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ES 2579 280 T3

DESCRIPCION
Produccién de esteroles, que no proceden de levaduras, a partir de una levadura

El presente invento se refiere a la produccién de esteroles, inclusive el 7-deshidrocolesterol, el 25-hidroxi-7-
deshidrocolesterol y el 25-hidroxi-ergosterol, en una levadura tal como Saccharomyces cerevisiae. El también se
refiere a varias enzimas que catalizan la reduccion del enlace doble en la posiciéon 24 del zimosterol, del colesta-
7,24-dienol y del colesta-5,7,24-trienol; o a la hidroxilacion en la posicion 25 del ergosterol, del 7-deshidrocolesterol,
del colesta-8-enol y del colesta-7-enol. El también se refiere a varios acidos nucleicos que codifican unas colesterol
C25-hidroxilasas y unas esterol A24-reductasas, y a su uso para producir e hidroxilar al 7-deshidrocolesterol o
ergosterol. El también se refiere al uso de las cepas de levaduras producidas de esta manera, y a unos métodos
para la produccion de estos esteroles, que comprenden las etapas de cultivar una célula de levadura transformada, y
cosechar el(los) esterol(es) resultante(s).

La ruta de esteroles en levaduras implica muchas etapas. Un diagrama de la ruta de esteroles en levaduras se ha
presentado en la Figura 14, y se hace referencia a ella mas abajo al exponer el estado de la técnica.

El documento de patente de los EE.UU. US 5.460.949 (de Amoco) ensefia un método y una composicion para
aumentar la acumulacién de escualeno y trienol en una levadura. Este método incluye el truncamiento y la
sobreexpresion de HMG1 (el gen individual mas importante que regula la ruta) en una cepa en la que los genes
ERG5 y ERG6 han sido desactivados. El ERG5 y el ERG6 codifican las dos actividades enzimaticas que distinguen
a la biosintesis del ergosterol, que es el esterol mas importante de la levadura y los hongos, con respecto de la
biosintesis del colesterol. Estas cepas acumulan de manera preferida colesta-5,7,24-trienol, que es usualmente un
compuesto intermedio de la biosintesis del colesterol.

El documento de patente internacional WO03/064650 (Lang y colaboradores) (documento US2006/0240508) divulga
un método para la produccion de 7-deshidrocolesterol y/o del compuesto intermedio biosintético o de los productos
consecutivos en una levadura. En el presente caso, los genes para la C-8 esterol isomerasa, la C-5 esterol
desaturasa y la A24-reductasa de un ratéon y de un ser humano se expresaron en una cepa de levadura en la que
ERG5 y ERG6 habian sido desactivados y el gen de HMG1 habia sido truncado y sobreexpresado. Estas levaduras
fueron capaces de sintetizar el 7-deshidrocolesterol.

El documento WO03/064652 (Lang y colaboradores) (documento US2006/0088903) divulga un método para la
produccion de zimosterol y/o del compuesto intermedio biosintético y/o de los productos consecutivos de éste en una
levadura transgénica mediando aumento de la actividad de la lanosterol-C14-desmetilasa (ERG11).

El documento WO 2005/121315 (de Aventis) ensefia unas cepas de levadura que producen colesterol y unas
utilizaciones de éstas. Un gen de la esterol A7-reductasa de Arabidopsis thaliana y un gen de la esterol A24-
reductasa de un ser humano eran introducidos en varias cepas anfitrionas de levadura en las que el ERG6 vy, en
algunos casos, el ERG5 habian sido desactivados. Las nuevas cepas eran capaces de producir colesterol en mezcla
con otros compuestos intermedios.

El documento US 6.562.609 (Russell y colaboradores) ensefia una colesterol C25-hidroxilasa aislada de un ser
humano y de un ratén y los correspondientes genes.

La expresion de una P450 mitocondrial en una levadura y un procedimiento para la produccion de la 25-hidroxi-
vitamina D3 se conocen a partir del documento US5668000. No se menciona nada acerca de la utilizacién de la
levadura para la preparacion de los esteroles especificos del presente invento.

El estado anterior de la técnica no menciona nada acerca de la produccion de la 25-hidroxi-provitamina D2 y de la
25-hidroxi-provitamina D3 utilizando una levadura transgénica.

De acuerdo con este invento se ha encontrado que la enzima colesterol C25-hidroxilasa (cuyo substrato es
normalmente el colesterol) puede actuar sobre el 7-deshidrocolesterol y el ergosterol para producir el 25-hidroxi-7-
deshidrocolesterol y el 25-hidroxiergosterol, respectivamente.

Asi, un aspecto de este invento es la utilizacién de una colesterol C25-hidroxilasa de un vertebrado para hidroxilar al
7-deshidrocolesterol o ergosterol a fin de producir el 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol (también citado como la 25-
hidroxi-provitamina D3) o el 25-hidroxiergosterol (también citado como la 25-hidroxi-provitamina D2),
respectivamente.

La colesterol C25-hidroxilasa no es una enzima que existe por naturaleza en una levadura; de hecho, una levadura
no tiene normalmente la capacidad de hidroxilar a la cadena lateral del 7-deshidrocolesterol, que puede estar
presente en una levadura. Sin embargo, de acuerdo con este invento, se puede hacer queuna levadura modificada
genéticamente convierta al colesta-5,7,24-trienol en el 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol (la 25-hidroxi-provitamina D3)
por el procedimiento de:
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proveer a la levadura de un acido nucleico que codifica una colesterol C25-hidroxilasa y cultivar la levadura en unas
condiciones tales que la levadura hidroxile al 7-deshidrocolesterol,

con lo que se produce el 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol (la 25-hidroxi-provitamina D3).

En el procedimiento arriba mencionado se prefiere que la levadura tenga desactivados los genes ERG5 y ERG6, y
que ella haya sido provista también de un acido nucleico que codifica una enzima esterol A24-reductasa de un
vertebrado, que ha sido optimizada para la expresién en levadura.

También se ha encontrado de acuerdo con este invento, que una levadura modificada genéticamente puede ser
producida y utilizada para convertir al ergosterol en el 25-hidroxi-ergosterol (también citado como la 25-hidroxi-
provitamina D2) por el método de:

proveer a la levadura de un acido nucleico que codifica una colesterol C25-hidroxilasa y cultivar la levadura en unas
condiciones tales que la levadura hidroxile al ergosterol,

con lo que se produce el 25-hidroxi-ergosterol (la 25-hidroxi-provitamina D2).

En las siguientes FIGURAS, se utilizan estas abreviaturas

TDH3p es la region promotora de TDH3 (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa isozima 3 de S. cerevisiae);
Ori-pBR es el origen de la replicacion de ColE1 de pBR322 para E. coli;

bla es el gen de la B-lactamasa que confiere resistencia a la ampicilina en E. coli;

2y es el fragmento grande del vector multi-copias 2u que lleva el origen de la replicacion para S. cerevisiae;

PGK1t es la region terminadora de PGK1 (la 3-fosfoglicerato cinasa de S. cerevisiae);

URAS3 es el marcador de auxotrofia URA3 de S. cerevisiae para uracilo;

Bam HI, Eco RI, Hin dlll, Bgl ll, Age | se refieren a los sitios de restriccion para las correspondientes enzimas de
restriccion;

La localizacion de los sitios en el vector se indica entre paréntesis empezando por la posicion 1 del sitio Unico de
Bam HL.

FIGURA 1: mapa de restriccion del plasmido V51TDH-S24R1. S24R-1 es el gen sintético S24R1 que codifica la
esterol A24-reductasa putativa de Rattus norvegicus;

FIGURA 2: mapa de restriccion del plasmido V51TDH-S24R2. S24R-2 para el gen sintético S24R2 que codifica la
esterol A24-reductasa putativa de Danio rerio.

FIGURA 3: mapa de restriccion del plasmido pFLAde-S24R1. S24R1 para el gen sintético S24R1 que codifica la
esterol A24-reductasa putativa de R. norvegicus; ARS-CEN es el origen de replicacion auténomamente centromérico
para S. cerevisiae; ADE2 es para el gen ADE2 de S. cerevisiae.

FIGURA 4: mapa de restriccion del plasmido V51-C25H1. GALp representa la region promotora inducible por
galactosa GAL10-CYC1 (Guarente y colaboradores, 1982); C25H-1 representa el gen sintético C25H1 que codifica
la colesterol C25-hidroxilasa putativa de Sus scrofa.

FIGURE 5: mapa de restriccion del plasmido V51-C25H3. GALp representa la region promotora inducible por
galactosa GAL10-CYC1 (Guarente y colaboradores, 1982); C25H-3 representa el gen sintético C25H3 que codifica
la colesterol C25-hidroxilasa putativa de Canis familiaris;

Todos los perfiles de HPLC, registrados a UV 282 nm, se realizaron tal como se describira en el Ejemplo 9 con unos
extractos de esterol, producidos tal como se describira en el Ejemplo 8. Abreviaturas:

C5,7,22,24 = colesta 5,7,22,24-tetraenol;

C5,7,24= colesta 5,7,24-trienol;

C5,7,22= colesta 5,7,22-trienol;

C5,7= colesta 5,7-dienol o 7-deshidrocolesterol;

250H-C5,7-Ac= acetato de 25-hidroxi 7-deshidrocolesterol;

250H-E5,7,22-Ac, acetato de 25-hidroxi -ergosterol;

ES5,7,22,24, ergosta 5,7,22,24-tetraenol;

E5,7,22, ergosta 5,7,22-trienol (ergosterol).

FIGURA 6: Perfiles de elucidon en HPLC de unos extractos de esteroles procedentes de unas cepas, que expresan
una esterol C-24 esterol reductasa putativa. Se utilizaron las siguientes cepas:

A: ERT/V51TDH testigo;

B: ERT/V51TDH-S24R1;

C: ERT/V51TDH-S24R2;

D: ERT/pFLAde-S24R1.
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Figura 7: Perfiles de elucién en HPLC de unos extractos de esterol procedentes de unos mutantes erg6 que
expresan unas colesterol C25 hidroxilasas putativas. Se utilizaron las siguientes cepas:

C: ERT/pFLAde-S24R1/V51;

D: ERT/pFLAde-S24R1/ V51-C25H1;

E: ERT/pFLAde-S24R1/V/51-C25H3.

Los patrones fueron: A, colesta 5,7-dienol (7-deshidrocolesterol, adquirido de Sigma-Aldrich, St.-Louis, MO 63103,
EE.UU.); B, acetato de 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol (preparado tal como se describira en el Ejemplo 9).

Figura 8: Espectros de UV de unos picos individuales de unas cepas mutantes erg6 que expresan unas colesterol
C25 hidroxilasas putativas. Los espectros de UV se determinaron en linea entre 205 y 300 nm con el detector PDA
durante una HPLC tal como se describira en el Ejemplo 9 para los siguientes picos:

A: pico patrén de 7-deshidrocolesterol a 11,8 min (Figura 7, perfil A);

B: pico patrén de acetato de 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol a 8,5 min (Figura 7, perfil B);

C: pico de ERT/pFLAde-S24R1/\V51-C25H1 a 8,5 min (Figura 7, perfil D).

Figura 9: Perfiles de espectrometria de masas de unos picos individuales de unas cepas mutantes erg6 que
expresan unas colesterol C25 hidroxilasas putativas. Los perfiles de fragmentacion de masas desde m/z = 350 hasta
450 se determinaron en linea con el detector MicroMass ZQ durante una HPLC tal como se describira en el Ejemplo
9 con los siguientes picos:

A: pico patrén de 7-deshidrocolesterol a 11,8 min (Figura 7, perfil A);

B: pico patron de acetato de 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol a 8,5 min (Figura 7, perfil B);

C: pico de ERT/pFLAde-S24R1/\V51-C25H1 a 8,5 min (Figura 7, perfil D).

Figura 10: Perfiles de elucion en HPLC de extractos de esterol procedentes de cepas ERG6 del tipo silvestre que
expresan unas colesterol C25 hidroxilasas putativas. Se utilizaron las siguientes cepas

B: W303/V51;

C: W303 /V51-C25H1;

D: W303/V51-C25H3.

Los patrones eran: A, ergosterol (ergosta 5,7,22-trienol) adquirido de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 63103, EE.UU.

Figura 11: Espectros de UV de unos picos individuales de cepas ERG6 de tipo silvestre que expresan unas
colesterol C25 hidroxilasas putativas. Los espectros de UV se determinaron en linea entre 205 y 300 nm con el
detector PDA durante una HPLC tal como se describira en el Ejemplo 9 para los siguientes picos:

A: pico patrén de ergosterol a 11,9 min (Figura 10, perfil A);

B: pico de W303/V51-C25H1 a 10,0 min (Figura 10, perfil C);

C: pico de W303/V51-C25H1 a 8,7 min (Figura 10, perfil C).

Figura 12: Perfiles de espectrometria de masas de unos picos individuales de cepas ERG6 de tipo silvestre que
expresan unas colesterol C25 hidroxilasas putativas. Los perfiles de fragmentacion de masas desde m/z = 350 hasta
450 se determinaron en linea con el detector MicroMass ZQ durante una HPLC tal como se describira en el Ejemplo
9 con los siguientes picos:

A: pico patrén de ergosterol a 11,9 min (Figura 10, perfil A);

B: pico de W303/V51-C25H1 a 10,0 min (Figura 10, perfil C);

C: pico de W303/V51-C25H1 a 8,7 min (Figura 10, perfil C).

Figura 13: La parte postrera de la ruta biosintética de un esterol de levadura de tipo silvestre (esteroles de tipo
ergosta) en comparacion con una levadura en la que el ERG6 esta desactivado (esteroles de tipo colesta). Las
enzimas se han resaltado en letra cursiva. Las flechas rellenas representan una reaccién enzimatica que se
encuentra en una levadura de tipo silvestre. Las flechas discontinuas corresponden a las etapas catalizadas por
unas actividades heterélogas (una esterol A24-reductasa putativa, unas colesterol C25 hidroxilasas putativas), las
correspondientes enzimas estan subrayadas.

Figura 14: es un diagrama de la ruta de un esterol de levadura.

Figura 15: es una comparacion de la conversion del 7-deshidrocolesterol en el 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol
(HyDHC) por diez diferentes genes de 25-hidroxilasas. Las cepas Ecab HY de S. cerevisiae (construccion artificial
por integracién que posee el gen de la SEQ.ID.NO:26), Ecab opt 2.0 (construccion artificial por integracion que
posee el gen de la SEQ.ID.NO:25), Ptro opt 2.0 (construccion artificial por integracién que posee el gen de la
SEQ.ID.NO:19), Ptro HY (construccion artificial por integracion que posee el gen de la SEQ.ID.NO:20), ConHyD HY
(construccion artificial por integracion que posee el gen de la SEQ.ID.NO:31), ConHyD opt 2.0 (construccion artificial
por integracion que posee el gen de la SEQ.ID.NO:30), Rnor HY (construccion artificial por integracion que posee el
gen de la SEQ.ID.NO:23), Rnor opt 2.0 (construccion artificial por integracion que posee el gen de la SEQ.ID.NO:22),
Sscr HY (construccion artificial por integracion que posee el gen de la SEQ.ID.NO:28), Sscr opt 2.0 (construccion
artificial por integracion que posee el gen de la SEQ.ID.NO:27), y Scr Pompon, que contiene la 25-hidroxilasa de
cerdo optimizada tal como se describira en el Ejemplo 2, se cultivaron tal como se describira en el Ejemplo 20. Los
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esteroles se aislaron a partir de los sedimentos de células y el contenido de HyDHC, la proporcion de HyDHC
referida a los esteroles totales y la conversion de 7-DHC en HyDHC se compararon con los valores obtenidos
mediante integracion de la 25-hidroxilasa C25H1. Todos los nuevos genes de hidroxilasas se expresaron y los
productos génicos de éstos fueron capaces de hidroxilar al 7-DHC para dar el HyDHC.

DEFINICIONES:
A lo largo de la memoria descriptiva y las reivindicaciones se utilizan las siguientes definiciones:

El concepto de "levadura" se refiere a Saccharomyces cerevisiae, asi como a otras levaduras que son apropiadas
para la produccion a escala comercial, tales como Schizosaccharomyces spp., Pichia spp, Klyurveromyces spp.,
Hansenula spp. y Yarrowia lipolytica.

El concepto de "condiciones clasicas" para la hibridacion significa en el contexto del presente invento las condiciones
que se utilizan generalmente por un experto en la especialidad para detectar unas sefales de hibridacion
especificas, y que se han descrito, por ejemplo, por Sambrook y colaboradores, "Molecular Cloning" [Clonacion
molecular], segunda edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989, Nueva York.

Un ejemplo de una "condicion rigurosa de hibridacion" es una incubacién durante una noche (por ejemplo, durante
15 horas) a 42°C en una soluciéon que comprende: formamida al 50 %, 5 x SSC (NaCl 150 mM, citrato de trisodio 15
mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), 5 x solucién de Denhardt, sulfato de dextrano al 10 %, y 20 yg/ml de ADN de
esperma de salmon esquilado, seguido por un lavado del soporte de la hibridacion en 0,1 x SSC a aproximadamente
65°C.

El concepto de "% de identidad", tal como se conoce en el estado de la técnica, significa el grado del parentesco
entre las secuencias de polipéptidos o polinucledtidos, segin sea el caso, como se determina mediante la
concordancia entre las cadenas de tales secuencias. El concepto de "identidad" se puede determinar facilmente
mediante ciertos métodos conocidos, p.ej., con el programa logico "BESTFIT (GCG Wisconsin Package, version
10.2, Accelrys Inc., 9685 Scranton Road, San Diego, CA 92121-3752, EE.UU.) mediando utilizarcion de los
siguientes parametros: una penalizacion por creacion de huecos de 8 y una penalizacién por extension de huecos de
2 (parametros por defecto).

El concepto de una enzima "funcional" significa que, en las condiciones tipicas de cultivacion de una levadura, la
enzima llevara a cabo la actividad deseada dentro de la levadura. Por ejemplo, la expresion de una "colesterol C25-
hidroxilasa funcional" significa que en una célula de levadura in vivo, la colesterol C25-hidroxilasa convertira al 7-
deshidrocolesterol en el 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol.

El concepto de una secuencia de acido nucleico "funcional” significa que la secuencia de acido nucleico incluye unas
secuencias necesarias (distintas de las que codifican un polipéptido) con el fin de que la levadura exprese el
polipéptido en una concentracion en la éste que sea funcional. Tales secuencias pueden incluir promotor(es),
secuencias de terminacion, intensificadores y similares.

Colesterol 25-hidroxilasa

Por lo tanto, un aspecto de este invento es un método para producir el 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol o el 25-
hidroxi-ergosterol en una célula de levadura que comprende: poner en contacto el 7-deshidrocolesterol o el
ergosterol con una colesterol C25-hidroxilasa, y obtener el 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol o el 25 hidroxi-ergosterol.
De manera preferida, la colesterol C25-hidroxilasa es una enzima con origen en un vertebrado, de manera mas
preferida una rata, un cerdo, un perro, un caballo, un ser humano, un chimpancé, un Macaca mulata, un ratén, un
Gallus gallus, un Xenopus laevis, un Danio rerio o un Ornithorynchus anatinus. Ademas, ciertos derivados de estas
enzimas naturales, es decir, aquéllos en los que la secuencia de aminoacidos ya no es la misma que la de la enzima
natural, pueden ser utilizados siempre y cuando que ellos retengan su capacidad de funcionar. Por ejemplo, este
invento abarca la utilizacion de unas enzimas que comparten por lo menos una identidad de 90 % con una C25-
hidroxilasa natural de un vertebrado, y preferiblemente aquéllas que tienen por lo menos una identidad de 95 %, y de
manera mas preferida por lo menos una identidad de 99 %, con la condiciéon de que la enzima derivada ha de
retener su funcionalidad.

De manera similar, los acidos nucleicos que se pueden utilizar en este invento son los que codifican las secuencias
peptidicas mas arriba mencionadas, y los que se hibridan en condiciones rigurosas con los que codifican las
secuencias peptidicas mas arriba mencionadas. Preferiblemente, ellos son aislados. Por afiadidura, en algunas
formas de realizacién, el acido nucleico que codifica la enzima C25-hidroxilasa ha sido optimizado en cuanto a
codones con el fin de que él sea mas apropiado para el entorno de la levadura. En unas formas preferidas de
realizacion, el acido nucleico es de un cerdo, una rata, un perro, un chimpancé o un caballo, y ha sido optimizado en
cuanto a codones para una levadura. Unos acidos nucleicos particularmente preferidos son aquéllos que han sido
optimizados en cuanto a codones de tal manera que ellos sean expresados en un anfitrion de levadura, por lo menos
igual de bien que la secuencia de acido nucleico de referencia "Sscr Pompon SEQ ID NO: 5", y de manera mas
preferida, la secuencia de acido nucleico es expresada mejor que la Sscr Pompon".
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Los acidos nucleicos son de manera preferida ADNs.

De manera particularmente preferida, los acidos nucleicos son los denominados como

C25 H1 (basado en una hidroxilasa de cerdo; SEQ. ID NO.5),

C25 H3 (basado en una hidroxilasa de perro: SEQ.ID.NO: 8)

Ecab_HY o Ecab 250H_opt2.0 (basado en una hidroxilasa de caballo: SEQ ID NOS: 25 y 26)
ConHYD opt 20 (SEQ ID NO:30)

Rnor HY (basado en una hidroxilasa de rata SEQ ID NO: 23)

Sscr HY (SEQ ID NO: 28)

Sscr opt 20 (SEQ ID NO: 27)

Sscr Pompon (SEQ ID NO: 5).

Otro aspecto de este invento es una levadura que es capaz de convertir al 7-deshidrocolesterol o ergosterol en el
25-hidroxi 7-deshidrocolesterol o 25-hidroxi-ergosterol, respectivamente.

Otro aspecto de este invento es un método para producir el 25-hidroxi 7-deshidrocolesterol en una levadura, que
comprende permitir la expresion de una colesterol C25-hidroxilasa de un vertebrado en presencia del 7-
deshidrocolesterol en unas condiciones de cultivacion que permitan que tenga lugar la reaccion de hidroxilacion,
dando lugar a la produccion del 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol. Otro aspecto de este invento es un método para la
produccion del 25-hidroxi-ergosterol en una levadura, que comprende permitir la expresion de una colesterol C25-
hidroxilasa de un vertebrado, en presencia del ergosterol, en unas condiciones de cultivacién que permitan que
tenga lugar la reaccion de hidroxilacion, dando lugar a la produccion del 25-hidroxi-ergosterol.

Se prefiere que en el vector de expresion estén presentes multiples copias del gen. En unas formas de realizacion
preferidas, se utilizan de 2-5 copias.

Los vectores para la clonacion de cualquiera de los genes precedentemente mencionados en el anfitrién de levadura
pueden ser de cualquier tipo conocido que sea apropiado para la clonacion, en particular, unos plasmidos y unos
plasmidos centroméricos que llevan los genes de las C25-hidroxilasas y unas secuencias de expresion y/o
integracion asociadas que incluyen unos promotores e intensificadores que se utilizan habitualmente en la técnica, y
estos vectores constituyen otro aspecto de este invento.

En una levadura que es capaz de producir el 7-deshidrocolesterol, tal como se describe en el documento US
2006/0240508, se prefiere que los genes ERG5 y ERG6 estén desactivados, y que se exprese una esterol A24-
reductasa que proceda de un vertebrado, tal como los que se describen mas abajo. Por afadidura, en ciertas
circunstancias constituye una ventaja sobreexpresar una versiéon truncada de HMG1 en tal levadura. Tales cepas
con los genes ERG5 y ERG6 desactivados y el gen HMG1 truncado se han descrito en el estado de la técnica.

El documento WO2007/138894 describe una vitamina D3 hidroxilasa purificada a partir de Pseudonocardia
autotrophica, que se utiliza para hidroxilar al 7-deshidrocolesterol para dar el 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol. El
documento no menciona la utilizacion de la colesterol C25 hidroxilasa o cambiar el bien establecido sistema de
expresion en bacterias a un sistema basado en una levadura con el fin de expresar la colesterol C25 hidroxilasa o la
produccion del 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol y/o del 25-hidroxi-ergosterol dentro de dicha levadura.

El documento WO00/23596 se dirige al aislamiento y a la clonacion del ADNc de la colesterol C25-hidroxilasa
humana.

La 25-hidroxi-provitamina D3 o la 25-hidroxi-provitamina D2 puede ser convertida luego en la 25-hidroxi-vitamina D3,
el primer metabolito y la forma circulante de la vitamina D3, o D2, respectivamente, utilizando unos conocidos
procesos de irradiacién con luz UV. La 25-hidroxi-vitamina D3 desempefia un cometido importante en la formacién
de huesos, y se usa comercialmente como un suplemento vitaminico en piensos para aves de corral y otros
animales. Ella esta disponible comercialmente de la compafiia DSM Nutritional Products bajo la marca registrada
ROVIMIX HY-D®. La 25-hidroxi-vitamina D2 muestra unos efectos comparables a los de la 25-hidroxi-vitamina D3
en el cuerpo y se puede utilizar de un modo similar al de la utilizacién de la 25-hidroxi-vitamina D3.

Esterol-A24-reductasas

De acuerdo con el invento, unos acidos nucleicos, que codifican una esterol A24-reductasa y que son expresados
por una levadura, pueden convertir a un substrato escogido entre el conjunto formado por: lanosterol, dimetil
zimosterol, metil zimosterol, zimosterol, colesta-7,24-dienol o colesta-5,7,24-trienol en un producto escogido entre el
conjunto formado por: 3 B-hidroxi-8-lanosta-8-eno, 4,4-dimetil-colesta-8-enol, 4 a -metil-colesta-8-enol, colesta-8-
enol, latosterol y 7-deshidrocolesterol, con la condicion de que la secuencia de acido nucleico no ha de ser una
secuencia de acido nucleico humana o de un ratén.

La célula de levadura del presente invento es una en la que los ERG6 y ERGS5 estan desactivados. De manera
preferida, estos acidos nucleicos son unos ADNs modificados con origen en un vertebrado que han sido optimizados
en cuanto a codones para la célula anfitriona, con la condicidon de que ellos no han de ser de un ratén ni de un ser
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humano. De manera preferida, la esterol A24-reductasa es de un cerdo, un perro, un chimpancé, un Macaca mulata,
un ratén, una rata, un caballo, un Gallus gallus, un Xenopus laevis, un Danio rerio o un Ornithorynchus anatinus.

En unas formas de realizacion particularmente preferidas, éstos son unos ADNs de rata (Ratfus norvegicus) o de
pez cebra (Danio rerio) y en unas formas de realizacion mas preferidas, ellos han sido optimizados en cuanto a
codones para la expresion en Saccharomyces cerevisiae. Unos acidos nucleicos particularmente preferidos son
denominados S24R1 (un gen de rata modificado, nucleotidos 10 hasta 1.563 de la SEQ ID NO:1) y S24R2 (un gen
de pez cebra modificado, nucleétidos 10 hasta 1.563 de la SEQ ID NO:3).

Otro aspecto de este invento es una secuencia de acido nucleico de un vertebrado, de manera preferida un ADN,
que ha sido optimizada en cuanto a codones, y que codifica una enzima esterol A24-reductasa de tal manera que en
una célula anfitriona de levadura, la enzima puede convertir:

al lanosterol en 3 B-hidroxi-8-lanosta-8-eno, o al dimetil zimosterol en el 4,4-dimetil-colesta-8-enol;

al metil zimosterol en el 4a -metil-colesta-8-enol;

al zimosterol en el colesta-8-enol;

al colesta-7,24-dienol en el latosterol; o

al colesta-5,7,24-trienol en el 7-deshidrocolesterol);

y el acido nucleico que codifica la enzima puede hibridarse con S24R1 o S24R2 en condiciones rigurosas, con la
condicion de que la secuencia de acido nucleico de un vertebrado no ha de ser una secuencia de acido nucleico
aislada a partir de un ser humano o de un ratén.

Otro aspecto del invento es un método en el que las enzimas codificadas por las secuencias de acidos nucleicos
precedentemente mencionadas se utilizan dentro de una célula de levadura tal como se describe aqui. Unas
enzimas preferidas de este invento son las dadas como SEQ ID NO:2 y 4, y las que muestran una identidad de por
lo menos 90 %, y de manera preferida una identidad de 95 %,con la SEQ ID NO:2 o 4, y que también pueden
convertir

al lanosterol en el 3 B-hidroxi-8-lanosta-8-eno,

al dimetil zimosterol en el 4,4-dimetil-colesta-8-enol,

al metil zimosterol en el 4 a -metil-colesta-8-enol,

al zimosterol en el colesta-8-enol,

al colesta-7, 24-dienol en el latosterol, o

al colesta-5,7,24-trienol en el 7-deshidrocolesterol dentro del entorno de una célula de levadura.

Otro aspecto de este invento es la utilizacion de un anfitrion de levadura, que contiene una secuencia de acido
nucleico funcional tal como se ha descrito mas arriba, y en particular un anfitrién de levadura tal como S. cerevisiae,
que comprende S24R1, S24R2, o una secuencia de acido nucleico que se hibrida con S24R1 o S24R2 en
condiciones rigurosas, con la condicion de que el acido nucleico no ha de ser una secuencia de un ser humano ni de
un ratén. Los anfitriones de levadura tienen desactivados a los ERG5 y ERG6 y expresan también una esterol A24-
reductasa; y en una forma de realizacion particularmente preferida, el anfitrion de levadura sobreexpresa también
una version truncada del gen HMG1.

Todavia otro aspecto del invento es un método para producir el 3 B-hidroxi-8-lanosta-8-eno, el 4,4-dimetil-colesta-8-
enol, el 4 a -metil-colesta-8-enol, el colesta-8-enol, el latosterol o el 7-deshidrocolesterol en una célula de levadura,
que comprende poner en contacto al lanosterol, al dimetil zimosterol, al metil zimosterol, al zimosterol, al colesta-
7,24-dienol o al colesta-5,7,24-trienol con una levadura que comprende una secuencia de acido nucleico que ha sido
optimizada en cuanto a codones para la expresion en un anfitrion de levadura, y que codifica una enzima esterol
A24-reductasa funcional, con la condicién de que la secuencia de acido nucleico no ha de ser una secuencia de
acido nucleico de un ser humano ni de un ratén, y

de que la levadura ha de convertir:

al lanosterol en el 3 B -hidroxi-8-lanosta-8-eno,

al dimetil zimosterol en el 4,4-dimetil-colesta-8-enol,

al metil zimosterol en el 4 a -metil-colesta-8-enol,

al zimosterol en el colesta-8-enol,

al colesta-7, 24-dienol en el lanosterol, o

al colesta-5,7,24-trienol en el 7-deshidrocolesterol. En este método, el acido nucleico es de manera
preferida S24R1, S24R2, o un acido nucleico que se puede hibridar con S24R1 o S24R2 en condiciones rigurosas,
con la condicién de que la secuencia de acido nucleico no ha de ser una secuencia de acido nucleico de un ser
humano ni de un ratén.

Todavia otro aspecto de esta divulgacion incluye unos vectores, incluyendo unos plasmidos, que comprenden una
secuencia de acido nucleico funcional que ha sido optimizada en cuanto a codones para la expresién en un anfitrion
de levadura, y que codifica una enzima esterol A24-reductasa funcional, con la condicién de que la secuencia de
acido nucleico no ha de ser una secuencia de acido nucleico de un ser humano ni de un ratén. De manera preferida,
el vector contiene los acidos nucleicos S24R1, S24R2 o un acido nucleico que se puede hibridar con S24R1 o
S24R2, con la condicion de que la secuencia de acido nucleico de un vertebrado no ha de ser una secuencia de
acido nucleico de un ser humano ni de un ratén. Los vectores pueden contener las secuencias usuales, que se
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encuentran habitualmente en plasmidos o en otros vectores que regulan la transcripcion, la traduccion y/o la
integracion dentro del cromosoma de la levadura.

Construcciones artificiales de genes

Todas las construcciones artificiales de genes de este invento, que codifican una C25-hidroxilasa o una esterol A24
reductasa, son tipicamente una parte de un casete de expresion, que tiene el gen ajeno bajo el control de unos
promotores conocidos, que pueden ser regulados utilizando unos métodos clasicos, tales como el promotor de
ADHA1, el promotor de TEF1, el promotor de GPD (TDH3) de levadura, el promotor de HXT7 de levadura, el promotor
de GAL1/10 de levadura, o el promotor de PGK1 de levadura, que controlan al gen de interés. Adicionalmente, el
casete de expresion pueden contener unas secuencias situadas corriente arriba o corriente abajo tales como una
secuencia terminadora y/o unos elementos reguladores que estan engarzados operativamente con la secuencia
codificadora para por lo menos uno de los genes que se han descrito mas arriba. Los vectores que llevan las
construcciones artificiales de genes pueden ser introducidos en la levadura utilizando unos métodos convencionales.

Los siguientes ejemplos son solamente ilustrativos y no han de restringir de ningiin modo el ambito del invento.

Ejemplos

Referencias: Las citas completas para las referencias aparecen al final de los Ejemplos.

Medios:

Tabla 1: Composicion del medio minimo

Composicién Concentracién
(peso/volumen)

Base nitrogenada de levadura sin aminoacidos ni sulfato de amonio 017 %

(Becton Dickinson and Co., Sparks, MD 21152, EE.UU.) ’

Casaminoacidos 19

(Becton Dickinson and Co., Sparks, MD 21152, EE.UU.) °

Glucosa 20,

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 63103, EE.UU.) °

El medio fue esterilizado autoclavando durante 20 minutos a 120 °C antes de su utilizacion Se afiadieron triptéfano,
uracilo o adenina (b) estériles hasta llegar a una concentracion final de 20 mg/l en caso necesario.

Tabla 2: Composicion del medio sintético de Kapelli

Composicién Concentracion
H3POy4 (85% viv) 0,33 ml/l
KH2PO4 2,859/l
MgSO4 x 7 H,O 0,6 g/l
MnSO,4 x H,O 16 mg/l
CuSO4 x 5 H,O 0,4 mg/l
ZnS04 x 7 H0 15 mg/l
CoCl, x 6 H,O 2,8 mg/l
Na:MoOg4 x 2 H,O 2,5 mgl/l
H3BO3 7,5 mg/l
Acido citrico x H,O 0,5 mg/l
Ki 1 mg/l
NiSO4 x 7 H,O 2,5 mgl/l
Citrato de trisodio x 2 H,O 25 mg/l
Tiamina HCI 2 mg/l
Piridoxina HCI 5 mgl/l
Acido nicotinico 8 mgl/l
Biotina 0,05 mg/l
Pantotenato de calcio 10 mg/l
mio-Inositol 80 mg/l
CaCl; x 2 H,O 50 mgl/l
FeCls; x 6 H,O 50 mgl/l
Casaminoacidos 1% (p/v)
Glucosa o galactosa 2% (p/v)

El medio fue esterilizado mediante filtracién a través de una unidad de filtraciéon de 0,2 ym antes de su utilizacién. Se
afadieron triptéfano, uracilo o adenina estériles hasta llegar a una concentracion de 0,2 mg/ml, en caso necesario.
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EJEMPLO 1:
-esterol reductasas procedentes de diferentes organismos
y diseio de genes sintéticos

Seleccién de A%4?®

La esterol A24-reductasa cataliza una de las Ultimas etapas de la biosintesis de colesterol. Ella es una enzima
bastante inespecifica que acepta por lo menos al zimosterol y al desmosterol como substratos. En 2004, el
correspondiente gen se identificd en un ser humano (Waterman HR y colaboradores, 2001). Solamente para los
productos génicos procedentes de un ser humano y de un raton se pudo demostrar formalmente la actividad de
esterol A24-reductasa (Crameri A y colaboradores, 2006; documento WO03/064650). Una funcién comparable se
describié también para el gen homodlogo procedente de una rata (Wu C. y colaboradores 2004: Nature 432
(7017):640-5), sin embargo, sin la confirmacion de la actividad enzimatica del producto génico.

En el documento WO03/064650 se muestra que la expresion del gen de la A24-reductasa procedente de un ratéon en
un mutante de S. cerevisiae (erg5 erg6) dio por resultado la formacion de dos nuevos esteroles (el latosterol y el
7-deshidrocolesterol), la cual no aparece en la cepa anfitriona. La busqueda en unas bases de datos publicas tales
como el GENBANK o el EMBL acerca de unas enzimas que son homologas a la A?*®)_esterol reductasa humana, se
realizd con el programa logico BLASTp, que esta disponible publicamente, utilizado en condiciones clasicas. Entre
las secuencias encontradas, la secuencia de Rattus norvegicus, que mostré una identidad de aminoacidos de 97 %
con la secuencia de aminoacidos de Homo sapiens (Tabla 1) y la secuencia de Danio rerio, que mostré una
identidad de aminoacidos de 79 % con la secuencia humana (Tabla 1), se seleccionaron para las investigaciones
ulteriores.

Tabla 3: Proteinas putativas que son homologas a la A** ®)_gsterol reductasa humana.
Los datos numéricos son proporcionados en tantos por ciento de identidad de aminoacidos.

Homo sapiens Rattus norvegicus Datrio rerio
Homo sapiens 100 % 97 % 79 %
Pan troglodytes 99 % 97 % 79 %
Macaca mulata 99 % 97 % 79 %
Mus musculus 96 % 99 % 79 %
Rattus norvegicus 97% 100 % 79 %
Bos taurus 96 % 96 % 79 %
Canis familiaris 96 % 96 % 79 %
Equus caballus 95 % 95 % 79 %
Gallus gallus 79 % 79 % 78 %
Danio rerio 79 % 79 % 100 %
Xenopus laevis 77 % 77 % 79 %

Para cada ADNc se disefi6 un gen sintético para la expresion en S. cerevisiae. Por lo general, para esta finalidad es
posible utilizar la secuencia original de ADNc. En algunos casos, es ventajoso intentar adaptar el perfil de uso de
codones del ADNc original al uso de codones del nuevo anfitrion utilizando las tablas de uso de codones de las
diferentes especies de acuerdo con el Kazusa DNA Research Institute (http://www.kazusa/or.jp/codon). Esto se
puede realizar manualmente o con la ayuda de un programa de ordenador. En nuestro caso, se utilizé un programa
de ordenador, cuyo algoritmo de calculo implica un generador de secuencias que permite la generacion de unas
secuencias de ADN con una modulacién del sesgo de codones definida por el usuario. También se pueden introducir
algunas restricciones en el algoritmo para evitar o alternativamente para favorecer, a deseo, la presencia de unos
sitios especificos de restriccion. Una parte de la generacion de secuencias es dirigida por un generador de nimeros
aleatorios que da como resultado usualmente diferentes secuencias de ADN por cada ensayo. No fue posible para el
usuario del programa recuperar la semilla utilizada y de esta manera reproducir los resultados. Por lo tanto, las
secuencias recodificadas no pueden ser predichas, y se puede considerar que llevan una signatura Unica y original.

La seleccion entre unas versiones de la secuencia de ADN generadas alternativamente era finalmente dependiente
del usuario (mediante inspeccion visual). La version seleccionada de las secuencias de ADN se utilizd para la
sintesis del gen por un proveedor de servicios (p.gj., GeneCust Europe, 30b rue Dominique Lang, 3505 Dudelange,
Luxemburgo). Se afiadieron tres residuos adicionales de adenina situados corriente arriba del codén de iniciacion
ATG y se afiadié un segundo codoén de interrupcion corriente abajo del marco abierto de lectura con el fin de
optimizar la iniciaciéon y la terminacion de la traduccién. Para una clonacion conveniente de los genes sintéticos
dentro de unos vectores de expresion de levadura, se afiadieron unos sitios de corte por restriccion con Bam Hl y
Eco RI corriente arriba y corriente abajo de las secuencias, respectivamente. Como se ha explicado mas arriba, el
gen de la esterol A24-reductasa de una rata (nUmero de entrada en el GenBank AY92220 (secuencia de ADNc) y
AAX29968 (secuencia de aminoacidos) se recodificd por el método descrito mas arriba. El nuevo gen sintético se
denomind S24R1. Su secuencia se reproduce mas abajo.
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SEQ.ID.
1

6l
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

NO:1:
GGATCCAARA

GTAAGAGTCA
TTTTTATTAC
TTTAAATTAT
GTTAGAGART
CTCACTGTGT
TTAATGGATA
TCTATGGGGC
GAGTTAGACG
CATARRTATG
TCATTTGTGC
TGTGGTACTT
GTCAAGCTAC
GRATCTCARRA
GTGATTATGA
TCTTATTATA
GGATTAGANT
GAATTACARG
ATGGTITCCAC

TATGAGCAAC
TTACATACCT
CCATCTCRAC
GGTGCCTATG
GAARMALTTTG
AGAGANMGAAT
GGTTGTCAAG
TGAGAATTC

TGGAACCAGC
AAGGTCTTGA
CATTATCTTT
CTTCTGCTCC
GGRARGARACE
CATTAAGGGT
TCTTAGRAGT
LARGTCACTGC
ATCTTACTIGT
GTCTTTTTCA
GTTGTACCCC
TAGGTTTTTT
GATTTGRACC
GATTAGRAAA
CGGGGGETGAT
AMRCCARTGGTT
LCATTCCATT
ATATCATCCC
CARARATCTC

ACCRCGTCGT
TCCAAAATGA
CTGGTCTGGT
GTGAGCCAAG
TTAGATCAGT
TTTGGGARART
ATGCTTTTCC

ES 2579 280 T3

TGTTTCTTTA
ATTTGTCTTA
AATCTTTGAT
AACACTACAT
AGGTTCTARA
TGGTAAATAT
TGATACTAAR
ATTATTARAT
TGGTGGTITA
ACATATTTIGT
TTCGGAARAC
AGTTGCTGCT
TGTTAGAGGT
TCATTTTGTT
GACGGACGAC
TTTTAAACAT
AACGACATTAT
ATTTGGTARAT
TTTATTAARAR

TCAAGATATG
TATCCATGTT
CCRCCCTAAR
AGTTARACAT
TCATGGTTTT
GTTCGATGGT
AGARAGTTTAT

La correspondiente secuencia de aminoacidos es:

SEQ.ID.

1
6l
121
181
241
301
361l
421
481

El gen de la esterol A24-reductasa de D. rerio (la secuencia de ADN esta disponible con el nimero de acceso al
GenBank NM_001008645 y la secuencia de aminoacidos con el nimero de acceso al GenBank NP_001008645) se
recodificé con el método descrito mas arriba. El nuevo gen sintético se denomind S24R2. Su secuencia se da

seguida

NO:2
MEPAVSLAVC

SS5APRLHEQR
ILEVDTEKKQI
GLFQHICTAY
RFEFPVRGLEA
KPWFFKHVEN
PKISLLELTQ
PGLVHPKGDE
FWEMEFDGSLY

mente:

ALLFLLWVRV
VODIQKQVRE
YRVEPLVSMG
ELILADGSFEFV
ICERKFTHESQ
YLETNREGLE
GETLREKLYEQ
AELYVDIGAY
HELREQLGCQ

KGLEFVLIHQ
WEEQGSKTFM
OVTALLNSIG
RCTPSENSDL
RLENHFVEGL
YIPLRHYYHR
HHVVQDMLVFE
GEPRVKHFEA
DAFPEVYDKI

GCTGTTTGTG
ATTCATCAAA
ATCTATTATT
GAARCARAGAG
ACTTTTATGT
AARAAAACTC
ARRBCAAATCG
TCTATTGGTT
ATCATGGGTA
ACCGCTTATG
TCCGATCTAT
GRARATCAGAR
CTGGAAGCAR
GAAGGGCTTIC
GTTGAGCCAT
GTTGAAARTT
TATCATAGAC
ARTCCAATCT
TTRACTCALG

TTAGTTICCAA
TATCCAATCT
GGTGACGRAG
TTTGAAGCTA
CAAATGCTAT
TCTTTATATC
GATAAAATCT

RWVEVCLELL
CTGRPGWLTV
WTLPVLPELD
FYAVPWSCGT
LYSLDEAVIM
HTRSIFWELQ
MKECLSQALHT
RSCMRQLEEF
CEAARH

10

CTTTATTATT
GGTGGGTGTT
ATGTTAGAGC
TTCAAGATAT
GTRCCGGTICG
ATAMAARTAT
TCAGGGTTGA
GGACGCTICC
CTGGTATCGA
AACTAATCCT
TTTATGCAGT
TCATCCCAGC
TCTGTGAAAA
TCTATAGTCT
CTARAATTAAR
ATTTARAMAC
ATACTAGGTIC
TTAGATATTT
GTGARAACTTT

TGARATGTTT
GGTTATGTCC
CTGARCTTTA
GATCATGTAT
ATGCAGATTG
ATARMRTTARG
GTARAGCTGC

PLSLIFDIYY
SLRVGEKYKKT
DLTVGGLIMG
LGFLVAAEIR
TGVMTDDVEP
DITIPFGNNPI
FONDIHVYFPI
YRSVHGFOML

TTTATTATGG
TGTCTGTTTA
TTGGGTTGTT
CCAARAMCAR
GCCTGGGETGG
CATGATCAAT
ACCTCTTIGTC
TGTCCTCCCA
ATCTTCATCT
GGCTGATGGC
CCCATGGAGT
AARRRAGTAT
GTTTACACAT
GGATGAGGCG
TTCTATCGGT
TAATAGGGAA
TATCTTTTGG
ATTTGGTTGG
ACGARAGCTA

ATCTCAAGCA
ATTTATCTTA
TGTTGATATC
GAGACAATTA
TTACATGARC
ARAACARTTA
TAGACACTAR

YVRAWVVEKL
HENIMINLMD
TGIESSSHEY
ITPAKKYVEL
SKLNSIGSYY
FRYLFGWMVP
WLCPFILPSQ
YADCYMMNREE
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SEQ ID
1

6l

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
5841
901

261

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

NO:3
GGATCCAAARA

ATTAAGGTAL
TTTTTATTAC
TTTARAATGT
GTCCGTGAAT
CTGACTGTTT
ATGATGGATA
AATATGGGTC
GAARCTTGATG
CATATCTATG
TCTTTAGTTA
TGTGGTACCT
GTCAAATTARC
GAGTCTGCTA
GTTATTATGE
TATTATTATA

GCTGTTGAAT
GAACTGCRAG
ATGGTGCCALC
TATGAACARAC
ATCCAMRGAT
CCARATCAAC
GGGGCCTACS
ARARATTTG
AGARARGAAT
GGCTGTAAGG
TGAGAMTTC

TGGACCCTTT
ARGGTTTAGA
CATTATCTGT
GTTCTGCTCC
CGCGGEAAGGA
CTTTAAGAGT
TCTTAGAAGT
ARGTTACTGC
ACTTRACTGT
GTTTATTTICA
GGTGTACAGA
TAGGTTTTCT
ATTATGRACC
ATAARGARAAR
CGGGTGTAAT
AARCCTTGGTT

ATATCCCATT
ACATCATTCC
CAARARATCTC
ATCATGTTGT
TTCATGARGE
CTGGAATGGT
GCGARCCCRR
TCCGTGATGT
TTTGGGARAT
ATGCCTTTCC
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GCTTTACCTT
ATATGTTATT
CGTCTTCGAT
BABACAAMCAT
TGGGGEGETARG
CGGTAAATAT
TGATACCAAA
TTTATTAART
TGGTGGTTTA
ACATATCTGT
BAAGGARARC
AGTCGCGGCT
TGTCAGGGGA
TCAATTTGTT
GACGGATCAT
CTTTAGACAT

AAGACATTAT
ATTTGGCAAT
TTTATTAAAR
TCAAGATATG
TATTCATGTC
GCATCCGAAR
AGTAARACAT
CCATGGTTTT
GTTCGACGGT
CGAAGTGTTT

La correspondiente secuencia de aminoacidos es:

SEQ. ID.No:4

1 MDPLLYLGGL
61 CSAEPKQHDQR
121  ILEVDTERKV
181  GLFQHICVAF
241  HYEPVRGLDA
301  KPWFFRHVES
361  PKISLLELT(
421  PGMVHPKGDE
181 FWEMFDGTLY

Seleccion de las secuencias de aminoacidos que son homélogas a la secuencia de aminoacidos
calculo de unas secuencias de ADN alternativas, optimizadas para la expresion en S. cerevisiae

La actividad de la colesterol C25-hidroxilasa se ha mostrado para unos productos génicos de H. sapiens vy
M. musculus (Lund y colaboradores, 1998; US6562609). La busqueda en unas bases de datos publicas tales como
el GENBANK o el EMBL acerca de unas enzimas que son homologas a la colesterol C25-hidroxilasa humana se
realizd con el programa logico disponible publicamente BLASTp utilizado en condiciones clasicas. Entre las
secuencias encontradas, la secuencia de S. scrofa, que muestra una identidad de aminoacidos de 82 % con la
secuencia de aminoacidos de H. sapiens (Tabla 2) y de 79 % con la secuencia de M. musculus, y la secuencia de C.
familiaris, que muestra una identidad de aminoacidos de 70 % con la secuencia de un ser humano y con la de un

AVLELIWIKV
VRDIQRQVRE
VEVEPLANMG
ELVLADGSLV
ICKKFAEESA
FLEQNRVAVE
GETIRKLYED
DELYVDIGAY
HELREELGCK

KGLEYVIIHOQ
WREDGGEKYM

VTALLNSIG
RCTEKENSDL
NEENQFVEGL
YIPLRHYYHR
HHEVYQDMLVP
GEPEVEHFEA
DAFPEVEFDEKI

GGAGGCCTAG
ATCCATCARA
GTTTATTATC
GATCAAAGAG
AMATACATGT
AMRAARMCTC
AGAAAAGTTG
TCTATCGGTT
GTCATGGGCA
GTTGCATTTG
TCTGATTTAT
GARATTCGTA
TTAGACGCTR
GAAGGATTAC
GCAGAACCCG
GITGAARTCTT

TATCATAGAC
AATCCACTTT
TTAACTCAAG
TTAGTTCCAR
TATCCATTAT
GGGGATGAGG
TTCGAAGCRAR

AARATGCTCT
ACTTTATATC
GACAAAATCT

RWIFVCLFLL
CTGRPGWLTV
WTLPVLPELD
FYAVPWSCGT
QYSRDEAVIM
HTRSIFWELQ
MEDIKAAIQR
TSSTROLEKF
CKSARH

EJEMPLO 2

CGGTCCTICTT
GATGGATCTT
ATTTAAGAGC
TTAGGGATAT
GCACCGGTAG
ATAAAALTAT
TGAGAGTAGA
GGACATTACC
CTGGTATTGA
BATTAGTTTT
TTTATGCTGT
TTATTCCTGC
TTTGCAARRA
AATATTCTAG
ATARRACTAR
TTTTARAACH

ATACTAGATC
TTAGGTACGT
GTGAAACTAT
TGAARAGATAT
GGCTTTGTCC
ACGAGTTATA
CTTCTTCTAC
ACGCAGATGT
ATARATTARG
GTARAAGTGC

PL3VVFDVYY
SLRVGKYEKRT
DLTVGGLVMG
LGFLVAAEIR
TGVMTDHAEP
DIIPEGNIPL
FHEDIHVYPL
VRDVHGFQML

CCTTATTTGG
TGTTTGTTTA
TTGGATCATC
TCAAMRGGCAR
GCCAGGTTGG
CATGATCAAT
ACCATTAGCT
TGTCTTACCH
ATCTTCTTCT
AGCTGATGGT
CCCATGGAGC
TCAARRATGG
ATTTGCTGRA
AGATGAAGCT
TTCTATTGGG
AARTRGAGTT

AATCTTTTGG
TTTTGGATGG
CAGARAATTA
CARAGCTGCT
ATTTTTATTA
TGTGGATATT
TAGRCAATTA
CTATATGGAG
AGRAGARCTG
ACGTCATTAA

HLRAWI IFKM
HENIMINMMD
TGIESSSHIY
IIPAQKWVEL
DETHNCIGYYY
FRYVEGWMVP
WLCPFLLPNQ
YADVYMERKE

de la colesterol C25-hidroxilasa de Homo sapines y

ratén (Tabla 4), se seleccionaron para realizar unas investigaciones ulteriores.
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Tabla 4: Identidad de aminoacidos entre diferentes colesterol C25-hidroxilasas putativas.

Homo sapiens Mus musculus Sus scrofa Canis familiaris
Homo sapiens 100 % 78 % 82 % 70 %
Pan troglodytes 99 % 78 % 82 % 70 %
Macaca mulata 94 % 77 % 82 % 70 %
Mus musculus 78 % 100 % 79 % 70 %
Rattus norvegicus 80 % 86 % 79 % 72 %
Bos taurus 84 % 79 % 86 % 70 %
Equus caballus 83 % 79 % 83 % 73 %
Gallus gallus 61 % 58 % 59 % 57 %
Ornithorhynchus anatinus 63 % 62 % 61 % 58 %

El gen de la colesterol C25-hidroxilasa de un cerdo (la secuencia de ADN es accesible con el nimero de acceso al
GenBank AY974088 y la secuencia de aminoacidos lo es con el nimero de acceso al GenBank Q4G1G8) se
recodificé reemplazando veinticinco codones que corresponden a unos codones que son raramente utilizados por la
levadura Saccharomyces cerevisiae por unos codones que son frecuentemente utilizados en una levaduras (Zhang y

colaboradores, 1991). El nuevo gen sintético se denominé C25H1. Su secuencia se da seguidamente:

SEQ.ID.NO:5

1 GGATCCARAAA TGAGUCGGCCA CAACAACTCC GAGCTTTICG TCCTITGCAG
6l CTGTTCCTGC AGCCCCTTTG GGACCACCTG AAGACCTGGG AGACCCTTAT
121 TTCTTCCCAG TCTTCTTCTC CATCACCACC TACTTGGGCT TCTGCCTGCC
181 CTGGATGTCT TATGCCCATG GGTGCCCGCA CTGAGGCGTT ACRAGRTCCA
241 TCGCCATCGG TGTGGCAGCT GCTGCCCTGC CTGGGGCTGA CACTTTACCA
301 TTCGTGTTCC CRATGACICT GTTGCACTGG GCAGCAAGCC CAGTICTICT
361 GCCCCCGAGC TGCTTCAGCT GGTGCGTCAC ATCGTGCTGT GCCTGCTGCT
421 GAATTTTTCA TCTGGCATGT GCTGCATCAC AAAGTGCCTT GGCTGTACAG
481 AAGATGCACC ACCAGAACTC GTCCTCGTTC GCACTGGCCA CACAGTACAT
541 GAGCTACTTT CTTTGGGTGT CTTTGACATG GTGARCATCA TGCTGCTTAG
601 CTTACCGTCC TGATCTTCCA CGTGATCAAC ATCTGGCTGT CGGTGGAGGA
bl TATGACTTCC CCTGGTCCGC TCACAGACTA GTACCTITCG GGTGGTATGS
721 CACCACGACC TACATCACTC CCAGTTTAAC TGCARCTTCG CCCCTTACTT
781 GRCAABATAC TGGGARACACT GAGGTCTGCT CATGCCRAGT AATGAGAATT C

La correspondiente secuencia de aminoacidos es:

SEQ.ID.No:6

1 MSGHMNSELF
61 LCPAVPALRR
121  LLQLVRHIVL
121 SLGVEDMVNI
241  LHHSQFNCNFE

Una secuencia alternativa de aminoacidos de una esterol C25-reductasa putativa de un cerdo procedente de la base

VLCSSSQLFL
YKIHPDFSPS
CLLLFDTEFF
MLLRCHPLTV
APYFTHWDKI

QPLWDHLKTW
VWOLLPCLGL
IWHVLHHEVP
LIFAVINIWL
LGTLRSAHAK

ETLILSPFEP
TLYQHVVEVE
WLYRTFHEMH
SVEDHSGYDF

VEFSITTYLG

PMTLLHWAAS
HONSSSFALA
PWSAHRLYPF

CTCCAGCCAG
CCTGTCGCCC
CTTCGTGGTA
CCCAGACTTC
GCATGTGGTG
GCCCCCAGAA
TTTCGRCACC
GACCTTCCAC
GAGTGTCGGG
GTGCCACCCA
CCACTCCGGC
GGGCGTGACA
CACACACTGG

FCLPEFVVLDY
PYLLPPEAPE
TOYMSVGELL
GWYGGVTHHD

de datos GENBANK, que muestra cuatro diferencias con la secuencia utilizada, también esta a disposiciéon, pero no
se utilizé ulteriormente en los experimentos:

SEQ ID NO:7

1 MSGHNNSELL
61 LCPWVPALRR
21 LLOLVRHIVL
181 SLGVFDMVNI
241 LHHSQEFNCNF

El gen procedente de Canis familiaris (la secuencia de nucleotidos accesible con el nimero de acceso al GenBank
XM_546596.2 y la secuencia de aminoacidos con el nimero de acceso al GenBank XP_543596.1), se recodific con
el método de ajuste que se ha descrito en el Ejemplo 1. El nuevo gen sintético se denomindé C25H3, y su secuencia

VLCSSGQLFL
YRIHPDESPS
CLLLFDTEFF
MLLRCHPLTV
APYFTHWDKI

de ADN se da seguidamente:

QPLWDHLETW ETLIQSPEEP
VWQLLPCLGL TLYQHVVEVE
IWHVLHHEVP WLYRTFHEMH
LIFHVINIWL SVEDHSGYDF
LGTLRSAHAK

12

VFFSITTYLG
PMTLLHWAARS
HQNSSSFALA
PWSTHRLVPF

FCLPEVVLDV
FPVLLPPEAPE
TOYMSVGELL
GWYGGVTHHD
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SEQ ID. NO. 8:

1 GGATCCAARA TGTCTTCACA TAATTCTTCT GGTCCTTTAG CCTTAGGACC ACCTGGTCAA
61 CTATTATTAC BACCTTTATG GGACCAAGTT AGGGCAAGGG CAGCATTAGC GCAATCGCCT
121 CCCTTTGCAG TCCTTTTTTC TATCACTGCT TATTTAGGTT GTTGTTTACC ATTTGTTTTA
181 TTAGATTTAT TATGTCCAAG AGTTAGAGCA TTAAGGAGAT ATARAAGTCCA TCCCGATTGT
241 GGACCATCTG CRAGGCAATT ATTAGGTTGT TTAGGTAGGA CTGTCTGTCA ACATGTAGCT
301 TTATTETTAC CAGCTTCTTT ATTACATTGT GCCAGGGGTC CCGCTCCATG GCCGAGAGRA
361 GCACCAGAAT TATTACAATT AGCTAGACAT GTTTTAGGTT GTTTATTATT ATTTGATGCT
421 GAAGTTTTITG CTTGGCACGT TTTACATCAT AGAGTTCCAT GGCTTTATAG AACTTTTCAT
431 BAATTACATC ATCAACATGC TGCTTCATTT GCUTTTAGCTA CTCAATATAT GGGTGCTTGG
541 GAGTTATTAT CTTTAGGTTT TTTTCATGTT TTAAATGTTG TTTTATTACA ATGTCATCCA
601 TTATCTGTTT TAGCTTTTCA TTTATTAZAT ATCTGGCTAT CTGTTGAAGE TCATTCAGGT
661 TATGATTTCC CATGGTCGAC CCATCGATTA GTCCCCTTTG GTTGGTACGS TGGAGTTGCT
721 CATCATGATT TACATCATTC ACAATTTAAT TGTAATTTTG CACCATATTT TACTCATTGG
781 GACAGAATTT TGGGTACCTT AAGGTCTGCA CCAGCCAAAT AATGAGAATT C

La correspondiente secuencia de aminoacidos es:

SEQ.ID NO:9:

1 MSSHNSSGPL ALGPPGQLLL QPLWDQVRAR AALAQSPPFA VLESITAYLG CCLPFVLLDL
a1l LCPRVRALRR YKVHPDCGPS ARQLLGCLGR TVCQHVALLL PASLLHCARG PAPWPREAPE
121 LLQLARHVLG CLLLFDAEVF AWHVLHHRVP WLYRTFHELH HQHAASFALA TQYMGAWELL
181 SLGFFHVLNV VLLQCHPLSYV LAFHLLNIWL SVEDHSGYDF PWSTHRLVPF GWYGCVAHHD
241 LHHSQFNCNF APYFTHWDRI LGTLRSAPAK

Ejemplo 3
Construccion del plasmido de expresion V51TDH-S24R1

Se construyeron unos vectores de expresion utilizando la tecnologia clasica de biologia molecular que se ha descrito
por Sambrook y colaboradores (1989) y las enzimas de restriccion de ADN y de modificacion se utilizaron tal como lo
recomienda el proveedor (New England Biolabs, Ipswich, MA 01938-2723, EE.UU.).

El vector de expresion constitutivo de multiples copias basico V51TDH se derivé del vector V51 reemplazando el
promotor GAL10-CYC1 inducible por galactosa por el promotor del gen TDH3 expresado constitutivamente (el gen
YGR192C procedente de la anotacion sistematica de genes en la base de datos del genoma de Saccharomyces
cerevisiae, que codifica la isozima 3 de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa). ElI V51 lleva el origen de la
replicacion ColE1 y el gen bla (de resistencia a la ampicilina) para el mantenimiento en Escherichia coli, el origen 2u
y el gen URA3 para el mantenimiento en levadura, el promotor hibrido GAL710-CYC1 y las regiones terminadoras de
PGK1, separadas por un sitio de clonacion multiple (MCS, acrénimo del inglés "multiple cloning site"), (pYeDP1/8-2,
Cullin y Pompon, 1988). La regién promotora de TDH3 se amplific6 mediante una PCR en el ADN gendmico
procedente de la cepa de levadura W303-1B (Thomas y Rothstein, 1989) y se prepard de acuerdo con Hoffman y
Winston (1987) utilizando los siguientes cebadores:

PTDHAge 5'-CACCGGTGCCATTTCAAAGAATACGTA-3' (SEQ.ID.NO:10)
PTDHBam 5-TGGATCCTTATGTGTGTTTATTCGAAAC-3' (SEQ.ID. NO:11)

El producto de amplificacion por PCR se digirié por Age | y Bam HI y se utiliz6 para reemplazar all fragmento Age |-
Bam HI con una longitud de 617 pb procedente de V51 que lleva el promotor GAL10-CYC1. El vector V51TDH
resultante es un vector lanzadera de E. colilS. cerevisiae de multiples copias, que es util para la expresion
constitutiva de un gen de interés en una levadura por inserciéon en el MCS que esta localizado entre el promotor de
TDH3 (TDH3p) y las regiones terminadoras de PGK1 (PGK1t).

El vector V51TDH-S24R1 para la expresion constitutiva del gen sintético S24R1 (véase el Ejemplo 1) se construyo
insertando el producto de restriccion Bam HI-Eco Rl con una longitud de 1564 pb del gen sintético S24R1 en el
vector V51TDH cortado por restriccion con Bam HI y Eco RI. El mapa de restriccion del vector de expresion
constitutivo V51TDH-S24RI se da en la Figura 1.

Ejemplo 4
Construccion del plasmido de expresion V51TDH-S24R2
El vector V51TDH-S24R2 para la expresion constitutiva de S24R2 (véase el Ejemplo 1) se construy6 basicamente
tal como ya se ha descrito en el Ejemplo 3. El producto de restriccion Bam HI-Eco RI que tiene una longitud de 1.564
pb del gen sintético S24R2 se ligé dentro del vector V51TDH cortado por restricciéon con Bam Hl y Eco RI. El mapa
de restriccion de V51TDH-S24R2 se da en la Figura 2.
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Ejemplo 5
Construccion del plasmido de expresion centromérico pFLAde-S24R1

El vector pFLAde-S24R1 centromérico para la expresidon constitutiva del gen S24R1 (véase el Ejemplo 1) se
construy6 por insercion del casete de expresion TDH3p-S24R1-PGK1t de V51TDH-S24R1 (descrito en el Ejemplo 3)
en el vector lanzadera pFLAde E. colilS. cerevisiae vacio, que lleva un centréomero de levadura y una secuencia de
replicacion autonoma (ARS CEN) y el marcador de seleccion ADE2. El vector pFLAde se construyé reemplazando el
fragmento de Bg/ Il de 1,1 kb de pFL38 (Bonneaud y colaboradores, 1991) que codifica el gen URA3 por un
fragmento de Bam HI con una longitud de 2,7 kb que codifica el gen ADE2 obtenido mediante una amplificacion por
PCR en un ADN gendmico de levadura utilizando los siguientes cebadores:

ADE2-1 5-CGGATCCACTAGTAACGCCGTATCGTGATTAACG-3', (SEQ ID N0:12)

ADE2-2 5-AGGATCCTCCTGACGTAGCTATCCTCGGTTCTG-3'. (SEQ.ID NO:13)

El casete de expresidon TDH3p-S24R1-PGK1t se amplific6 mediante una PCR utilizando la polimerasa de ADN
PrimeSTAR HS (Takara, Otsu, Shiga, Japén) en condiciones clasicas y los siguientes cebadores:

TDH 5-AGGCGCGCCACCGGTGCCATTTCAAAGAA-3' (SEQ. ID NO:14)

PGK 5-AGGCGCGCCCAAGCTTTAACGAACGCAGA-3'". (SEQ.ID.NO:15)

El producto de amplificacion se cloné dentro de pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA 92008, EE.UU.). El casete
TDH3p-S24R1-PGKT1t era aislado a partir del vector posterior mediante corte por restriccion con Sac | y Pst |, y se
ligé dentro del vector pFLAde que habia sido cortado por las mismas enzimas de restriccion. El mapa de restriccion
del resultante vector centromérico de expresion pFLAde-S24R1 se da en la Figura 3.

Ejemplo 6
Construccion del vector de expresiéon V51-C25H1
El plasmido V51-C25H1 para la expresion inducible por galactosa de C25H1 (véase el Ejemplo 2) se construyd
insertando el fragmento de Bam HI-Eco RI con una longitud de 826 pb procedente de C25H1 en V51, que habia sido
digerido con Bam Hl y Eco RI. El plasmido de expresion resultante V51-C25H1 codifica el gen sintético C25H1 bajo
el control del promotor hibrido GAL70-CYC1 que es inducible por galactosa (Guarente y colaboradores, 1982) y del
terminador PGK1. El mapa de restriccion de V51-C25H1 se da en la Figura 4.

Ejemplo 7
Construccion del vector de expresion V51-C25H3

El vector V51-C25H3 para la expresion inducible por galactosa del gen sintético C25H3 (véase el Ejemplo 2) se
construy6 tal como ya se ha descrito en el Ejemplo 6 insertando el fragmento de Bam HI-Eco RI del gen sintético
C25H3 que tiene una longitud de 826 pb dentro de V51 digerido con Bam HI y Eco RI. El plasmido de expresion
resultante V51-C25H3 codifica el gen sintético C25H3 bajo el control del promotor hibrido GAL10-CYC1, que es
inducible por galactosa, y del terminador PGK1. El mapa de restriccion de V51-C25H3 se da en la Figura 5.

Ejemplo 8
Transformacion de cepas de levadura y extraccion de esteroles

La cepa W303-1B (MATalpha; ura3-52; trp1-1; leu2-3,112; his3-11; ade2-1; can1-100; Thomas y Rothstein, 1989) y
su mutante de erg6é ERT (MATalpha; erg6:: TRP1; ura3-52; trp1-1; leu2-3,112; his3-11; ade2-1; can1-100) se
transformaron con los diferentes plasmidos de expresion que se han descrito mas arriba. La desactivacion de ERG6
de la cepa ERT se obtuvo insertando el gen funcional TRP1 en ERG6. El gen de TRP1 de pFL45 (Bonneaud y
colaboradores, 1991) se amplificé por PCR utilizando el cebador TRP1 bordeado por las secuencias de ERG6. Las
secuencias de los cebadores son las siguientes:

ERGTRP-1:

5-CATAAGATGAGTGAAACAGAATTGAGAAAAAGACAGGCCCAATCAAATTCG

GGTCGAAAAAAGAAAAG-3, (SEQ.ID.NO:16)
ERGTRP-2:
5S-CTAGCGACGAAAAGCATCATTGGAGTGAATAACTTGGACTTACCATTCTTAG

CATTTTGAC-3'. (SEQ.ID.NO:17)

El resultante producto de la PCR se utilizé para convertir a la cepa W303-1B utilizando la técnica de litio-PEG tal
como se ha descrito por Gietz y colaboradores (1995). Los transformantes se seleccionaron en un medio definido sin
triptéfano, y su composicion de esteroles se verific6 mediante una HPLC (Lecain y colaboradores, 1996)
confirmandose la ausencia de ergosterol y la presencia de unos esteroles inusuales con el conocido efecto de una
desactivacion de ERG6. Un transformante rg6::TRP1 se mantuvo para realizar unos estudios ulteriores y se
denomin6 ERT.
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Ademas del ERT, también la cepa del tipo silvestre de S. cerevisiae BY4742 (genotipo MATalpha; his3A1; leu2A0;
lys2A0; ura3A0; Brachmann y colaboradores, 1998) se utilizd6 como anfitrion para los plasmidos construidos.

La transformacion de BY4742, W303-1B y ERT se realizd por el método de litio-PEG tal como se ha descrito por
Gietz y colaboradores (1995). Los transformantes se seleccionaron en un medio minimo definido (véase la Tabla 1)
sin uracilo ni adenina, dependiendo del marcador de seleccién que esta presente en el vector. Se analizaron por lo
menos dos transformantes independientes de cada transformacion. Para el anadlisis de los esteroles, los
transformantes se cultivaron en un medio sintético (descrito en la Tabla 2) hasta que alcanzaron la fase estacionaria.

Las células de levadura se recuperaron por centrifugacion a partir del medio de cultivacion y se lavaron con un
volumen igual de agua desionizada. Las células se resuspendieron en 100 pl de agua en un tubo Eppendorf con una
capacidad de 2 ml y se rompieron arremolinando intensamente (durante 5 min) en presencia de 0,1 g de perlas de
vidrio (de 0,5 mm). Se afadieron 2 ml de 1,2-dicloroetano a las células resuspendidas y la mezcla se arremolind
intensamente durante 5 minutos. Después de haber centrifugado durante 5 minutos a 10.000 rpm, la fase de
disolvente se transfirio al tubo de vidrio. La extraccion se realizé dos veces. La fase organica agrupada se evaporo
bajo nitrégeno. Como la ultima etapa, el extracto secado se resuspendié en 100 pl de acetonitrilo para un analisis
por HPLC.

Ejemplo 9
Anadlisis de los esteroles mediante una cromatografia de fase liquida de alto rendimiento (HPLC)
con una deteccion por espectrometria de rayos UV y de masas

Una parte alicuota, usualmente 30 pl, del extracto de esteroles preparado tal como se ha descrito en el Ejemplo 8 se
analizé6 mediante una HPLC de fase inversa vigilada mediante una deteccion por espectrometria de rayos UV y de
masas. Una HPLC "Waters Alliance HT 2790" se acopl6 con un detector de rayos UV de matriz de fotodiodos del
tipo "Waters PDA 996" y con el detector de masas "Waters MicroMass ZQ" (Waters, Milford, MA01757, EE.UU.). La
separacion se realizd en una columna XTerra RP18 3.5um 4.6 x 100 mm (Waters, Milford, MA01757, EE.UU.) a
60°C con un gradiente lineal de 0,03 % (v/v) de agua/acetonitrilo que contenia acido férmico. La muestra se inyecto,
después de haber estabilizado la columna, con un tampon que contenia 80 % del tampén A (agua con 0,03 % de
acido formico) y 20 % del tampdn B (acetonitrilo con 0,03 % de acido férmico). Durante los primeros 5 minutos, la
composicion de tampones se cambié gradualmente desde 80 % del tampon A'y 20 % del tampoén B hasta 25 % del
tampon Ay 75 % del tampdn B. En los siguientes 15 minutos, la composicion de tampones se cambié gradualmente
desde 25 % del tampon A 'y 75 % del tampon B hasta 12,5 % del tampon A 'y 87,5 %. En el dltimo minuto del
protocolo de separacion se alcanzaron 100 % del tampon B. Este valor se mantuvo durante 2 minutos para permitir
la regeneracion de la columna.

La cromatografia se vigilé entre 205 y 300 nm con un detector de matriz de fotodiodos. El detector de masas
permitié la deteccion mediante una pulverizacién eléctrica positiva de m/z desde 350 hasta 450 con una sensibilidad
sede 1 unidad de m/z.

Los esteroles se identificaron basandose en su comportamiento cromatografico, sus espectros de absorcion de
rayos UV y sus perfiles de fragmentacion de masas en comparacion con unos patrones (véase la Tabla 5). El patron
de 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol (puesto a disposicion por DSM) se acetilé para dar el acetato de 25-hidroxi-7-
deshidrocolesterol (250H-7DHC-Ac.) con anhidrido de acido acético, en presencia de piridina, de acuerdo con
Secen y Kalpar (1999). 0,5 mg del 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol seco se resuspendieron en 1 ml de una mezcla de
anhidrido de acido acético / una solucion de piridina (50/50 v/v) y se calentd a 55°C durante 3 horas. La mezcla de
reaccion se diluyé con 4 ml de agua. 0,5 ml de la mezcla de reaccion diluida se extrajeron con 1,2-dicloroetano tal
como se ha descrito en el Ejemplo 8, antes de un analisis por HPLC.

Analizado en las condiciones que se describieron mas arriba, el patron de 250H-7DHC-Ac mostré un
desplazamiento en el tiempo de retencion (RT 8,5 min) en comparacion con el patréon de 25-hidroxi-7-
deshidrocolesterol no acetilado (RT, 6,9 min) debido a la mas alta hidrofobicidad del compuesto acetilado. El perfil
de fragmentacion de masas del patron de 250H-7DHC-Ac era similar al perfil del patrén de 25-hidroxi-7-
deshidrocolesterol no acetilado. Una sefial de m/z correspondiente a la forma acetilada no se detectdé nunca,
probablemente debido a la desacetilacién que aparece durante la deteccién en el detector de masas.
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Tabla 5: Propiedades cromatograficas, espectrales y de fragmentacion de masas de los diferentes esteroles
Tiemoo de Absorcion
Compuestos Nombre usual Abreviatura PO max. de m/z
retencion
rayos UV
Ergosta 5,7,22-trienol Ergosterol E5,7,22 11,9 min 282 nm 379
Ergosta 5,7,22,24-tetraenol / E5,7,22,24 10,0 min 233 nm 377
Colesta 5,7,22,24-tetraenol / C5,7,22,24 9,2 min 233 nm 363
Colesta 5,7,24-trienol / C5,7,24 10,3 min 282 nm 365
Colesta 5,7,22-trienol / C5,7,22 10,8 min 282 nm 365
. 7-deshidrocolesterol .
Colesta 5,7-dienol (7-DHC) C5,7 11,8min 282 nm 367
Aoetato de 25-idroxi-colestar | 250H-7DHC-Ac 250H-C5,7-Ac 8,5 min 282nm | 365-383
Acetato de 25-hidroxi- 250H-ergosterol-Ac | 200MHEST.22- | g7 min | 282nm | 377-395
ergosterol Ac
Ejemplo 10

Expresion del gen S24R1 procedente del plasmido V51TDH-S24R1
en la cepa ERT de S. cerevisiae deficiente en ERG6

El plasmido V51TDH-S24R1 (véase el Ejemplo 3) y el vector vacio V51TDH como testigo se transformaron dentro de
la cepa ERT mediante la técnica de litio-PEG (Gietz y colaboradores, 1995). Los transformantes se seleccionaron en
un medio minimo definido sin uracilo. Cuatro transformantes independientes procedentes de cada transformacion se
analizaron en cuanto a la existencia del plasmido. Uno de los transformantes confirmados se escogid
aleatoriamente, se denomind respectivamente ERT/V51TDH y ERT/V51TDH-S24R1 y se utilizd para unos analisis
ulteriores.

Las cepas se cultivaron hasta la fase estacionaria en 2 % (p/v) del medio de Kapelli con glucosa (véase la Tabla 2),
todos los esteroles se extrajeron tal como se ha descrito en el Ejemplo 8 y se analizaron mediante una HPLC con
detecciones por espectrometria de rayos UV y de masas, tal como se ha descrito en el Ejemplo 9. Los esteroles mas
importantes se identificaron por sus propiedades de tiempo de retencién, de masas y espectrales utilizando los
respectivos patrones (véase la Tabla 5).

Los perfiles de eluciéon en HPLC (deteccidon con rayos UV a 282 nm) se muestran en la Figura 6. El colesta-
5,7,22,24-tetraenol (RT 9,2 min, m/z = 363, UV max 233 nm) era el principal esterol encontrado en la cepa testigo
ERT/V51TDH erg6, correspondientemente a un 70 % de la sefial de UV a 282 nm. Un 7 % de los esteroles totales
identificados a 282 nm se identificaron como el colesta-5,7,24-trienol (RT 10,3 min, m/z = 365, UV max 282 nm;
Figura 6-A).

El perfil de esteroles de la cepa ERT/V51TDH-S24R1 (Figura 6-B) que expresa el gen S24R1 reveld la presencia de
dos esteroles que no habian sido detectados en la cepa testigo ERT/V51TDH, a saber el colesta 5,7,22-trienol (RT
10,8 min, m/z = 365, UV max 282 nm), el principal esterol de esta cepa (60 % de la sefial de rayos UV a 282 nm), y
el colesta 5,7-dienol, también denominado 7-deshidrocolesterol (RT 11,8, m/z = 367, UV max 282 nm). La presencia
del colesta-5,7-dienol y del colesta-5,7,22-trienol generados por reduccion del enlace A% del colesta 5,7,24-trienol
y del colesta 5,7,22,24-tetraenol confirmé la actividad de esterol A24-reductasa del gen S24R1 (véase la Figura 13).

Ejemplo 11
Expresion del gen S24R2 procedente del plasmido V51TDH-S24R2
en la cepa ERT de S. cerevisiae

El plasmido V51TDH-S24R2 (Ejemplo 3), que expresaba constitutivamente el S24R2, se transformé dentro de la
cepa ERT utilizando el protocolo con litio-PEG (Gietz y colaboradores, 1995). Los transformantes se seleccionaron
en un medio minimo sin uracilo. Se analizaron cuatro transformantes independientes y mostraron las mismas
propiedades. Uno de ellos se denomind ERT/V51TDH-S24R2 y se utilizé para el analisis ulterior.

La cepa era cultivada hasta que ella alcanzé la fase estacionaria en el medio de Kapelli con 2 % de glucosa (véase
la Tabla 2) y los esteroles se extrajeron y se analizaron tal como se ha descrito en los Ejemplos 8, 9 y 10. De nuevo,
el colesta 5,7,22,24-tetraenol (RT 9,2 min, m/z = 363, UV max 233 nm) y el colesta 5,7,24-trienol (RT 10,3 min, m/z =
365, UV max 282 nm) eran los principales esteroles encontrados en la cepa testigo ERT/V51TDH (Figura 6-A),
mientras que el principal esterol detectado en la cepa ERT/V51TDH-S24R2, que expresa el S24R2, fue el colesta
5,7,22-trienol (RT 10,8 min, m/z = 365, UV max 282 nm) con un 70 % de la sefial de rayos UV a 282 nm (Figura 6-
C). El colesta 5,7-dienol (7-deshidrocolesterol; RT 11,8, m/z = 367, UV max 282 nm) se encontré en las
concentraciones mas bajas (13 % de la sefial de rayos UV). Estos resultados confirman la actividad de esterol A24-
reductasa del gen S24R2.
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Ejemplo 12
Expresion del gen S24R1 procedente del plasmido centromérico pFLAde-S24R1
en la cepa ERT de S. cerevisiae

El plasmido centromérico pFLAde-S24R1 (Ejemplo 5) para la expresion constitutiva del gen S24R1 se transformé
dentro de la cepa ERT utilizando el método con litio-PEG (Gietz y colaboradores, 1995). Los transformantes se
seleccionaron en un medio definido sin adenina. Cuatro transformantes independientes se analizaron en cuanto a la
aparicion del plasmido pFLAde-S24R1 y a su patréon de esteroles. Uno de ellos se escogio aleatoriamente, se
denominé ERT/pFLAde-S24R1 y se utilizé para la ilustracion ulterior de los resultados.

El ERT/pFLAde-S24R1 se cultivé en el medio de Kapelli con 2 % de glucosa (véase la Tabla 2) hasta que alcanzé la
fase estacionaria. Los esteroles se extrajeron y se analizaron tal como se ha descrito en los Ejemplos 8 y 9. El nuevo
esterol principal en ERT/pFLAde-S24R1, que no estaba presente en el testigo, fue el colesta 5,7,22-trienol (RT 10,8
min, m/z = 365, UV max 282 nm) con 60 % de la sefal de rayos UV a 282 nm (Figura 6-D). También se detecté una
cantidad mas pequefia (7 % de la sefial de rayos UV) de 7-deshidrocolesterol (RT 11,8, m/z = 367, UV max 282 nm).
Aparte de estos nuevos esteroles, el colesta 5,7,22,24-tetraenol (RT 9,2 min, m/z = 363, UV max 233 nm) y el
colesta 5,7,24 (RT 10,3 min, m/z = 365, UV max 282 nm), que también estan presentes en la cepa testigo ERT
(Figura 6-A), se encontraron también en ERT/pFLAde-S24R1. Estos resultados confirman la actividad de esterol
A24-reductasa del gen S24R1, expresado a partir del plasmido centromérico pFLAde-S24R1.

Ejemplo 13
Produccion de acetato de 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol por expresion concomitante
de los genes S24R1 y C25H1 en la cepa ERT de S. cerevisiae

El plasmido V51-C25H1 (Ejemplo 6) para la expresion inducible por galactosa del gen C25H1 y el plasmido V51
como testigo se transformaron dentro de la cepa ERT/pFLAde-S24R1 (descrita en el Ejemplo 12) con el método de
litio-PEG (Gietz y colaboradores, 1995). El V51-C25H1 y el pFLAde-S24R1 son unos plasmidos compatibles. Sus
diferentes origenes, el 2 y y un ARS-CEN, permiten su apariciéon simultanea en una levadura. Los transformantes se
seleccionaron en un medio minimo sin uracilo ni adenina. Cuatro transformantes independientes procedentes de
cada transformacion se analizaron y mostraron las mismas propiedades. Un transformante procedente de cada
transformacion se escogid aleatoriamente, se denomind ERT/pFLAde-S24R1/\V51-C25H1 y ERT/pFLAde-
S24R1/V51, respectivamente, y se utilizo para el analisis ulterior.

Las cepas se cultivaron en el medio de Kapelli con 2 % de galactosa (véase la Tabla 2) hasta que ellos alcanzaron
la fase estacionaria. Los esteroles se extrajeron y se analizaron por HPLC con detecciéon por espectrometria de
rayos UV y de masas tal como se ha descrito en los Ejemplos 8 y 9 en las condiciones que se han descrito en el
Ejemplo 10. Tal como se encontrd para la cepa testigo ERT/pFLAde-S24R1/V51 (Figura 7-C), el principal esterol en
ERT/pFLAde-S24R1/\/51-C25H1 (Figura 7-D) era el colesta 5,7,22-trienol (RT 10,8 min, m/z = 365, UV max 282
nm), generado por reduccion del esterol final colesta 5,7,22,24-tetraenol por la esterol A24-reductasa. Un nuevo
compuesto, que no estaba presente en la cepa testigo, se observd en la cepa ERT/pFLAde-S24R1/V51-C25H1
(Figura 7-D), que era eluido al mismo tiempo que el acetato de 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol (250H-7DHC-Ac)
preparado, inyectado como un patron (RT 8,5 min, Figura 7-B). Este compuesto mostré también un perfil de
absorcion de rayos UV (Figura 8-C) idéntico al del acetato de 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol preparado (Figura 8-
B), con el pico doble situado aproximadamente a 282 nm, que es especifico para los enlaces dobles conjugados A5-
A7 tal como se ha observado también para el patrén de 7-deshidrocolesterol (Figura 8-A). El nuevo compuesto
mostro, por lo tanto, un perfil de fragmentacion de masas (Figura 9-C) idéntico al del acetato de 25-hidroxi-7-
deshidrocolesterol (Figura 9-B), tal como se determiné por un analisis de espectrometria de masas en linea
(realizado tal como se ha descrito en el Ejemplo 9).

En el caso de los 3B-hidroxiesteroles, el analisis por pulverizacion electrénica produce una sefal principal con un
peso molecular de menos diecisiete (protonacion (+1) y deshidrataciéon en la posicion C3 (-18). La sefal principal
para el 7- deshidrocolesterol (Figura 9-A) es con la masa m/z de 367 (384 (el 7-deshidrocolesterol PM) + 1
(protonacion) - 18 (deshidratacion del 3B-hidroxiesterol). La sefial observada para el acetato de 25-hidroxi-7-
deshidrocolesterol con la masa m/z de 383 corresponde a la hidroxilacion adicional en la posicion C-25 (367 + 16 =
383). La senal principal con la masa m/z de 365 corresponde a la deshidratacion en la posicion C25 (383 - 18 = 365)
que aparece para una fraccion de las moléculas durante la deteccién dentro del detector de masas. Estos diferentes
resultados (el mismo tiempo de retencién, el mismo perfil de UV, y la misma fragmentacion de masas que el acetato
de 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol utilizado como patrén) demostraron que el nuevo compuesto producido en la cepa
ERT/pFLAde-S24R1/V51-C25H1 era el acetato de 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol.
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Ejemplo 14
Produccién de acetato de 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol mediante expresiéon concomitante
de S24R1 y C25H3 en la cepa ERT de S. cerevisiae

El V51-C25H3 (Ejemplo 7), construido para la expresion inducible por galactosa del gen C25H3, se transformé
dentro de la cepa ERT/pFLAde-S24R1 (véase el Ejemplo 13) por el método de litio-PEG (Gietz y colaboradores,
1995). Los transformantes se seleccionaron en un medio minimo sin uracilo ni adenina. Cuatro transformantes
independientes se analizaron para confirmar la aparicion de ambos plasmidos. Uno de ellos se escogio
aleatoriamente, se denominé ERT/pFLAde-S24R1/V51-C25H3 y se utilizé para estudios ulteriores.

El ERT/pFLAde-S24R1/V51-C25H3 era cultivado en el medio de Kapelli con 2 % de galactosa (véase la Tabla 2)
hasta llegar a la fase estacionaria. A partir de las células cosechadas, los esteroles se extrajeron y se analizaron
mediante una HPLC con detecciones por espectrometria de rayos UV y de masas, tal como se ha descrito en los
Ejemplos 8 y 9, en las condiciones que se han descrito en el Ejemplo 10. Tal como se encontrd en la cepa testigo
ERT/pFLAde-S24R1/VV/51 (Figura 7-C), el principal esterol en ERT/pFLAde-S24R1/V51-C25H3 (Figura 7-E) era el
colesta 5,7,22-trienol (RT 10,8 min, m/z = 365, UV max 282 nm), el producto de reduccion del esterol final colesta
5,7,22,24-tetraenol con la esterol A24-reductasa, tal como ya se ha descrito en el Ejemplo 13.

Un compuesto, que no estaba presente en la cepa parental, se encontré6 en ERT/pFLAde-S24R1/V51-C25H3
(Figura 7-E) eluyéndose al mismo tiempo que el acetato de 25-hidroxi 7-deshidrocolesterol (RT 8,5 min, Figura 7-
B). Al igual que en el caso del ERT/pFLAde-S24R1/V51-C25H1 (descrito en el Ejemplo 13), este compuesto mostré
un idéntico perfil de absorcién de rayos UV (Figura 8) y un idéntico perfil de fragmentacion de masas (Figura 9) que
el acetato de 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol. Estos resultados (el tiempo de retencion, el perfil de UV y la
fragmentacion de masas son comparables a los del acetato de 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol) demuestran que el
nuevo compuesto producido en ERT/pFLAde-S24R1/V51-C25H3 es, como en el Ejemplo 13, el acetato de 25-hidroxi
7-deshidrocolesterol.

Ejemplo 15
Produccion de acetato de 25-hidroxi-ergosterol mediante expresiéon de C25H1
en las cepas W303-1B y BY4742 de S. cerevisiae

El plasmido V51-C25H1 (Ejemplo 6) construido para la expresion inducible por galactosa del gen C25H1, y el vector
vacio V51 como testigo, se transformaron dentro de la cepa W303-1b (como se ha descrito en el Ejemplo 8) por el
método de litio-PEG (Gietz y colaboradores, 1995). Los transformantes se seleccionaron en un medio minimo sin
uracilo. Cuatro transformantes independientes para cada transformacién se analizaron en cuanto a la aparicién del
plasmido. Un transformante positivo para cada transformacién se escogié aleatoriamente, se denominé W303/V51-
C25H1 y W303/V51, respectivamente, y se utilizé para estudios ulteriores.

Las cepas se cultivaron en el medio de Kapelli con 2 % de galactosa (véase la Tabla 2) hasta que alcanzaron la fase
estacionaria. Los esteroles se extrajeron a partir de las células cosechadas y se analizaron mediante HPLC con
detecciones por espectrometria de rayos UV y de masas, tal como se ha descrito en los Ejemplos 8 y 9, en las
condiciones que se describieron en el Ejemplo 10. Los perfiles de elucién en HPLC (deteccion con rayos UV a 282
nm) se muestran en la Figura 10. La sefial principal observada para las dos cepas W303/V51-C25H1 (Figura 10-C)
y W303/V51 (Figura 10-B) correspondia al ergosterol (ergosta 5,7,22-trieno), el principal esterol de unas cepas de S.
cerevisiae de tipo silvestre, tal como se ha demostrado mediante comparacién con el tiempo de retencion (Figura
10-A), el espectro de rayos UV (Figura 11-A) y el perfil de fragmentacién de masas (Figura 12-A) del ergosterol (RT
11,9 min, m/z = 379, UV max 282 nm).

Una sefal secundaria a los 10 min para la cepa W303/V51-C25H1 (Figura 10-C) se observé solamente como una
sefial traza para la cepa testigo W303/V51 (Figura 10-B). El perfil de rayos UV para este pico determinado por
medio de una deteccion por PDA en linea (Figura 11-B) mostré una absorcion maxima a 233 nm, que es especifica
para los enlaces dobles conjugados A22 y A24, ademas de los enlaces dobles conjugados A5 y A7, que son
caracterizados por el pico doble situado en alrededor de 282 nm. Probablemente, esta sefial correspondia al ergosta
5,7,22,24-tetraenol, uno de los ultimos compuestos intermedios de la ruta de biosintesis del ergosterol sin la
reduccion de A24 por Erg4p (véase la Figura 13). La masa m/z de 377 detectada mediante una espectrometria de
masas en linea (Figura 12-B) era compatible con la estructura del ergosta-tetraenol.

Una tercera sefial a 8,7 min observada en un extracto de esteroles de la cepa W303/V51-C25H1 (Figura 10-C)
mediante una HPLC estaba completamente ausente en W303/V51 (Figura 10-B). El perfil de rayos UV determinado
de este pico (Figura 11-C) mostro el tipico pico doble con un valor maximo a 282 nm, que es especifico para los
enlaces dobles conjugados A5 y A7. La fragmentacion de masas (Figura 12-C) mostré una sefial principal a m/z =
377 y una sefial secundaria a m/z = 395, que son compatibles con una forma hidroxilada del ergosterol (379 + 16 =
395) y con su forma deshidratada (395 - 18 = 377). El perfil de fragmentacion (Figura 12-C) era idéntico al del
acetato de 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol (Figura 9-B) exceptuando que todas las masas se aumentaron en 12
unidades de masa, correspondiendo a la diferencia de masas entre el 7-deshidrocolesterol (m/z = 367) y el
ergosterol (m/z = 379). La diferencia de los tiempos de retencion, de 3,2 min, entre este nuevo compuesto (RT 8,7
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min) y el ergosterol (RT 11,9 min) era idéntica a la diferencia de los tiempos de retencién entre el acetato de 25-
hidroxi-7-deshidrocolesterol (RT 8,5 min) y el 7-deshidrocolesterol (RT 11,8).

Todas estas propiedades (el perfil de rayos UV, la fragmentacién de masas, el tiempo de retencién) son compatibles
con la conclusién de que este nuevo compuesto producido por la expresién de C25H1 en W303/V51-C25H1 era el
acetato de 25-hidroxi-ergosterol.

La transformacion de V51-C25H1 y del vector vacio V51 como testigo dentro de la cepa BY4742 de S. cerevisiae
condujo a unos resultados (Figura 10) comparables con los que se obtuvieron para las cepas W303/V51-C25H1 y
W303/V51. La sefial adicional a 8,7 min era observada de nuevo mediante una HPLC (deteccién por rayos UV) para
el transformante V51-C25H1. El compuesto mostré el mismo perfil de rayos UV (Figura 11) y el mismo perfil de
fragmentacion de masas (Figura 12) que el compuesto detectado en W303/C25H1 lo que indica manifiestamente
que este compuesto es también el acetato de 25-hidroxi-ergosterol.

Ejemplo 16
Produccion de acetato de 25-hidroxi-ergosterol mediante expresiéon del gen C25H3
en la cepa W303-1B de S. cerevisiae

El plasmido V51-C25H3 (Ejemplo 7) construido para la expresion inducible por galactosa del gen sintético C25H3 se
transformé dentro de la cepa W303-1B (tal como se ha descrito en el Ejemplo 8) utilizando el método de litio-PEG
(Gietz y colaboradores, 1995). Los transformantes se seleccionaron en un medio minimo sin uracilo. Cuatro
transformantes independientes se analizaron en cuanto a la aparicion del V51-C25H3. Un transformante positivo se
denomino W303/V51-C25H3 y se utilizo para las investigaciones ulteriores de los esteroles producidos.

Las cepas se cultivaron en el medio de Kapelli con 2 % de galactosa (véase la Tabla 2) hasta que alcanzaron la fase
estacionaria. Los esteroles se extrajeron a partir de las células cosechadas y se analizaron mediante HPLC con
detecciones por espectrometria de rayos UV y de masas, tal como se ha descrito en los Ejemplos 8 y 9, en las
condiciones que se han descrito en el Ejemplo 10.

El analisis de los extractos de esteroles mediante HPLC (deteccion con rayos UV a 282 nm), tal como se presenta
en la Figura 10-D, mostré que el modelo de esteroles de la cepa W303/V51-C25H3 era muy parecido al modelo de
esteroles de la cepa W303/V51-C25H1 (Ejemplo 15), con un nuevo compuesto (RT 8,7 min) producido ademas del
ergosterol (RT 11,9 min) y del ergosta 5,7,22,24-tetraenol (RT 10,0 min). Una deteccién con PDA de rayos UV en
linea (Figura 11) y una espectrometria de masas (Figura 12) mostraron que el nuevo compuesto tenia las mismas
propiedades que el compuesto producido por W303/V51-C25H1, por ejemplo el perfil de rayos UV especifico para el
enlace doble conjugado de A5-A7, una fragmentacion de masas con una sefial principal a m/z = 377 y una sefial
menor a m/z = 395, y un retraso del tiempo de retencion en la HPLC que era compatible con un esterol hidroxilado
en la posicion 25. Todas estas caracteristicas (el perfil de rayos UV, la fragmentacion de masas y el tiempo de
retencion) indican manifiestamente que este nuevo compuesto es el acetato de 25-hidroxi-ergosterol resultante a
partir de la expresién de C25H3.

Ejemplo 17
Introduccion de C25H1 y C25H3 dentro de la cepa de levadura que produce
principalmente colesta-5,7,24-trienol

El plasmido V51-C25H1 (Ejemplo 6) y el plasmido V51-CH25H3 (Ejemplo 7) para la expresion de los genes
inducibles por galactosa C25H1 y C25H3, y el plasmido V51 como testigo, se transformaron dentro de la cepa ERT
erg5 ergb (descrita en el Ejemplo 12; el ERG5 se desactivdo mediante integracion del gen URA3) con el método de
litio-PEG (Gietz y colaboradores, 1995). Los transformantes se seleccionaron en un medio minimo sin uracilo ni
adenina. Cuatro transformantes independientes procedentes de cada transformacion se analizaron y mostraron las
mismas propiedades. Un transformante de cada transformacion se escogié aleatoriamente, se denominé ERT erg5
ergb/V51-C25H1, ERT erg5 erg6/V51-C25H3 y ERT erg5 erg6/V51, respectivamente, y se utilizé para el analisis
ulterior.

Las cepas se cultivaron en el medio de Kapelli con 2 % de galactosa (véase la Tabla 2) hasta que alcanzaron la fase
estacionaria. Los esteroles se extrajeron y se analizaron por HPLC con deteccién por espectrometria de rayos UV y
de masas, tal como se ha descrito en los Ejemplos 8 y 9, en las condiciones que se describieron en el Ejemplo 10.
No se detectd ninguna diferencia en el modelo de los esteroles entre las tres cepas, lo que demuestra que las dos
hidroxilasas no eran activas sobre el colesta-5,7,24-trienol.
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Ejemplo 18
Seleccion de genes adicionales de colesterol 25-hidroxilasas

Ademas de los genes seleccionados putativos de las colesterol 25-hidroxilasas procedentes de S. scrofa y C.
familiaris (Canis lupus), los genes homologos procedentes de R. norvegicus (SEQ.ID.NO:21, nimero de acceso al
banco de genes NP_001020586, XP_220063), de P. troglodytes (SEQ.ID.NO:18, numero de acceso al banco de
genes XP_507901) y de E. caballus (SEQ.ID.NO:24, numero de acceso al banco de genes XP_001503057) se
investigaron mas detalladamente.

Dos diferentes genes optimizados en cuanto a codones para la expresion en S. cerevisiae para cada una de las 25-
hidroxilasas seleccionadas se calcularon (SEQ.ID.NOS:19, 20, 22, 23, 25, 26). Todos los genes que terminan con el
sufijo "_opt" eran optimizados en cuanto a codones por la compafia DNA 2.0 (Menlo Park, CA, EE.UU.) utilizando un
algoritmo de propietario. Todos los genes con el sufijo " HY" se generaron situando siempre el codén mas comun
para cada aminoacido en cada posicién en la que aparece el aminoacido en la secuencia. Las tipicas tablas de uso
de codones para la levadura estan a disposicion publicamente y constituyen también una parte de la serie de
programas Lasergene.

Dos nuevos genes optimizados para la 25-hidroxilasa procedente de S. scrofa (véase el Ejemplo 2) se calcularon
también utilizando los mismos métodos que se han descrito mas arriba (SEQ.ID.NO:27, 28).

Utilizando la alineacion de secuencias de aminoacidos que se calculé con el conocido algoritmo ClustalWW como
entrada, se determindé una secuencia de aminoacidos de consenso simplemente seleccionando la posicién de
aminoacidos mas abundante para cada posicion. Si no se pudiese determinar "un aminoacido mas abundante”, el
aminoacido para la respectiva posicion se escogié arbitrariamente. Esta secuencia de aminoacidos ConHyD
(SEQ.ID.NO:29) se tradujo de retorno también para dar dos diferentes secuencias de ADN, tal como se ha descrito
mas arriba (SEQ.ID.NO:30, 31).

SEQ.ID.NO:18 Secuencia de aminoacidos de la colesterol 25-hidroxilasa putativa de P. troglodytes:
MSCHNCSDPQVLCSSGQLFLOPLWDHLRSWEALLQSPFFEVIFSITTYVGFCLPEVVLDILCSWVPALRRYKIHP

DFSPSARQLLPCLGOTLY QHVMFVEPVTLLHWARSPALLPHEAPELLLLLHHILFCLLLFDMEFEFVWHLLHHEVP
WLYRTFHKVHHQNSSSFALATOYMSVRELFSLGFEFDMMNVTLLGCHPLTTLTFHVVNIWLSYVEDHSGYNEFPWSTH
RLVPEGWYGGVVHHDLHHSHENCNFAPYFTHWDK I LGTLRTASVEAR

SEQ.ID.NO:19 Secuencia de ADN de P. troglodytes CH250H_opt 2.0
ATGTCATGTCATAACTGT ICTGATCCICARGTT I IGTGTTCARGTGETCAACTGT TCC TGCAACCTCTTTGGGAT

CACTTGAGAAGTTGCGAGGCACTATTGCAGTCTCCATTCTTCCCTGTGATCTTCTCTATTACTACCTATGTTGGA
TTCTGTITTGCCATTTGTGGTGCTGGACAT TCTATGCTCATGGGTTCCTGCCTTGAGAAGGTATARGATACATCCT
GACTTTTCCCCTTCTGCTAGACAACTITTACCATGCTTAGGGCAAACATTCTACCAACACGTGATGTTCGTTTTC
CCAGTGACATTGTTGCATTGGGCTAGATCCCCAGCTTTACTTCCACACGARAGCCCCAGAACTGTTACTTCTACTA
CACCACATTCTGTTCTGCTTGCTGCTATTTGATATGGAGTTTTTCGTATGGCACTTGCTTCATCACAAAGTCCCA
TGGTTATACAGAACCTTTCATAAAGTACATCACCAARACTCCTCTTCCTTTGCACTGGCCACTCAGTACATGTCT
GTTTGGGAATTGTTTAGTTTAGGGT TTTTCGATATGATGAATGTCACGTTGCTAGGCTGTCACCCATTAACGACA
TTAACATTTCATGTTGTCAATATCTGGTTGTCAGTTGAGGAT CATAGTGGCTACAACTTCCCATGGTCTACGCAL
AGATTAGTACCATTCGGTTGGTATGGTGGTGTTCTACATCATCGACTTGCATCACTCTCATTTCAATTGTARCTTT

GCTCCTTACTTCACACATTGGGATAAGATCCTAGGAACTCTGAGAACAGCCTCAGTACCTGCAAGGTAATGA
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SEQ.ID.NO:20 Secuencia de ADN de P. troglodytes CH250H_HY
ATGTCTITGTCACAACTGI TCTGATCCACAAGTTITGTGTTCITCTGGTCAATTGTTCT TGCARCCAT TGTGGGAT

CACTTGAGATCaTGGGAAGCCTTGTTGCAATCTCCATTCTTCCCAGTTATTTTCTCTATTACTACTTACGTTGGT
TTCTGTTTGCCATTCGTIGTITTTGGATATTTTGTIGTTCTIGGGTTCCAGCTTTGAGARGATACAAGATTCACCCA
GATTTCTCTCCATCTGCTAGRCAATTGTTGCCATGTTTGGGTCARACTTTGTACCAACACGTTATGTTCGTTTTC
CCAGTTACTTTCTTGCACTGGGCTAGATCcCCAGCTTTGCTTGCCACACCGAAGCTCCAGRATTGTTGTIGTTCTTG
CACCACATTTTGTTCIGITIGTTGTTGTTCGATATGGAGTTCTTCGTTTGGCACTTGTTGCACCACAAGGTTCCA
TGGTTGTACAGAACTTTCCACAAGGTTCACCACCARAACTCTTCTTCTTTCGCTTTGGCTACTCAATACATGTCT
GTTTGGGAATTGTTCICTITIGGGTTTCTTCGATATGATGAACGTTACTTTGTTGGGTTGTCACCCATTGACTACT
TTGACTTTCCACGTTGTTAACATTTGGTTGTCTGTTGAAGATCACTCTGGTTACAACTTCCCATGGTCTACTCAC

AGATTGGTTCCATTCGGTIGGTACGGTIGGTGTTGTTCACCACGATTTGCACCACTCTCACTTCAACTGTAACTTC
GCTCCATACTTCACTCACTGGGATAAGATTTTGGGTACT TTGAGAACTGCTTCTGTTCCAGCTAGATAATGA

SEQ.ID.NO:21 Secuencia de aminoacidos de la colesterol 25-hidroxilasa putativa de R. norvegicus

MACHNVSELODLGCSNQLLLOPLWDS IRTGEASARSPEFPVIFSIFTYLGEFCLPEVVLDVLCPWVPILRRYKIHP
DFSPSVROQLLPCLGLTLYQHLVEVEPVTLMHWARSPALLPREAPELSQLLSHYLICLLLFDTEIFANHLLHHKVP
WLYRTFHEVHHONSSSFALATQYMSVWELLSLTFFDVLNVAMLOCHPLTILVEHVVNIWLSVEDHSGYDEPWSTH
RLVPEFGWYGGYAHHDLHHSQEFNCNEFAPYFTHWDKMLGT LRCAPHSKRLCAGSESCLDSGEQCTVHLNQEEKQT

SEQ.ID.NO:22 Secuencia de ADN de R. norvegicus CH250H_opt 2.0
ATGGCTTGTCATAATGTTTCAGAATTGCAGGATTTGGGTTGTAGTARCCAATTACTACTACAACCACTTTGGGAL

TCTATCAGAACTGGCGAAGCATCTGCTCGTICTCCATTCTTCCCTGTCATTTTCTCCATTTTCACTTACTTAGGC
TTTTGTCTGCCATTTGTAGTCTTGGATGTACTTTGTCCATGGGTTCCTATACTTAGAAGATACAAGATCCATCCT
GACTTCTCACCATCCGTCAGGCAGTTGCTACCTTGCTTGGGTCTAACATTGTATCAGCACCTAGTGTTCGTTTTT
CCAGTCACATTGATGCACTGGGCTAGATCACCAGCCCTGCTACCTAGAGAAGCACCAGAGTTATCTCAATTACTG
TCCCATGTACTGATATGCTIGTTGTTGTTTGACACTGARATCTTTGCTTGGCATCTTTTACACCACARAGTTCCT
TGGTTATACAGAACCTTCCATAAGGTGCATCACCAAAACTCATCTTCATTTGCTTTAGCCACTCAATACATGAGT
GIGTGGGAGCTGTTATCATTAARCCTTITTCGATGTCCTTAATGTTGCCATGCTTCAATGTCACCCTTTGACAATT
CTGGTTTTTCATGTTGTCAACATCTGGTTGTICTGTAGAAGATCACTCTGGATATGATTTCCCATGGTCTACTCAT
AGGTTAGTTCCTTTCGGTTGGTACGGGGGTGTAGCACATCATGATCTGCATCATAGTCAATTCAACTGCAATTTC
GCACCATACTTCACACATTGGGATAAGATGCTAGGGACTCTAAGATGTGCCCCACACTCCARGAGACTTTGTGCT
GGATCAGAATCTTGCCTAGATAGTGGTGAACARTGTACAGTGCACTTGAACCAGAALAAGAARCAARCATGATAA
TGA

SEQ.ID.NO:23 Secuencia de ADN de R. norvegicus CH250H_HY
ATGGCTTGTCACAACGT T TCTGAATTGCARGAT T TGGGTTGT TCTARCCARTTGTTGT TGCARCCATTGTGGGAT

TCTATTAGAACTGGTGAAGCATCTGCTAGATCaCCATTCTTCCCAGTTATTTTCTCTATTTTCACTTACTTGGGT
TTCTGTTTGCCATTCGTIGTITTTGGATGTTTTGTGCTCCATGGGTTCCARTTTTGAGARGATACAAGATTCACCCA
GATTTCTCTCCATCTGTTAGRACAATTGTTGCCATGTTTGGGTTTGACTTTGTACCAACACTTGGTTTTCGTTTTC
CCAGTTACTTTGATGCACTGGGCTAGATCaCCAGCTTTGTTGCCAAGAGALGCTCCAGRATTGTCTCAATTGTTG
TCTCACGTTTTGATTTGT TIGTTGTTGTTCGATACTGARATTTTCGCTTGGCACTTGTTGCACCACAAGGTTCCA
TGCTTGTACAGAACTTTCCACAAGGTTCACCACCARAACTCTTCTTCTTTCGCTTTIGGCTACTCAATACATGTCT
GTTTGGGAATTGTTGICTTIGACTTTCTTCGATGTTTTGAACGTTGCTATGT TGCAATGTCACCCATTGACTATT
TTGGTTTTCCACGTTGTTAACATTTGGTTGTCTGTTGAAGATCACTCTGGTTACGATTTCCCATGGTCTACTCAC

AGATTGGTTCCATTCGGTIGGTACGGTIGGTGTTGCTCACCACGATTTGCACCACTCTCAATTCAACTGTAACTTC

GCTCCATACTTCACTCACTGGGATAAGATGTTGGGTACTTTGAGATGTGCTCCACACTCTAAGAGATTGTGTGCT
GGTTCTGAATCTTGTTTGGATTCTGGTGARCARTGTACTGTTCACTTGAACCARAAGAAGAAGCAAACTTAATGA
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SEQ.ID.NO:24 Secuencia de aminoacidos de la colesterol 25-hidroxilasa putativa de E. caballus:
MSGHNSSELHVLCSSGOLFLOPLWDSTRTREALTHSPFFPVIFSTATYVGFCLPEFVVLDLLC

PWVPALRRYKIHPDFLPSARQVLPCLGOTLYOHLVEVEPATLLLWARGPVFLPLEAPELLQL
AFHVVFCLLLFDTEFFLWHVLHHKVPWLYRTFHKMHHONS SSFALATQYMSIWELFSLVEED
IMNVTLLECHPLTILVEHVVNIWLSVEDHSGYDFPWSTHRLVPEGWYGGVARHDLAHS QFNC
NFAPYFTHWDKILGTLRSAHAK

SEQ.ID.NO:25 Secuencia de ADN de E. caballus CH250H_opt 2.0
ATGTCCGGCCATAACTCATCAGAACTTCATGTTTTGTG TTCCTCTGGCCAATTGT TCCTACAACCTTTGTGGGAT

TCACTGAGAACTAGAGAGGCTCTTACACACTCCCCATICTICCCAGTARTCTTCTCAATCGCRAACTTACGTTGGA
TTTTGTTTGCCATTTGTTGTCCTTGACTTGTTATGCCCTTGGGTGCCAGCCCTTAGRAAGATACAAGATACATCCT
GATTTTCTGCCAAGTGCCAGACAGGTCTTGCCATGCTTAGGTCAAACCCTTTACCAACATCTAGTGTTCGTATTC
CCTGCAACACTATTGCTATGGGCTAGAGGGCCAGTATITCTGCCTTTAGAAGCCCCTGAACTATTACAATTAGCA
TTCCATGTCGICTTTTGTCTGTTGTTATTCGATACCGAGTTTTTCCTGTGGCATGTTTTACATCATAAAGTACCA
TGGTTATACCGTACATTTCACAARATGCACCATCAAAACAGTTCCTCTTTCGCCCTTGCTACTCAGTATATGTCT
ATCTGGGAACTGTTTAGTCTAGTCTTITTCCGACATTATGAACGTTACATTGTTGGAATGTCACCCATTGACAATA
CTTGTTTTTCATGTTGTGAATATCTGGCTTTCTGTTGAAGATCACTCTGGTTACGATTTCCCTTGGT CAACACAT
AGGTTAGTTCCATTCGGATGGTATGGTGGAGTGGLTCACCATGATTTGCATCACTCACAATTCAATTGCAATTTC
GCACCATACTTCACTCACTGGGATAAGATTTTGGGTACACTAAGGTCTGCACACGCTAAGTAATGA

SEQ.ID.NO:26 Secuencia de ADN de E. caballus CH250H_HY
ATGTCTGGTCACAACTCTTCTGAATTGCACGTTTTGTGTTCTTCTGETCAATTGTTC TTGCARCCATTGTGGGAT

TCTTTGAGAACTAGAGAGGCTTTGACTCACTCTCCATTICTITCCCAGTITATTITTCTCTATTCCTACTTACGTTIGGT
TTCTGTTTGCCATTCGTTGTTTTGGATTTGTTGTGTCCATGGGTTCCAGCTTTGAGAAGATACAAGATTCACCCA
GATTTCTTGCCATCTGCTAGACAAGTTITTGCCATGTTTGGGTCARACTTTGTACCAACACTTGGTITTTCGTTTTC
CCAGCTACTTTIGTTGTTGTIGGGCTAGAGGTCCAGTTTTCTTGCCATTGGAAGCTCCAGAATTGTTGCAATTGGCT
TTCCACGTTGTTTTCTGTITTGTTGTTGTTCGATACTGAATTTTTCTTGTGGCACGTTTTGCACCACAAGGTTCCA
TGGETTGTACAGAARCTTTCCACAAGATGCACCACCARAACTCTTCTTCTTTCGCTTTGGCTACTCAATACATGTCT
ATTTGGGAATTGTTCTCTTIGGTTTTCTTCGATATTATGAACGTTACTTTGTTGGAATGTCACCCATTGACTATT
TTGGTTTTCCACGTTGTTAACATTTGGTTGTCTGTTGAAGATCACTCTGGTTACGATTTCCCATGGTCTACTCAC
AGATTGGTTCCATTCGGTTGGTACGGTGGTGTTGCTCACCACGATTTGCACCACTCTCARTTCAACTGTAACTTC
GCTCCATACTTCACTCACTGGGATAAGATTTTGGGTACTTTGAGATCAGCTCACGCTAAGTARATGA

SEQ.ID.NO:27 Secuencia de ADN de S. scrofa CH250H_opt 2.0
ATGTCTGGTCATAACAATTCTGAGC TATTAGTTCTATG TTCTAGTGGACAGTTGTTCCTTCAGCCATTATGGGAT

CATTTGAAAACCTGCGAAACTTTGATTCAATCACCATTCTTCCCAGTCTTTTTCTCAATAACAACTTATCTGGGT
TTCTGTTTACCTTTCGTAGTGCTAGATGTTCTATGTCCTTGGGTGCCAGCACTTAGARAGATACAAGATCCACCCT
GACTTCTCACCATCCGTTTGGCAACTACTTCCATGTTTAGGATTAACCCTTTACCAACATGTTGTTTTTGTTTTT
CCAATGACACTATTACACTGGGCTGCTTCACCTGTCTTACTACCTCCTGAAGCTCCTGAGTTACTGCAATTAGTG
AGACATATAGTITTTGTGCTTGCTTCTGTTCGATACTGAGTTTTTCATTTGGCATGTCTTGCATCACAAAGTACCA
TGGTTGTATAGGACATTTCATAAGATGCACCATCAGAACAGTTCCTCTTTCGCCCTGGCCACTCAATACATGTCA
GICGGCGAACTGTTGTC T TTGGGTGTATTTGATATGGT TAACATCATGC TACTACGTTGTCATCCACTTACAGTG
TTGATCTTTCATGTCATTAACATCTGGCTTTCAGTAGAAGAT CATAGTGGATACGACTTTCCATGGTCTACTCALC
AGACTGGTTCCATTCGGTTCGGTACGGAGCTGTAACACACCACGATTTGCATCACTCTCAATTCAATTGCARTTTC
GCTCCATACTTCACACATTGGGATAAGATATTGGGCACATTAAGATCCGCACACGCARAGTALATGA

22



ES 2579 280 T3

SEQ.ID.NO:28 Secuencia de ADN de S. scrofa CH250H_HY
ATGTCTGGTCACAACAACTCTGAATTGTTCGTTTTGTGTTCTTCTTC TCARTTGTTC TTGCARCCATTGTGGGAT

CACTTGAAGACTTGGGAAACTTTGATITTGTICTCCATTCTTCCCAGTTTTCTTCTCTATTACTACTTACTTGGGT
TTCTGTTTGCCATTCGTTGTTTTGGATGTTTTGTGTCCATGGGTTCCAGCTTTGAGAAGATACAAGATTCACCCA
GATTTCTCTCCATCTGTITGGCAATTGTTGCCATGTTTGGGTTTGACTTTGTACCAACACGTTGTTTTCGTTTTC
CCAATGACTTTGTTGCACTGGGCTGCTTCTCCAGTTTTGTTGCCACCAGAAGCTCCAGRATTGTTGCAATTGGTT
AGACACATTGITTTGTGTTTGTTGTTGTTCGATACTGAGTTCTTCATTTGGCACGTTTTGCACCACAAGGTTCCA
TGGTTGTACAGAACTTTCCACRAGATGCACCACCAAARACTCTTCTTCTTTCGCTTTGGCTACTCAATACATGTCT
GITGGTGAATTGTTGTCTTTGGGTGTITTCGATATGGTTAACATTATGTTGTTGAGATGTCACCCATTGACTGTT
TTGATTTTCCACGTTATTAACATTITGGTTGTCTGTTGAAGATCACTCTGGTTACGATTTCCCATGGTCTGCTCAC
AGATTGGTTCCATTCGGTTGGTACGGTGGTGTTACTCACCACGATTTGCACCACTCTCARTTCAACTGTAACTTC
GCTCCATACTTCACTCACTGGGATAAGATTTTGGGTACTTTGAGATCaGCTCACGCTAAGTARTGA

SEQ.ID.NO:29 Secuencia de aminoacidos de ConHyD
MSCHNSSELQVLCSSGQLFLOPLWDHLRTWEALIQSPFFPVIFSITIYVGFCLPFVVLDVLCPWVPALRRYKIHP

DFSPSARQLLPCLGQTLYQHVVFVFPVTLLHWARSPALLPREAPELLQLLSHVLFCLLLFDTEFFVWHLLHHEVE
WLYRTFHKVHHONSSSFALATQYMSVWELLSLGFFDMLNVTLLOCHPLTVLTFHVYNIWLSVEDHSGYDEFPWSTH
RLVPFGWYGGYAHHDLHHSQFNCNFAPYFTHWDK ILGTLRSAhAK

SEQ.ID.NO:30 Secuencia de ADN de ConHyD_opt 2.0
ATGTCTTGCCACAATTCCTCTGAGCTTCAAGTATTGTGTTCATCAGGTCAGT TGTTTTTGCARCCATTATGGGAT
CACTTAAGGACGTGGGAAGCCCTGATTCARAGTCCTTTCTTCCCTGTGATATTCTCCATAACTACTTACGTGGGC

TTTTGTTTACCATTTGTIGTTTTGGATGTTCTATGCCCATGGGTTCCAGCTCTGAGAAGATACAAGATTCATCCA
GATTTCTCCCCTTCAGCCAGACAATTGTTACCATGTTIGGGGCAAACACTATATCAGCATGTGGTCTTTGTTTTC
CCTGTGACTCTATTACATTGGGCCAGAAGTCCTGCTTTGCTGCCTAGAGAAGCCCCTGAACTGTTGCAGTTATTG
TCTCACGTCTTATTCTGTTTGCTGCTTTTCGATACAGAGTTTITCGTTTGGCATCTACTTCATCATAAAGTTCCA
TGGCTGTATAGAARCGTTCCACARAGTCCACCACCAGAACTCTAGTTCATTCGCATTGGCCACCCAATACATGTCC
GTATGGGAACTGCTATCTTTAGGCTTITTCGATATGCTTAATGTCACTCTITTGCAATGTCATCCTTTGACAGTG
CTAACATTCCATGTAGTGAACATCTGGTTATCTGTAGAAGATCACAGTGGATATGATTTTCCTTGGTCTACTCAC
AGGTTGGTTCCATTTGGATGGTATGGTGGTGTAGCTCATCACGACCTGCATCATTCACAATTCAATTGCAACTTT
GCTCCATACTTTACACATTGGGACAARATCTTGGGAACATTAAGGTCTGCTCATGCARAGTGA

SEQ.ID.NO:31 Secuencia de ADN de ConHyD_HY
ATGTCTTGTCACARCTCTTCTGAATTGCARGTTITGTGTTC I TCTGGTCARTTGTTCT TGCARCCATTGTGGGAT

CACTTGAGARACTTGGGAAGCATTGATTCAATCTCCATTCTTCCCAGTTATTTTCTCTATTACTACTTACGTTGGT
TTCTGTTTGCCATTCGTTGTTTTGGATGTTITGTGTCCATGGGTTCCAGCTTTGAGAAGATACAAGATTCACCCA
GATTTCTCTCCATCTGCTAGACAATTGTTGCCATGTTTGGGTCARACTTTGTACCAACACGTTGTITTTCGTTTTC
CCAGTTACTTTGTTGCACTGGGCTAGATCaCCAGCTTTGTTGCCAAGAGAAGCTCCAGRAATTGTTGCAATTGTTG
TCTCACGTTTITGTTCTGTITTGTTGTTGTTCGATACTGAATTETTCGTTTGGCACTTGTTGCACCACAAGGTTCCA
TGGTTGTACAGAACTTTCCACAAGGTTCACCACCAAAACTCTTCTTCTTTCGCTTTGGCTACTCAATACATGTCT
GTTTGGGAATTGTTGTCTTTGGGTTTCTTCCGATATGTTGAACCTTACTTTGTTGCRATGTCACCCATTGACTGTT
TTGACTTTCCACGTTGTTAACATTTGGTTGICTGTTGAAGATCACTCTGGTTACGATTTCCCATGGTCTACTCAC
AGATTGGTTCCATTCGGTITGGTACGGTCGTGTTGCTCACCACGATTTGCACCACTCTCARTTCAACTGTAACTTC
GCTCCATACTTCACTCACTGGGATAAGATTTTGGGTACTTTGAGATCAGCTCACGCTAAGTAATGA

Ejemplo 19
Expresion de los nuevos genes de la 25-hidroxilasa de una construccion artificial de expresion
integrada en ERG6

Los nuevos genes mostrados en el Ejemplo 18 se integraron en el sitio ERG6 de S. cerevisiae SC0554 (erg5, ergb,
TRP1-pARC300D, URA3-pARC304S, ARE1:: TDH3p-S24R2-PGKt-URA3; para una descripcion de dos plasmidos
véase el documento de patente de los EE.UU. 5.460.949).
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La secuencia de la construccion artificial de integracion se muestra mas abajo. Las hidroxilasas de interés se
clonaron entre los sitios de Bam HI 'y Eco RI de la construccion artificial de integracion. La construccion artificial de
integracion ERG6 poseia el promotor de TDH3 y el terminador de PGK de S. cerevisiae para la expresion y el URA3
de S. cerevisiae para la seleccion, tal como se encontré en el plasmido V51TDH. La cultivacion, la transformacion y
la seleccion se realizaron tal como se ha descrito mas arriba.

Las cepas finales se denominaron:

S. cerevisiae Ecab HY (construccion artificial de integracion que posee el gen de la SEQ.ID.NO:26),

Ecab opt 2.0 (construccion artificial de integracion que posee el gen de la SEQ.ID.NO:25),

Ptro opt 2.0 (construccion artificial de integracion que posee el gen de la SEQ.ID.NO:19),

Ptro HY (construccion artificial de integracion que posee el gen de la SEQ.ID.NO:20),

ConHyD HY (construccion artificial de integracion que posee el gen de la SEQ.ID.NO:31),

ConHyD opt 2.0 (construccion artificial de integracion que posee el gen de la SEQ.ID.NO:30),

Rnor HY (construccion artificial de integracion que posee el gen de la SEQ.ID.NO:23),

Rnor opt 2.0 (construccion artificial de integracion que posee el gen de la SEQ.ID.NO:22),

Sscr HY (construccion artificial de integracion que posee el gen de la SEQ.ID.NO:28),

Sscr opt 2.0 (construccion artificial de integracion que posee el gen de la SEQ.ID.NO:27), y

Scr Pompon, que poseia la 25-hidroxilasa procedente de un cerdo, optimizada tal como se ha descrito en el Ejemplo
2.
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SEQ.ID.NO:32 Secuencia de ADN de la construccion artificial de integracion ERG6
gtcgacGTTTTACTTTCGATTTARGTTTTACATAATTTARAAARACAAGAATAAAATAATAATATACTACGGCAGC

ATARAGATGAGTCGAARACACAATTCAGARARAGACAGGCCCAATTCACTAGGCAGTTACATGGTGATGATATTGGTA
AAAAGACAGCTTTCACGTCGCATTCGATGTICCAACAACAACTCTCCCCARAACGCGAAGCCGTTCAGARGTACTTGAGAA
ATTCGGGATGGTAGAACCCGATAAAGCGATGCCGAAGAACGTCGTCTTGAGGATTATAATCAAGCCACACATTCCTACT
ATAACGTCGTTACAGATTICTATCGAATATGCETTGaAaGGETTCCTCTTTCCATTTCAGCAGATTTTATAAACGGTGAGA
GTTTCGCTGCCTCGATAGCAAGACATGAACATTATTTAGCTTACAAGGCTGGTATTCARAGAGGCGATTTAGTTC
TCCACCTTGGTITGTCGTGTTGGCGGCCCAGCAAGAGACATTGCAAGATTTACCGGTGCCATTTCAAAGAATACGT
ARATAATTAATAGTAGTGATITTITCCTARCTITATITAGTCARAARATTAGCCTTTTAATTCTGCTGTAACCCGTA
CATGCCCAARATAGCCGGCGEGTTACACAGAATATATARCATCGTAGGTCTCTGGETGAACACGTTITATTCCTGGC
ATCCACTAAATATAATGCAGCCCGCTTTITTAAGCTGGCATCCAGAAAARRAAAGEATCCCAGCACCAARATATTG
TTTTCTTCACCAACCATCAGTTCATAGCGTCCATTCTCTTAGCGCAACTACACAGAACAGGGCCACAAACAGGCAA
AAAACGCEGCACAACCTCAATCGCGACTGATCCARCCTCCCTCGACTAAARTCATGACACAAGCECAATTGACCCACGCA
TCTATCTATCTCATTTTCTTACACCTTICTATTACCTTCTGCTCTCTCTGATTTGGAAAARGCCTCAARAAAANGGT

TCAAACCAGTTCCCTGAAATTATTCCCCTACTTGACTAATAACTATATAAACGACCGETACGGTATTGATTGCTAATTC
TGTAAATCTATTTCTTAAACTICTTAAATTCTACTTTTATAGTTAGTCTTITTTTTTAGTTTTAARACACCAAGAR

CTTAGTTTCGAATAAACACACATARAggatccattattatttgaattcGUCGGGGGATCTCCCATGTCTCTACTGGT
GGTGGTGCTTCTTTGGAAT TATTGGAAGGTAAGCGAATTGCCAGGTGTTGCTTTCTTATCCGAARAGARATARATT
GAATTGAATTGARATCGTAGATCAATTTTITTTCTTTTCTCTTTCCCCATCCTTTACGCTAARRTAATAGTTTATT
TTATTTTTTGAATATTTITTATTTATATACGTATATATAGACTATTATTTATCTTTTAATGATTATTAAGATTTT
TATTAAARAARRATTCGCTCCTCTTTTAATGCCTTTATGCAGTTTTTTTTTCCCATTCGATATTTCTATGTTCGG
GTTCAGCGTATTTTAAGTTTAATAACTCGARAATTCTGCGTTCCGAAAGCTTTTCAATTCATCTTTTTTTTTTTTG
TTCTTITTTTIGATTCCGGTTTCTTTGAAATTTTTTTGATTCGGTAATCTCCGAGCAGAAGGAAGAACGAAGGAA
GGAGCACAGACTTAGATTGGTATATATACGCATATGTGGTGTTGAAGAAACATGARATTGCCCAGTATTCTTAAC
CCAACTGCACAGAACAARAACCTGCAGGAAACGAAGATARATCATGTCGARAGCTACATATARGGARCGTGCTGC
TACTCATCCTAGTCCTGITGCTGCCAAGCTATTTAATATCATGCACGAARAGCARACARACTTGTGTGCTTCATT
GGATGTTCGTACCACCAAGGRATTACTGGAGT TAGTTGAAGCATTAGGTCCCAARATTTIGTTTACTARRAACRCA
TGTGGACATCTTGACTGATTTITCCATGGAGGGCACAGTTAAGCCGCTAAAGGCATTATCCGCCAAGTACAATTT
TTTACTCTTCGAAGACAGAARARTTTGCTGACATTGGTAATACAGTCAAATTGCAGTACTCTGCGGGTGTATACAG
AARTAGCAGRATGGGCAGACATTACGAATGCACACGGTGTGGTGGGCCCAGGTATTGTTAGCGGTTTGARGCAGGC
GGCGGAAGAAGTARCAAAGGAACCTAGAGGCCTTTTGATCT TAGCAGAATTGTCATGCAAGGGCTCCCTAGCTAC
TGGAGAATATACTAAGGGTACTGTTGACAT TGCGAAGAGCGACAAAGATTTTGTTATCGGCTTTATTGCTCRAAG
AGACATGGGTGGAAGAGATGAAGGTTACGATTGETTGATTATGACACCCGETGTGGGTTTAGATGACAAGGGAGA
CGCATTGGGTCARCAGTATAGAACCGTGGATCGATGCTCGGTCTCTACAGGATCTGACATTATTATTGTTGGAAGAGG
ACTATTTGCAAAGGGAAGGGATGCTAAGGTAGAGGGTGAACGTTACAGAAAAGCAGGCTGGGAAGCATATTTGAG
AAGATGCGGCCAGCAAAACTAAARAACTGTATTATAAGTAAATGCATGTATACTAAARCTCACAARATTAGAGCTTC
AATTTAATTATATCAGTTATTACCCGGGRAATCTCGGTCGTARTGATTTCTATAATGACGAAARARARARARATTGG
AAAGARAAAGCTTATTCACTAGATCAATAAGATTCAARATAAAGCGCACGATATATACCTATTTTCCTATATATGC
AGATAARRARGATAGCACGTICATTGCTAGCAGGCCTTACAAACAGACTGTCCGATGCCTTTACTACCCCACAATT
TATCCCACTTGTGATTTTCAAGTTCGGCTTITTTTTTTTTCATCATGTCGTGGCARACGACCAGTATTTTCTATC
AGAATRARAGAAAARACTATAATTICACTGCATACAARACGTATTGACTGCTCCCCTACAGCGGAAGATAGTAAGAATA
CAACATCGTAACTGTTTCCATATTTATGTGCCGATATGGTAARAGTGAAATCTAAGAATAGTGTTATAAAGCTAT
TGTCTACAGCGGCAAGTGGATACTCTCGTTACATCTCGATTAAGRAAGGTGCACCTTTGGTTACTCAGGTCAGAT
ACGATCCTGTGGTGARACGGCATGTGCTTTTCAAARGARGCARAGAARAGGAAAGTGGCAGAARgtcgac
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Ejemplo 20
Ensayos con matraces de sacudimiento de las nuevas cepas de HyDHC

Las cepas que se generaron tal como se ha descrito en el Ejemplo 19, se cultivaron en matraces de sacudimiento
para evaluar el efecto de sobreexpresar los genes disefiados de nuevas de la 25-hidroxilasa putativa. 4 ml de un
cultivo durante la noche en un medio YPD se utilizaron para la inoculacién de 20 ml de un medio de Kapelli (Ejemplo
1). Después de cultivar durante 24 y 48 h, se afiadieron 10 g/l y después de cultivar durante 32 y 56 h se afiadieron
20 g/l de glucosa. Después de un tiempo de cultivacion de 72 h, las células se centrifugaron y se saponificaron, y se
determiné el contenido de esteroles tal como se ha descrito en el Ejemplo 9. Tal como se ha mostrado en la Figura
15, todos los nuevos genes de hidroxilasas se expresaron en S. cerevisiae y todos los productos génicos fueron
capaces de hidroxilar al 7-DHC para dar el HyDHC, si bien con grados variables de eficacia.

Bibliografia:

Brachmann C.B., Davies A., Cost G.J., Caputo E., Li J., Hieter P., Boeke J.D. (1998). Yeast 14(2): 115-132.

Crameri A., Biondi E., Kuehnle K., Litjohann D., Thelen K.M., Perga S., Dotti C.G., Nitsch R.M., Ledesma
M.D., Mohajeri M.H. (2006). EMBO J. 25(2):432-43.

Cullin C., Pompon D. (1988). Gene 65:203-217.

Bonneaud N., Ozier-Kalogeropoulos O., Li G.Y., Labouesse M., Minvielle-Sebastia L., Lacroute F. (1991).
Yeast 7:609-615.

Gaber R.F., Copple D.M., Kennedy B.K., Vidal M, Bard M. (1989). Mol Cell Biol 9(8):3447-3456.
Guarente L., Yocum R.R., Gifford P. (1982). Proc Natl Acad Sci USA 79:7410-7414.

Hoffman C.S. y Winston F. (1987). Gene 57:267-272

Gietz R.D., Schiestl R.H., Willems A.R., Woods R.A. (1995). Yeast 11:355-360.

Lecain E., Chenivesse X., Spagnoli R., Pompon D. (1996). J Biol Chem 271(18):10866-10873.
Lund E.G., Kerr T.A., Sakai J., Li W.P., Russell D.W. (1998). J Biol Chem 273(51):34316-34327.

Sambrook J., Fritsch E. F., Maniatis T. (1998). Molecular cloning: a laboratory manual (Clonaciéon molecular,
un manual de laboratorio). 2° edicién, Cold Spring Harbor, N.Y: Cold Spring Harbor Laboratory.

Secen H., Kalpar H. (1999). Turk J Chem 23: 27-30.

Thomas B.J. y Rothstein R. (1989). Cell 56(4):619-630.

Waterham H.R., Koster J., Romeijn G.J., Hennekam R.C.M., Vreken P., Andersson

H.C., FitzPatrick D.R., Kelley R.I., Wanders R.J.A. (2001). Am J Hum Genet 69:685-694.

Wu C., Miloslavskaya I., Demontis S., Maestro R., Galaktionov K. (2004). Nature 432 (7017):640-5.
Zhang S.P., Zubay G., Goldman E. (1991). Gene 1005:61-72.

26



10

15

20

25

30

35

ES 2579 280 T3

REIVINDICACIONES

1. Una utilizacion de la colesterol-C25-hidroxilasa para hidroxilar al ergosterol con el fin de producir el 25-hidroxi-
ergosterol, en donde la produccion se realiza en una célula de levadura, en la que el ERG6 y el ERG5 estan
desactivados, y la levadura expresa también una esterol A24-reductasa.

2. Una utilizacién de la colesterol-C25-hidroxilasa para hidroxilar al 7-deshidrocolesterol con el fin de producir el 25-
hidroxi-7-deshidrocolesterol, en donde la produccion se realiza en una célula de levadura, en la que el ERG6 y el
ERGS5 estan desactivados, y la levadura expresa también una esterol A24-reductasa.

3. La utilizacién de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde la célula de levadura se escoge entre el conjunto
que se compone de Saccharomyces cerevisiae, Pichia spp., Klyuveromyces spp., Hansenula spp.,
Schizosaccharomyces spec. y Yarrowia lipolytica.

4. Un método de producir el 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol en una levadura modificada genéticamente, que
comprende:

a) poner en contacto el 7-deshidrocolesterol con una colesterol-C25-hidroxilasa producida por la levadura,

con lo que se produce el 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol, en donde la levadura no posee enzimas Erg5p y Erg6p
activas, y la levadura expresa también una esterol-A24-reductasa.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la levadura expresa una version truncada de HMG1.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, que antes de la etapa a) comprende ademas:

poner en contacto al colesta-5,7,24-trienol con una levadura, que comprende una secuencia de acidos nucleicos,
que codifica una enzima esterol-A24-reductasa funcional,

con lo que la levadura convierte al lanosterol, al dimetil-zimosterol, al metil-zimosterol, al zimosterol, al colesta-7,24-
dienol o al colesta-5,7,24-trienol en el 3B-hidroxi-8-lanosta-8-eno, el 4,4-dimetil-colesta-8-enol, el 4a-metil-colesta-8-
enol, el colesta-8-enol, el latosterol o el 7-deshidrocolesterol, respectivamente.

7. El método de producir el 25-hidroxi-ergosterol (la 25-hidroxi-provitamina D2) en una levadura modificada
genéticamente, que comprende:

a) poner en contacto el ergosterol producido por la levadura con una colesterol-C25-hidroxilasa producida por la
levadura, con lo que se produce el 25-hidroxi-ergosterol.
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