los codisolventes organicos polares
adecuados incluyen, pero no se limitan a, MeCN, DMSO, alcohol isopropilico (IPA), dioxano, THF, acetona y MeOH.

Se ha descubierto que el subproducto tiol (18 en la Fig. 1) generado por la reaccién puede inhibir los
polipéptidos LovD variantes. Por consiguiente, puede ser deseable incluir un agente neutralizante de tiol en la
mezcla de reaccién. Los agentes neutralizantes de tiol y métodos para su uso adecuados se describen en la solicitud
N° 61/247.242, titulada "Improved Lov-D Acyltransferase Mediated Acylation", presentada el 30 de septiembre de
2009, y la Solicitud N° , del mismo nombre presentada al mismo tiempo que el presente documento con el
namero de expediente del mandatario 376247-044US (105192) {CX2-032}. Un agente neutralizante de tiol preferente
es el carbon vegetal activado. Cuando se utiliza, puede incluirse en la mezcla de reaccion en una cantidad que va de
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aproximadamente 2 g/l a 20 g/l. Como alternativa, puede hacerse precipitar el producto en forma de sal, por ejemplo,
en forma de sal de amonio o sodio.

Las condiciones de reaccion adecuadas para su uso con los polipéptidos LovD variantes descritos en el
presente documento son las siguientes: de 1 g/l a 250 g/l, también de 25 g/l a 200 g/l, y, con frecuencia de 50 g/l a
150 g/l, de sustrato sal de sodio de monacolina J; de 1 a 10 equivalentes, también de 1 a 5 equivalentes, y con
frecuencia de 1 a 2 equivalentes, de cosustrato DMB-S-MMP; de 0,2 g/l a 10 g/l, con frecuencia de 0,25 g/l a 5 g/l,
de polipéptido LovD variante (preparado como se describe en el Ejemplo 3); de 2 g/l a 20 g/l de carbdén vegetal
activado (opcional); y tampén TEA 0 mM a 300 mM, pH 7,5 a 10,5, también pH 8,0 a 10,0, y, con frecuencia pH de
8,5a9,5.

La reaccion se lleva a cabo a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 20°C a 50°C, también
de 20°C a 30°C, y con frecuencia de 20°C a 40°C, dependiendo de la termoestabilidad del polipéptido LovD variante
utilizado, con agitacion o removiendo durante aproximadamente 18 a 48 horas. El desarrollo de la reacciéon puede
supervisarse analizando alicuotas mediante cromatografia de HPLC como se describe en la seccion de Ejemplos.

Después de la reaccion, la simvastatina puede aislarse de la mezcla de reaccién y convertirse en sales
farmacéuticamente Utiles, tal como sal de amonio, utilizando procedimientos convencionales.

En resumen, se extraen con MTBE (2x) el subproducto y el exceso de sustrato, se combinan las fases
acuosas y se ajusta el pH a pH 5,3-5,4 con HCI 5M mientras se mantiene una temperatura de aproximadamente
17°C. Se aflade EtOAc (13 vol) y se agita la mezcla durante 10 minutos con un impulsor de palas planas (345 rpm,
17°C). El proceso de lavado de EtOAc se repite dos veces mas y se combinan las tres extracciones de EtOAc. Las
extracciones de EtOAc se filtran a través de un lecho de Celite a presién reducida, y se lava la torta de filtro con
EtOAc. El filtrado y los lavados se combinan y se concentran a presion reducida para producir hidroxiacido de
simvastatina.

El hidroxiacido puede convertirse en la sal de amonio utilizando técnicas convencionales. En el Ejemplo 8
se proporcionan condiciones ejemplares especificas. Como alternativa, la reaccion puede llevarse a cabo utilizando
la sal de amonio de monacolina J, y la sal de amonio de simvastatina producida de ese modo puede aislarse
directamente a partir del medio de reaccién por filtracion. Este proceso se ejemplifica en el Ejemplo 9.

5. EJEMPLOS
Ejemplo 1: Construccion de genes LovD y vectores de expresion

Se disefio el gen LovD que codifica la aciltransferasa de Aspergillus terreus de tipo silvestre (SEQ ID NO: 1)
para su expresion en E. coli utilizando la optimizacién de codones convencional (para una revision reciente del
software de optimizacion de codones, véase Puighbo et al., julio de 2007, "OPTIMIZER: A Web Server for Optimizing
the usage of DNA Sequences"”, Nucleic Acids Res. 2007 35(edicion de servidor Web):W126-31). Se sintetizaron los
genes utilizando oligonucleétidos compuestos por 42 nucledtidos y se clonaron en el vector de expresion
pCK110900, representado en la figura 3 de la publicacion de solicitud de patente de EE.UU. N° 2006/0195947, bajo
el control de un promotor lac. El vector de expresion también contenia un origen de replicacién de pl5ay un gen de
resistencia a cloranfenicol. Los plasmidos resultantes se transformaron en E. coli W3110 o E. coli BL21 utilizando
métodos convencionales.

Los polinucledtidos que codifican las formas de realizacién ejemplares de los polipéptidos LovD variantes
de la presente descripcion descritos en la Tabla 1, supra, también se clonaron en el vector pCK110900 para la
expresion en E. coliW3110 o E. coli BL21.

Ejemplo 2: Procedimiento del matraz oscilante para la produccién de polipéptidos LovD

Una sola colonia microbiana de E. coli que contenia un plasmido que codificaba un polipéptido LovD
variante de interés se inoculé en 50 ml de caldo 2xYT (concentracién 1X, 16 g/l de digerido pancreatico de caseina
(triptona peptona), 10 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de cloruro sddico) que contenia 30 pug/ml de cloranfenicol y
glucosa al 1%. Se cultivaron las células durante toda la noche (al menos 16 horas) en una incubadora a 30°C con
agitacion a 250 rpm. Se diluy6 el cultivo en 250 ml de caldo 2xYT que contenia 30 pg/ml de cloranfenicol, en un
matraz de 1 litro a una densidad 6ptica a 600 nm (OD600) de 0,2 y se dejo crecer a 25°C-30°C. Se indujo la
expresion del gen LovD mediante adicién de isopropil P D-tiogalactésido ("IPTG") a una concentracion final de 1 mM
cuando la DO600 del cultivo era de 0,6 a 0,8 y a continuacion se continué la incubacion durante toda la noche (al
menos 16 horas).

Se recogieron las células por centrifugacion (2.400 g, 15 minutos, 4°C) y se deseché el sobrenadante. Se
resuspendio el sedimento celular con un volumen igual de tampon fosfato 50 mM frio (4°C) (pH 8,5) y se recogié por
centrifugacién como se ha indicado anteriormente. Se resuspendieron las células lavadas en dos volimenes de
tampon fosfato frio y se hicieron pasar por una prensa francesa (18.000 psi, 4°C). Los restos celulares se eliminaron

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 252472513

por centrifugacién (7.700 g, 30 minutos, 4°C). El sobrenadante del lisado transparente se recogié y se almacené a
-20°C. La liofilizacion del lisado transparente congelado proporciona un polvo seco de matraz oscilante de
polipéptido LovD en bruto. Como alternativa, el sedimento celular (antes o después del lavado) puede almacenarse a
4°C 6 -80°C.

Ejemplo 3: Procedimiento de fermentacion para la produccion de polipéptidos LovD

Se iniciaron fermentaciones a escala experimental a 37°C en un fermentador de 15|, aireado y agitado,
utilizando 6,0 | de medio de crecimiento (0,88 g/l de sulfato de amonio, 0,98 g/l de citrato de tri-sodio dihidratado;
12,5 g/l de hidrogenofosfato de dipotasio trihidratado, 6,25 g/l de dihidrogenofosfato de potasio, 3,33 g/l de extracto
de levadura Tastona-154, 10 mg/l de biotina, 0,083 g/l de citrato de amonio férrico y 8,3 ml/l de una solucién de
elementos traza que contenia 2 g/l de cloruro de calcio dihidratado, 2,2 g/l de sulfato de zinc heptahidratado, 0,5 g/l
de sulfato de manganeso monohidratado, 1 g/l de sulfato cuproso pentahidratado, 0,1 g/l de molibdato de amonio
tetrahidratado y 0,02 g/l de tetraborato de sodio). Se inoculé el fermentador con un cultivo en fase exponencial tardia
de E. coli W3110 o E. coli BL21 que contenia el plasmido que codificaba el gen LovD variante de interés (cultivado
en un matraz oscilante como se ha descrito en el Ejemplo 2) a una DO600 de partida de 0,5 a 2,0. El fermentador se
agité a 500 rpm-1.500 rpm suministrando aire al recipiente de fermentacién a 2,0 I/min-30,0 I/min para mantener un
nivel de oxigeno disuelto de al menos un 55%. El pH del cultivo se mantuvo a 7,0 mediante adicion de hidréxido de
amonio acuoso al 28% (v/v). El crecimiento del cultivo se mantuvo mediante adicion de una solucion de alimentacién
(hasta 4 1) que contenia 500 g/l de glucosa, 12 g/l de cloruro de amonio, 10 mg/l de biotina y 5 g/l de sulfato de
magnesio heptahidratado. Después de la adicion de 1 | de volumen de alimentacién al fermentador, a una DO600 del
cultivo de aproximadamente 50, se indujo la expresion del gen LovD mediante adicion de IPTG a una concentracion
final de 1 mM y se continud la fermentacion a 30°C durante otras 18 horas. A continuacion se enfrio el cultivo a
4°C-8°C y se mantuvo a esa temperatura hasta la recoleccion. Se recogieron las células por centrifugacion (7.300 g,
30 minutos, 4°C-8°C). Las células recogidas se utilizaron directamente en el proceso de recuperacion que se
describe mas adelante o se congelaron a -20°C hasta tal uso.

Se resuspendié el sedimento celular y se ajusté el pH a 8,5 en 2 volumenes de tampon (cloruro de)
trietanolamina 100 mM (pH 8,5), a 4°C a cada volumen de pasta celular himeda. El polipéptido LovD intracelular se
liber6 de las células haciendo pasar la suspension a través de un homogeneizador equipado con un conjunto de
vélvulas de homogeneizacion de dos etapas utilizando una presién de 12.000 psi. Se enfrid el homogeneizado
celular a 4°C inmediatamente después de la rotura, se ajusto el pH a 8,5 y, a continuacion, se afiadi6 al lisado una
solucién de polietilenimina al 11% (p/v), pH 7,2, a una concentracion final del 0,35%-0,5 % (p/v) y se agité a 600 rpm
durante 30 minutos a temperatura ambiente de 25°C-30°C. La suspension resultante se aclard por centrifugacion
(7.300 g, 60 minutos, 4°C-8°C). Se decant6 el sobrenadante transparente, se ajust6 su pH a 8,5 y se concentro de
ocho a diez veces a 20°C utilizando una membrana de ultrafiltracion de celulosa (limite de peso molecular de
30 KDa). Se distribuyé el concentrado final en placas de Petri 0 en recipientes poco profundos, se congelé a -20°C y
se liofiliz6 durante 48 a 72 horas, con un aumento gradual de la temperatura desde -20°C hasta 15°C, para producir
un polvo secado de polipéptido LovD en bruto. El polvo en bruto se transfirid a bolsas de polietileno y se almaceno a
-20°C.

Ejemplo 4: Método de HPLC de alto rendimiento para determinar la conversion de la sal de sodio de monacolina J en
sal de sodio de simvastatina

El grado de conversion de la sal de sodio de monacolina J en sal de sodio de simvastatina se determiné
utilizando un Agilent HPLC 1200 equipado con una columna Gemini® C18 (4,6 x 50 mm). Para el ensayo, se
eluyeron muestras de 10 pl con una solucién acuosa de acetonitrilo al 52% (v/v) que contenia &cido trifluoroacético
al 0,1% (TFA) a un caudal de 1,5 ml/min y una temperatura de 30°C. El eluato se monitoriz6 a 238 nm. En estas
condiciones, los tiempos de retencion de la sal de sodio del acido de monacolina J, el mercaptopropionato de
dimetilbutiril-S-metilo (DMB-S-MMP) y la sal de sodio de simvastatina son de aproximadamente 0,8, 2,9 y 3,9
minutos, respectivamente. El grado de conversion de la sal de sodio de monacolina J en sal de sodio de
simvastatina puede determinarse utilizando un andlisis del area bajo la curva.

Ejemplo 5: Método de HPLC de alta resolucidn para determinar la conversion de la sal de sodio de monacolina J en
sal de sodio de simvastatina

Se recogieron 5 pl de la mezcla de reaccion y se disolvieron en 1,0 ml de una mezcla de MeCN:agua
(95:5). Se centrifugé la muestra (300 g, 5 minutos, 25°C) para eliminar la enzima precipitada y se analizé el
sobrenadante con HPLC. La conversion de la sal de sodio de monacolina J en sal de sodio del hidroxiacido de
simvastatina se determind utilizando un Agilent HPLC 1200 equipado con una columna Zorbax Eclipse C18
(150 x 4,6 mm, 5 um) con H,O + TFA al 0,1% (A) y acetonitrilo + TFA al 0,1% (B) como eluyentes a una caudal de
2,0 ml/min a 30°C y 238 nm. El andlisis se llevé a cabo segun el método del gradiente con los siguientes tiempos y
composiciones: 0-1 minuto, B al 40%; 1-9 minutos, B al 90%; 9-9,5 minutos, B al 90%; 9,5-10,0 minutos, B al 40%;
10,0-10,5 minutos, B al 40%. Los tiempos de retencién del hidroxiacido de monacolina J, la monacolina J, el
mercaptopropionato de dimetilbutiril-S-metilo (DMB-S-MMP), el hidroxiacido de simvastatina y la simvastatina fueron
aproximadamente 2,0, 3,2, 5,9, 6,4 y 7,7 minutos, respectivamente.
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Ejemplo 6: Preparacion de monacolina J a partir de lovastatina

Se afiadid isopropanol (IPA, 250 ml) a lovastatina (30 g, 0,074 mol) en un matraz de fondo redondo (RBF)
de 3 bocas equipado con un condensador. A continuacion, se afiadieron a la suspension agitada lentejas de KOH
(33,29, 0,593 mol) y agua (3 ml, 0,1 vol). Se agitd la reaccion a 80°C (temperatura interna) durante 7 horas. A
continuacién, se enfrid la reacciéon a ~ 50°C y se eliminé el IPA a presién reducida (35°C, 50 mbar) hasta un volumen
final de ~ 100 ml (3,3 vol). Se afiadi6 al residuo agua (110 ml, 3,7 vol) y se enfrié la solucién a ~ 10°C en un bafio de
agua helada. Se afiadié a la solucién, gota a gota, HCI 6 M (92 ml, 3,0 vol) mientras se mantenia la temperatura
interna entre 12°C-17°C. Se ajusté el pH de la solucién a un pH final entre 3 y 4. A continuacion, se agit6é la mezcla
en un bafio de hielo durante 2 horas. Se separd por filtracion el sélido obtenido y se lavo con agua (60 ml-90 ml,
2-3 vol) y a continuacién con heptano (60 ml, 2 vol). Se secé a vacio la torta de filtro a 25°C durante 24 horas para
producir un solido blanco (22,4 g, rendimiento del 90%) con una pureza > 99% mediante analisis por HPLC.

Ejemplo 7: Preparacién de DMB-S-MMP

Se enfrié una solucion de N,N-diisopropiletilamina (19,9 ml, 120 mmol) y 3-mercaptopropanoato de metilo
(7,21 60 mmol) en acetato de isopropilo (i-PrOAc, 100 ml) hasta una temperatura interna de 2°C. A esta solucion
agitada enérgicamente, se afiadié gota a gota cloruro de 2,2-dimetilbutanoilo (8,1 g, 60 mmol) durante 10 minutos.
La suspensioén resultante se agitdé a 25°C durante 2 horas. La reaccién se supervis6 comprobando la desaparicion
del 3-mercaptopropanoato de metilo utilizando cromatografia de capa fina (TLC) sobre placas de silice. Las manchas
se tifieron con yodo (eluyente: EtOAc/heptano al 5%; R; del 3-mercaptopropanoato de metilo: 0,20). Se interrumpié
la reaccion mediante adicion de cloruro de amonio saturado (100 ml) seguido de i-PrOAc (100 ml) y se agité la
mezcla resultante hasta que se disolvio todo el sdélido. Se separaron las fases y se lavd la fase orgéanica
sucesivamente con &cido clorhidrico acuoso al 1% (100 ml) y a continuacion con agua (2 x 50 ml). A continuacion, se
seco la fase organica sobre sulfato de sodio, se filtr6 y se concentrd a presion reducida (bafio a 45°C, 50 mm Hg)
hasta obtener una mezcla en bruto en forma de liquido de color amarillo palido. La mezcla en bruto se sometié a
cromatografia en columna sobre gel de silice utilizando un gradiente de heptano a EtOAc:heptano al 2%. Las
fracciones que comprendian el producto puro se combinaron y se concentraron para proporcionar 10,5 g (80%) de
3-(2,2-dimetilbutanoiltio)propionato de metilo (DMB-S-MMP).

Ejemplo 8: Conversion de la sal de sodio de monacolina J en sal de sodio de simvastatina, purificacion, aislamiento
del hidroxiacido de simvastatina y conversion del hidroxiacido de simvastatina en sal de amonio del hidroxiacido de
simvastatina

Se ensayaron las enzimas aciltransferasa variantes, preparadas como se ha descrito en el Ejemplo 3, para
SuU USO en una conversion a escala preparativa de la sal de sodio de monacolina J en sal de sodio de simvastatina,
de la siguiente manera. Se equipé un matraz de fondo redondo (RBF) de 3 bocas de 250 ml con un agitador
superior, un impulsor de palas planas y un termémetro interno. Se cargé el recipiente de reaccién con hidroxiacido
de monacolina J (59, 14,79 mmol). Posteriormente se afiadieron solucion de NaOH 1M (16,3 ml) y agua
desionizada (8,6 ml). Se agit6 la mezcla hasta que se disolvio todo el sélido antes de la adicion del tampén (~5
minutos). Se afiadié solucion de tampon de TEA (33,3 ml, 400 mM, pH =8,5) y se ajusté el pH de la mezcla
resultante de 9,4 a 9,0 con HCI 5 M (0,15 ml) antes de la adicion de la enzima. Se cargo a la mezcla agitada enzima
LovD variante (0,05 g) en forma de polvo. Se agité la mezcla durante 5 minutos a 350 rpm a 25°C para conseguir
homogeneidad. Se afiadi6 DMB-S-MMP (3,55 ml, 16,27 mmol, 1,1 eq) para iniciar la reaccion enzimatica. Se agit6 la
mezcla bifasica resultante a 350 rpm a 25°C (temperatura interna). El analisis por HPLC, como se ha descrito en el
Ejemplo 5, se realiz6 en muestras tomadas periddicamente. Se obtuvo aproximadamente un 92% de conversién al
cabo de 72 horas. Cuando se afiadio carbdén vegetal activado (10 g/l) antes del DMB-S-MMP (para neutralizar el
subproducto, 3-mercaptopropanoato de metilo), pudo conseguirse un 95%-99% de conversion al cabo de 40-48
horas. En una forma de realizacién, la variante con las mutaciones descritas en la VARIANTE NO: 116 de la Tabla 1
proporciona buenos resultados segun las condiciones anteriormente indicadas. Puede ser necesario optimizar las
condiciones de reaccion, incluidas las cantidades de carga del sustrato o enzima, para el perfil de reactividad de
otras variantes.

Se purific6 sal de sodio del hidroxiacido de simvastatina a partir de la reaccion anteriormente indicada, de la
siguiente manera. Una vez que el analisis durante el proceso indicé la maxima conversion, se ajusto el pH de la
mezcla de reaccion a 9,0 desde 8,2 utilizando solucion de NaOH 10 M (0,55 ml). Si se afiadia carbdn vegetal, la
mezcla de reaccion se filtraba a través de un lecho de Celite (1,5g) en un embudo de vidrio sinterizado G4
convencional a presion reducida para eliminar el carb6n vegetal. Se enjuag6 el RBF de 3 bocas de 250 ml con agua
desionizada (5 ml), que se filtr6 a través del mismo lecho de Celite y a continuacién se combiné con el filtrado. Se
lavé la torta de filtro con agua (5 ml) y los lavados se recogieron y se combinaron con el filtrado. Se cargé a la
reaccion MTBE (60 ml; 12 vol) y se agitd la mezcla a 450 rpm durante 10 minutos. A continuacion, se separaron las
2 fases y se recogieron por separado utilizando un embudo de decantacion. Se volvio a cargar la fase acuosa en el
RBF de 3 bocas de 250 ml y se extrajo de nuevo con MTBE (30 ml; 6 vol). Las fases se separan y recogieron por
separado.
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A continuacion, se realizé la conversion de la sal de sodio del hidroxiacido de simvastatina en hidroxiacido
de simvastatina, de la siguiente manera. Se cargé EtOAc (65 ml; 13 vol) a la fase acuosa. El pH de la mezcla se
ajusto a 5,3-5,4 utilizando una solucion de HCI 5 M (0,52 ml) y se agitdé a 450 rpm durante 10 minutos a 23°C-25°C.
Se dejo que se separaran las fases en un embudo de decantacion. Si se formaba una emulsion, se afiadia salmuera
para mejorar la separacion de las dos fases. Se eliminé la capa acuosa y se recogio por separado la fase de EtOAc.
Se volvié a cargar la capa acuosa en el RBF de 3 bocas de 250 ml y se extrajo de nuevo con EtOAc (65 ml; 13 vol).
Se agitd la mezcla bifasica a 450 rpm durante 10 minutos a 23°C y, a continuacion, se dejé que se separaran las
fases en un embudo de decantacién y se recogieron por separado. Se enjuagd el embudo de decantaciéon con
EtOAc (5 ml), que a continuacién se combind con los extractos de EtOAc primero y segundo. Los extractos de
EtOAc combinados se filtraron a través de un lecho de Celite (1 g) en un embudo de vidrio sinterizado G4
convencional a presion reducida para aclarar el extracto. Se lavé la torta de filtro con EtOAc (10 ml) y se combinaron
los lavados con el filtrado. El filtrado se concentré de 145 ml a 65 ml a presién reducida.

La conversion del hidroxiacido de simvastatina en sal de amonio del hidroxiacido de simvastatina se realizd
de la siguiente manera. La solucién de acetato de etilo que contenia el hidroxiacido de simvastatina se carg6 en un
RBF de 3 bocas de 250 ml y se agitd la mezcla de reaccién a 250 rpm a 20°C-22°C. A continuacion se afiadio a la
mezcla de reaccion, gota a gota durante 10 minutos, una mezcla 1:1 (v/v) de hidréxido de amonio (2,5 ml) y MeOH
(2,5 ml), manteniendo la temperatura interna a 20°C-22°C. Después de la adicion completa de la mezcla de
hidroxido de amonio y MeOH, se agité la mezcla resultante a 260 rpm durante 1 hora a 20°C-22°C. Se agitd
adicionalmente la suspension durante 1 hora a 0°C-5°C. A continuacion, se filtr6 el sélido blanco a través de un
embudo de vidrio sinterizado G4 convencional a vacio y se enjuagé el recipiente de reaccién con 6,5 ml de EtOAc
frio. Se filtr6 el aclarado a través del mismo lecho de Celite y se combiné con el filtrado. A continuacion, se lavo la
torta de filtro con EtOAc frio (6,5 ml; 1,3 vol). El sélido blanco se sec6 en la estufa de vacio (2 mm Hg) a 25°C
durante 24 horas para proporcionar aproximadamente 4,3 g-5,0 g (rendimiento aislado del 65%-75%) de sal de
amonio del hidroxiacido de simvastatina, en forma de sdlido blanco con una pureza quimica del 94%-97% (AUC,
238 nm).

Ejemplo 9: Conversion de la sal de amonio del hidroxidcido de monacolina J en sal de amonio del hidroxiacido de
simvastatina y aislamiento de la sal de amonio del hidroxiacido de simvastatina.

Las enzimas aciltransferasa variantes, preparadas como se ha descrito en el Ejemplo 3, se ensayaron para
SuU usO en una conversion a escala preparativa de la sal de amonio de monacolina J en sal de amonio de
simvastatina, de la siguiente manera. Se equip6 un matraz de fondo redondo (RBF) de 3 bocas de 250 ml con un
agitador superior, un impulsor de palas planas y un termémetro interno. Se carg6 el recipiente de reaccion con
hidroxiacido de monacolina J (10 g, 29,58 mmol). Posteriormente se afiadieron agua desionizada (112,0 ml) y
NH4OH (4,2 ml). Se agité la mezcla hasta que se disolvi6 todo el sélido antes del ajuste del pH (~ 2 minutos). Se
ajusto el pH de la mezcla resultante de 9,2 a 9,0 con HCI 5 M (1,5 ml) antes de la adicién de la enzima. Se carg6 a la
mezcla agitada enzima LovD variante (0,10 g) en forma de polvo. Se agit6 la mezcla durante 5 minutos a 300 rpm a
25°C para conseguir homogeneidad. Se afadi6 DMB-S-MMP (7,1 ml, 32,54 mmol, 1,1 eq) para iniciar la reaccion
enzimatica. La mezcla bifasica resultante se agitd a 300 rpm a 25°C (temperatura interna). El pH de la reaccion se
controld a 9,0 mediante pH-stat y titulacion de NH4OH al 25%. El analisis por HPLC, como se ha descrito en el
Ejemplo 5, se realiz6 en muestras tomadas periédicamente. Se consiguié aproximadamente un 97% de conversion
al cabo de 48 horas. En una forma de realizacién, la variante con las mutaciones descritas en la VARIANTE NO: 116
de la Tabla 1 proporciona buenos resultados segun las condiciones anteriormente indicadas. Puede ser necesario
optimizar las condiciones de reaccion, incluidas las cantidades de carga del sustrato o enzima, para el perfil de
reactividad de otras variantes.

Se aisl6 sal de amonio del hidroxiacido de simvastatina a partir de la reaccion anteriormente indicada, de la
siguiente manera. Una vez que el analisis durante el proceso indico la maxima conversion, se filir6 la mezcla de
reaccion a través de un embudo de vidrio sinterizado G4 convencional a presion reducida. Se enjuag6 el RBF de 3
bocas de 250 ml con agua desionizada enfriada (10 ml) y se filtré la suspension a través del mismo embudo de vidrio
sinterizado. Se lavo la torta de filtro dos veces con agua desionizada enfriada (20 ml) y, a continuacion, se lavo tres
veces con MTBE (40 ml). El sélido blanco se sec6 en una estufa de vacio (2 mm Hg) a 25°C durante 24 horas para
proporcionar aproximadamente 11,4 g a 11,7 g (rendimiento aislado del 85% al 87%) de sal de amonio del
hidroxiacido de simvastatina en forma de sélido blanco con una pureza quimica de aproximadamente el 97% al 98%
(AUC, 238 nm).

Aunque se han ilustrado y descrito diversas formas de realizacion especificas, se comprendera que pueden
realizarse diversos cambios sin alejarse del alcance de la invencién o invenciones tal como se define en las
reivindicaciones.
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<210>1

<211> 1242

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> LovD de Aspergillus terreus con codones optimizados

<400>1

atgggttcta
ttccgtaaag
agtggtaacc
aatcaattac
ctgaccacga
gttgacegee
ggcaacgeece
accagcggte
catttgecaga
gatccaggog
cgogoaacgqg
atcactgata
cagacccacc
gcggacggtyg
aaggttctge
ctgatgttcc
gcgtogeoege
ctgggtggta
ctgacgtttg
actttagcct
acctttgagc

tcattgatge
cggttaaaag
tgaactacac
caccgetgea
ttatggecact
tgctgeegga
gtectgegega
tgtecgtacgt
gogetgagaa
cggaatggat
gcttggacct
tgacgttcaa
gcaactccge
aagagtgttt
actectctget
agcecggeget
acatcaacta
tecattgecact
gtggcggtce
tttteccaget
acgcgatcta

ggctgeggeo
ccgccagatt
tecgetgttte
ggtggataca
gcagtgeatg
cctgagegeg
acgcegtggt
cttectgeat
gtttggeatt
ttatggoget
ggaacagtac
actgcagcag
ggatggtegt
cgggggccag
gaaacgtgac
ggaaccgcgc
tggcggtcca
ggaggatctg
aaacattgtt
ggaaccgtagg
tgcacagtat

gcggacccgg
ccgggtgetg
ggcgcacgca
ccatgtegte
gaacgoggeco
atgceggtge
aaaattacgt
cegetgetge
cagtctegte
aatctggact
ttgcaggaga
cgtccggata
ctgcgctatg
ggcgtgttca
ggcetgttge
ttggaagaac
atgcctatgg
gatggtgaga
tggcagattg
aacgacccgy
caacagggct

tggttctgat
ttattatgge
ctgtgegteg
tggcaagcge
tggtagactt
tggaaggctt
tacgceatct
gcgagtatat
tggogoegoo
gggcaggcaa
acatttgcge
tgctggecacg
atgactctgt
gcggtccagg
tgecagccaca
aaatgaacca
tcectgegteg
actggegteg
acccgaaagc
tgtgtcgtga
aa

ggaaacggct
gcgtgattgt
cgacgagtgce
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgce
gctgacacac
ggcceagggt
agctgttaat
attagtggaa
gccgetggge
tegtgecgac
gtattttege
cagttacatg
aaccgtggat
gcatatggac
cagcttcgge
taaaggctcg

gggtctgtgt
cctgactege

<210>2

<211> 413

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> LovD de Aspergillus terreus con codones optimizados

<400> 2

Met Gly Ser Ile Ile Asp Ala Ala Ala Ala Ala Asp Pro Val Val Leu

1 ] 10 15

Met Glu Thr Ala Phe Arg Lys Ala Val Lys Ser Arg Gln Ile Pro Gly
20 25 30

Ala Val Ile Met Ala Arg Asp Cys Ser Gly Asn Leu Asn Tyr Thr Arg
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300
360
420
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540
600
660
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780
B840
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1080
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1200
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<210> 3
<211> 1242
<212> ADN

Cys
Pro
65

Leu

Leu

Val

Ser
145
His

Pro

Gln
Thr
225
Gln
Val

Phe

Pro
305
Ala

Glu
Ile
Phe

385
Thr

Phe
50

Leu
Thr

Asp

Gly
130
Tyr
Leu
Ala
Trp
Tyr
210
Fhe
Thr
Tyxr
Ser
Asp
290
Ala
Ser
Ser
Asn
val
370
Gln

Phe

35
Gly

Gln
Thr
Glu
Glu
115
Lys
Val
Gln
val
Ala
195
Leu
Lys
His
Phe
Gly
275
Gly
Leu

Pro

Phe

Trp
355
Trp
Leu

Glu

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Variante de LovD

<400> 3

Ala
Val
Ile
Thr
100
Gly
Ile
Phe
Ser
Asn
180
Gly
Gln
Leu
Arg
Arg
260
Pro
Leu
Glu
His
Gly
340
Arg
Gln

Glu

Arg
Asp
Met
85

Val
Phe
Thr
Leu
Ala
165
Asp
Lys
Glu
Glin
Asn
245
Ala
Gly
Leu
Pro
Ile
325
Leu
Arg
Ile

Pro

Ala
405
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Thr
Thr
70

Ala
Asp
Asp
Leu
His
150
Glu
Pro
Leu
Asn
Gln
230
Ser
Asp
Ser
Leu
Arg
310
Asn
Gly
Lys
Asp
Trp

320
Tle

Val
55
Pro

Leu

Asp
135
Pro
Lys
Gly
Val
Ile
215
Ala
Gly
Tyr
Gln
295
Tyr
Gly
Gly
Pro
375
Asn

Tyr

40
Arg

Cys
Gln
Leu
Ala
120
His
Leu
Phe
Ala
Glu
200
Cys
Pro
Asp
Glu
Met
280
Pro
Glu
Gly
Ile
Ser
360
Lys
Asp

Ala

Arg
Arg
Cys
Leu
105
Gly
Leu
Leu
Gly
Glu
185
Arg
Ala
Asp
Gly
Glu
265
Lys
Gln
Glu
Gly
Ile
345
Leu
Ala

Pro

Gln

27

Asp
Leu
Met
90

Pro
Asn
Leu
Arg

Ile
170

Trp
Ala
Pro
Met
250
Cys
val
Thr
Gln
Pro
330
Ala
Thr
Gly
val

Tyr
410

Glu
Ala
75

Glu
Asp
Ala
Thr
Glu
155
Gln
Ile
Thr
Leu
Leu
235
Leu
Phe
Leu
Val
Met
315
Met
Leu
Phe
Leu
Cys

395
Gln

Cys
60
Ser

Leu

His
140
Tyr
Ser
Tyr
Gly
Gly

220
Ala

Gly
His
Asp
300
Asn
Pro
Glu
Gly
Cys
380

Gln

45
Asn

Ala
Gly
Ser
Leu
125
Thr
Met
Arg
Gly
Leu
205
Ile
Arg
Tyr
Gly
Ser
285
Leu
Gln
Met
Asp
Gly
365
Thr

Asp

Gly

Gln
Thr
Leu
Ala
110
Arg
Ser
Ala
Leu
Ala
190
Asp
Thr
Arg
Asp
Gln
270
Leu
Met
His
val
Leu
350
Gly
Leu

Leu

Leu
Lys
Val
95

Met
Glu
Gly
Gln
Ala
175
Asn
Leu
Asp
Ala
Asp
255
Gly
Leu
Phe
Met
Leu
335
Asp
Pro

Ala

Thr

Pro
Leu
80

Asp

Pro

Leu
Gly
160
Pro
Leu
Glu
Met
Asp
240
Ser
val
Lys
Gln
Asp
320
Gly

Asn

Phe

400



10

15

20

25

atgggttcta
ttecgtaaag

agtggtaacc
aatcaattac
ctgaccacga
gttgaccgce
ggcaacgcco

accagcggte
catttgcaga
gatccaggcg
cgcgcaacgg
atcactgata
cagacccacce
gcggacggtg
aaggttctge
ctgatgttee
gegtegeege
ctgggtggta
atgacgtttg
actttageet
acctttgage

tcattgatge
cggttaaaag
tgaactacac
caccgectgea
ttatggcact
tgctgccgga
gtctgcgega

tgtegtacgt
gcgetgagaa
cggaatggat
gcttggacct
tgacgttcaa
gcaactooge
aagagtgttt
actctetget
agcoggeget
acatcaacta
tcattgecact
gtggeggtec
ttttecaget
acgcgatcta

ES 252472513

ggctgeggee
ccgecagatt
tegetgttte
ggtggataca
gcagtgcatg
cctgagocgeg
acgcegtggt

cttectgeat
gtttggcatt
ttatggcget
ggaacagtac
actgcagcag
ggatggtegt
cgggggccag
gaaacgtgac
ggaaccgcgc
tggcggtceca
ggaggatctg
aaacattgtt
ggaaccgtgg
tgcacagtat

goggaccogg
ccgggtgctg
ggcgcacgca
ccatgtegte
gaacgcggcc
atgeccggtge
aaaattacgt

cegetgetge
cagtctegte
aatctggact
ttgcaggaga
cgtoccggata
ctgegetatg
ggcgtgttea
ggcctgttge
ttggaagaac
atgecctatgg
gatggtgaga
tggcagattg
aacgaccogyg
caacagggct

tggttectgat
ttattatgge
ctgtgegteg
tggcaagcgce
tggtagactt
tggaaggctt
tacgccatct

gocgagtatat
tggcgcegec
gggcaggcaa
acatttgege

tgetggeacyg
atgactctgt
gcggtccagg
tgecageceaca
aaatgaacca
tectgegteg
actggcgtcg
acccgaaage
tgtgtcgtga
aa

ggaaacggct
gcgtgattgt
cgacgagtgc
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgcc
gctgacacac

ggcecagggt
agctgttaat
attagtggaa
gcegetggge
tcgtgecgac
gtattttecge
cagttacatg
aaccgtggat
gcatatggac
cagecttegge
taaaggctcg
gggtctatagt
cctgactege

&0

120
180
240
300
360
420

480
540
600
650
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1242

<210>4

<211> 413

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Variante de LovD

<400> 4

40

45

50

55

60

65

28
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40

45

50

55

60

65

<210> 5

Ala

Cys

Fro

Ser
145
His
Pro
Asp
Gln
Thr
225
Gln
Val

Phe

Pro
305

Ala

Glu
Ile
Fhe

385
Thz

<211> 1242
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

Gly
Glu
Val
Fhe
50

Leau

Thr

Asp

Gly
130
Tyr

Ala
Tcp
Tyr
210
Fha
Thr
Tyr
Ser
Asp

230
Ala

Ser
Eer
ASnD
val
370
Gln

Pha

Ser
Thr
Ile
35

Gly

Eln

Glu
Glu
115
Lys
val
Gln

Val

Ala
195
Lys
His
Fhe
Gly

275
Gly

Pro
Phe
Trp
355
Leu

Glu

<223> Variante de LovD

<400> 5

Ile
ARla
20

Mat
Ala
val
Ile
The
100
Gly
Ile
Fhe
Ser
Asn
180
Gly
Gln

Lau

260
Fro

Lau

Glu

Hi=s
Gly
340
Eln
Glu

His

Ila
Fha
Ala
Arg
Asp
Met
Val
Fhe
Thr
Leu
Ala
165
Asp
Lys
Glu
Gln
Asn
245

Ala

Gly

Fro

Ile
325
Lew
Arg
Ila

Fro

Ala
405

ES 252472513

Thr
Thr
TO

Ala
ABp
hsp
Leu
His
150
Glu
Pro
Lau
ASn
Gln
230
Sar

Asp

Ser

310

Asn
Gly
Lys
Asp
Trp

390
Ile

Ala
Lys
Asp
Val
55

Pro

Leu

Asp
135
Pro
Lys
Gly
val
Ile
215
Ala
Gly
Tyr

Gln
295

Tyr
Gly
Gly
Fro
375

Asn

Tyr

Ala

hla

Cya
40

Cya
Gln
Lizu
Ala

120
His

FPhea
Ala
Glu
200
Cys
Pro
Asp
Glu
Met
280

Fro

Glu

Gly
Ile
Ser
260
Lys
Asp

Ala

Ala
Val
25

Ser
Arg
Arg
Cys
L@

105
Gly

Gly
Glu
185
Ala
Asp
Gly
Glu
265
Lya
Gln

Glu

Gly
Ile
345
Ala
Pro

Gln

29

Ala
10

Lys
Gly

Asp

Met
Pro

Aan

Arg

Ile
170
Trp

Ala

Pro

Arg
250
Cys
Val
The

Gln

Fro
330
Ala

Ely
val

Tyr
410

Ala
Ser
Asn
Glu
Ala
75

Glu
Asp
Ala
Thr
Glu
155
Gln
Ile
Thr
Lau
Lau
235

Leu

Fhe

Val

315

Met
Leu
Fhe
Leu
Cys

395
Gln

Asp

Arg

Cys
&0
Ser

His
140
Tyr
Ser
Tyr
Gly
Gly

220
Ala

Gly
His
Asp

300
Asn

Pro
Glu

Gly

Cys
380
Arg

Gln

Fro
Gln
Asn
45

Asn
Ala
Gly
Ser

125
Thr

Gly
Ly

205
Ile

Tyr
Gly
Ser
285
Lau

Gln

Asp
Gly

365
Thr

Asp

Gly

Val
Ile
a0

Tyr

Gln

Leu
Ala
110
Ser
Ala
Leu
Ala
180
Aap

Thr

Asp
Gln
270
Mat

His

Val
Leu
350
Gly

Lau

Val
15

Pro
The
Leu
Lys
Val
95

Mat
Glu
Gly
Gln
Ala
175
Asn
Leu
hsp
Ala
Asp
255
Gly
Leaun
Fhe

Mat

Leau
335
hsp

Pro
Ala

Thr

Leu

Gly

Fro
80
Asp

Pro

L@
Gly
160
Pro
Leu
Glu
Met
Asp
240
Sar
Val
Lysg

Gln

Asp
320

Gly
Asn

Fhe

400



10

15

20

25

atgggtteta
ttcogtaaag
agtggtaacc
aatcaattac
ctgaccacga
gttgacecges
ggcaaccoges
accagcggte
catttgcaga
gatoccaggog
cgcgcaacgy
atcactgata
cagacccaco
geggacggtyg
aaggttcotge
ctgatgttcc
gogtegooge
ctgggtggta
atgacgtttg
actttageoct
acctttgage

tocattgatge
cggttaaaag
tgaactacac
cacogotgoa
ttatggoact
tgetgocogga
gtetgeogega
tgtegtacgt
gegetgagaa
cggaatggat
gcttggacct
tgacgttcaa
gcaactccag
aagagtgttt
actototget
agooggogot
acatcaacta
tcattgoact
gtggcggtoo
ttttocaget
acgogatcta

ES 252472513

ggctgeggee
cogocagatt
togotgttie
ggtggataca
gcagtgoatg
cctgagegey
acgcogtggt
cttoctgoat
gtttggoatt
ttatggoget
ggaacagtac
actgoagoadg
cgatggtegt
cgggggccayg
gaaacgtgac
ggaaccgoge
tggcggtoca
ggaggatctyg
aaacattgtt
ggaaccgtgg
tgocacagtat

goggaccocgyg
cegggtgoty
ggcgoacgea
cocatgtegte
gaacgoggoo
atgeceggtge
aaaattacgt
cogotgetge
cagtotegtt
totetggact
ttgcaggaga
cgtocggata
ctgogotatyg
ggcgtgttea
ggcctgttge
ttggaagaac
atgoctatgg
gatggtgaga
tggcagattg
aacgaccogy
caacagggeot

tggttctgat
ttattatgge
ctgtgogtoeg
tggcaagcge
tggtagactt
tggaaggett
tacgocatcot
gogagtatat
ttgegeeogee
gggcaggcaa
acatttgecge
tgctggoacg
atgactctgt
gocggtocagg
tgcagecaca
aaatgaacca
tectgegteg
actggogteqg
acccgaaago
tgtgtegtga
aa

ggaaacggct
goegtgattgt
cgacgagtgo
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgee
gectgacacac
ggccoagggt
attagttaat
attagtggaa
gcogotggge
tegtgoogac
gtattttege
cagttacatg
aacogtggat
goatatggac
cagettogge
taaaggotog
gggtctgtgt
cctgactege

60

120
180
240
300
360
420

540
600
660
120
T80
840
200
260
1020
1080
1140
1200
1242

<210>6

<211> 413

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Variante de LovD

<400> 6

Ser Ala RAla Leu

40

45

50

55

60

65

Ala Val

Fro Lau

65

Gly

FPhe

5

Glu Thr Ala Phe Arg Lys

20

35

Ile Ile Asp Ala

Ile Met Ala Arg Asp
Gly Ala Arg Thr Vval

Gln val Asp Thr Pro

Ala

Cys

10
Val
25
Ser

40

55

70

Cys

Arg Arg Asp Glu Cys Rsn

Lys Ser Arg Gln

Gly Asn Leu Asn

Arg Leu Ala

Ala Ala Asp Pro Val Val

Ila

15
Pro Gly

30

45

Ser Ala

75

30

Tyr
Gln

Thr

Thr

Fro

Lau
g0

Lys
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210>7

Ser
145
Hism
Pro
Asp
Gln

Thr
225
Gln

Val

Phe

Pro
305
Ala

Glu
Ila
Phe

385
Thr

<211> 1242

<212> ADN

Thr
hAsp
Lau
Gly

130
Tyr

Trp
Tyr
210
Fhe
Thr
T!rl'r.
Ser
Asp
290
Ala
Ser
Ser
Asn
Val
370
Gln

Fhea

Thr
Glu
Glu
115
Lys
val
Gln
Val
Ala
195
Leau
Lys
His
Phe
Gly
275
Gly
Leu

Pro

Phe

355
Tt

Leu

Glu

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Variante de LovD

<400> 7

Ile
Thr
100
Gly
Ila
Phe
Ser
Asn
180
Gly
Gln
Leu
Arg
Arg
260
Pro
Leu
Glu
His
Gly
340
Arg
Gln
Glu

His

Met
85

Val
Phe
Thr
Lieu
Ala
185
Asp
Lys
Glu
Gln
Asn
245
Ala
Gly
Leau
Fro
Ile
325
Lew
Arg
Ila

Fro

Ala
405

ES 252472513

Ala
Asp

Aap

His
150
Glu
Pro
Lau
Asn
Gln
230
Ser
AsSp
Ser
Leu
310
Asn
Gly
Lys
Asp
Trp

390
Ile

Leu
Arg
Asp
Arg
135
Pro
Lys
Gly
Val
Ile
215
Ser
Gly
Tyr
Gln
295
Leu
Tyr
Gly
Gly
Fro

375
Asn

Tyr

Gln
Lau
Ala
120
His
Leu
Phe
Ala
Glu
200
Cys
Fro
Asp
Glu
Mat
280
Pro
Glu
Gly
Ile
Ser
360
Lys
BAER

Ala

Cys
Lau
105
Gly
Lau
L
Gly
Glu
185
Arg

Ala

Gly
Glu
265
Lys
Gln
Glu
Gly
Ile

345
Het

Fro

Gln

31

90
Fro

ASnD
Lau
Arg

Ile
170

Trp
Ala
Fro
Met
Arg
250
Cys
Val
Thr
Gln
FPro
330
Ala
Thr
Gly

Val

Tyr
410

Glu Arg Gly

Asp
Pro
Thr
Glu
155
Gln
Ile
Thr
Lau
Leu
235
Leu
Phe
Lau
Val
Mat
315
Met
Leu
Phe

Lazu

Cys
335
Gln

Leu

Arg
His
140
Tyr
Ser
Tyr
Gly
Gly
220
Ala
hrg
Gly
His
hsp
300
hsn
Fro
Glu
Gly
Cys
380
hArg

Gln

Ser
Leu
125
Thr
Meat
Arg
Gly
Lau
205
Ila
Arg
Tyr
Gly
Ser
285
Leau
Gln
Met
Asp
Gly
365
The
ASp

Gly

Lau
Ala
110
Arg
Sar
Ala
Fhe
Ala
150
Asp

Thr

Asp
Gln

270
Lau

His
val
Leu

350
Gly

Val
95

Mat
Glu
Gly
Gln
Ala
175
Ser
Lau
Asp
Ala
Asp
255
Gly
Leu
Fhe
Met
Lau
335
Asp
Pro

Ala

Thr

Asp
Pro
Arg
Lau
Gly
160
Pro
Lau
Glu
Met
hsp
240
Ser
Val
Lys
Gln
hap
320
Arg
Gly
Asn

Phe

400



10

15

20

25

atgggttcta
tteccgtaaag
agtggtaace
aatcaattac
ctgaccacga
gttgacegee
ggcaaccogo
accageggte
catttgcaga
gatoccaggog
cgegeaacygyg
atcactgata

EH.I;'EI.EEEE.EE
goggacggtyg
aaggttotge
ctgatgttec
gegtegeoge
ctgggtggta
atgacgtttg
actttageoct
acctttgage

tcattgatge
cggttaaaag
tgaactacac
cacegeotgeoa
ttatggecact
tgotgoogga
gtoctgogoga
tgtcgtacgt
gogoetgagaa
cggaatggat
gottggacct
tgacgttcaa

ES 252472513

ggotgoggoo
cogocagatt
togotgttte
ggtggataca
gocagtgeatg
cotgagogog
acgoogtggt
cttectgeat
gtttggoatt
ttatggcoget
ggaacagtac
actgoagoag

gcaactccag cgatggtogt
aagagtgttt cgggggocag
actctotget gaaacgtgac
agceggeget ggaacogogo
acatcaacta tggoggtcoca
tcattgoact ggaggatctg
gtggeggtec aaacattgtt
ttttocaget ggaacogtgyg
acgcgatcta tgoacagtat

goggaccegg
cogggtgetg
ggogeacgea
coatgtogte
gaacgcggcc
atgocoggtge
amaattacgt
ecgetgetge
cagtetegtt
toctctggact
ttgcaggaga
egteoggata

ctgogotatg
ggogtgttca
ggoctgttge
ttggaagaac
atgoctatgg
gatggtgaga
tggcagattg
aacgaccogyg
caacagggct

tggttetgat
ttattatgge
ctgtgegtog
tggocaagoge
tggtagactt
tggaaggett
tacgcecatct
goegagtatat
ttgogoogos
gggcaggcasa
acattbtgege
tgetggoacyg

atgactctgt
gcagtocagg
tgocagocaca
aaatgaacca
tocotgogtog
actggegteg
accogaaagco
tgtgtogtga
aa

ggaaacggct
goghtgattgt
egacgagtge
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgoo
goctgacacac
ggcccagggt
attagttaat
attagtggaa
googotgggo
teogtgecgac

gtattttege
cagttacatg
aacogtggat
goatatggac
cagottogge
taaaggcteg
gggtoctgtgt
coctgactoge

&0

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780
840
900
2e60
1020
1080
1140
1200
1242

<210>8

<211> 413

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Variante de LovD

<400> 8

40

45

50

55

60

65

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210>9

Ala

Cys
Fro

65
Leu

val

Sear
145

His

Pro

Gln
The
225
Gln
val

Phe

Fro
305
Ala

Glu

Ila

Pha
385
The

<211> 1242
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

Gly
Glu
Val
Fhe
S50

Leu
Thr
Asp
Lau
Gly
130
Tyr

Leu

Trp
Tyr
210
Phea
Thr
Tyr
Ser
Asp
290
Ala
Ser

Ser

Agn

Val
370
Gln

Phe

Ser
Thr
Ile
Gly
Gln
The
Glu
Glu
115
Lys
Val
Gln
val
Ala
1585
Lau
Lys
His
Phe
Ser
275
Gly
Lau
Pro
Phe
Trp
355
Trp
Leu

Glu

<223> Variante de LovD

<400>9

Ile
Ala
20

Ala
Val
Ile
Thr
100
Gly
Ile
Fhe
Ser
Agn
180
Gly

Gln

260
Pro

Glu
His

Gly
340

Gln
Glu

His

Ila
Fhe

Ala

Asp
Met
85

val
Phe
Thr
Leu
Ala
165
Aesp
Lys
Glu
Gln
Asn
245
Ala
Gly
Lau

Fro

Ile
325

Ile
Pro

Ala
405

ES 252472513

hep

Thr
Thr
70

Ala
Asp

Asp

His
150
Glu
Pro
Leu
Asn
Gln
230
Ser
ABp
Ser
Leau
310
Asn
Gly

Lys

Rep

390
Ile

Ala
Lys
Asp
Val
55

Pro

Leu

Asp
135
Pro
Lys
Gly
val
Ile
215§
Ser
Gly
Tyr
Gln
295
Tyr
Gly

Gly

Fro
375
Asn

TyE

hkla
Ala
Cys
40

Arg
Cys
Gln
Lau
Ala
120
His
Leu
Phe
Rla
Glu
200
Cys
Pro
Rsp
Glu
Met
280
Pro
Glu
Gly
Ile
Ser
360
Lys

Asp

Ala

Ala
Val
25

Ser
Arg
Arg
Cys
Lau
105
Gly
Lau
Leu
Gly
Glu
185
hrg
Ala
Asp
Gly
Glu
265
Lys
Gln
Glu
Gly
Ile

345
Meat

hAla
Pro

Gln

33

Ala
Lys
Gly
hsp
Lau
Mat
0

Pro
Asn
Leu
Arg

Ila
170

Trp
Ala
Pro
Mat
Arg
250
Cys
Val
Thr
Gln
Pro
330
Ala

Thr

Gly
Val

Tyr
410

Ala
Ser
Asn
Glu
Ala

T5
Glu

Fro
Thr
Glu
155
Gln
Ile

Thr

Leu
235
Leu

Phe

Val
Mat
315
Leu

Phe

Leu

Cys
385
Gln

hsp

Cys
&0
Sar

His
140
Tyr
Ser
TyE
Gly
Gly

220
Ala

Gly
His
Asp
300
Asn
Fro

Glu

Gly

Cys
380

Gln

Pro
Gln
Asn
45

Asn
Ala
Gly
Ser
Lau
125
Thr
Met
Arg
Gly
Leu
205
Ile
Arg
Tyr
Gly
Ser
285
Lau

Gln

Asp

Gly

365

Asp

Gly

Val
Ile
Tyr
Gln
Thr
Lau
Ala
110
Arg
Ser
Ala
Phe
Ala
190
Asp
Thr
Arg
Asp
Gln
270
L
Mat
His
Val
Lau

350
Gly

Val
Fro
Thr
Leu
Lys
Val
a5

Mat
Glu
Gly
Gln
Ala
175
Ser
Leu
Asp
Ala
Asgp
255
Gly
Lau
Phe
Mat
Leu
335
Asp

Fro

Ala

Thr

Leu

Gly

Pro
Leu
80

Asp

Fro

Leau
Gly

160
Pro

Glu

Asp
240
Ber
val
Lys
Gln
Asp
320

Gly

Phe

400
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atgggttcta
tteogtaaag

agtggtaace
aatcaattac

ctgaccacga
gttgacogoo
ggcaacocoge
accagoggtc
catttgoaga
gatccaggeqg
cgocgoaacgg
atcactgata
Cagaccoace
goggacggtg
aaggtteotge
otgatgttoo
gogtogoege
ctgggtggta
atgacgtttg
actttagoet
acotttgage

tcattgatge
cggttaaaag
tgaactacac
cacogotgca
ttatggcact
tgotgoogga
gtctgogoga
tgtogtacgt
gegetgagaa
cggaatggat
gecttggacct
tgacgttcaa
goaactocag
aagagtgttt
actctetget
agooggogot
acatcaacta
tcattgoact
gtggoggtoc
ttttocaget
acgogatota

<210> 10

<211> 413

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Variante de LovD

<400> 10

Gly
Glu
Ala Val
Fhe
50

Pro Lau
65

Cys

Leu Aap

Val Leu

Ser Ile

Thr Ala Phe

20

Ile Met Ala

35
Gly

Gln val Asp Thr PFro Cys

Thr
BS

Glu
100

Glu Gly

Ile Asp Ala

Ile Met

Thr Val

ES 252472513

ggotgoggec
cogecagatt
togetgttte
ggtggataca
geagtgoatyg
cotgagogog
acgoogtggt
cttoctgoat
gtttggcatt
ttatggeoget
ggaacagtac
actgcagcag
cgatggtogt
cgggggccag
gaaacgtgac
ggaaccgogo
tggeggtoca
ggaggatctyg
aaacattgtt
ggaaccgtgg
tgeacagtat

Arg Lys

Ala

Arg Asp Cys

goggacocogg
cogggtgetg
ggcgcacga
ccatgtogte
gaacgoggec
atgocggtyge
aaaattacgt
cogotgotge
cagaatogtt
tetotggact
ttgoaggaga
cgtocoggata
ctgogotaty
ggogtgttoa
ggcctgtige
ttggaagaac
atgoctatgg
gatggtgaga
tggcagattg
aacgaccogyg
caacaggget

ARla Ala Ala

10
Val Lys
25

Ser Gly

40

Thr Val
58

70
Ala Leu

Phe Asp Asp Ala

Gln

Asp Arg Leu Leu

Arg Asp

Arg Leu
Cys Met
30
Pro
105

Gly Asn

34

Asn

tggttoctgat
ttattatgge
ctgtgogteg
tggcaagogo
tggtagactt
tggaaggctt
tacgocatot
gogagtatgt
ttgogoeogee
gYgcaggcaa
acatttgoge
tgctggecacyg
atgactetgt
gocagtccagg
tgcagocaca
aaatgaacca
teoctgogteg
actggogtog
acccgaaagcoc
tgtgtegtga
aa

Ala Asp Pro

Sar Gln

Leu Asn
45

Glu Cys Asn
60

Ala Ser Ala

15

Glu

Arg Gly

Asp Leu Ser

Pro Arg Leu

ggaaacgget
gogtgattgt

cgacgagtgo
tactaaatta

ggatgaaact
tgatgatgee
gotgacacac
tgccocagggt
attagttaat
attagtggaa
googotggge
tegtgeocogac
gtattttoge
cagttacatg
aaccgtggat
gecatatggac
cagottegge
taaaggctcg
gggtctgtgt
cetgactege

Val
15
Ile Fro

30

EYdEgd

(=
=
=

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
12432

Ly

Gly

Pro
Leu
hap
Pro

Glu Arg
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<210> 11
<211> 1242
<212> ADN

Sar
145
His

Fro

Gln
Thr
225
Gln

val

Phe

Pro
305
Ala

Glu
Ila
FPhe

385
Thr

Gly
130
Tyr
Leu
Lau
Trp
Tyr
210
Fhe
Thr
Tyr
Sar
Asp
290
Ala
Ser
Ser
Asn
Val
370
Gln

Phe

115
Lys

Val
Gln
Val
Ala
155
Lau
Lys
His
Fhe
Sar
275
Gly
Leaun

Fro

Fhe

Trp
355
Tep
Leu

Glu

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Variante de LovD

<400> 11

Ile
Fhe
Ser
Asn
180
Gly

Gln

Leu

260
Fro

Glu
His
Gly
340
Gln
Glu

His

Thr
Lau
Ala
165
Asp
Lys
Glu
Gln
Asn
245
Ala
Gly
Leu
Pro
Ile

325
Leu

Ile
Pro

Ala
405

ES 252472513

His
150
Glu
Pro
Leu
ASn
Gln
230
Sar
Asp
Ser
Leu
Arg
310
Asn
Gly

Lys

Tcp
350
Ile

Arg
135
Pro
Lys
Gly
Val
Ila
215
Arg
Ser
Gly
Tyr
Gln
295
Lau
Tyr
Gly
Gly
Fro
375
hsn

Tyr

120
His

Lau
Phe
Ala
Glu
200
Cys
Fro
Asp
Glu
Met
280
Pro
Glu
Gly
Ile
Ser
360
Lys
Asp

Ala

Leu
Lau
Gly
Glu
185
Arg

Ala

Gly
Glu
265
Lys
Gln
Glu
Gly
Ile
345
Met
Ala

Fro

Gln

35

Leu
Arg

Ila
170
Trp

Ala
Pro
Mat
Arg
250
Cys
val
Thr
Gln
Fro

330
Ala

Gly
val

Tyr
410

Thr
Glu
155
Gln
Ile
Thr
Leu
Lau
235
Lau
Fhe
Leu
Val
Mat
315
Met
Leu
Phe
Lau
Cys

395
Gln

His
140
Tyr
Asn
Tyx
Gly
Gly
220
Ala
Arg
Gly
Hisg
Asp
300
Asn
Fro
Glu
Gly
Cys
380
Arg

Gln

125
Thr

Val

Gly
Lau
205
Ile
hrg
TyE
Gly
Ser
285
Leu
Gln
Met
Asp
Gly
365
Thr
Asp

Gly

Ser
Ala
Phe
Ala
190
Asp
Thr
hrg
Asp
Gln
270
Met
His
Val

as0
Gly

Gly
Gln
Ala
175
Sar
Leu
Asp
Ala
Asp
255
Gly
Leu

Phe

Pro
Ala

Thr

Leu
Gly
160
Pro
Lau
Glu
Met
Asp
240
Ser
Val
Lys
Gln
Asp
320
Gly
Asn

FPhe

400



10

15

20

25

atgggtteta
ttocogtaaag
agtggtaace
aatcaattac
ctgaccacga
gttgacogos
ggoaaccogo
accagoggte
catttgocaga
gatccaggeg
cgcgcaacgy
atcactgata
cagacccace
geggacggtg
aaggttctge
ctgatgttee
gegtegoocge

ctgggtggta
atgacgtttg
actttagtct
acctttgage

tcattgatgo
cggttgaaag
tgaactacac
cacogotgoa
ttatggcact
tgotgoogga
gtotgogoga
tgtegtacgt
gogotgagaa
cggaatggat
gettggacet
tgacgttcaa
geaactocag
aagagtgttt
actoctotget

agccggeget
acatcaacta

teocattgoact
gtggeggtoe
ttttocagect
ecgogatcta

ES 252472513

ggctgtggeo
cogocagatt
tegetgttte
ggtggataca
gcagtgcatg
cctgagegeg
acgeegtggt
ctteectgeat
gtttggoatt
ttatggoget
ggaacagtac
actgoageoag
egatggtaaa
cgggggccag
gazacgtgac
ggaaccgoge
tggoggteca

ggaggatctyg
aaacattgtt

ggaaccgtgg
tgocacagtat

goggaccogy
ccgggtgetg
ggegoacgea
coatgtogte
gaacgoggoc
atgooggtge
aaaattacgt
cegetgetge
cagaatcgtt
tctatecgact
ttgoaggaga
cgtocoggata
ctgegetatg
ggcgtgttca
ggoctgttge
ttggaagaac
atgoctatgg

gatggtgaga
tggcagattg
aacgacccgg
caacaggget

tggttctgat
ttattatgge
ctgtgegteg
tggoaagogo
toggtagactt
tggaaggott
tacgocatct
gegagtatgt
ttgegoogee
gggcaggcaa
acatttgege
tgetggeacg
atgactctgt
gocagtccagg
tgoagcoccaga
aaatgaacca
tectgegteg

actggegtog
accogaaageo
tgtgtcgtga
aa

ggaascgget
gegbtgattgt
cgacgagtga
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgeo
goctgacacac
tgococagggt
attagttaat
attagtggaa
gocgctgggo
toegtgoegac
gtattttege
cagttacatg
aacogtggat
gcatatggac
cageottoegge

taaaggcteog
gggtctgtgt
cctgactogo

a0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
g40
200
960
1020

1080
1140
1200
1242

<210> 12

<211>413

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Variante de LovD

<400> 12

40

45

50

55

60

65

36
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Sar
145
His

Pro

Gln
Thr
225
Gln
Val

Phe

Fro
305
Ala
Arg
Glu
Ile

Phe
385

<210> 13
<211> 1242
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Gly
Glu
Val
Fhe
50

Thr

Asp

Gly
130
TyE

Trp
Tyr
210
Phe
The
Tyr
Ser
Asp
290
hla
Ser
Ser
Asn
Val

370
Gln

Sar
Thr
Ile
Gly
Gln
Thr
Glu
Glu
115
Lys
Val
Gln
Val
Ala
145
Leu
Lys
His
Phea
Ser
275
Gly
Lau

Pro

Pha

355
Irp

Leu

Ila
Ala
20

Het
Ala
Val
Ile
Thr
100
Gly
Ile
Pha
Ser
Asn
180
Gly
Gln
L
Arg
Arg
260
Bro
Leu
Glu
His
Gly
340
Arg
Gln

Glu

Ile
Phe

Ala

hsp
85

Val
Phe
The
Lau
Ala
165
Asp
Lys
Glu
Gln
Asn
245

Ala

Gly

Pro

Ile
325

Ila

Fra

ES 252472513

Asp

Thr
T0

Ala
Asp

Agp

His
150
Glu
Pro
Leu
Asn
Gln
230
Sar

Asp

Ser

3140
Asn

Gly
Lys
Asp

Trp
380

Ala
Lys
Asp
Val
55

Pro
Leu
Arg
Agp
Arg
135
Pro
Lys
Gly
val
Ile
215
Arg
Sear
Gly
Tyr
Gln

295
Laau

Tyr
Gly
Gly
Fro

375
Asn

Ala
Ala
Cys
40

Cys
Gln
Leu
Ala
120
His
Lau
Fhe
Ala
Glu
200
Cys
Pro
Asp
Glu
Met
280
Fro
Glu
Gly
Ile
Ser
360
Lys

hsp

Val
Val
25

Ser
Arg
Arg

Cys

Leu
105

Glu
185
Arg
Ala
Asp
Gly
Glu
265
Lys
Glu
Glu
Gly
Ila
345
Met
Ala

Fro

Ala
Elu
Gly
Asp
Leu
Hat
a0

Fro
Asn
Lau
Arg

Ile
170

Trp
Ala
Pro
Het
Lys
250
Cys
Val
Thr
Gln
Fro
330
Ala
Thr
Gly

Val

Ala
Ser
Asn
Glu
Ala
15

Glu
Asp
Fro
Thr
Glu
155
Gln
Ile
Thr
Leu
Leu
235
Lau
Fhe
Leu
val
Met
315
Mat
Leu
Fhe

Lau

Cys
395

Asp

Arg

Cys
&0
Ser

Leu
hrg
His
140
Tyr
Asn
Tyr
Gly
Gly
220
Ala
Arg
Gly
His
ABp
300
Asn
Pro
Glu

Gly

Cys
3B0O

Pro
Gln
Asn
45

Asn
Ala
Gly
Ser
Leu
125
Thr

val

Gly
Leu

2058
Ile

Tyr
Gly
Ser
285
Leu
Gln
Mat
Asp
Gly
365
Thr

Asp

Val
Ile
30

Tyr
Gln
Thr
Leu
Ala
110
Arg
Ser
Ala
Phea
Ala
190
Asp

Thr

Asp
Gln
270
Leu
Met
Hig
Val
Leu

350
Gly

Val
15

Pro
Thr
Leu
Lys
Val
a5

HMat
Glu
Gly
Gln
Ala
175
Sar
Leu
Asp
Ala
ABp
255
Gly
Leu

Phe

Lau
335
Asp

Pro

Val

Thr Phe Glu His Ala Ile Tyr Ala Gln Tyr Gln Gln Gly
405

<223> Variante de LovD

<400> 13

37

410

Leu
Gly
160
Fro
Ile
Glu
Mat
Asp
240
Ser
Val
Lys

Gln

320

Gly
Asn

Phe

4040
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atgggttota
ttecegtaaag
agtggtogto
aatcaattac
ctgaccacga
gttgacogeoo
ggcaaccoge
accageggte
catttgcagg
gatccaggog
cgogoaacgg
atcactgata
atgacccace
goggacggtyg
aaggttetge
ctgatgttoo
gogtogooga
ctgggtggta
atgacgtttg
actttagtct
acctttgaga

tocattgatgo
cggttgaaag
tgaactacac
caccgetgoa
ttatggeact
tgctgoocgga
gtetgogoga
tgtegtacgt
gogotgagaa
cggaatggat
gottggacot
tgacgttcaa
gcaactecag
aagagtgttt
actctetget
agecggegot
acatcaacta
tcattgeact
gtggeggtee
tttteocaget
aagegateta

ES 252472513

ggotgtggoo
cegecagatt
togotgttte
ggtggataca
gcagtgcatg
cotgagogog
acgcococgtggt
ctteoctgeat
gtttggcoatt
ttatggoget
ggaacagtac
actgocagoag
cgatggtaaa
cgggggccag
gaaacgtgac
ggaacogoge
tggeggteoeca
gyaggatetg
aaacattatt
ggaaccgtgg
tgoacagtat

goggacccgg
cagggtgotyg
ggogoacgeca
coatgtegte
gaacgoggoo
atgoocggtgo
aaaattacgt
cogotgetge
cagaategtt
ggcatogact
ttgoaggaga
cgtooggata
ctgegetatg
ggoegtgttca
ggectgttge
ttggaagaac
atgoctatgg
gatggtgaga
tggocagattyg
aacgaccogg
caacagggot

tggttctgat
ttattatgge
ctgtgogteg
tggoaagege
tggtagactt
tggaaggott
tacgocatet
gogagtatgt
ttgegoages
Jgogcaggocaa
acatttgogo
tgetggcacyg
atgactotgt
goagtocagg
tgoagocaga
aaatgaacca
tectgegteg
actggegteg
accocgaaageo
tgtgtegtga
aa

ggaaacggot
gogtgattgt
cgacgagtgc
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgoce
gotgacacac
tgoococagggt
attagttaat
attagtggaa
googotggge
tegtgoegac
gtattttoge
cagttacatg
aacegtggat
gocatatggac
cagettegge
tasaggoteg
gggtctgtgt
cotgactege

<210> 14
<211> 413
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Variante de LovD

<400> 14

Ala
Cys
Pro
65

Leu
Leu

Val

Ser
145

Gly
Glu
Val
Phe
Lend
Thr
Asp
Leu
Gly

130
Tyr

Ser
Thr
Ile
35

Gly
Gln
Thr
Glu
Glu
115
Lys

val

Ile
Ala
20

Mat
Ala
Val
Ile
Thr
100
Gly
Ila

Fhe

Ila
Fhe

Ala

Asp
Mat
85

val
Fhe

Thr

hsp

Ala

Arg Lys

hrg
Thr
The
70

Ala
Asp
Asp

Lz

His
150

Asp
Val
55

Pro

Leau

Arg

Arg
135
FPro

Ala vVal

Val
235
Ser

Ala

Cys
40

Arg Arg
Cys

Gln Cys

Leu Leu
105
Ala Gly
120
His Leu

Leu Leu

38

Ala
10
Glu

Gly

Asp

Mat
90
Pro

Asn

Ala
Ber
Arg
Glu
Ala
75

Glu
Asp
Pro

Thr

Glu
155

Asp

Arg

Cys
&0
Ser

Arg

Lau

His
140
TyE

Pro
Gln
Asn
45

Asn
Ala
Gly
Ser
Leu
125
Thr

val

Val
Ile
30

Tyr
Gln
Thr
Leau
Ala
110
Arg

Ser

Ala

Val
15

Fro
Thr
Leu
Lys
val
95

Mat
Glu
Gly

Gln

Leu

Gly

Pro
Leu
80

Asp

Pro

L

Gly
160

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
&00
660
720
T8O
840
a0o
960
1020
10840
1140
1200
1242
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Hig Leu

Fro Leu

Val

Gln Gly Ala

185
Asn AsSp
180

Asp Trp Ala Gly Lys
195
Gln Tyr Leu Gln Glu

210
Thr Phea
225

Lys

Leu Gln

Mat Thr His Arg Asn

245

Val Tyr FPhe Arg Ala

Pha

290

Pro Ala Leu

305
Ala

Arg Ser Phe

Ser Ser

S5ar Fro

260

Pro Gly

Leu Leu
Fro
Ila

325
Lau

Glu Asn Trp Arg Arg

Ile

370
Phe
385

Thr Phe Glu

Ile Trp Gln

Gln Leu

Ile

Pro

Ala
4058

<210> 15

<211> 1242

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Variante de LovD

<400> 15

atgggttecta
ttocogtaaag
ageggtegtc
aatcaattac
ctgaccacga
gttgaccgco
ggcaaccoge
accagoggto
catttgcagyg
gatocaggog
cgcgoaacgg
atcactgata
atgacccace
gttgacggtg
aaggttctge
ctgatgttec
gogtogooge
ctgggtggta

atgacgtttg
actttagtct

acctttgaga

tocattgatge
cggttgaaag
tgaactacac
cacegotgea
ttatggcact
tgoctgoogga
gtctgogega
tgtogtacgt
gogetgagaa
cggaatggat
gcttggacct
tgacgttcaa
goaactocag
aagagtgttt
actctotget
agocoggoget
acatcaacta
tocattgeoact
gtggeggteo
ttttcoccagect
aagogatcta

ES 252472513

Glu Lys Phe Gly

Pro Gly Ala Glu

Ila
170
Trp
185

Lewu Val Glu Arg Ala
200

Asn

215
Gln Arg
230
Ser

hAsp Gly

Sar

Ile Cys Ala

FPro

Pro Asp Met

Ser Asp Gly Lys

250

Glu Glu Cys

265

Tyr Mat Lys Val

280

Gln
295
Leu

Lau

3140
Asn Tyr

Gly Gly

Lys Gly

Ile

Ser Met

Fro Glu Thr
Glu Glu Gln

Gly Gly Pro

330
Ile Ala
345
Thz

360

Asp Pro
2735

Lys Ala Gly

Trp Asn Asp Pro Val

390
Ila

ggctgtggoo
cocgocagatt
tegotgttte
ggtggataca
goagtgeoatyg
cotgagogog
acgoogtggt
cttoctgeoat
gtttggoatt
ttatggeget
ggaacagtac
actgcageag
cgatggtaaa
cgggggccag
gaaacgtgac
ggaacocgogo
tggoggtoca
ggaggatetyg
aaacattatt
gyaaccgtgg
tgcacagtat

Tyr Ala Gln Tyr

410

goggaccogg
cogggtgetyg
ggcgoacgoa
ccatgtegte
gaacgoggoc
atgceggtge
aaaattacgt
cegotgetge
cagaatcgtt
ggoatogact
ttgecaggaga
cgocoggata
ctgegetatg
ggegtgttea
ggectgttge
ttggaagaac
atgoctatgg
gatggtgaga
tggecagattg
agtgaccegyg
caacagggct

39

Gln Asn Arg Phe Ala

Ile Tyr

Thr Gly

Gly Ala

Leu Asp

175
Gly
190

Leu

205

220

235

Ila

Thr Asp

Leu Arg Tyr Asp Asp

Fhe Gly

Lau His

Sar Leu

255

Gly Gln Gly

270

285

Val Asp Leu Met

300

Met Asn Gln His

315

Met Pro Met

Fhe

Vval Leu

335

Leu Glu Asp Leu Asp

as0

Fhe Gly Gly Gly Pro
365

Leun Cys Thr

280

Cys Arg Asp

395

Leu Val

Leu Thr

Gln Gln Gly

tggttcotgat
ttattatgge
ctgtgegteg
tggoaagoge
tggtagactt
tggaaggctt
tacgocatcet
gogagtatgt
ttgogoeges
gggcaggcaa
acatttgoge
tgetggeoacy
atgacacggt
gecagtccagyg
tgocagocagg
aaatgaacca
tectgegtog
actggogtog
acccgaaages
tgtgtegtga
aa

ggaaacggct
gegtgattgt
cgacgagtgco
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgcc
gotgacacac
tgecccagggt
attagttaat
attagtggaa
gecgetgggo
tegtgoogac
gtattttege
cagttacatg
gaccgtggat
gocatatggac
cagottegge
taaaggcteg
gggtctgtgt
cotgactege

Pro
Ile
Glu
Met

Asp
240
Ser

val

Lya
Gln

Asp
320

Ely
Aan
Fhe

Arg
400

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
2840
200
260
1020
1080
1140
1200
1242
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<210> 16
<211> 413
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Variante de LovD

<400> 16

Ala
Cys
Fro
Leu
Leu

val

Ser
145

His

Pro

Gln
The
225
Mat
Yal

Phe

Pro
305

Elu
Ile
Phe

385
The

<210> 17

Gly
Glu
Val
Fhe
50

Thr
Asp
Leu
Gly

130
Tyr

Leu
Trp
TyE
210
Pha
Thr
Tyr
Ser
290
Ala
Sar
Sar
Asn
Ile
370
Gln

Phe

Ser
Thr
Ile
35

Gly
Gln
Thr
Glu
Glu
115
Lys
Val
Gln
val
Ala
155
Lys
His
Fhe
Ser

275
Gly

Pro

Fhe

355
Trp

Glu

Ile
Ala
20

Ala
val
Ile
Thr
100
Gly
Ile
Fhe
Gly
Asn
180
Gly
Gln
Lau
Arg
Arg
260
Fro
Leu
Glu
His
Gly
340
Arg
Gln
Glu

Lys

Ile
Phe

Ala

AEp
Met
85

val
Phe

Thr

Ala
165
Asp
Lys
Glu
Gln
Asn
245
Val

Gly

PED
Ila

325
Leu

Ile
Pro

Ala
405

ES 252472513

Asp

Thr
70

Ala
Asp
Asp
L
His
150
Glu
Pro
Leu
Agn
Gln
230
Ser
Asp
Ser
Leu
Azg
310
Asn
Gly
Lys
Asp
Trp

390
Ile

Ala
Lys
Asp
Val
55

Pro
Lau
Arg
Asp
Azrg
135
Fro
Lys
Gly
Val
Ile
215
Ser
Gly
Tyr
Gln
295
Leu
Tyr
Gly
Gly
Pro
375

Ser

Tyr

Ala
Ala
Cys
40

Arg
Cys
Gln
Lau
Ala
120
His
Leu
Fhe
Ala
Glu
200
Cys
Fro
Asp
Glu
280
Fro
Glu
Gly
Ile
Ser
360
Lys
Asp

Ala

Val
Val
25

Ser
hrg
Axg
Cys
Lau
105
Gly
Lizu
Leu
Gly
Glu
185
Arg
Ala
Asp
Gly
Glu
265
Gly
Glu
Gly
Ile
345
Met
Ala

Pro

Gln

40

Ala
10

Glu
Gly
Asp
Leu
Met
20

Ero

ABn

Lau

Ile
170
Trp

Ala

Pro

Lys
250
Cys
Val
Thr
Gln
FPro
330
Ala
Thr
Gly
val

Tyr
410

Ala

Ser

Glu
Ala
75

Glu
Asp
Ero
Thr
Glu
155
Gln
Ile
Thr
Leu
Lau
235
Lau
Fhe
Leu
val
Met
315
Mat
Lau
Fhe
Leu
Cys

395
Gln

hsp

Cys
60

Ser
Arg

Lau

His
140
Tyr
Asn
Tyr
Gly
Gly
220
Ala
Arg
Gly
His
Asp
300
Aan
Pro
Glu
Gly
Cys
380
Arg

Gln

Pro
Gln
Aan
45

Asn
Ala
Gly
Ser
Leu
125
Thr
Val
Arg
Gly
Leu

205
Ile

Tyr
Gly
Ser
285
Leu
Gln
Met
hsp
Gly
365
ABp

Gly

Val
Ile
30

Tyr
Gln
Thr
Lau
Ala
110
Arg
Ser
Ala
Fhe
Ala
150
Asp

Thr

Asp
Gln
270
Lau
Mat
His
Val
350
Gly
Leu

Leu

Val
15

Pro
Thr
Leu
Lys
Val
95

Mat
Glu
Gly
Gln
Ala
175
Leu
Asp
Ala
Asp
255
Gly

Leu

Fhe

335
Asp

FPro
Val

Thr

Leu
Gly
hrg
Pro
Lau
Asp

Pro

Leu
Gly
160
Pro
Ile
Glu
Mat
Asp
240
Thr
Val
Lys
Gln
Asp
320
Gly

Asn

FPhe

400
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<211> 1242
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Variante de LovD

<400> 17

<210>18
<211>41

atgggttota
ttocogtaaag

ageggtegta
aatcaattac
ctgaccacga
gttgacogoc
ggcaaccogc
accagoggte
catttgocaog
gatccaggog
cgogoaacgy
atcactgata
atgacccace
catgacggtg
aaggttotge
ctgatgttoo
gogtogoogo
ctgggtggta
atgacgtttg
actttagtet
acctttgaga

3

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

acattgatgc
oggttgaaag
tgaactacac
cacegetgca
ttatggoact
tgotgoogga
gtctgogoga
tgtegtacgt
gogoctgagaa
cggaatggat
gottggacct
tgacgttcaa
gcaactocag
aagagtgttt
actoctotgeot
Bgooggoget
acatcaacta
tcattgcact
gtggoggtoeo
ttttocaget
aagegatcta

<223> Variante de LovD

<400> 18

Gly
Glu

Ala Val

Ser

Thr

Ile

Ila

Ala
20
Het

Fhea

Ala

35

Phe
50
Lau

Cys
Pro

65

Leu Asp

val

Gly
Gln
Thr
Glu

Glu

Ala

Val Asp
Ile

85
Thr Val
100

Gly Phe

115

Gly
130
Ser Tyr
145
His

Pro Leu

Asp Trp

Lys
val
Gln

Val

Ile Thr

Phe Leu

Ala
185

Gly

Asn
180

Gly Lys

ES 252472513

ggctgtggeeo
ctoctcagatt
togetgttte
gagtggataca
goagtgoatyg
coctgagogeg
acgcogtggt
cttooctgeoat
gtttggoatt
ttatggeget
ggaacagtac
actgoagoag
ecgatggtaaa
cgggggecay
gaaacgtgac
ggaaccgogt
tggoggtoca
ggaggatctg
aaacattatt
ggaaccgtgg
tgecacagtat

Arg Lys

Arg Asp

Ala
Ala

Cys

goggacoogg
cegggtgcty
ggogoacgeoa
ecatgtegte
gaacgocggoo
atgooggtge
aaaattacgt
cegotgetge
cagaategtt
ggecategact
ttgeoaggaga
cgocoggata
etgegetatg
ggegtgttoa
ggectgttge
ttggaagaac
atgoctatgg
gatggtgaga
tggoagattyg
agtgacccgg
caacaggget

Ala
10
Glua

Val

Val
25

Ser Gly

40

Thr Val
55
Thr Pro
70

Ala Leu

Asp Asp

Arg
Cys
Gln
Len

Ala

Arg Asp

Met
50
Pro

Cys

Leu
108

Gly Asn

120

hrg
135
Hig Pro
150
Glu Lys

Pro Gly

val

His

Fhe

Ala

Glu

Lau Lau

Lau

Ile
170

Irp

Gly

Glu
185

Arg Ala

41

tggttctgat
ttattatgge
ctgtgegteg
tggcaagege
tggtagactt
tggaaggctt
tacgeceatct
gogagtatgt
ttgogecgeo
gggcaggcaa
acatttgege
tgctggcacyg
atgacacggt
gcagtoccagg
tgcagocagg
aaatgaacca
toctgegteg
actggogtoeg
accogaaageo
tgtgtegtga
aa

Ala Asp

Sar Ser

Arg Leu

Glu Cys
60
Ala Ser
75
Glu Arg

Asp Leu

Pro Arg

Fro
Gln
ABn
45

Asn
Ala
Gly

Ser

Leu

ggaaacggct
gogtgattgt
cgacgagtgc
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgece
getgacacac
tgcccagggt
attagttaat
attagtggaa
gocogotggge
tegtgoogac
gtattttege
cagttacatg
gaccgtggat
gcatatggac
cagettoggo
taaaggcteg

gggtctgtgt
cctgactoege

Val
15
Pro

Val

Ila
30

Tyr
Gln

Thr
Leu
Thr Lys

Val
95

Leau

Ala
110

Arg Glu

125

His
140

Tyr

Thz

Gilu
155
Gln Asn

Ile Tyr

Thr Gly

Thr
val
Arg
Gly

Lau

Sar Gly

Ala Gln

Phe Ala
175
Ala Gly
130

Asp

60
120
180
240
300
360
420
480
540
&00
660
720
T80
840
00
960
1020
1080
1140
1200
1242

Laui

Gly

Pro
Lau
a0

hsp

Pro

Lau
Gly
1le0
Pro

Ile

Glu
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185

Gln Tyr Gln Glu
210

Thr Phe

225

Met

Lys Gln

Thr His Arg

245
Val Tyr FPhe His
260
Pro

Phe Ser

275
Gly

Ser Gly
Asp
2580
Ala

Leu Leau

Arg
Fro
305
Ala

Leau Glu Fro

Ser Fro Ile
325

Leu

His

Ser Phe Gly

340

Glu Asn

Trp
355
Ile Ile Trp
370

Gln

Gln Ile

Fha
385
The

Leu Glu Pro

Phe Glu Ala

405

Lys

<210> 19

<211> 1242

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Variante de LovD

<400> 19

atgggttcta
ttecegtaaag
agoggtoegte
aatcaattac
ctgaccacga
gttgacogoo
ggcaaccogo
accagoggtc
catttgoagg
gatccaggog

cgogeaacagy
atecactgata
atgacccacc
catgacggtg
aaggttctge
ctgatgttec
gegtogoogo
ctgggtggta
atgacgtttg
actttagtect
acctttgaga

acattgatge
eggttgaaag
tgaactacac
caccgotgea
ttatggecact
tgotgoogga
gtoctgogega
tgtegtacgt
gogotgagaa
cggaatggat
gecttggacct
tgacgttecaa
gcaactccag
aagagtgttt
actctotget
agecggoeget
acatcaacta
teattgeact
gtggoeggtoo
tttteccaget
aagegateta

<210> 20

<211> 413

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

ES 252472513

200

Ila
215

Asn

Gln
230
Ser Ser

Asp Gly

Ser Tyr

Cys

Fro

Glu

Met

Ala FPro

Agp

Gly Lys

250
Cys

Val

Glu
265
Lys

280

Gln
295

Lisu

Arg
310
Asn Tyr

Gly Gly

Lys Gly

Fro
Glu
Gly
Ile

Ser

Gly Thr

Glu Gln

Fro
330
Ala

Gly

Ile
345
Het

360

Pro
375
Ser

Asp

Trp
350

Ile Tyr

ggctgtggee
ctektcagatt
togotgttte
ggtggataca
gcagtgcatg
cotgtgogeqg
acgoogtggt
cttoctgoat
gtttggoatt
ttatggoget
ggaacagtac
actgcagcag
cgatggtaaa
cgggggocag
gaaacgtgac
ggaaccgogt
tggocggtoca
ggaggatctg
aaacattatt
ggaaccgtgg
tgcacagtat

Lysa
Asp

Ala

Ala Gly

Fro Val

Gln Tyr
410

goggaccogy
ccgggtgctg
ggcgcacgca
ccatgtegte
gaacgocggoc
atgooggtge
aaaattacgt
cogotgetge
cagaategtt
ggcatcgact
ttgcaggaga
cgoocoggata
ctgocgetatg
ggogtgttoa
ggoctgttgo
ttggaagaac
atgoctatgg
gatggtgaga
tggoagattyg
agtgacccgg
caacaggget

42

205

Leu Gly
220
Leu Ala
2358
Leu

Fhe Gly

Leu His

Ila
Arg
Tyr
Gly

Ser

Thr Asp

Arg Ala

Asp Asp
255
Gln Gly
270

Leu

285

val Asp
300
Met Asn
315

Met Fro

Leu Glu

Fhe Gly

Lau

Gln

Asp

Gly

Fhe
His

val

33s
Leu Asp
350

Gly Pro

365

Cys
380
Cys
385

Gln Gln

tggttctgat
ttttgatgge
ctgtgcgteg
tggcaagege
tggtacgett
tggaaggott
tacgocatet
gcgagtatgt
ttgogoogec
gggcaggcaa
acatttgeoge
tgotggoacyg
atgacacggt
goagtocagyg
tgcagocagg
aaatgaacca
tcatgogtcg
actggcgteg
accogaaage
tgtgtcgtga
aa

Thr

Asp

Leu Val

Thr

GEly

ggaaacggct
gogtgattgt
cgacgagtgo
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgeeo
gotgacacac
tgoccocagggt
attagttaat
attagtggaa
googotggge
togtgoogac
gtattttoge
cagttacatyg
gaccgtggat
goatatggac
cagcttogge
taaaggctog
gagtotgtgt
cctgactege

Asp
240
The

Val
Lys
Gln

Asp
320

Gly
Asn

Phe

400

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
T80
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1242
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<220>
<223> Variante de LovD

<400> 20

Met Gly Ser
Met Glu Thr
Ala Val Leu

Cys Phe Gly
50

Pro Leu Gln

65

Leu Thr Thr

Leu Asp Glu

Val Leu Glu
115
Arg Gly Lys
130
Ser Tyr Val
145
His Leu Gln

Pro Leu Val

195
Gln Tyr Leu
2140
Thr Phe Lys
225
Mat Thr His

Val Tyr Phe

Phe Ser Ser
275

290
Pro Ala Leu
305
Ala Ser Pro

Arg Ser Phe

Glu Asn Trp
355
Ile Ile Trp
7o
Phe Gln Leu
385
Thr Phe Glu

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Gilson, Lynne

<111> Collier, Steven James
<112> Sukumaran, Joly
<113> Yeo, Wan Lin

<114> Alvizo, Oscar
<115> Teo, Ee Ling
<116> Wilson, Robert John

Asn
Ala
20

Ala
Val
Ila
Thr
100
Gly
Ile
Phe
Gly
Asn
ig0
Gly
Gln

Leu

Arg
260
Fro
Leu
Glu
His
Gly
340
Gln
Glu

Lys

Ile
Fhe

Ala

hsp
85

Val
Fhe
Thr
Leu
Ala
165
Lys
Glu
Gln
Asn
245
His
Gly
Leu
Pro
Ile
325
Lau
Arg
Ila
Pro

Ala
405

ES 252472513

Asp
Arg
Arg
Thr
Thr
70

Ala
Asp
Asp
Leu
His
150
Glu
Pro
Leu
Asn
Gln
230
Sar
Asp
Ser
Leu
Arg
310
Asn
Gly

Lys

Trp
390
Ila

Ala

Lys

Val
55

Fro
Lau
Arg
Asp
hArg
135
Fro
Lys
Gly
Val
Ile
215
Arg
Sar
Gly
Tyr
Gln
295
Leu
Tyr
Gly
Gly
Fro
375

Ser

Tyr

Ala
Ala
Cys
40

Arg
Cys
GLn
Leu
Ala
120
His
Leu
Fhe
Ala
Elu
200
Cys
Pro
Asp
Glu
Met
280
Bro
Glu
Gly
Ila
Ser
360
Lys
Asp

Ala

Val
Val
25

Ser
Arg
Arg
Cys
Leu
105
Gly
Leu
Leu
Gly
Glu
185
Ala
Asp
Gly
Glu
265
Lys
Gly
Glu
Gly
Ila
345
Met
Ala

Pro

Gln

43

Ala
10

Glu
Gly

ABp

Mat
30
Fro

Asn

Ile
170
Trp
Ala
Pro
Met
Lys
250
Cys
val
Thr
Gln
Pro
330
Ala
Thr
Gly
val

Tyr
410

Ala

Ser

Glu
Ala
75

Glu
Asp
Pro
Thr
Glu
155
Gln
Ila
Thr
Leu
Leu
235
Fhe
Lau
val
315
Met
Lau
Fhe
Leu
Cys

395
Gln

Asp
Ser

Leau

Cys
&0
Ser

Arg

Leu

His
140
Tyr
AsSn
Tyr
Gly
Gly
220
Ala
Arg
Gly
His
Asp
300
Asn
Pro
Glu
Gly
Cys
380

Gln

Pro
Gln
Asn
45

Asn
Ala
Gly
Cys
Leu
125
Thr

val

Gly
Leu

205
Ile

Tyr
Gly
Ser
285
Leun
Gln
Met
hsp
Gly
365
Thr
Asp

Gly

Val
Ile
30

Tyr
Gln
Thr
Lau
Ala
110
Arg
Ser
Ala
FPhe
Ala
150
Asp

Thr

Asp

Gln
270

His

Val

350
Gly

Leu

val
15

Bro
Thr
Leun
Lys
val
95

Met
Glu
Gly
Gln
Ala
175
Gly
Leu
Asp
Ala
Asp

255
Gly

Fhe
Met
Met
335
hsp
Pro

Val

Thr

Lau

Gly

Pro

80

Fro

Leun
Gly
160
Pro
Ile
Glu
Met
hAsp
240
Thr
val
Lys
Gln
Asp
320
Gly

Asn

Phe

400
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<117> Xu Junye

ES 252472513

<120> Polipéptidos LovD variantes y sus usos

<130> 376247-043US (105191) {CX2-022}

<141> 24-09-2010

<160> 20

<210>1

<211> 1242
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> LovD de Aspergillus terreus con codones optimizados

<400>1

<210> 2
<211> 413

atgggtteta
ttoogtaaag
agtggtaacc
aatcaattac
ctgaccacga
gttgaccgoe
ggcaacgooo
accagoggtco
catttgcaga
gatocaggog
cgogoaacgg
atcactgata
cagagcccacc
goggacggtg
aaggttotge
ctgatgttoe
gogtogooge
ctgggtggta
ctgaogtttg
actttagect
acctttgagoe

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

tcattgatge
cggttasaag
tgaactacac
caccgectgea
ttatggoact
tgotgococgga
gtotgogoga
tgtogtacgt
gcgctgagaa
cggaatggat
gottggacct
tgacgttcaa
goaactoogo
aagagtgttt
actotetget
agooggoget
acatcaacta
toattgoact
gtggoggtoo
ttttecaget
acgogatota

ggctgoggeo
ocogocagatt
togetgttta
ggtggataca
goagtgcatyg
coctgagogog
acgoogtggt
cttoctgoat
gtttggcatt
ttatggoget
ggaacagtac
actgoageoag
ggatggtogt
cgggggccag
gaaacgtgac
ggaaccgogo
tggoggtooa
ggaggatetg
aaacattgtt
ggaaccgtgg
tgoacagtat

goggaccogyg
cegggtgoty
ggogoacgoa
ccatgtegte
gaacgoggooc
atgeocoggtgo
aaaattacgt
cogotgotgo
cagtctogke
aatctggact
ttgoaggaga
cgtecoggata
ctgogotatyg
ggogtgttoa
ggoctgttge
ttggaagaac
atgeootatgg
gatggtgaga
tggoagattg
aacgaccogg
CaACAgggot

<223> LovD de Aspergillus terreus con codones optimizados

<400> 2

44

tggttotgat
ttattatggeo
ctgtgogteg
tggcaagege
tggtagactt
tggaaggctt
tacgoccatct
gogagtatat
tggocgcoogec
gggcaggcaa
acatttgoge
tgotggcacyg
atgactotgt
goggtocagyg
tgoagocaca
aaatgaacca
tocotgogteg
actggogtog
acocogaaageo
tgtgtogtga
aa

ggaaacgget
gogtgattgt
cgacgagtgo
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgece
gebgacacac
ggoocagggt
agctgttaat
attagtggaa
googotgggo
tegtgocgac
gtattttoge
cagttacatg
aacogtggat
goatatggao
cagotteggo
taaaggotog
gogtetgtgt
cctgactege

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
340
a00
260
1020
1080
1140
1200
1242
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Mat
Met

Ala

Cys
Pro
65

Leau
Leu

val

Sar
145
His
Fro
Asp
Gln
Thr
225
Gln
val
Fhe
Arg
Fro

a0s
Ala

Glu
Ila

Fhea
385
Thr

<210> 3
<211> 1242
<212> ADN

Gly
Glu

Vval

Phe
50
Thz

Asp

Gly
130
Tyr
Liana
Ala
Trp
Tyr
210
Pha
Thr
Tyr
Ser
Asp
2590
Ala
Sar
Ser
A=n
val
370
Gln

Phe

Ser
Thr

Ile

35
Gly

Gln
Thr
Glu
Glu
115
Lys
Val
Gl
val
Ala
195
Lewu
Lys
His
Fhe
Gly
275
Gly
Lz
Fro

Fhe

Trp
355
Irp

Leu

Elu

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Variante de LovD

<400> 3

Ile
Ala

20
Het

Ala
Val
Ile
Thr
100
Gly
Ile
Phe
Sar
Asn
180
Gly
Gln

Lau

Arg
260
Pro
Lau
Glu
His
Gly
340
Gln

Glu

His

Ile
Fhe

Ala

Arg
Asp
Mat
85

Val
Fhe
Thr
Lz
Ala
165
Asp
Lys
Glu
Gln
Asn
245
Ala
Gly
Ly
Fro
Il=e

325
Leu

Ile
Fro

Ala
408

ES 252472513

Asp

Arg

Thr
Thr
70

Ala
Asp
Asp
Lieu
His
150
Glu
Fro
Lau
Asn
Gln
230
Sar
Asp
Ser

L

Arg
310
Asn
Gly
Lys
Asp
Trp

3940
Ile

Ala
Lys

hsp

val
55

Pro
Lau
Arg
A=p
Arg
135
Frao
Lys
Gly
Val
Ile
215
Arg
Ala
Gly
Tyr
Gln
295
Tama
Tyr
Gly
Gly
Fro
375

h=n

Tyr

Ala
Ala

Cysa

40

Cys

Gln

Ala
120
His
Lian
FPhe
Ala
Glu
200
Cys
FPeo
Asp
Glu
Het
280
FPro
Glu
Gly
Ile
Ser
360
Lys
Asp

Ala

Ala
Val

25
Ser

Arg
Arg
Cys
Leu
105
Gly
Ley
Lasa
Gly
Glu
1E5
Arg
Ala
Asp
Gly
Glu
265
Lys
Gln
Glu
Gly
Ile
345
Leu
Ala

Fro

Gln

45

Ala
10
Lys

Gly

Asp
Lau
Mat
30

Bro
Rsn
Lieu
Arg

Ila
170

Trp
Ala
Pro
Mat
Arg
250
Cys
wal
The
Gln
Fro
330
Ala
Thr
Gly

Val

Tyr
410

Ala
Ser

hsn

Glu
Ala
75

Glu
bep
Ala
Thr
Glu
155
Gln

Ila

Laaa
235
Leu
Phea
Leu
val
Mat
315
Met
Leu
Phe

Lazid

Cys
395
Gln

Arg

Lau

Cys
&0

Ser
Arg
Leu
Arg
Hisg
140
Tyzr
Sar
Tyr
Gly
Gly
220
Ala
Arg
Gly
Hisg
Asp
300
Asn
Fro
Glu
Gly
Cys
380
Arg

Eln

Fro
Eln

han

45
Asn

hlam
Gly
Ser
Leu
125
Thy
Mat
Arg
Gly
Leu

205
Ile

Asp

Gly

Val
Ila

30
Tyr

Gln
Thr
Lau
Ala
110
Arg
Ser
Ala
Lau
Ala
1590
Asp
Thr
Arg
Asp
Gln
270
L
Mat
His
Val
Leun
350
Gly

L

Lau

Val
15
Pro

Lys
Val
a5

Met
Elu
Gly
Gln
Ala
175
Ban
Leu
hap
Ala
hsp
255
Gly
Leu

FPhe

Len
335
Asp
Pro

Ala

Leu
Gly

Arg

Pro
Legu
80

Asp
Ero
Arg
Leu
Gly
160
Fro
Lau
Glu
Met
Asp
240
Ser
Val
Lys
Gln
Asp
3240
Arg
Gly
Agn
Fhe

Arg
400
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atgggttcota
ttoogtaaag
agtggtaacc
aatcaattaec
ctgaccacga
gttgaccogoe
goUoaacgooo

accagoggto
catttgoaga
gatocaggog
cgogaacygyg
atcactgata
cCagacccacc
goggacggty
aaggttotge
ctgatgtteoo
gegtogoogs
ctgggtggta
atgacgtttyg
actttagoet
acotttgage

toattgatge
cggttaaaag
tgaactacac
cadogetgoa
ttatggoact
tgctgoogga
gteotgogoga

tgtogtacgt
gogotgagaa
cggaatggat
gottggacet
tgacgttoaa
goaactoogo
aagagtgttt
actoctoctget
agooggeget
acatcaacta
toattgeoact
gtggoggteoc
ttttocaget
acgogatcta

ES 2524725 T3

ggctgeggoe
cogocagatt
togotgttta
ggtggataca
goagtgoatyg
coctgagogog
acgoogtggt

cttoctgoat
gtttggoatt
ttatggogot
ggaacagtac
actgoagoag
ggatggtogt
cgggggccag
gaaacgtgac
ggaaccgoga
tggoggtoca
ggaggatctyg
aaacattgtt

ggaacegtgy
tgoacagtat

goggacoogy
cogggtgctyg
ggogoacgoa
ccatgtogte
gaacgoggoc
atgooggtgoc
aaaattacgt

coegetgetge
cagtotogto
aatctggact
ttgcaggaga
cgtcoggata
ctgogotatg
ggcgtgttca
ggoctgttge
ttggaagaac
atgectatgyg
gatggtgaga
tggoagattyg
aacgaccogg
caacaggget

tggttotgat
ttattatgge
ctotgogteg
tggcaagoge
tggtagactt
tggaaggctt
tacgocateot

gegagtatat
tggegooges
gogoaggoaa
acatttgoge
tgotggoacy
atgactctgt
goggtocagy
tgoagocaca
aaatgaaceca
tectgogteg
actggogtog
accogaaago
tgtgtegtga
aa

ggaaacggot
gogtgattgt
cgacgagtgo
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgoc
gotgacacac

ggoccagggt
agotgttaat
attagtggaa
googotggge
togtgoogac
gtatttteogo
cagttacatg
aacogtggat
gocatatggac
cagottogge
taaaggoteg
gggtotgtgt
cotgactoge

&0

120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
T20
780
B840
200
260
1020
1080
1140
1200
1242

<210>4

<211> 413

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Variante de LovD

<400> 4

40

45

50

55

60

65
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hla
Cys
Pro
65

Leu
val
Arg
Sar
145
His
Pro
Asp
Gln
Thr
225
Gln

val

Phe

Pro
305
Ala
Arg
Glu
Ile
Fha

385
Thr

<210> 5
<211> 1242
<212> ADN

Gly
Glu
Val
Phe
50

Leu
The
Asp
Lau
Gly
130
Tyr
Lana
Ala
Trp
Tyr
210
Fha
Thr
Tyr
Ser
Rsp

230
Ala

Ser
Sar
Aan
Val
370
Gln

Fhea

Ser
Thr
Ila
35

Ely
Gln
Thr
Glu
Glu
iis
Lys
val
Gln
Val
Ala
1595
Lau
Lys
His
Fhe
Gly
275
Gly

Leu

Pro

Phe

355
Trp

Lau

Glu

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Variante de LovD

<400> 5

Ile

Rla
20

Val
Ile
Thr
100
Gly
Ile
FPhe
Ser
BRan
180
Gly
Gln

Lau

260
Fro

Leaun

GElu

Hig
Gly
340
Arg
Gln
Glu

His

Ile
Fhe
Ala
Arg
ABp
Mat
85

Val
Fhe
Thr
Laau
Ala
165
Asp
Lys
Glu
Gln
Asn
245
Ala
Gly

Len

FPro

Ile
325
Leu
Arg
Ile

Fro

Ala
4035

ES 252472513

Asp
Axrg
Arg
Thr
Thr
70

Ala
Asp
Asp
Leu
His
150
Glu
Fro
Leu
ASn
Gln
230
Ser
Asp
Ser
Leu
Arg
310
Asn
Gly
Lya
Asp
Irp

350
Ila

Ala
Lys
Asp
Val
55

Pro
Lz
Arg
Asp
Arg
135
Fro
Lys
Ely
val
Ila
215
Arg
Ala
Ely
Tyr
Gln

295
Leau

Tyr
Ely
Gly
Pro
375

AEn

Tyr

Ala
Ala
Cys
40

Cys

Gln

Ala
120
His
L
FPha
Ala
Glu
200
Cys
Fro
Asp
GElu
Mat
280

Fro

GElu

Gly
Ila
Ser
360
Lys

Asp

Ala

Ala
val
25

Sar
Arg
Arg
Cys
Leu

105
Gly

Lau
Gly
Glu
185
Arg
Ala
Asp
GEly
Z1lu
265
Lys

Gln

E1lu

GLly
Ile
345
Met
Ala

Fro

Gln

a7

Ala
10

Lys
Gly
Asp
Leu
Mt
30

Fro
ARsn
Liu

Arg

Ila
170
Trp
Ala
Pro
Mat
Arg
250
Cya
Val

Thr

Gln

Fro
330
Ala
Thr
Gly
Val

Ty
410

Ala
Ser
Asn
Elu
75

Glu
Asp

Ala

Glu
155
Gln
Ile

Thr

Lau
235
Leu
Phe
Lau
Val
Mat
3158
Met
Leau
Phe

Lau

Cys
395
Gln

Asp
hcg
Lau
Cys
&0

Ser
hcg
Leu
Arg
Hisg
140
Tyr
Sear
Tyr
Gly
Gly
220
Ala
Arg
Gly
Hisg
Asp

200
Rsn

PO
GElu
Gly
Cys
380
hrg

Gln

Pro
Gln
hsn
45

BA=n
Ala
Gly
Ser
Leu

125

Mat
Arg
Gly
Leu

205
Ila

Arg
Tyr
Ely
Ser
285
Lan

Gln

Met
Asp
Gly
365
Thr
Asp

Gly

Vval
Ile
30

Tyr
Eln
Thr
L
Ala
110
Arg
Ser
Ala
Lau
Ala
190
Aap
Thr
Arg
Asp
Gln
270
Lagu

Mat

His

Val
Leau
350
Gly

Leu

Lau

Val
15

Fro
Thr
Leu
Lys
val
95

Met
Glu
Gly
Gln
Ala

175
Asn

Asp
Ala
Aap

255
Ely

Fhe

Mat

Leu
335
Asp

Fro

Ala

Ligu
Gly
Arg
Fro
Leu
g0

Asp
Fro
Arg
Leu
Gly
160
Fro
Lau
Glu
Mat
Asp
240
Ser
val
Lys
Gln
Asp
320
Arg
Gly
Asn

Phe

Arg
400
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atgggttcta
ttocogtaaag
agtggtaace
aatcaattac
ctgaccacga
gttgaccgee
ggocaacccge
accagoggte
catttgoaga
gatoocaggog
cgogoaacgg
atcactgata
cagaoccaco
goggacggtg
aaggttctge
ctgatgttoo
gegtegecge
ctgggtggta
atgacgtttg
actttagcct
acctttgageo

<210>6

<211> 413
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

tcattgatge
cggttaaaaqg
tgaactacac
cacogotgea
ttatggoact
tgcoctgecegga
gtotgogega
tgtogtacgt
gogctgagaa
cggaatggat
gottggacct
tgacgttoaa
goaactccag
aagagtgttt
actctotget
agooggoget
acatcaacta
tcattgoact
gtggeggtee
ttttocaget
aogogatcta

<223> Variante de LovD

<400> 6

Gly
Glu
Ala Val
Fhe

30
Leu

Cys

Pro
&5

Ser Ile Ile

Thr Ala
20
Mat

Pha

Ile
35
Gly

Ala

Ala Arg

Gln Val Asp

ES 252472513

ggctgoggoe
cogocagatt
togotgttto
ggtggataca
goagtgoatg
cotgagogog
acgoogtggt
cttoctgoat
gtttggoatt
ttatggeget
ggaacagtac
actgoagoag
cgatggtogt
cgggggccag
gaaacgtgac
goaaccygoyge
tggcggtoca
ggaggatctg
aaacattgtt
ggyaaccgtgg
tgoacagtat

Asp Ala

Arg Lys

Asp
Thr Val
55
Thr Pro
70

Ala
Ala
Cya
40

Arg

Cys

goggaccogyg
cegggtgety
ggcgoacgoa
coatgtogts
gaacgoggoc
atgcoggtge
aaaattacgt
cegotgotge
cagtctogtt
tototggact
ttgoaggaga
cgtcoggata
ctgogeotatyg
ggogtgttca
ggcctgttge
ttggaagaac
atgcctatgg
gatggtgaga
tggoagattyg
aacgacocogg
caacagggot

Ala
10
Lys

Ala
Val

25

Ser Gly

Arg Rsp

hrg Lau

48

tggttctgat
ttattatgge
ctgtgogteg
tggcaagoge
tggtagactt
tggaaggctt
tacgocatct
gogagtatat
ttgogoogeo
gggcagygcaa
acatttgogo
tgotggcacy
atgactctgt
goggtocagy
tgcagocaca
aaatgaacca
tectgogteg
actggogteg
accogaaago
tgtgtogtga
aa

Ala Asp Pro

Ser Azg Gln

Leu Asn
45
ASD

Asn
Glu Cys
&0

Ala Ser

75

Ala

ggaaacggcet
gogtgattgt
ocgacgagtgo
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgec
gobgacacac
ggoocagggt
attagttaat
attagtggaa
googotggge
tegtgocgas
gtattttoge
cagttacatg
aaccgtggat
goatatggac
cagottegge
taaaggctog
gogtotgtgt
cotgactego

Val
15
Pro

Vval

Ila
a0

Tyr Thr

Gln

Thr Lys

1]
120
180
240
300
360
420
480
540
G600
660
720
T80
340
200
280
1020
1080
1140
1200
1242

Lau

Gly

Frao

Lau

g0
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Leu

Val

Ser
145
His
Fro
Asp
Gln
Thr
225
Gln
Val
Phe
Arg
Pro

305
Ala

Glu
Ile

Phea
385
Thr

<210>7
<211> 1242
<212> ADN

Thr

RAsp

GEly
130
Tyr

Loz

Trp
Tyr
210
Phe
Thr
Tyr
Ser
Asp
290
Ala
Sear
Ser
Aan
Val
370
Gln

Phe

Thr
Glu
Glu
115
Lys
val
GLln
Val
Ala
195
Leu
Lys
His
Fha
Ely
275
Gly
Laxu

Fro

EFhe

355
Irp

Lau

Glu

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Variante de LovD

<400> 7

Ile
The
100
Gly
Ile
Phe
Ser
Asn
180
GEly
Gln

Lieu

260

Pro
L
Glu
His
GEly
340
Gln
Glu

His

Mat
85

Val
Fhe

Thr

Ala
165
hsp
Lys
Glu
Gln
ABT
245
Ala
Ely
Lau
Fro
Ila
32%
Leu
Arg
Ile

Fro

Ala
405

ES 2524725 T3

Ala
Asp
Asp
Lan
Hig
150
Glu

Fro

Leu

Gln
230
Sar
MP
Ser

Liu

Arg
310
Asn
Gly
Lys
Rsp
Trp

3590
Ile

Lz

Asp
Arg
135
Fro
Lys
Gly
Val
Ile
215
Arg
Sar
Gly
Tyr
Gln
295
L
Tyr
GEly
Gly
Frao
375

hsn

Tyr

Gln

Ala
120
His
Ll
Phe
Ala
Glu
200
Cya
FEo
Asp
Glu
280
FEo
Glu
Gly
Ile
Ser
360
Lys
Asp

Ala

Cys
Leu
105
Gly
Leu
Laaia
Gly
Glua
185
Arg
Ala
Asp
Gly
Glua
265
Lys
Gln
Glu
Gly
Ile
345
Met
Ala

Fro

Gln

49

Het
90

Fro
Asn
Leu

Arg

Ile
170

Trp
Ala
Bro
Met
Arg
250
Cys
Vval
The
Gln
Fro
330
Ala
Thr
Gly

Val

Tyr
410

Glu
hsp

Fro

Glu
158
Gln

Ile

Leu
Lau
235
Leu
Fhe
Leu
Val
Mat
315
Mat
Leu
Phe

La

Cys
395
Gln

Aog
L
Arg
His
140
TyrE
Ser
Tyr
GEly
Ely
220
Ala
Aryg
Gly
His
Asp
300
Asn
Fro
Glu
Gly
Cya
380
Arg

Gln

Gly
Bar
Lau
125

Met
Arg
Gly
Leu

205
ITle

Arg

Gly
Ser
285
Laau
Gln
Mat
hap
Gly
365
The
hsp

Gly

Liau
Ala
110
Arg
Ser
Ala
FPhe
Ala
130
Asp
Thr
Arg
hAsp
Gln
270
Leu
Met
His
Val
Leu
350
Gly
Lz

Lau

val
95

Glu
Ely
Gln
Ala
175
Sar
Len
Aap
Ala
hsp
255
Gly

Leu

Fhe

335
hasp

Pro

Ala

Asp
Fro
Arg
Leu
Gly
160
Fro

Lau

Glu

Asp
240
Sar
Val
Lys
Gln
Asp
320
Arg
GEly
Asn
FPhe

Arg
400
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<210>8

atgggttcta
ttoogtaaag
agtggtaacc
aatcaattac
ctgaccacga
gttgacogoe
ggoaacooge
accagoggto
catttgoaga
gatooaggog
cgogoaacgg
atcactgata

cagacccace
geggacggty
aaggttotge
ctgatgttee
goegtogooge
ctgggtggta
atgacgtttg
actttageect
acctttgage

<211> 413
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

toattgatge
cggttanaag
tgaactacac
cacogotagoa
ttatggeoact
tgotgocgga
gtoetgogega
tgtogtacgt
gogetgagaa
oggaatggat
gocttggacet
tgacgtteaa

goaactccag
aagagtgttt
actototget
agooggoegoet
acatcaacta
tocattgoact

gtggcggtoo
ttttocaget

acgogatcta

<223> Variante de LovD

<400> 8

ES 252472513

ggctgoggoc
cogooagatt
togetgttta
ggtggataca
goagtgoatg
coctgagogog
acgeegtggt
octtocotgoat
gtttggeatt
ttatggogot
ggaacagtac
actgoagoag

cgatggtogt
cgggggccag
gaaacgtgac
ggaaccgogo
tggoggtoca
ggaggatctg
aaacattgtt

ggaacegtygy
tgoacagtat

geggaccogg
cegggtgoty
ggocgoacgoa
ceatgtogte
gaacgoggoc
atgooggtge
aaaattacgt
cogotgotgo
cagtetogtt
toetotggact
ttgcaggaga
cgteoggata

ctgegotatg
ggcgtgttca
ggoctgttge
ttggaagaac
atgoctatgy
gatggtgaga
tggcagattg
aacgacoogg
caacagggct

50

tggttotgat
ttattatgge
ctgtgogteog
tggeaagoge
tggtagactt
tggaaggctt
tacgocatct
gogagtatat
ttgogoogee
gagcaggcaa
acatttgege

tgotggoacyg

atgactctgt
goagtocagg
tgoagocaca
aaatgaacca
teotgegteg
actggogteg
accogaaago
tgtgtogtga
aa

ggaaacggct
gogtgattgt
cgacgagtgo
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgec
gotgacacac
ggoocagggt
attagttaat
attagtggaa
goocgctggge
togtgoogac

gtattttoge
cagttacatyg
azcogtggat
geatatggac
cageottogge
taaaggoctog
gogtctgtgt
cotgactege

60

120
180
Z40
300
360
420
480
540
&600
660
720

T80
240
200
960
1020
1080
1140
1200
1242
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Ala
Cys
Bro
65

Leu
Val
Arg
Sar
145
His
Bro
ABp
Gln
Thr
225
Gln
val
Phe
Arg
Fro
305
Ala

Azg

Glu

Ila

Phe
385
Thr

<210>9
<211> 1242
<212> ADN

Gly
Glu
Val
Phe
50

Leu
The

Asp

Gly
130
Ty

Leu

Trp
Tyr
210
Phe
Thr
Tyr
Ser
Rap
230
Ala
Ser

Ser

Aan

wval
370
Eln

Fhe

Ser
Thr
Ila
35

Ely
Gln
Thr
GElu
Glu
115
Lys
Val
Gln
val
Ala
155
Lau
Lys
His
Fhe
Ser
275
Gly
Leau
Bro

Fhe
Trp
355
Trp
Leu

Glu

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Variante de LovD

Ile
Ala
20

Ala
Wal
Ile
Thr
100
Gly
Ile
Phea
Sear
Bsn
180
Gly
Gln

Ly

260
Pro

Leun
Glu
His
Gly

340
Arg

Fln
Glu

His

Ile
FPhe
Ala
Arg
Asp
Mat
g5

Val
Fhe
Thr
L
Ala
168
Asp
Lys
Glu
Gln
Asn

245
Ala

Lanu
Fro
Ile
325
Lau

Arg

Ilg
Fro

Ala
405

ES 252472513

Asp
Arg
Arg
Thr
Thr
70

Ala
Asp
Asp
Leun
His
150
Glu
Fro
Leun
AsSn
Gln
230
Ser
Asp
Ser
Lan
Arg
310
Gly

Lys

Asp

Tzp
3sn
Ile

Ala
Lys
Aep
wal
55

Pro
Lau
Arg
Asp
Arg
135
Fro
Lys
Gly
val
Il
215
Arg
Ser
Gly
Tyr
Gln
295
Lan
Tyr

Gly

Gly

Pro
37s
Asn

Tyr

Ala
Ala
Cys
40

Arg
Cys

Gln

Ala
120
Hisz
L
Phe
Ala
Glu
200
Cys
Fro
Asp
GElu
Het
280
Fro
Glu
Ely
Ile
Sar
360
Lyg
ASp

Ala

Ala
Val

25
Sar

Leu
105
Gly
Leau
Laaa
Gly
Elu
185
Arg
Ala
Asp
Gly
Elu
265
Lys
Gln
GElu
Gly
Ile

345
Mat

Ala
Fro

Gln

51

Ala
10

Lys
Gly
Asp
Leu
Mat
50

Fro
Asn
Lau

Arg

Ila
1740

Trp
Ala

Pro

Arg
230
Cya
Val
Thr
Gln
BPro
330
Rla

The

Gly
Val

Tyr
410

Ala
Ser
Asn
Elu
Ala
T

Glu
Asp
Fro
Thr
Glu
155
Gln
Tle
Thr
Lau
Leu
235

Leu

Phe

Val
Mat

315
Het

FPhe

L

Cys
335
GEln

Asp
Arg
Lau
Cya
&0

Ser

Arg

Leu

Hi=z
140
Tye
Sarc
Tyr
Gly
Ely
220
Ala
Arg
Ely
His
Asp
300
Asn
Fro

Glu

Gly

Cys
380
Arg

Gln

Pro
Gln
Asn
45

Asn
Ala
Gly
Ser
Leu
125
Thr
Mat
Arg
Gly
Lia

205
Ile

Arg
Tyr
Ely
Ser
285
Lenu
Gln
Met
Asp

Gly

365
Thr

Asp

Gly

wval
Ile
30

Ty
Eln
Thr
Lau
Ala
110
Arg
Ser
Ala
Fhe
Ala
190
Asp
Thr
Arg
Asp
Eln
270
Lieu
Mat
His
val
Lau

350
Gly

Liau

Lieu

val
15
Pro

Leu
Lye
val
95

Met
Glu
Gly
Gln
Ala

175
Ser

Asp
Ala
Aasp
2355
Ely
Leu

Fhe

Leu
33s
Asp

Fro

Ala

L@
Gly
Arg
BFro
Leu
g0

Asp
Fro
Arg
Leu
Gly
160
Fro

Leu

Glu

Asp
240
Ser
val
Lys
Gln
Asp
320
Gly

Aan

Phe

Arg
400



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400>9

atgggttcta
ttoogtaaag

agtggtaacc
aatcaattac
ctgaccacga
gttgacocgec
ggoaacoocgo
accagoggto
catttgoaga
gatooaggog
cgocgcaacgg
atcactgata
cagacogaco
goggacggtg
aaggttctge
ctgatgtteoc
gegtogocge
ctgggtggta
atgaocgktttg
actttagcct
acotttgageo

tcattgatge
cggttaaaag
tgaactacac
cacogotgoa
ttatggcact
tgotgocgga
gtotgegoga
tgtogtacgt
gogoctgagaa
cggaatggat
gottggacct

tgacgttcaa
goaactooag
aagagtgttt
actctetget
agocggeogot
acatcaacta
toattgoact
gtggoggtoo
ttttocaget
acgogatota

<210> 10

<211> 413

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Variante de LovD

<400> 10

Gly
Glu
Ala Val

Phe
50

Cys
Fro

65
Leu Thr
Leu Asp

val

Ser Ile Ile

Rla Fhe
20

Tle Met

35

Gly Rla Arg

Thr

Ala

Gln val Asp

Thr Ile Met

85
Thr vVal
100

Gly Fhe

Glu

Glu

ES 252472513

gyctgoggoec
cogocagatt
togetgtttao
ggtggataca
goagtgoatg
cctgagegeg
acgoogtggt
cttoctgeat
gbtttggeatt
ttatggegeot
ggaacagtac
actgeoagoag
egatggtegt
cgggggocag
gaaacgtgac
ggaacogoga
tggcggtoca
ggaggatctg
aaacattgtt
gyaaccgtgg
tgoacagtat

Asp Ala Ala Ala

Arg Lys

Arg Asp

Ala Val

Cya

geggaccogyg
cegggtgoty
ggogoacgoa
ccatgtogte
gaacgoggoo
atgoccggtge
aaaattaogt
cegotgotge
cagaatogtt
totetggact
ttgcaggaga
egteoggata
ctgegotatg
ggogtgttoa
ggcctgttge
ttggaagaac
atgectatgg
gatggtgaga
tggcagattg
aacgaccogg
caacagggot

Ala
10
Lys
25

Ser Gly

40
Thr Val Arg Arg Asp

55
Thr Pro
70
Ala Leu

ASp ALg

AsSp Asp

Cys

Ligun L@

Ala Gly

Arg Leu

Gln Cys Met

90
Pro
105

ASn

52

tggttctgat
ttattatgge
ctgtgogteg
tggeaagoge
tggtagactt
tggaaggctt
tacgooatot
gogagtatgt
ttgogoogoe
gagoaggoaa
acatttgoge
tgetggoacy
atgactotgt
gocagtocagg
tgcagocaca
E.EI.EI.tg-E.aEEE.
tectgogteg
actggogtog
acoogaaage
tgtgtogtga
aa

Ala

Ser Arg Gln

Azn Leu Asn Tyr

45

Glu

&0

Ala
75

ggaaacgget
gogtgattgt
cgacgagtgo
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgoc
gotgacacao
tgooccagggt
attagttaat
attagtggaa
googotggge
togtgecgac
gtattttogo
cagttacatg
aaccgtggat
goatatggac
cagettogge
taaaggcteg
goggtotgtgt
cotgactoge

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
T20
T80
840
a00
&0
1020
1080
1140
1200
1242

Asp Pro Val

Cys Asn

Sar Ala

Val
13
Ila Pro
3o

Leu
Gly
Gln Leu Pro

Thr Lys Lau

g0

Elu Arg Gly Leu Val Asp

Asp Leu

Fro

Ser Ala Met

Arg Leu

95
Pro
114

Arg Glu Arg
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Ser
145
His
Fro
hep
Gln
Thr
225
Gln
val

Fhe

Pro
308
Ala

Glu
Ile

Pha
-1
Thr

<210> 11
<211> 1242
<212> ADN

Gly
130
Tyr

Lau

Trp
Tyr
210
Phe
Thr
Tyr
Ser
Asp
290
Ala
Sear
Ser
Asn
val
370
Gln

Fhe

115
Lys

val
Gln
Val
Ala
135
Leau
Lyrs
His
Fhe
Ser
275
Gly
Lama
Fro

Fhe

Trp
355
Trp

Lau

Elu

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Variante de LovD

<400> 11

Ile
Phe
Sarc
Asn
180
Gly
Gln
Lia
Arg
Arg
260
Pro
Lign
Glu
His
Gly
340
Gln

Glu

His

Thr
Lau
Ala
1658
Asp
Lys
Glu
Gln
Asn
245
Ala
Gly
Leu
Fro
Ile

325
Lau

Ile
Fro

Ala
408

ES 252472513

Leu
His
150
Glu
Fro
Lan
Asn
Gln
2340
Sar
Asp

Ser

Leu

A
31a
Asn
Gly
Lys
Asp
Trp

390
Ile

Arg
135
Fro
Lys
Gly
Val
Ile
215
Arg
Sar
Ely
Tyr
Gln
295
Laaui
Tyr
Gly
Gly
Fro
375

Azn

Tyr

120
His

Liew
Fhe
Ala
Glu
200
Cya
Fro
Asp
Glu
Met
280
Pro
Glu
Gly
Ile
Ser
360
Lys
Asp

Ala

Leu
Leu
Gly
Glu
185
Arg
Ala
Asp
Gly
Glu
265
Lys
Gln
Glu
Gly
Ile
345
Met
Ala

Pro

Gln

53

Ly
hrg
Ila
170
Ala
Pro
Mat
Arg
250
Cys
val
Thr
Gln
Fro
330
Ala
Thr
Gly

val

Tyr
410

Thr
Glu
155
Gln
Ile
Thr
Leu
Laaa
235
Lau
FPhe
Leu
Val
Mat
315
Mat
Leu
Fhe
Leu

Cys
355
GEln

His
140
Tyr
Asn
Tyr
Gly
Gly
220
Ala
Arg
Gly
Hisg
Asp
200
ASn
Fro
Glu
Gly
Cys
280
Are

Eln

125
Thr

val
Arg
Gly
Len

205
Ile

Arg
Tyr
Gly
Ser
285
Leu
Gln
Met
Asp
Gly
365
The

Asp

Gly

Ser
Ala
Pha
Ala
190
Asp
Thr
Az
Asp
Gln
270
Leu
Met
His
Val
Leau
350
Gly

Lau

Latn

Gly
Gln
Ala
1758
Ser
Leun
Asp
Ala
Asp

255
Ely

Fhe

Len
335
Asp
Fro

Ala

Leau
Gly
160
Fro
Lau
Glu
Met
Asp
240
Sar
Val
Lys
Gln
Asp
320
Arg
Gly
Agn
FPhe

Arg
400
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atgggttcta
ttoogtaaag
agtggtaacec
aatcaattac
ctgaccacga
gttgacogee
gJUoaaCOog
accagoggteo
catttgeoaga
gatcocaggog
cgogcaacqgqg
atcactgata
cagacccacoc
goggacggtg
aaggttotge
ctgatgttee
gogtogooge

ctgggtggta
atgacgtttyg
actttagtct
acotttgage

<210> 12

<211> 413
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

teattgatge
cggttgaaaqy
tgaactacac
cacogebgoa
ttatggoact
tgotgeegga
gtotgogoga
tgtogtacgt
goegotgagaa
cggaatggat
gettggacet
tgacgttcaa
goaactooag
aagagtgttt
actotetgot
agccggoget
acatcaacta

tecattgeoact
gtggeggtec
ttttocagot
acgogatota

<223> Variante de LovD

<400> 12

ES 252472513

ggotgtggee
cogocagatt
togetgttte
ggtggataca
goagtgoatg
cctgagegog
aogoogbgat
ottoctgeoat
gtttggeoatt
ttatggoget
ggaacagtac
actgoagoag
cgatggtaaa
cgggggccagq
gaaacgtgac
ggaaccgogc
tggoggtoca

ggaggatctyg
aaacatbgtt

ggaacogtgg
tgoacagtat

goggacoogyg
cegggtgotyg
ggcgoacgoea
coatgtogbe
gaacgoggoo
atgceggtgs
aaaattacgt
cogetgotge
cagaatocgtt
tctatocgact
ttgecaggaga
cgtcoggata
ctgogotatg
ggcgtgttoa
ggoctgttge
ttggaagaac
atgootatgy

gatggtgaga
tggoagattyg
aacgaccogg
caacagggot

54

tggttotgat
ttattatgge
ctgtgogteg
tggoaagoge
tggtagactt
tggaaggcott
tacgooatct
gogagtatgt
ttgogoogee
gogoaggcaa
acatttgege
tgotggoacy
atgactetgt
geagtocagg
tgoagocaga
aaatgaacca

tootgogteg

actggogtog
accogaaage
tgtgtogtga
aa

ggaaacsgget
gogtgattgt
cgacgagtgo
tactaratta
ggatgaaact
tgatgatgee
gotgacacag
tgoocagggt
attagttaat
attagtggaa
gocgotgggo
togtgoogao
gtattttege
cagttacatg
aacogtggat
gcatatggac
cagottoggo

taaaggeteg

gagtotgtgt
cotgactego

60
120
130
240
300
360
420
430
540
600
660
720
780
&40
200
980
1020

1080
1140
1200
1242
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Ala
Cysg
Pro
65

Lau
Lau

val

Ser
145
His
Pro
Asp
Gln
Thr
225
Gln
Vval
Phe
Arg
Pro

305
Ala

Glu
Ila

Fhe
385

<210> 13
<211> 1242
<212> ADN

Gly
Glu
Val
Phe
50

Thr
Asp
Leu
Gly

130
Tye

Len
Trp
Tyr
210
Phe
Thr

Tyr

Asp
2590
Ala
Ser
Ser
Asn
Val

370
Gln

Ser
Thr
Ile
Gly
Gln
Thr
Glu
Elu
115
Lys
Val
Gln
val
Ala
195
Lau
Lys
His
Phe
Ser
275
Gly
Léu
Pro
Phe
Trp
355
Trp

Lau

Ile
Ala
20

Mat
Ala
Val
Ile
Thr
100
Gly
Ile
Phe
Sar
Asn
180
Gly
Gln
Lan
Arg
260
Pro
Lgu
Glu
His
Gly
3440
Arg
Gln

Glu

Ile
Fhe
Ala
Arg
AsSp
Mat
25

Val
Fhe
Thr
Lau
Ala
165
hAsp
Lys
Glu
Gln
hAsn
245
Ala
Gly
Lau
Fro
Ile

325
Leu

Arg
Ila

Fro

ES 252472513

Asp

Thr
Thr
70

Ala
Asp
Asp
Leu
His
150
Glu
Pro
Leu
ASnD
Gln
230
Sar
Asp
Ser
L
Arg
310
Asn
Gly
Lys
ASp

Trp
380

Ala
Lys
Asp
Val
55

Fro

Lau

Asp
Arg
135
FPro
Lys
Gly
val
Ile
215
Sar
Gly
Tyr
Gln
2385
Lau
Tyr
Gly
Gly
Fro

375
Asn

Ala
Ala
Cya
40

Cys

Gln

Ala
120
His
Ll
Fhe
Ala
Blu
200
Cys
Fro
Asp
Glu
Mt
280
Fro
Glu
Gly
Ile
Ser
360
Lys

Asp

val
Val
25

Ser
Arg
Arg
Cys
Lau
105
Gly
Lau
Leau
Gly
Glu
185
Arg
Ala
Asp
Gly
Zlu
265
Lys
Glu
Glu
Gly
Ile
345
Met
Ala

Fro

Ala
10

Glu
Gly
hsp
Lgu
Mat
0

Fro
Asn
Lgu
Arg
Ila
170
Trp
Ala
Pro
Mat
Lys
250
Cya
Val
The
Gln
Bro
330
Ala
Thr
Gly

Val

Ala
Sar
Asn
E1lu
Ala
75

Glu
Asp
Pro
Thr
Glu
155
Gln
Ile
Thr
Lau
Leau
235
Leu
Fhe
Leau
Val
Met
315
Met
Leu
Fhe

Leu

Cys
395

Asp
Arg
Leu
Cysg
&0

Ser
Arg

Lau

His
140
TyE
Asn
Tyr
Ely
Gly
220
Rla
Arg
Gly
His
hap
300
Asn
Pro
Glu
Gly
Cys

380
Arg

Fro
Gln
Bsn
hzn
Ala
Gly
Sar
Len
125
Thr
val
Arg
Gly
Leu

205
Ile

Arg
Tyr
Ely
Ser
285
Lazu
Gln
Met
Asp
Gly
365

Thr

Asp

wval
Ila
Tyr
Gln
Thr
Lau
Ala
110
Arg
Ser
Ala
Fha
Ala
150
Asp
Thr
Arg
Asp
Gln
270
L
Mat
His
val
Leu
350
Gly

Lau

Leau

val
15

Fro
Thr
Len
Lys
val
85

Mat
E1lu
Gly
Gln
Ala
175
Ser
Leu
hAsp
Ala
Asp
255
Ely
Leau
Fhe
Mat
Leu
335
Asp
Fro

Val

Thr

Thr Phe Glu His Ala Ile Tyr Ala Gln Tyr Gln Gln Gly
410

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Variante de LovD

<400> 13

405

55

Lgu
Gly
Arg
Fro
Lgu
80

Asp
Fro
Arg
Lgu
Gly
160
Fro
Ile
Glu
Mat
Asp
240
Sar
val
Lys
Gln
Asp
320
Arg
Gly
Asn

Fhe

Arg
400
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atgggttcota
ttoogtaaag
agtggtogte
aatcaattac
ctgaccacga
gttgaccgee
ggoaaccoge
accagoggte
cattbtgcagg
gatocaggoeg
cgogoaacgg
atcactgata
atgacccace
goggacggtyg
aaggttotge
ctgatgttee
gogbtogocge
ctgggtggta
atgacgtttg
actttagtet
acctttgaga

<210> 14
<211> 413
<212> PRT

teoattgatge
cggttgaaag
tgaactacac
cacogotgoa
ttatggoact
tgotgcogga
gtotgogoga
tgtegtacgt
gogotgagaa
oggaatggat
gottggacct
tgacgtteaa
goaactocag
aagagtgttt
actetetget
agooggogot
acatcaacta
teoattgoact
gtggcggtoc
ttttocaget
aagogatota

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Variante de LovD

<400> 14

Ala
Cys
Pro
65

Leu

Leu

Val

Ser
145

Gly
Glu
Val
Phe
50

Thr
Aap
Leu
Gly

130
Tyr

Ser Ile Ile

Thr Ala
20

Mat

Fhe

Ile
35
Gly

Ala

ARla Arg

Gln Val Asp

Thr Ile Met

85

Glu Thr WVal
100

Glu Gly

115

Lys

Fhe

Ile Thr

Val Phe Leau

ES 252472513

ggctgtggeoo
cogocagatt
togetgtite
ggtggataca
goagtgoatg
coctgagegog
acgcogtggt
cttoctgoat
gtttggeatt
ttatggeget
ggaacagtac
actgeagcag
ocgatggtaaa
ogggggeoag
gaaacgtgac
ggaacogogo
tggcggtoca
ggaggatotg
aaacattatt
ggaacogtgg
tgoacagtat

goggacoogy
cogggtgotg
ggcgoacgoa
ccatgtoghs
gaacgoggog
atgccggtge
aaaattacgt
cogetgotge
cagaatocgtt
ggcatogact
ttgeaggaga
cgtecggata
ctgoegotatyg
ggegtgttea
ggcctgttge
ttggaagaac
atgeootatgg
gatggtgaga
tggeagattg
aacgacoogg
caacagggot

tggttotgat
ttattatgge
ctgtgogteg
tggcaagoge
tggtagactt
tggaaggctt
tacgocatct
gogagtatgt
ttgegoogee
gggcagygcaa
acatttgoge
tgotggoacy
atgactoctgt
goagtocagg
tgecagosaga
aaatgaeacca
toctgogteg
actggogteg
acCcogasage
tgtgtogtga
aa

ggaaacgget
goegtgattgt
cgacgagtgo
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgec
gotgacacac
tgoocaggot
attagttaat
attagtggaa
googotgggo
tegtgocgac
gtattttege
cagttacatg
aacogbggat
goatatggac
cagotteoggo
taaaggetoeg
gggtotgtgt
coctgactogo

60
120
150
240
300
380
420
480
540
600
6el
720
780
840
a00
260
1020
1080
1140
1200
1242

Asp

Thr
The
70

Ala
Asp
Asp

Len

His
150

Ala
Lys=
Asp
Vval
55

Frao
Leu
Arg
Asp

135
Pro

Ala
Ala
Cya
40

Cys

Gln

Ala
120
His

Val
Val
Ser
Arg
Aryg
Cys
Leu
105
Gly
Leau

Lan

56

Ala
10

Glu
Gly
Agp
Lan
Mat
a0

Bro
Asn
L

Arg

Ala Asp Pro

Ser Arg Gln

Leu Asn
45

AEn

Arg
Glu Cys
&0
Ala Sar
75
Glu

Ala

Arg Gly

Azp Leu Ser
Lau

125

Fro Arg

Thr His
140
Elu Tyr
155

Val

Val
Ila
TyrE
Eln
The
Lau
Ala
110
Arg
Sar

Ala

Val
15
Fro

Leu
Lys
Val
495

Met
Elu
Gly

Eln

Leu
Gly
Arg
Pro
Lau
80

Asp
Fro
Arg
Lau

Gly
160
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Hig
Pro

hep Trp

Eln Tyr
210
Thr Phe
225
Met Thr

Val Tyr

Fhe Sar

Gln

ES 2524725 T3

Gly Ala Glu Lys Fhe Gly

165

val Asn Asp Pro Gly Ala Glu

180
Ala
195
Leu

Lys

His Arg Asn Ser

Gln Glu Asn

Ile
170

Trp
185

Gly Lys Leu Val Glu Arg Ala

200

215

230

245

Phe Arg Ala Asp Gly Glu Glu

260
Ser

Bro Gly Ser Tyr Met

Ile Cys

Ser Asp Gly

Ala Pro

Leu Gln Gln Arg Pro Asp Met

Lys
250
Cys
265

Lye Val

Gln Asn Arg

Ila Tyr Gly
Leau
205
Ile

Thr Gly

Leu Gly

220
Leu Ala Arg
235
Lau

Arg Tyr

Fhe Gly Gly

Leu His Sear

275 280 285
Leu Leu Leu Gln Pro Glu Thr Wal Asp Leu
295 300
Glu Fro Arg Leu Glu Glu Gln Met Asn Glo
310 315
Ila Asn Tyr Gly Gly Pro Met
325 330
Gly Leu Gly Gly Ile Ile Ala Len
3490 345
Glu Asn Trp Arg Arg Lys Gly Ser Met
355 380
Ile Trp Ile Asp Fro Lys
370 375
Gln Leu Glu Pro Tep Asn Asp Pro Val Cys
350 395
Ila Tyr Ala Gln Tyr Gln
410

290
Fro Ala Leu
305

hla Sar Pro His Fro Mat

Arg Ser Fhe Glu Asp

Thr Phe Gly Gly

365

Ile Gln Ala Gly Leu Cys Thr

380
Fhe Arg AsSp
385
Thr

Phe Glu Lys Ala

405

Gln Gly

<210> 15

<211> 1242

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Variante de LovD

<400> 15

atgggttota
ttoocgtaaag
agoeggtogte
aatcaattac
ctgaccacga
gttgacogee
ggoaasocge
accagoggte
catttgeoagg
gatocoaggog
cgogoaacgg
atcactgata
atgacocace
gttgacggtyg
aaggttotge
ctgatgttoo
gogtogooge
ctgggtggta
atgacgtttyg
actttagteot
acctttgaga

tcattgatge
oggttgaaag
tgaactacac
cagogotgoa
ttatggoact
tgctgcocgga
gtotgogoga
tgtogtacgt
gogetgagaa
cggaatggat
gottggacct
tgacgttcaa
goaactocag
aagagtgttt
actotetget
agooggeget
acatcaacta
tcattgeoact
gtggoggtoo
ttttocagot
aagogatota

ggctgtggee
cogocagatt
togetogttts
gotggataca
goagtgoatg
cctgagogog
acgcogtggt
cttectgeat
gtttggoatt
ttatggoget
ggaacagtan
actgeoageoag
ogatggtaaa
ogggggooag
gaaacgtgac
ggaacogoge
tggcggtoca
ggaggatctg
aaacattatt
ggaaccgtgg
tgcacagtat

goggacoogg
cogggtgotyg
ggogoacgea
ccatgtogte
geacgoggog
atgocoggtgs
aaaattacgt
cegetgetge
cagaatogtt
ggcatcgact
ttgcaggaga
cgecoggata
ctgogotatyg
ggegtgttca
ggcctgtige
ttggaagaac
atgectatgg
gatggtgaga
tggoagattg
agtgacoogg
caacagggot

57

tggttotgat
ttattatgge
ctgtgogteg
tggoaagege
tggtagactt
tggaaggctt
tacgooatet
gegagtatgt
ttgogoogeo
gggcaggoaa
acatttgogeo
tgotggoacy
atgacacggt
geagtoeagg
tycagocagy
aaatgaacca
tectgogteg
actggogtcg
accogaaagoe
tgtgtogtga
aa

Fhe Ala Pro

175

Ala Gly
150

Asp

Ile

Leu Glu

Thr Asp Met

Arg Ala Asp
240
hAsp Asp Ser

255

Gln Gly Val

270

Len Leu Lys

Met Phe Gln

His Met Asp
320

WVal
335

Leu Asp Gly

250

GEly Pro Asn

Leu Val Fhe

Lt

400

ggaaacgget
gogtgattgt
cgacgagtge
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgec
gotgacacac
tgoocagggt
attagttaat
attagtggaa
googotgggo
tegtgecgac
gtattttoge
cagttacatg
gacegtggat
goatatggac
cagctteogge
taaaggcteg
gggtotgtygt
cotgactoge

&0
120
180
240
300
380
420
480
540
600
6el
720
T80
240
200
380
1020
1080
1140
1200
1242
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<210> 16
<211> 413
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Variante de LovD

<400> 16

<210> 17

Ala
Cyse
Bro
65

Leau
Lau

Val

Ser
145
His
Fro
Asp
Gln
Thr
225
Mat
val
Fhe
Arg
FPro

305
Ala

Glu
Ile
Fhe

385
Thr

Gly
Glu
Val
Phe
50

Thr

Asp

Gly
130
'I‘yr

Len

Trp
TFI‘
210
Phea
Thz
Tyr
Ser
Asp
290
Ala
Sar
Sar
Aan
Ile
370
Gln

Fhe

Ser
Thr
Ile
35

Gly
Gln
Thr
Glu
Glu
115
Lys
val
Gln
Val
Ala
195
Leu
Lys
His
Phe
Ser
275
Gly
Lau
Fro

Fhe

Trp
355

Irp
Lau

Elu

Ile
Ala
20

Met
Ala
Val
Ile
Thr
100
Gly
Ile
Phe
Gly
BAan
180
Gly
Gln
Lau
Arg
Arg
260
Pro
Lieu
Glu
His
Gly
340
Gln

Glu

Lys

Ile
Phe
Ala
Arg
Asp
Mat
25

Val
Fhe
Thr
Leu
Ala
165
Asp
Lys
Glu
Gln
ASn
245
Val
Gly
Leu
Pro
Ile
325
Leu
Arg
Ile

Fro

Ala
408

ES 252472513

Asp

Thr
Thre
70

Ala
Asp
Asp
Liew
Hi=
150
Glu
Fro
Lan
Asn
Gln
230
Sar
Asp

Ser

Leun
Arg
3140
Asn
Gly
Lya
Asp
Trp

390
Ila

Ala
Lys
Asp
Val
55

Fro
Lau
Arg
Asp
Arg
135
Fro
Lys
Gly
Val
Ile
215
Arg
Sar
Gly
Tyr
Gln
295
Lau
Tyr
Gly
Gly
Fro
375

Ser

Tyr

Ala
Ala
Cya
40

Cys
Gln
L
ARla
120
His
L
Fhea
Ala
Glu
200
Cys
Fro
Asp
Glu
Met
280
Pro
Glu
Gly
Ile
Ser
3640
Lys
Asp

Ala

Val
Val
25

Ser
Arg
Arg
Cys
Leaa
1035
Gly
Leu
Len
Gly
GElu
185
Arg
Ala
Asp
Gly
Elu
265
Lys
Gly
Glu
Gly
Ile
3458
Met
Ala

Fro

Eln

58

Ala
10

Glu
Ely
Asp
Leu
Mat
90

Fro
Esn
Leu

Arg

Ila
170

Trp
Ala
Pro
Mat
Lys
250
Cys
wal
Thr
Gln
Fro
330
Ala
Thr
Gly

Val

Tyr
410

Ala
Ser
Arg
Glu
Ala
T5

Glu
hAsp
Pro
Thr
Glu
155
Gln

Ile

Laau
235
Laau

Fhe

val
Mat
315
Met
Leu
Phe

Lau

Cys
355
Gln

Asp
Arg
Leu
Cya
&0

Ser
Arg
Lau
Arg
Hisg
140
TyE
Asn
Tyr
Gly
Gly
220
Ala
Arg
Gly
His
Asp
300
ASn
Fro
Glu
Gly
Cys
380
Arg

Gln

Pra
Gln
RAsn
45

Azn
Ala
Gly
Sar
Leu
125
Thr
Val
Aryg
Gly
Leu

205
Ile

Arg

Gly
Ser
285
Leu

Gln

Asp
Gly
365
Thr
Asp

Gly

wal
Ile
30

Tyr
Gln
Thr
Lau
Ala
110
Arg
Ber
Ala
Fhea
Ala
150
hsp
Thr
Arg
Asp
Gln
270
Leu
Met
His
Val
Leu
350
Gly

L

L

Val
15

Fro
Thr
Leu
Lys
Val
a5

Elu
Gly
Eln
Ala
175
Gly
Leu
RAzp
Ala
Asp
255
Gly

Leun

Phe

Len
335
Asp
Pro

val

Lgu
Gly
Arg
Bro
L
80

Asp
Fro
Arg
Leu
Gly
160
Fro
Ile
Glu
Met
Asp
240
Thr
Val
Lys
Gln
Asp
320
Arg
Gly
Agn
Fhe

Arg
400
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<211> 1242
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Variante de LovD

<400> 17

<210>18

atgggttcta
ttococgtaaag
agoggtogte
aatcaattac
ctgaccacga
gttgaccgee
ggCaaccogo
accagoggto
cattbtgoagg
gatocaggeg
cgogoaacgg
atcactgata
atgacccacc
catgacggtg
aaggttotge
ctgatgttos
gogtogooge
ctgggtggta
atgacgtttyg
actttagtect
acotetgaga

<211> 413
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

acattgatge
cggttgazag
tgaactacac
cacegotgea
ttatggoact
tgotgecgga
gtotgogoga
tgtogtacgt
gogoctgagaa
cggaatggat
gottggacct
tgacgttcaa
geoaactocag
aagagtgttt
actctotget
agooggeget
acatcaacta
teoattgeact
gtggoggtec
tttteocaget
aagogatota

<223> Variante de LovD

<400> 18

Gly
Glu
Ala Val
Phe

50
L

Cys

Fro
65
Leu Thr

Leu Asp

val
Arg Gly
130
Ser Tyr
145
His Leu

PFro Leu

Asp Trp

Ser Asn

Thr Ala

Ile Met

Gly Ala

Gln val

Thr Ile

85
Glu Thr
100
Glu Gly
115
Lys Ila

Val Phe

GEln Gly

Ile
Fha
Ala
Arg
Asp
Mat
Val
Fhe
Thr
Lau

Ala

ES 252472513

ggctgtggeoo
ctctoagatt
togetgttte
gotggataca
goagtgoatyg
cotgagogog
acgcogtggt
cttoctgeat
gtttggeatt
ttatggogot
ggaacagtac
actgeageag
ogatggtaaa
ogggggcoag
gaaacgtgac
Fggaaccgogt
tggcggtoca
ggaggatctg
aaacattatt
ggaaccgtgg
tgoacagtat

Asp Ala

Arg Lys

Asp

Ala
Ala

Cya

goeggacoogyg
ccgggtgotg
ggogeacgea
ccatgtogte
gaacgoggoo
atgeeggtge
aaaattacgt
coegetgotge
cagaatogtt
ggcatogact
ttgeoaggaga
cgecoggata
ctgogotatyg
ggegtgttoa
ggcctgtige
ttggaagaac
atgeococtatgg
gatggtgaga
tggoagattyg
agtgaccogg
caacaggget

val Ala
10
Val Glu

Ser Gly

40

Thr Val
55
Thr Fro
70
Ala Leu

Rasp Arg

Asp Asp

Cys

Gln

Ala

Arg RAsp

Arg Leu
Met
50

Fro

Cys

Len
105

Gly Asn

120

Leu Arg
135
His Fro
150

GElu Lys

165

val Asn

180

Ala Gly

Asp

Lys

Fro Gly

Leu Val

His

Fhe

Ala

Glu

Leau Leu

Leu Arg

Ile
170

Gly

Glu
185

Arg Ala

59

tggttetgat
ttattatggeo
ctgtgegteg
tggoaagoge
tggtagactt
tggaaggctt
tacgocatet
gegagtatgt
ttgogoogeo
gggcagycasa
acatttgogeo
tgoctggoacyg
atgacacggt
gecagtocagg
tgoagocagyg
aaatgaacca
tecctgogteg
actggogtog
acCogasago
tgtgtogtga
ad

Ala Asp

Sar Ser

Arg Leu

Glu Cysz
&0
Ala Ser
75
GElu Arg

Asp Leu

Pro Arg

FPro
Gln
Asn
45

AEn
Ala
Gly

Ser

Lenw

ggaaacgget
gogtgattgt
cgacgagtge
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgee
gotgacacac
tgoocagggt
attagttaat
attagtggaa
googotgggo
tegtgeocgac
gtattttoge
cagttacatg
gacegtggat
goatatggac
cagottegge
taaaggcteg
gggtotgtgt
coctgactege

val val
15
Ila Fro

Tyr Thr

Eln Leu

Thr Lys

60
120
150
240
300
360
420
480
540
600
660
TZ0
T80
840
200
360
1020
1080
1140
1200
1242

Leu
Gly
Arg
Pro

Lau

g0

Len Val
a5
Ala Met
110

Arg Glu

125

Thr His
140
Glu Tyr
155

Eln Asn

Ile Tyr

Thr Gly

Val
Arg
Gly

Laana

Sar Gly

Ala Gln

Asp
Ero
Arg
Lau

Gly

160

Fhe Ala
175
Ala Gly
190

Asp

Fro

Ile

Glu
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135

Gln Tyr
210
Thr Phe
225

Thr

Val Tyr

Fhe Ser

Leu
Lys
His
Fhe

Ser

Gln Glu

Leu Gln

Asn
245
His

Arg

Arg
260

Pro Gly

275

REP
290
Pro Ala
05

Ala
Ser

Glu Asn

Gly
Laaua
Fro
Fhe

Trp

Leu

Glu Fro
Ila
325
Leu

His

Gly
340

355

Ile Ile
370
Fha Gln
385

Thr Phe

<210>19
<211> 1242
<212> ADN

Trp
Lau

GElu

Gln Ile

Glu Fro

Ala
405

Lys

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Variante de LovD

<400> 19

atgggttcta
ttoogtaaag
agoggtogte
aatcaattac
ctgaccacga
gttgaccgeoe
ggocaaccoge
accagoggto
catttgeagyg
gatoocaggeog
cgogoaacgg
atcactgata
atgacccaco
catgacggtg
aaggttctge
ctgatgttee
gogtogocgo
ctgggtggta
atgaogttbyg
actttagtet
acctttgaga

acattgatge
ocggttgaaag
tgaactacac
cacogoetgoa
ttatggoact
tgotgeogga
gtotgegoga
tgtogtacgt
gogectgagaa
cggaatggat
gottggacct
tgacgttecaa
goaactocay
aagagtgttt
actotetgot
agooggoget
acatcaacta
teattgeoact
gtggeggteoo
ttttecaget
aagogatcta
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200

Ila
215
Arg

ASn

Gln
230
Sar Sear

Asp Gly

Ser Tyr

Cya
PEo
Asp

GElu

Ala
Asp
Gly Lys
250
GElu Cya
265

Lys Wal

280

Gln
295
Lau

Leu

Ang
310
Asn Tyr

Gly Gly

Lya Gly

Pro
Glu
Gly
Ile

Ser

Gly
Glu

Gly

330
Ile
345
Met

360

Hﬂﬁ} Pro

375

Trp Sar
380

Ila Tyr

ggctgtggoc
octotocagatt
tegetgttte
ggtggataca
goagtgoatg
cotgtgogeg
acgoogtggt
cttocotgeoat
gtttggoatt
ttatggoget
ggaacagtac
actgeageoag
ogatggtaaa
cggyggocag
gaaacgtgac
ggaaccgogt
tggocggtoca
ggaggatctg
aaacattatt
ggaaccgtgg
tgoacagtat

LFE
Asp

Ala

Fro val

Gln
410

goggacoogyg
cogggtgotg
ggcgcacgca
ccatgtogte
gaacgoggoc
atgcoggtgo
aaaattacgt
cogotgotge
cagaatogtt
ggoatogact
ttgoaggaga
egecoggata
ctgoegetatg
ggegtgttoa
ggcctgttge
ttggaagaac
atgootatgg
gatggtgaga
tggoagathbyg
agtgaccogg
caacagggot

60

Pro

The
Gln
Fro
Ala
Thr

Gly

Tyr

Leu Gly
220
Leu Ala
235

Leu Arg

Phe Gly

Leu His

Val Asp
300

Mat Asn

315

Mat Fro

Leu Glu

Phe Gly

Leu Cys

380

Cys Arg
385

Gln Gln

tggttectgat
ttttgatggo
ctgtgegteg
tggoaagoge
tggtacgott
tggaaggctt
tacgeocatet
gogagtatgt
ttgegoegee
gggcaggcaa
acatttgoge
tgotggoacy
atgacacggt
gocagtocagg
tgoagocagyg
aaatgaacca
tocatgogteg
actggogtog
ETlalals EETT [
tgtgtogtga
ag

205

Ile Thr

Tyr Asp

Asp
Ala

Asp

Asp
244
Thr

255

Gln
270
Leu

Gly

Ser
285
Leu Met

Gln His

Mat Val

Ely
Leu

FPhe

Val
Lys
Gln
Asp

320
Arg

335

Leu
350
Gly

hsp

Gly
365
Leu

Asp

Gly

ggaaacgget
gogtgattgt
cgacgagtge
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgec
gobgacacac
tgooccagggt
attagttaat
attagtggaa
googotgggo
togtgocgac
grtattttoge
cagttacatg
gacogbggat
goatatggac
cagottoggo
taaaggcteg
gggtotgtgt
cctgactoge

Asp
Pro

Wal

Gly
Agn
Phe

Arg
400

&0
120
150
240
300
360
420
480
540
600
660
720
T80
840
200
260
1020
1080
1140
1200
1242
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<210> 20
<211> 413
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Variante de LovD

<400> 20

Ala
Cys
Pro
65

Lau

val

Ser
145
His
Fro
hAsp
Gln
Thr
225

Val

Fhe

Pro
3085
Ala

Glu
Ile
Phe

385
Thr

Gly
Glu
Val
PFhe
50

Ley

Thr

Rsp

Gly
130
Tyr
Lau
Leu
Trp
Tyr
210
Phe
Thr
Tyr
Ser
Asp
290
Ala
Sar
Sar
Asn
Ile
370
Gln

Fhe

Ser
Thr
Lau
35

Gly
Gln
Thr
Glu
Glu
115
Lys
Val
GLln
val
Ala
1395
Leau
Lys
Has
Fhe
Ser
275
Gly
Lau
Fro
Fhe
Trp
355
Trp

Laua

Glu

AsnD
Ala
20

Ala
Val
Ilg
Thr
100
Gly
Ile
Phe
Gly
Asn
180
Gly
Gln
Len
Arg
Arg
260
Fro
Len
Glu
His
Gly
340
Gln

Glu

Lys

Ile
Fhe
Ala
Arg
Asp
Met
g5

Val
Fhe
Thr
Leu
Ala
165
Asp
Lys
Glu
Gln
Asn
245
His
Gly
Leu
Fro
Ile
325
Leu
Arg
Ile

Fro

Ala
405

ES 252472513

Asp

Arg
Thr
Thr
70

Ala
Asp
Asp
Len
Hig
150
Glu
Fro
Len
Asn
Gln
230
Sar
Asp
Sar

Leu

Arg
310
Asn
Gly
Lya
Asp
Trp

330
Ile

Ala
Lys
Asp
Val
55

Fro
Lau
Arg
Asp
Arg
135
Fro
Lys
Gly
Val
Ile
215
Arg
Sar
Gly
Tyr
Gln
235
Lau
Tyr
Gly
Gly
Fro
375

Sar

Tyr

Ala
Ala
Cys
40

Arg
Cys
Gln
Lau
Ala
120
His
Leu
FPha
Ala
Glu
200
Cys
Pro
Asp
Glu
280
Pro
Glu
Gly
Ile
Ser
360
Lya
Asp

Ala

val
Val
25

Sar
Arg
Arg
Cys
Lau
108
Gly
Leu
Leu
Gly
Glu
188
Arg
Ala
Asp
Gly
Glu
265
Lys
Gly
Glu
Gly
Ile
345
Ala

Fro

Gln

61

Ala
10

Glu
Gly
Asp
Leu
Mat
90

Fro
Asn
Leun
Arg
Ila
170
Tzp
Ala
Pro
Met
Lys
250
Cys
Vval
Thr
Gln
Pro
330
Ala
Thr
Gly

val

Tyr
410

hAla

Ser

Glu
Ala
T5

Glu
Asp
Pro
Thr
Glu
155
Gln

Ila

Leu
235
Lau
Phe
Leu
val
Mat
315
Mat
Leu
Phe

Leu

Cys
335
Gln

Asp
Sar
Lau
Cys
60

Ser

Arg

Lau

His
140
TyE
Asn
Tyr
Gly
Gly
220
Ala
Arg
Gly
His
Asp
300
Asn
Pro
Glu
Gly
Cys
380
Arg

Gln

Pro
Gln
Asn
45

BAsn
Ala
Gly
Cys
Leu
125
Thr
Val
Arg
Gly
Leu

205
Ile

Arg

Gly
Ser
285
Leu
Gln
Mat
Asp
Gly
365
Asp

Gly

val
Ile
30

Tyr
Gln
Thr
Lagu
Ala
110
Arg
Ser
Ala
Fha
Ala
150
hsp
Thr
Arg
Asp
Gln
270
Leu
Met
His
Val
Leu
350
Gly

Leu

L

Val
15

Fro
Thr
Leu
Lys
Val
95

Elu
Gly
Gln
Ala
175
Gly
Leu
Asp
Ala
Asp
2558
Gly

Leu

Fhe

335
Asp

Pro

Val

Lagu
Gly
Arg
Pro
Leu
80

Arg
Fro
Arg
Leu
Gly
160
Fro
Ila
Glu
Met
Asp
240
Thr
val
Lys
Gln
Asp
320
Arg
Gly
Asn

Phe

Arg
400
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido LovD variante que tiene al menos dos veces mayor actividad catalitica que la aciltransferasa de A.
terreus de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2, en el que el polipéptido LovD variante comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 2 que incluye las dos mutaciones siguientes: L174F y A178L, y opcionalmente de
aproximadamente 1 a 30 mutaciones adicionales y opcionalmente de aproximadamente 1 a 20 mutaciones
conservadoras adicionales.

2. Polipéptido LovD variante segun la reivindicacion 1, que tiene al menos 10 veces mayor actividad catalitica que la
aciltransferasa de A. terreus de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2.

3. Polipéptido LovD variante segin la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 2 que incluye una o mas de las siguientes caracteristicas:

(i) una 0 mas mutaciones que se correlacionan con una mayor actividad catalitica;

(i) una 0 mas mutaciones que se correlacionan con una mayor estabilidad térmica;

(iil) una 0 mas mutaciones que se correlacionan con una menor agregacion;

(iv) una 0 mas mutaciones que se correlacionan con una mayor estabilidad enzimatica; y

(v) una 0 mas mutaciones seleccionadas del grupo que consiste en 14N, A9V, K26E, R28K, R28S, 135L, C40A,
C40V, C40F, S41R, N43Y, C60F, C60Y, C60N, C60H, S109C, S142N, A184T, A184V, N191S, A261T, A261E,
A261V, L292R, Q297E, L335M, A377V, A383V, N391D y H404R,

y que contiene opcionalmente de aproximadamente 1 a 20 mutaciones conservadoras adicionales.

4. Polipéptido LovD variante segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 que incluye una o mas de las siguientes caracteristicas:

(i) al menos una mutacion seleccionada del grupo que consiste en A123P, M157V, S164G, S172N, N191G,
L192I, A247S, R250K, S256T, A261H, G275S, Q297G, L361M, V370l y N391S;

(i) al menos una mutacion seleccionada del grupo que consiste en Q241 M, A261H, Q295R y Q412R;

(i) al menos una mutacién seleccionada del grupo que consiste en N43R, D96R y H404K;

(iv) al menos una mutacion seleccionada del grupo que consiste en C40R, C60R y D245E; y

(v) al menos una mutacion seleccionada del grupo que consiste en 14N, A9V, K26E, R28K, R28S, I35L, C40A,
C40V, C40F, S41R, N43Y, C60F, C60Y, C60N, C60H, S109C, S142N, A184T, A184V, N191S, A261T, A261E,
A261V, L292R, Q297E, L335M, A377V, A383V, N391D y H404R;

y opcionalmente de aproximadamente 1 a 20 mutaciones conservadoras adicionales.

5. Polipéptido LovD variante segun la reivindicacion 1 que comprende una secuencia de aminoacidos
correspondiente a la SEQ ID NO: 2 que incluye las siguientes mutaciones: A123P, N191 (S o G), A247S y L361M,
de cero a aproximadamente 26 mutaciones adicionales seleccionadas del grupo que consiste en Q241M, A261H,
Q295R, Q412R, N43R, D96R, H404K, C40R, C60R, D254E, 14N, A9V, K26E, R28K, R28S, I135L, C40A, C40V,
C40F, S41R, N43Y, C60F, C60Y, C60N, C60H, S109C, S142N, A184T, A184V, N191S, A261T, A261E, A261V,
L292R, Q297E, L335M, A377V, A383V, N391D y H404R, y opcionalmente de aproximadamente 1 a 20 mutaciones
conservadoras adicionales.

6. Polipéptido LovD variante segun la reivindicacion 1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
de la Tabla 1.

7. Polinucledtido que codifica un polipéptido LovD variante segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que
es opcionalmente un vector de expresion adecuado para expresar el polipéptido LovD variante en una célula
hospedadora, y vector de expresion en el que la secuencia codificante utiliza opcionalmente codones optimizados
para la expresion en la célula hospedadora.

8. Célula hospedadora que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido LovD variante segun cualquiera
de las reivindicaciones 1-6.

9. Método de fabricacién de un polipéptido LovD variante que comprende cultivar una célula hospedadora segun la
reivindicacion 8 en condiciones en las que se expresa el polipéptido LovD variante y opcionalmente recuperar el
polipéptido LovD variante.

10. Método de fabricacion de simvastatina que comprende poner en contacto un sustrato monacolina J con un
polipéptido LovD variante segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6 en presencia de un cosustrato tioéster de
a-dimetilbutirilo y en condiciones en las que la monacolina J se convierte en simvastatina.

11. Método segun la reivindicacion 10, en el que la monacolina J es una sal de sodio o una sal de amonio.

12. Método segun la reivindicacion 10 o la reivindicacion 11 en el que se afiade un agente para hacer precipitar la
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simvastatina, y en el que dicho agente es opcionalmente hidréxido de amonio.

13. Método de fabricacion de simvastatina que comprende poner en contacto un sustrato lovastatina con un
polipéptido LovD variante segin cualquiera de las reivindicaciones 1-6 en presencia de un cosustrato tioéster de
a-dimetilbutirilo y en condiciones en las que el sustrato lovastatina se convierte en simvastatina.

14. Método segun la reivindicacion 13, en el que: (a) dicho sustrato lovastatina, dicho polipéptido LovD variante y
dicho tioéster se cargan sustancialmente al mismo tiempo en un recipiente; o (b) en el que se cargan primero dicho
sustrato lovastatina y dicho polipéptido LovD variante en un recipiente y a continuacion se carga dicho tioéster en
dicho recipiente.

15. Método segun la reivindicacion 13 o la reivindicacion 14, en el que se afiade un agente para hacer precipitar la
simvastatina, y en el que dicho agente es opcionalmente hidroxido de amonio.
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