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Acilacion mejorada mediada por LovD aciltransferasa
DESCRIPCION
3. Antecedentes

La invencién se refiere a un proceso para formar simvastatina o precursores de simvastatina usando acilaciones
mediadas por la LovD aciltransferasa mejoradas.

Las enzimas son biomoléculas que catalizan la conversién de un sustrato quimico en un producto y se han usado en
la sintesis quimica de valiosos productos naturales y sustancias farmacéuticas. De forma ventajosa, las enzimas
pueden funcionar aumentando la velocidad de conversién quimica de un sustrato en un producto (reduciendo la
energia de activacion para la reaccién) y dirigiendo la colocacion de grupos funcionales, es decir, colocando
regioselectivamente y/o estereoselectivamente grupos funcionales sobre un sustrato. La actividad enzimatica puede
verse afectada por otras moléculas conocidas como inhibidores. Estos inhibidores funcionan disminuyendo la
actividad enzimatica y pueden limitar considerablemente la conversién o la velocidad de conversion de un sustrato
de partida en producto.

Un grupo particular de enzimas Utiles incluye las transferasas. Las transferasas son enzimas que catalizan la
transferencia de un grupo funcional, por ejemplo, grupos alquilo, acilo o fosfato, desde un sustrato (denominado
donante y, a veces, conocido como coenzima) a otro sustrato (denominado aceptor). De este modo, la enzima
cataliza una reaccién entre compuestos quimicos que da como resultado la pérdida de funcionalidad del donante y
una ganancia de funcionalidad en el aceptor. La subclase de aciltransferasas se ha utilizado, entre otras cosas, para
acilar regioselectivamente sustratos quimicos, tales como monacolina J, para formar simvastatina.

La simvastatina es un derivado semisintético del producto natural lovastatina, que puede aislarse del caldo de
fermentacion de Aspergillus terreus. Tanto lovastatina como simvastatina son farmacos reductores del colesterol que
reducen sustancialmente el riesgo de enfermedad cardiaca en adultos. El clister génico para la biosintesis de
lovastatina en A. terreus se ha descrito anteriormente, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos n.° 6.391.583.
El cluster génico codifica una proteina de 46 kDa conocida como LovD, que funciona como una aciltransferasa.

Una vez producida la lovastatina mediante fermentacién en un huésped de A. terreus, se puede producir
simvastatina a partir de lovastatina por via semisintética. Después del aislamiento y la purificacion de lovastatina a
partir del caldo de fermentacién, puede producirse una semisintesis tipica mediante hidrélisis de la rama lateral de 2-
metilbutirato en presencia de base, para producir la monacolina J intermedia J. La monacolina J es el precursor
inmediato de la simvastatina. Después de la hidrdlisis, el acido libre sufre lactonizacion, se protege el hidroxilo libre
en C13 y se acila el alcohol C8 para proporcionar un andlogo protegido de la simvastatina. La posterior
desproteccion da simvastatina. Véase, por ejemplo, el documento WO 2007/139871.

Las transformaciones enzimaticas utilizando lipasas y esterasas también se han investigado como alternativas a la
derivacién quimica. Véanse, por ejemplo, los documentos PCT WO 2005/040107, PCT WO 94/26920 y T. G.
Schimmel, et. al. en Appl. Environ. Microbiol. (1997) 63:1307-1311. Las variantes enzimaticas sufren una
disminucion del rendimiento del sustrato, necesidades de carga altas, velocidad de conversién enzimatica lenta o
baja rotacion enzimatica. Por lo tanto, un método enzimatico de produccion de simvastatina, tal como por acilacion
selectiva del hidroxi en C8 de la monacolina J, que proporcione un rendimiento bueno o alto con pocas etapas de
aislamiento, buena rotaciéon de enzimas y velocidad conversién y /o necesidades de carga razonables, es importante
para una sintesis eficiente de simvastatina y analogos de estatinas adicionales.

Por consiguiente, durante mucho tiempo ha existido la necesidad de un proceso enzimatico que supere una 0 mas
limitaciones de la técnica anterior, proporcionando de este modo un método para la acilacion eficiente y conveniente
de sustratos quimicos, tales como lovastatina 0 monacolina J, usando aciltransferasas.

En el documento US 2009/0191602 Al se divulga un método para producir simavastatina. En el documento US
5.917.058 se divulga un proceso mejorado de lactonizacién en la preparacion de estatinas. El documento US
2003/0208046 se refiere a métodos y composiciones para extender la técnica de la ligacion quimica nativa de una
gama mas amplia de péptidos, polipéptidos, otros polimeros y otras moléculas a través de un enlace amida. En el
documento US 5.458.848 se divulga un método para desodorizar una formulacién liquida con el fin de eliminar un
compuesto maloliente presente en una formulacion liquida.

3. Sumario de la invencién

La invencién proporciona un método para fabricar un compuesto de estatina, que comprende poner en contacto un
sustrato de LovD aciltransferasa con una LovD aciltransferasa en presencia de un donante de tioéster y un agente
de precipitacion, en condiciones que producen un compuesto de estatina, en el que el producto de reaccion precipita
cuando el agente de precipitacidn esta presente.
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La invencién también proporciona un método para fabricar sal de amonio de hidroxiacido de simvastatina que
comprende poner en contacto monacolina J o lovastatina con una LovD aciltransferasa en presencia de un donante
de tioéster de alfa-dimetilbutirilo e hidréxido de amonio en condiciones que producen sal de amonio de hidroxiacido
de simvastatina, en el que el producto de reaccion precipita.

4. Sumario

Sorprendentemente se ha descubierto que la acilacion mediada por LovD aciltransferasa de precursores de
simvastatina es un proceso en equilibrio y que este proceso en equilibrio puede ajustarse de una o mas maneras
para dar lugar a una conversion y/o velocidad de conversion del sustrato en producto mas altas.

También se ha descubierto, sorprendentemente, que la simvastatina puede precipitarse como una sal insoluble en la
acilacion de un precursor de simvastatina durante una reaccion de acilaciéon mediada por LovD aciltransferasa y que
esto da como resultado un desplazamiento del equilibrio, proporcionando con ello una mayor conversion y/o
velocidad de conversion del sustrato en producto.

Sorprendentemente se ha descubierto que la LovD aciltransferasa puede ser inhibida por los subproductos de tiol
producidos durante la acilacion de la sal de hidroxiacido de monacolina J. Mas particularmente, se ha descubierto
que, mientras que la LovD aciltransferasa puede mediar en la acilacion de sal de hidroxiacido de monacolina J en el
correspondiente acido de simvastatina con un rendimiento alto, la velocidad de reaccién de la conversion puede
mejorarse evitando la inhibicion de la enzima LovD por el subproducto de tiol. Por consiguiente, la presente
divulgacion se refiere, en una o mas realizaciones, a un método de prevencion de la inhibicién de la enzima LovD
aciltransferasa mediante la adicién de secuestrantes de tiol. Véase la figura 1.

De forma ventajosa, se ha descubierto que la adicién de secuestrantes de tiol, tal como carbén activado, mejora la
velocidad de conversion del sustrato monacolina J en su analogo acilado cuando se usan como cosustratos
compuestos de tioéster que comprenden restos de acilo. Los métodos descritos en el presente documento superan
una o mas limitaciones de la técnica anterior y satisfacen la necesidad desde hace tiempo de una sintesis eficiente y
conveniente de simvastatina y de precursores de simvastatina usando enzimas LovD aciltransferasas.

La presente divulgacion, en una o mas realizaciones, también proporciona un método de produccién de simvastatina
que supera la recién descubierta inhibicion de la LovD aciltransferasa por subproductos de tiol y que desplaza el
equilibrio hacia el producto de reaccion. Adicionalmente, se ha descubierto que la adicion de un secuestrante de tiol,
tal como carbon activado, impide o reduce la inhibicion de la enzima. Esto da como resultado una conversion
enzimatica mejorada del sustrato en un compuesto diana y, por lo tanto, proporciona un método ventajoso para la
produccion de simvastatina. En realizaciones particulares, se describen métodos y materiales disefiados para
aprovechar el proceso de conversion enzimatica mejorado. Mas particularmente, la presente divulgacion, en una o
mas realizaciones, se refiere a un método para la producciéon de un sustrato quimico acilado enzimaticamente
(simvastatina o precursor de simvastatina), en el que se utiliza un secuestrante de tiol para evitar la inhibicion d la
enzima aciltransferasa. Véase la figura 1 (que ilustra una reaccién de LovD aciltransferasa de ejemplo y
generalizada, en la que el subproducto de tiol se secuestra).

En una o mas realizaciones, el método comprende las etapas de combinar una enzima LovD aciltransferasa en un
medio de reaccién con (i) un secuestrante de tiol y/o (li) un agente de precipitacién, un sustrato que comprende un
resto hidroxilo libre y un tioéster que comprende un resto acilo. La aciltransferasa media la donacién de un resto
acilo desde el tioéster al resto hidroxilo libre, produciendo de este modo el compuesto diana. Aungque no se pretende
estar limitado por teoria de funcionamiento alguna, en realizaciones en las que se utiliza un secuestrante de tiol, se
cree que el secuestrante de tiol secuestra (une o, de otro modo, inactiva) el subproducto de tiol resultante. El
subproducto de tiol puede actuar como un inhibidor enzimatico de LovD, reduciendo de este modo la actividad
enzimatica y la conversién del sustrato en producto. La inhibiciéon enzimatica puede ser el resultado de la unién
competitiva del inhibidor a la enzima. Asimismo, de nuevo, aunque no se pretende estar limitado por teoria de
funcionamiento alguna, en realizaciones en las que se utiliza un agente de precipitacidn, se cree que la eliminacion
del producto del medio de reaccion mediante precipitacion da como resultado un desplazamiento favorable del
equilibrio de la reaccién. La eliminacién del subproducto de tiol puede proporcionar también un desplazamiento
favorable del equilibrio.

Las realizaciones descritas en el presente documento incluyen también métodos para generar sinvastatina con un
minimo de etapas quimicas usando una reaccion de LovD aciltransferasa mejorada. De forma ventajosa, la reaccion
de aciltransferasa mejorada puede combinarse, opcionalmente, con etapas quimicas adicionales, tales como en
métodos de sintesis quimica "en un solo recipiente”, para proporcionar un método para producir simvastatina a partir
de lovastatina sin aislamiento y purificacion del intermedio monacolina J. Por ejemplo, la lovastatina puede
hidrolizarse en monacolina J y utilizar el producto de reaccion bruto como sustrato para la reacciéon de acilacion
mediada por la enzima. La presente divulgacion también proporciona métodos y materiales disefiados para
aprovechar el proceso enzimatico de LovD mejorado, tal como aquel mediante el cual se fabrica la lovastatina, con
el fin de producir compuestos relacionados, tales como el derivado de pravastatina, huvastatina.
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Los expertos en la técnica entenderan que la divulgacion proporcionada en el presente documento permite a los
expertos producir una amplia variedad de realizaciones. En una realizaciéon de ejemplo, la simvastatina se produce
combinando monacolina J o un derivado de monacolina J (preferentemente, hidroxiacido de monacolina J), un
tioéster que dona un resto acilo al grupo hidroxilo C8 de monacolina J (o derivado) en presencia de una LovD
aciltransferasa, (i) un secuestrante de tiol (que comprende, por ejemplo, carbén activado) y/o (ii) un agente de
precipitacion (tal como hidréxido de amonio (NH4OH)), y una LovD aciltransferasa. La LovD aciltransferasa funciona
participando en la transferencia de un grupo acilo del tioéster para acilar regioselectivamente el grupo hidroxilo C8
de la monacolina J (o0 derivado), produciendo de este modo simvastatina. El subproducto de tiol resultante es
secuestrado (unido o desactivado por el secuestrante de tiol) cuando hay presente un secuestrante de tiol. El
producto de reaccion precipita cuando hay presente un agente de precipitacion. De forma ventajosa, la velocidad de
reaccion mejora notable o marcadamente.

Una realizacion relacionada proporciona un método para fabricar simvastatina, que comprende las etapas de
combinar lovastatina, un tioéster que dona un resto acilo al grupo hidroxilo C8 de monacolina J en presencia de una
LovD aciltransferasa, (i) un secuestrante de tiol (que comprende, por ejemplo, carbon activado) y/o (ii) un agente de
precipitacion (tal como hidréxido aménico (NH4sOH)) y una LovD aciltransferasa. En esta realizacién del método, se
permite que la LovD aciltransferasa hidrolice la lovastatina en monacolina J antes de la transferencia de un grupo
acilo desde el tioéster a través de una acilacién regioselectiva del grupo hidroxilo C8 de la monacolina J usando la
aciltransferasa, proporcionando de este modo simvastatina. El subproducto tiol resultante es secuestrado (unido o
desactivado por el secuestrante de tiol) cuando hay presente un secuestrante de tiol. El producto de reaccién
precipita cuando hay presente un agente de precipitacion. De forma ventajosa, la velocidad de reaccién mejora y se
logran conversiones elevadas.

Los métodos y materiales descritos en el presente documento que se usan para fabricar simvastatina pueden
adaptarse para producir otros compuestos, incluyendo aquellos que son estructuralmente similares a la simvastatina,
por ejemplo huvastatina. En este contexto, se proporciona un método para fabricar huvastatina, que comprende las
etapas de combinar tetraol de pravastatina, un tioéster que dona un resto acilo al grupo hidroxilo C8 de tetraol de
pravastatina hidrolizada en presencia de una LovD aciltransferasa, (i) un secuestrante de tiol (que comprende, por
ejemplo, carbon activado) y/o (ii) un agente de precipitacion (tal como hidroxido aménico NH4OH) y una LovD
aciltransferasa. Se permite que la LovD aciltransferasa utlice un grupo acilo del tioéster para acilar
regioselectivamente el grupo hidroxilo C8 del tetraol de pravastatina hidrolizado, de manera que se fabrica
huvastatina. Se cree que el secuestrante de tiol (cuando esta presente) actla de nuevo secuestrando el subproducto
tiol, impidiendo asi la inhibicién de la enzima LovD, lo que da como resultado una velocidad de la reaccion
enzimatica mejorada y un desplazamiento del equilibrio hacia el producto de la reaccién. Se cree que el agente de
precipitacion (cuando esta presente) desplaza el equilibrio hacia el producto de la reaccién eliminando el producto de
la reaccion de la solucién. En aun otra realizacion, la huvastatina puede fabricarse directamente a partir de
pravastatina. La pravastatina se combina con la LovD aciltransferasa para hidrolizar pravastatina en el tetraol de
pravastatina hidrolizado intermedio. La acilacién por la LovD aciltransferasa puede proceder después de la adicion
de (i) un secuestrante de tiol y/o (ii) un agente de precipitacion y un tioéster que comprende un resto acilo.

En realizaciones tipicas de los diversos métodos descritos en el presente documento, el donante del grupo funcional
es un donante de acilo. Los tioésteres son un grupo altamente preferido de compuestos donantes que pueden donar
un resto acilo a un sustrato quimico en presencia de una LovD aciltransferasa y un compuesto 0 compuestos
secuestrantes. Por ejemplo, el grupo hidroxilo C8 de la monacolina J puede ser acilado por un tioéster en presencia
de una LovD aciltransferasa. En el presente documento se divulgan diversos de tales tioésteres. Véase, por ejemplo,
la figura 4 (que ilustra algunos compuestos de tioéster preferidos). Ademas de los tioésteres preferidos de la figura 4,
otros tioésteres preferidos incluyen tioésteres de butirilo, tioésteres de N-acetilcisteamina o tioésteres de
metiltioglicolato. Los compuestos de tioéster derivados biolégicamente, tales como acetil coenzima A (acetil CoA), se
pueden usar en una o mas realizaciones. La acetil CoOA comprende un tioéster entre la coenzima A (un tiol) y el
acido acético (un transportador del grupo acilo). Por consiguiente, entre otros compuestos que comprenden
donantes de acilo se incluyen acil-CoA, butiril-CoA, benzoil-CoA, acetoacetil-CoA, B-hidroxibutiril-CoA, malonil-CoA y
palmitoial-CoA. EIl grupo tioéster puede comprender uno o0 mas grupos funcionales, tales como, por ejemplo, una
cadena enlazadora de alquilo, un grupo o grupos alquilo, grupo o grupos arilo, ésteres, amidas, sulfonatos, fosfatos,
etc. Preferentemente, el tioéster comprende una cadena de alquilo corta terminada en un éster o amida, o el tioéster
puede comprender solamente una cadena de alquilo. Otros donantes de grupos funcionales con la capacidad de
donar un grupo acilo también se contemplan como donantes adecuados. Otros grupos donantes de acilo que forman
subproductos de tiol después de la acilacion mediada por LovD del sustrato diana se beneficiarian de los métodos
de una o mas realizaciones de la presente divulgacion, en particular, la adicion de secuestrantes que secuestran uno
0 mas restos de tiol, y/o la adicién de agentes de precipitacion.

Opcionalmente, el tioéster comprende uno o mas restos de grupos acilo de cadena corta (C1-C;), media (Cs-Cg) p
larga (> C7), que pueden estar ramificados, no ramificados o ciclicos. Se contempla que, en algunos casos, los
restos de grupo acilo pueden estar funcionalizados. Algunos tioésteres representativos son mercaptopropionato de
a-dimetilbutiril-S-metilo (también conocido como 3-(2,2-dimetilbutanoiltio)propanoato de metilo, DMB-S-MMP),
mercaptopropionato de dimetilbutiril-S-etilo (DMB-S-EMP) tioglicolato de dimetilbutiril-S-metilo (DMB-S-MTG) y
mercaptobutirato de dimetilbutiril-S-metio (DMB-S-MMB). En una realizacion ilustrativa y preferida, el tioéster es 2,2-
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dimetilbutanotioato de S-2-acetamidoetilo, 2,2-dimetilbutanotioato de S-acetamidometilo, 2-(2,2-
dimetilbutanoiltio)acetato de metilo y/o 3-(2,2-dimetilbutanoiltio)propanoato de metilo. Los tioésteres se pueden
preparar mediante métodos conocidos en la técnica. En un proceso de ejemplo, el tioéster altamente preferido DMB-
S-MMP puede prepararse mediante la acilacién de 3-mercaptopropanoato de metilo con cloruro de 2,2-
dimetilbutanoilo en presencia de N,N-diisopropiletilamina (DIPEA). Pueden prepararse otros tioésteres de acilo
utilizando otros cloruros (o haluros) de acilo y bases inorganicas u organicas en la acilacion de 3-
mercaptopropanoato de metilo.

Las enzimas aciltransferasa Utiles en los métodos descritos en el presente documento son LovD aciltransferasas. La
LovD aciltransferasa puede ser una enzima LovD de tipo salvaje obtenible de A. terreus, o un mutante de la misma,
tal como, por ejemplo, los mutantes descritos en Biotechnol Bioeng, 2009 Jan 1; 102(1):20-8. En la solicitud n.°
61/247.253, titulada “variantes de LovD y sus usos”, presentada el 30 de septiembre de 2009 y la solicitud n.°
del mismo nombre presentada junto con la misma con nimero de expediente 376247-043US (105191) {CX2-022} se
describen ejemplos especificos de LovD aciltransferasas que catalizan los métodos descritos en el presente
documento con velocidades de reaccion y rendimiento mucho mayores en comparacién con la LovD LovD
aciltransferasa de tipo salvaje de A. terreus que pueden usarse de forma ventajosa en los métodos descritos en el
presente documento. LovD aciltransferasas adecuadas también se describen mas adelante, en la Seccién 6 (véase,
por ejemplo, la tabla 2).

Los métodos divulgados en el presente doucmento utilizan uno o mas compuestos 0 agentes secuestrantes. Los
compuestos secuestrantes adaptados para secuestrar compuestos de tiol incluyen, por ejemplo, carbén activado,
anhidrido isatoico, 2,4-dicloro-1,3,5-triazinas fluoradas (F-DCT), éteres de vinilo, dihidropirano, N-etilmaleimida, p-
(cloromercurio)benzoato, iones de cobre, y variantes de los mismos. Los secuestrantes de tiol pueden adaptarse
mediante incorporacion sobre un soporte solido y pueden usarse solos 0 en combinacién con otros secuestrantes,
incluidos los secuestrantes no tioles, por ejemplo secuestrantes que actlan uniendo o desactivando otros grupos
funcionales que inhiben la actividad enzimatica. En una realizacion preferida, se utiliza carbén activado.

Los métodos descritos en el presente documento también pueden utilizar, ademéas de o excluyendo, uno o mas
compuestos 0 agentes secuesntantes, uno o mas agentes de precipitacion. Los agentes de precipitacion preferidos
son compuestos que funcionan donando un contraion al sustrato acilado que hace que el compuesto sea insoluble
en el medio de reaccion. Por ejemplo, el hidroxido de amonio funciona donando un contraién de amonio (NH4").

En ciertas realizaciones descritas en el presente documento, los métodos dan como resultado una actividad
mejorada de la enzima LovD. La actividad enzimatica mejorada corresponde a una estabilidad enzimatica mejorada,
una velocidad enzimatica mejorada, es decir, la velocidad a la que se modifica el sustrato, por ejemplo, se acila, y/o
necesidades de carga enzimatica mejoradas, por ejemplo, la cantidad de enzima requerida para lograr una
conversion dada en un marco de tiempo dado. En una realizacion de ejemplo y preferida, se mejora la velocidad de
la enzima. Por ejemplo, se puede mejorar la velocidad a la que se efectla la acilacion del hidroxiacido de
monacolina J, la sal de sodio en el correspondiente hidroxiacido de simvastatina, es decir, la conversién completa en
equilibrio, lo que significa el tiempo en que no se acila mas sustrato es menor, como se ilustra en los ejemplos
expuestos mas adelante.

Determinadas realizaciones de los métodos para fabricar simvastatina y compuestos relacionados usando la
reaccion de LovD aciltransferasa mejorada pueden incluir etapas adicionales para purificar estos compuestos. Por
ejemplo, las realizaciones de la divulgacion pueden incluir al menos una etapa de purificacion que comprende la lisis
de células de un organismo aislado presente en la combinacion. Las realizaciones también pueden incluir al menos
una etapa de purificacion que comprende la centrifugacion de células o lisados celulares de un organismo aislado
presente en la combinacién. Ademas, las realizaciones pueden incluir al menos una etapa de purificacion que
comprende la precipitacion de uno 0 mas compuestos presentes en la combinacion. Una realizacion de una etapa de
precipitacion comprende la precipitacién de una forma de &cido libre de simvastatina. Opcionalmente, en tales
realizaciones, se puede convertir esta forma de acido libre de simvastatina en una sal de simvastatina. Las
realizaciones de la divulgacion también pueden incluir al menos una etapa de purificacion que comprende la
filtracion o cromatografia de uno 0 mas compuestos presentes en la combinacion. Ademas, las realizaciones pueden
incluir al menos una etapa de andlisis que comprende espectrometria, tal como RMN de protones o de carbono o
cromatografia, tal como cromatografia ultrarrapida, cromatografia en capa fina, cromatografia de gases y/o
cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC).

A continuacion se tratan realizaciones adicionales.
5. Breve descripcion de las figuras

La figura 1 proporciona un esquema generalizado de la acilacion mediada por LovD aciltransferasa de un grupo
hidroxilo por un compuesto donante y el posterior "secuestro” del subproducto de tiol;

la figura 2 ilustra la hidrélisis de lovastatina (100), que puede hidrolizarse quimica o enzimaticamente para
producir (a) lovastatina hidrolizada por LovD (110), (b) hidroxiacido de monacolina J (120) o (c) sal de sodio de
hidroxiacido de monacolina J (140);
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la figura 3 ilustra varias acilaciones mediadas por aciltransferasa del hidroxiacido de monacolina J y sus sales;

la figura 4 ilustra algunos tioésteres representativos que comprenden un grupo acilo;

la figura 5 ilustra lovastatina (100) y simvastatina (160) con numeracion y etiquetas quimicas; y

la figura 6 ilustra la sintesis de simvastatina (160) a partir de lovastatina (100) a través de una lovastatina
hidrolizada por LovD (110.

6. Descripcion detallada

La acilacion mediada por LovD aciltransferasa de precursores de estatinas, tales como monacolina J o sus analogos
y derivados, es un proceso en equilibrio. Esto significa que los productos de reaccién pueden inhibir la formacion
adicional del producto. El proceso de equilibrio puede desplazarse hacia el producto de reaccion ya sea mediante (i)
el incremento de la carga del tioéster; (ii) la eliminacién/secuestro el subproducto de tiol; o (iii) la precipitacion del
producto. Los procesos de la presente divulgacion utilizan una o mas técnicas de desplazamiento en equilibrio para
mejorar el porcentaje de conversion del sustrato en producto y/o la velocidad de reaccion. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, se usa el incremento de la carga de tioéster para mejorar el rendimiento/velocidad de la reaccién. En
otras realizaciones, se secuestra el subproducto de tiol para mejorar el rendimiento/velocidad de la reaccion. En adn
otras realizaciones, el producto se precipita durante la reaccidn, mejorando asi el rendimiento/velocidad de la
reaccion. Se pueden usar técnicas de desplazamiento del equilibrio combinadas. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, se usan un cosustrato de tioéster adicional y precipitacién del producto (con o sin la dicion de un
secuestrante de tiol).

La presente divulgacion, en una o mas realizaciones, proporciona un nuevo proceso para la acilacion mejorada de
sustratos quimicos usando LovD aciltransferasa. Las realizaciones preferidas incluyen un método para mejorar la
actividad aciltransferasa de LovD o sus variantes mediante la adicion de compuesto 0 compuestos secuestrantes.
Otra realizacion preferida comprende el uso de un agente de precipitaciéon. Todavia realizaciones preferidas
adicionales incluyen un método de produccién de un sustrato quimico acilado usando LovD aciltransferasa, un
tioéster que comprende un resto acilo y (i) un compuesto o compuestos secuestrantes y/o (ii) un agente de
precipitacion. Ejemplos de una o mas realizaciones preferidas es un proceso mejorado para la acilacion y, por lo
tanto, la produccién de simvastatina a partir de lovastatina o monacolina J (o sus sales hidroxiacidas) usando la
LovD aciltransferasa, un tioéster que comprende un resto acilo, y (i) compuesto o compuestos secuestrantes y/o (ii)
un agente de precipitacion.

Un compuesto secuestrante de ejemplo y preferido es carb6n activado. Sin estar ligado por teoria de funcionamiento
alguna, se plantea la hipétesis de que el carbon activado atrapa la enzima LovD que inhibe los subproductos de tiol
y/o convierte (“desactiva”) los subproductos de tiol en disulfuros que no interfieren en la actividad enzimatica.
También se prefieren otros secuestrantes de tiol que no interfieran en la actividad enzimatica y que se unan o
desactiven los subproductos de tiol.

6.1 Definiciones

Tal como se usan en el presente documento, se pretende que los siguientes términos tengan los siguientes
significados:

"Lovastatina" (Mevacor®) es un policétido fungico producido por Aspergillus terreus. Véase, por ejemplo, A. W.
Alberts, J. et. al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1980, 77, 3957-3961 y A. Endo, J. Antibiot. 1980, 33, 334-336; y J. K.
Chan, et. al., J. Am. Chem. Soc. 1983, 105, 3334-3336; Y. Yoshizawa, et. al., J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 2693-
2694. Es un compuesto farmacéuticamente importante debido a sus potentes actividades inhibidoras hacia la
hidroximetilglutaril coenzima A reductasa (HMGR), la etapa limitante de la velocidad de la biosintesis del colesterol y,
por lo tanto, es ampliamente utilizado en el tratamiento de la hiperlipidemia, la hipercolesterolemia y similares. Véase
la figura 5 para la numeracion y etiquetado quimico de lovastatina (100).

La "simvastatina" es un analogo de la lovastatina. Se favorece sobre la lovastatina debido a la ausencia de efectos
secundarios adversos y su alta capacidad de absorcion en el estdmago. Asimismo, se ha notificado que la
simvastatina previene y reduce el riesgo de la enfermedad de Alzheimer (EA) al retrasar la produccion de Ab42, una
proteina B-amiloide asociada con la EA. En la técnica se sabe que la sinvastatina puede prepararse por via sintética.
Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 4.444.784, 4.582.915, 5.393.893, 5.763.646 y 5.763.653, la
patente EP n.° 299.656 y la publicacién de patente internacional n.° WO 99/45003. Véase, la figura 5 para la
numeracion y el etiquetado quimico de la simvastatina (160).

"Derivados de la lovastastatina", como se usan en el presente documento, comprenden derivados o precursores de
la lovastatina, por ejemplo: pravastatina, huvastatina y simvastatina.

"Variantes de monacolina J" hace referencia a variantes de monacolina J divulgadas en la técnica, por ejemplo, el
tetraol de pravastatina hidrolizada o 6-hidroxi-6-desmetilminacolina J y similares. En ciertas realizaciones de la
divulgacion, "variantes de monacolina J" hace referencia a compuestos de monacolina J que tienen sustituciones en
la posicion C6 o en la forma de hidroxiacido de monacolina J (y sales de los mismos).
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Los expertos en la técnica apreciaran que lovastatina, monacolina J y simvastatina, asi como sus analogos y
derivados, pueden existir en diversas formas, incluyendo formas de acido, éster, amida y lactona. Las formas de
acido, éster, amida y lactona también pueden estar en forma de sales. A continuacion se ilustran las formas de acido
(R = -OH), éster (R = -O(alquilo)), amida (R = -N(alquilol),) y lactona de estos compuestos. A menos que se indique
lo contrario, "lovastatina”, tal como se utiliza en el presente documento, incluye las formas de acido, éster, amida,
lactona y sal, "monacolina J", tal como se utiliza en el presente documento, incluye las formas de acido, éster,
amida, lactona y sal, y “simvastatina”, tal como se utiliza en el presente documento, incluye las formas de acido,
éster, amida, lactona y sal. Estas formas se pueden usar en los métodos descritos en el presente documento.

WOH o) WOH WOH

Lovastatina lactona Monacolina J lactona Simvastatina lactona

O R
WOH
HO
M,
Acido, amida o éster de lovastatina Acido, amida o éster de monacolina J Acido, amida o éster de simvastatina

Las sales de estos compuestos (por ejemplo, sales farmacéuticamente aceptables conocidas en la técnica) pueden
producerse tanto en forma de acido libre como de las sales de sodio, potasio, amonio u otras sales derivadas de
metales del grupo | o del grupo Il, incluyendo elementos alcalino-térreos u otras sales metalicas. También pueden
utilizarse sales organicas, incluidas, por ejemplo, sales de amonio y trietanolamina. Tales sales se pueden encontrar
en combinacion; por ejemplo, una sal de simvastatina podria ser una combinacion de sales de sodio y potasio con
simvastatina.

"Asperdgillus terreus" o "A. terreus" es un ascomiceto filamentoso que habitualmente se encuentra en el suelo. En la
técnica se conocen diversas cepas de A. terreus, por ejemplo, las depositadas como ATCC 20542 y ATCC 20541.

"LovD aciltransferasa”, como se usa en el presente documento, se refiere a los polipéptidos que pueden usar un
tioéster para acilar regioespecificamente el grupo hidroxilo C8 de la monacolina J o 6-hidroxi-6-desmetilmonacolina J
para producir simvastatina o huvastatina, respectivamente. Véase, por ejemplo, Xie et al., 2006, "Biosynthesis of
Lovastatin Analogs with a Broadly Specific Acyltransferase,” Chem. Biol. 13:1161-1169. Las LovD aciltransferasas
incluyen, a modo de ejemplo y sin limitaciones, la LovD aciltransferasa de tipo salvaje obtenible a partir de A. terreus
(secuencia de aminoacidos proporcionada en el presente documento como SEQ ID NO: 2), asi como mutantes,
variantes y formas truncadas de la misma, como se describira con mas detalle a continuacion).

Como se divulga en el presente documento, un "donante de acilo" o "transportador de acilo" es un compuesto que
tiene un grupo acilo que puede transferirse a un sustrato diana, tal como, por ejemplo, simvastatina y/precursor o un
compuesto relacionado. Tipicamente, un "donante de acilo" o "transportador de acilo" es un tioéster que dona
(mediado por una aciltransferasa) un resto acilo a una region especifica sobre una molécula diana, tal como, por
ejemplo, el grupo hidroxilo C8 de la monacolina J. En la técnica se conocen una amplia variedad de tales agentes
que tienen esta actividad. Véase, por ejemplo, el documento WO 2007/139871. Ademas de los conocidos en la
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técnica y que en la presente divulgacion se muestra que tienen esta actividad, cualquier potencial
donante/transportador de acilo conocido en la técnica (o sintetizado de novo) que tenga la capacidad de acilar un
sustrato diana a través de una aciltransferasa, tal como C8 de monacolina J (que produce de este modo
simvastatina), puede identificarse facilmente mediante experimentos comparativos con los donantes de acilo
divulgados.

Otros ejemplos de donantes de acilo incluyen, pero sin limitaciones, a-dimetilbutiril-SNAC, acil-tioésteres, acil-CoA,
butiril-CoA, benzoil-CoA, acetoacetil-CoA, B-hidroxibutiril-CoA, malonil-CoA, palmitoial-CoA, butiril-tioésteres, N-
acetilcisteamina tioésteres (SNAC), metil-tioglicolato (SMTG), benzoil-SNAC, benzoil-SMTG o a-S-metilbutiril-SNAC.
Estos compuestos se pueden producir de forma natural o sintética y, en algunos casos, pueden atravesar una
membrana celular. Se puede afiadir una serie de estos compuestos a un medio de reacciéon que comprende LovD y
monacolina J para producir, por ejemplo, simvastatina.

“Acil-SNAC", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a a-dimetilbutiril-SNAC. Como se sabe en la
técnica, el acil-SNAC puede atravesar una membrana celular en condiciones in vivo. LovD puede usar acil-SNAC
como sustrato para iniciar la reaccion de monacolina J a simvastatina mediante acilacién regioespecifica del grupo
hidroxilo C8 de monacolina J. El acil-SNAC puede donar su grupo acilo a LovD.

"Alquilo" significa un grupo alquilo no sustituido o sustituido. Un grupo alquilo puede ser, por ejemplo, ciclico,
aciclico, ramificado o lineal.

"Arilo" significa un grupo arilo no sustituido o sustituido y puede comprender heterociclos.

“Un tioéster gue comprende un resto acilo” significa un tioéster que tiene un resto acilo que sufre una transferencia
mediada a un sustrajo cuando se trata en las condiciones adecuadas con una aciltransferasa. Por ejemplo, un
compuesto de férmula general R-C(=0)-SR’, en la que R es un alquilo o arilo y R' es variable comprende un grupo
acilo como R-C(=0)-.

"Un medio de reaccién adecuado"” es un sistema disolvente, mono o bifasico, que permite que los componentes de la
mezcla de reaccion se combinen y produzcan el producto. Ejemplos de medios de reaccion incluyen éter, acetato de
etilo, hexanos, tetrahidrofurano, metanol, isopropanol, acetona, dimetilformamida, diclorometano, cloroformo, éter
metil terc-butilico (MTBE), agua, acetonitrilo y combinaciones de los mismos. Los medios de reaccion pueden
tamponarse para mantener un pH o intervalo de pH especificos, tal como mediante la adicion de acidos, bases o
sales. Por ejemplo, un medio de reaccién de ejemplo es una suspension acuosa tamponada con trietanolamina de
reactivos. Otro medio de reaccion de ejemplo es acetato de etilo con la adicion de metanol. Preferentemente, los
medios de reaccién se mantienen a temperaturas controladas, en atmésferas inertes, tales como argén o nitrégeno,
y con agitacién mecanica o magnética.

Un "compuesto secuestrante" es un compuesto que se une, modifica quimicamente, a una forma inerte (con relacion
a la actividad enzimatica) o elimina un subproducto formado durante una reaccién de acilacion mediada por
aciltransferasa. El proceso de unién o modificacion quimica de un compuesto en una forma inerte también se
denomina secuestro.

“Carbon activado” es una forma de carbono que ha sido procesada para proporcionar una superficie muy grande.
Una forma adecuada de carb6n activado esta representada por Fluka® puriss.p.a. Carbdn activado en polvo (n.°
CAS 7440-44-0, adsorcién de yodo (0,05 de /1) de > 70 ml/g).

"Acilacién mediada por LovD aciltransferasa" significa que la acilaciéon de un sustrato esta mediada por la LovD
aciltransferasa. Sin estar limitado por teoria de operacion alguna, se cree que la LovD aciltransferasa es acilada por
un compuesto tioéster, aceptando el resto acilo del tioéster y produciendo un subproducto de tiol. Posteriormente, un
hidroxilo libre puede aceptar el resto acilo unido a la LovD aciltransferasa, acilandose ella misma y regenerando la
LovD aciltransferasa activa. Se ha descubierto que la produccion de compuestos de tiol durante la reaccion de la
aciltransferasa da lugar a una disminucién de la actividad de la enzima. En particular, se ha descubierto que los
compuestos de tiol inhiben la velocidad de conversién enzimatica del sustrato en la diana.

"Agente de precipitacién" es un agente quimico que induce la precipitacion de un compuesto o que convierte un
material de partida en un compuesto que se vuelve insoluble después de la posterior reaccion. Por precipitacion se
entiende la deposicion de materia insoluble en un medio de reaccion, es decir la formacion de un sélido en una
solucion durante una reaccién quimica. Un agente de precipitacion actla convirtiendo un compuesto normalmente
soluble en un compuesto que experimenta precipitacién en el medio de reaccién o que experimenta precipitacion en
el medio de reaccién tras la conversion adicional en una diana. Un agente de precipitacion también puede funcionar
manteniendo o ajustando el pH de la solucién. Por ejemplo, se puede usar hidroxido de amonio como agente de
precipitacion, en cuanto que el hidroxiacido de monacolina J puede convertirse en su sal de amonio antes de la
acilacion.. La acilacion en un medio de reaccién adecuado da como resultado un producto insoluble. El hidroxido de
amonio también funciona ajustando el pH de la solucion.
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"Insoluble”, "sustancialmente insoluble" y "parcialmente Insoluble" hacen referencia a la capacidad de un soluto para
formar una soluciéon en un disolvente liquido. La solubilidad se mide, a menos que se indique lo contrario, a
temperatura y presion ambientales. Una sustancia es insoluble si para un sistema disolvente dado, es decir, un
medio que comprende uno o mas disolventes, no es posible la disolucién completa a las concentraciones de
reaccion. Una sustancia es sustancialmente insoluble si no méas del 5 % de la sustancia sufre disolucion a las
concentraciones de reaccién en un sistema disolvente dado. Una sustancia es parcialmente insoluble si mas del 5 %
pero menos del 95 % de la sustancia sufre disolucion a las concentraciones de reaccion en un sistema dado. Un
agente de precipitacion alcanza al menos la insolubilidad parcial de un compuesto.

6.2. Descripcion detallada

La presente divulgacién, en una o mas realizaciones, proporciona métodos y materiales disefiados para aprovechar
una reacciéon de LovD aciltransferasa mejorada. Mas particularmente, una o mas realizaciones proporcionan un
método para la produccion de un sustrato quimico acilado con LovD, en el que se utiliza un secuestrante de tiol para
evitar la inhibicién de la enzima LovD aciltransferasa. Véase la figura 1. En una realizacion tipica, el método
comprende las etapas de combinar la enzima LovD aciltransferasa en un medio de reaccién que comprende un
secuestrante de tiol, un sustrato que comprende un resto hidroxilo libre y un tioéster. La LovD media la donacion de
un resto acilo desde el tioéster al resto hidroxilo libre, produciendo de este modo el compuesto diana. El
secuestrante de tiol secuestra, o de otra manera inactiva, el subproducto de tiol resultante, que se cree que actla
como un inhibidor enzimatico, permitiendo de este modo una conversién enzimatica mejorada del sustrato en el
producto.

En otras realizaciones, se divulga un método para la produccién de un sustrato quimico acilado por LovD, en el que
se utiliza un agente de precipitacién que hace que el producto final sea insoluble en el medio de la reaccion. En una
realizacién tipica, el método comprende las etapas de combinar la enzima LovD aciltransferasa en un medio de
reaccion que comprende un agente de precipitacion, un sustrato que comprende un resto hidroxilo libre y un tioéster.
La LovD media la donacion de un resto acilo desde el tioéster al resto hidroxilo libre, produciendo de este modo el
compuesto diana. El compuesto diana se vuelve insoluble como resultado del agente de precipitacion. La
eliminacion del compuesto diana mediante precipitacion da como resultado un desplazamiento favorable en el
equilibrio de la reaccién.

La presente divulgacion también proporciona, en una o mas realizaciones, un método de acilaciéon de un sustrato
quimico que comprende un compuesto hidroxilo libre usando LovD aciltransferasa, (i) un secuestrante de tiol y/o (ii)
un agente de precipitacion y un compuesto de formula general (1):

en la que:
R1 representa un grupo arilo o alquilo; y
Y es (a) -(CH2)n-NR2-(CO)-R3; 0 (b) -(CH2)n-(CO)O-R3; 0 (c) -(CH2)n-H 0 un grupo alquilo opcionalmente
sustituido o arilo opcionalmente sustituido;
en la que n es un nimero entero de 1-10 y R2 y R3 son, independientemente, un grupo alquilo o arilo.

El método comprende combinar el compuesto que contiene hidroxilo libre en un medio de reaccién adecuado con la
LovD aciltransferasa, (i) un secuestrante de tiol y/o (ii) un agente de precipitacion y un tioéster que comprende un
resto acilo. Por ejemplo, el compuesto que contiene hidroxilo libre se puede “afiadir a un matraz de fondo redondo
que comprende un medio de reaccién adecuado, tal como una solucién acuosa tamponada a pH 6-11 y, a menudo,
a pH 7-10, mediante la adiciéon de una base, por ejemplo trietanolamina, hidréxido de amonio, hidroxido de sodio u
otras bases inorganicas u organicas. Bajo agitacion, el recipiente de reaccién puede cargarse con la enzima LovD
aciltransferasa, (i) un secuestrante de tiol y/o (i) un agente de precipitacion y, después, el tioéster. La reaccién
puede monitorizarse para seguir la conversion del sustrato, tal como mediante HPLC, cromatografia en capa fina, u
otros métodos adecuados. Segun sea apropiado, se puede afiadir enzima adicional u otro reactivo (por ejemplo,
tioéster) para efectuar una conversion 6ptima. El procesamiento, tal como mediante inactivacion adecuada cuando
sea necesario, y la extraccion del compuesto diana o la filtracién directa del producto, pueden efectuarse cuando se
ha conseguido la conversion deseada. También se puede realizar filtracion, tal como a través de Celite®, y el secado
de extractos organicos, tal como mediante la adicién de sulfato de sodio o sulfato de magnesio o mediante secado
azeotrépico. Los extractos que contienen el producto pueden concentrarse mediante métodos apropiados, tal como
a presion reducida.

La presente divulgacion también proporciona, en una o mas realizaciones, un método de acilacién de un sustrato
quimico que comprende un compuesto hidroxilo libre usando LovD aciltransferasa, (i) un secuestrante de tiol y/o (ii)
un agente de precipitacion y un compuesto de formula general (ll):
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o)
O
R; S/\"(\Rg
o

en la que:

R1y Rz representan, independientemente, un grupo arilo o alquilo; y
Y es -(CH2)n- 0 un grupo alquilo opcionalmente sustituido o arilo opcionalmente sustituido;

en la que n es un numero entero de 1-10.

El método comprende combinar el compuesto que contiene hidroxilo libre en un medio de reaccién adecuado con la
LovD aciltransferasa, (i) un secuestrante de tiol y/o (ii) un agente de precipitacion y un tioéster que comprende un
resto acilo. El sustrato quimico puede ser lovastatina, monacolina J (0 sus hidroxiacidos o sales hidroxiacidas) o
analogos de los mismos que comprenden un grupo hidroxilo libre. La presente divulgacion también proporciona, en
una o mas realizaciones, un método de acilacién de un sustrato quimico que comprende un compuesto hidroxilo
libre usando LovD aciltransferasa, (i) un secuestrante de tiol y/o (ii) un agente de precipitacion y un compuesto de

férmula general (l11):
0 o}
B
R; 3/\H R,

en la que:

R1y Rz representan, independientemente, un grupo arilo o alquilo; y
Y es -(CH2)n- 0 un grupo alquilo opcionalmente sustituido o arilo opcionalmente sustituido;

en la que n es un numero entero de 1-10.

El método comprende combinar el compuesto que contiene hidroxilo libre en un medio de reaccion adecuado con
LovD aciltransferasa, (i) un secuestrante de tiol y/o (ii) un agente de precipitaciéon y un tioéster que comprende un
resto acilo. El sustrato quimico puede incluir lovastatina, monacolina J (o sus hidroxiacidos o sales hidroxiacidas) y
analogos de los mismos que comprenden un grupo hidroxilo libre. La presente divulgacion también proporciona, en
una o mas realizaciones, un método de acilacién de un sustrato quimico que comprende un compuesto hidroxilo
libre usando LovD aciltransferasa, (i) un secuestrante de tiol y/o (ii) un agente de precipitacion y un compuesto de

férmula (1V):
0
\OJK/\S

La presente divulgacion comprende, en una 0 mas realizaciones, un método de acilacion de lovastatina o
monacolina J (o sus hidroxiacidos o sales hidroxiacidas) y analogos de los mismos utilizando LovD aciltransferasa,
() un secuestrante de tiol que comprende carbén activado y/o (ii) un agente de precipitacion que comprende
hidréxido de amonio y un compuesto de formula (IV), que comprende la combinacion de los reactivos en un medio
de reaccion adecuado, permitiendo de este modo que LovD produzca formas aciladas de lovastatina o monacolina J.

Como se muestra en la tabla 1, los tioésteres, como se usan en la presente divulgacion, tienen velocidades relativas
de reactividad, lo que significa que algunos compuestos de tioéster aumentan la velocidad de reaccién. En los
métodos de la presente divulgacién se pueden usar como tioésteres uno cualquiera 0 mas de los compuestos
mostrados en la Tabla 1. El Compuesto IV es un tioéster preferido, ya que su actividad relativa es alta.
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Tabla 1
Actividad
Compuesto Estructura relativa a
24 h (%)

0 Q
\Y /*J\S /\/ILOMe ++++
0

Vi /%J\S/ +
Vi /%LS/\ ++
o]
Vi /%J\SJ\ +
0]
IX /%J\S/\/\ +++

+=0-1 ++= 1-10 +++= 10-75 ++++ = 75-100

La presente divulgacion también proporciona, en una o mas realizaciones, un método para mejorar la actividad
enzimatica de LovD. El método comprende la adicion de (i) un secuestrante, preferentemente un secuestrante de
tiol, y, lo méas preferentemente carb6n activado y/o (ii) un agente de precipitacion, preferentemente un agente que
hace que el producto sea sustancialmente insoluble y, mas preferentemente, hidréxido de amonio. En una
realizacién de ejemplo, el hidroxiacido de monacolina J, la sal de sodio se acila usando una enzima LovD o variante
de LovD usando un tioéster en presencia de carbén activado. En otra realizacion de ejemplo adicional, se carga un
medio de reaccion con 75 g/l de hidroxiacido de monacolina J, sal de sodio, 1,5 g/l de enzima (LovD o cantidad
equivalente de la variante de LovD), 1,7 equivalentes (con respecto al sustrato) de tioéster, y 10 g/l de carbdn
activado. La reaccién puede llevarse a cabo usando un tampén de trietanolamina 200 mM a pH 9,0 a temperatura
ambiente. En el ejemplo de ejemplo, > 98 % del sustrato se convierte en producto acilado en 24 horas. Las
concentraciones relativas de los reactivos en el ejemplo de ejemplo son tipicas de una realizacién preferida.

En algunas realizaciones, el carbén activado se afiade en cantidad suficiente para secuestrar al menos el 20 %, al
menos el 30 %, al menos el 40 %, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al
menos el 80 %, al menos el 85 % y al menos el 90 %del subproducto de tiol y, lo mas preferentemente, en cantidad
suficiente para secuestrar al menos el 98 % de subproducto de tiol. El carbén activado también se puede afadir en
proporcion a la cantidad de disolvente; por ejemplo, se pueden afiadir 2-20 gramos de carbon activado por litro de
disolvente. Preferentemente, se afiaden 5-15 gramos de carbén activado por litro de disolvente. Lo mas
preferentemente, se afiaden 10 gramos de carb6n activado por litro de disolvente. La adicién de carbdn activado en
una realizacion se realiza antes de la adicion de la enzima y la molécula donante. La clarificacién de un sustrato, tal
como durante el procesamiento de una reaccion, puede implicar, a veces, el uso de carbon activado. Una experto en
la técnica apreciara que el uso de carbon activado de esta manera no proporciona una reaccién enzimatica
mejorada porque ya se ha alcanzado la conversion maxima y ya no es posible lograr la ventaja de una velocidad
enzimética aumentada.

Los agentes precipitantes pueden producir compuestos con solubilidad reducida, incluyendo sales. Pueden usarse
diversas sales, incluyendo sales que contienen iones de metales alcalinos y metales alcalinotérreos, tales como
calcio, bario, litio y magnesio. Un ejemplo de agente de precipitaciéon puede incluir, por ejemplo, hidréxido de calcio.
También se pueden usar sales de amina, incluyendo las formadas a partir de aminas primarias, secundarias,
terciarias, aminas aromaticas, sales de amonio cuaternario y poliaminas de las mismas. También se pueden usar
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agentes secuestrantes, incluidas resinas de intercambio iénico y otras especies poliméricas, para efectuar la
eliminacion del producto de la solucién.

En otra realizacion de ejemplo, a un medio de reaccion se afiaden de 25 a 200 g/l, también de 30 a 150 g/l, y, a
menudo, de 50 a 100 g/L (preferentemente, aproximadamente 75 g/l) de sustrato. Ademas, se afiaden de 0,25 a 10
g/l, también de 0,3 a 8 g/l y, a menido, de 0,5 a 6 g/l (preferentemente 0,75 g/l) de la enzima LovD o variante, y de
1,0 a 5, también de 1,0 a 2,5y, a menudo, de 1,05 a 1,7 (preferentemente 1,1) equivalentes de tioéster. El pH se
controla mediante, por ejemplo, un pH stat, que mantiene el pH del sistema de aproximadamente 8,5 a 9,5 v,
preferentemente, 9,0 mediante titulacion con hidréxido de amonio. El hidréxido de amonio también funciona como
agente de precipitacion. En realizaciones preferidas, no se utiliza tampén. Un sistema de disolvente tipico puede ser
agua. La reaccion se realiza, preferentemente, con agitacion a temperatura ambiente.

En una realizacion ejemplar, la simvastatina se produce a partir de lovastatina que comprende una primera etapa de
hidrélisis. La hidrolisis puede efectuarse para proporcionar monacolina J como el hidroxiacido libre o la sal de sodio
del hidroxiacido. Véase la figura 2. La hidrdlisis también puede efectuarse de una manera que proporcione
monacolina J como una sal de amonio.

La monacolina J como el hidroxiacido puede (i) convertirse en una 0 mas sales, tales como sus correspondientes
sales de sodio o de amonio; y, después, (ii) acilarse para proporcionar un compuesto precursor de simvastatina.
Cuando se forma una sal de sodio u de otro tipo que no sea amonica del compuesto precursor de simvastatina, por
ejemplo, el compuesto 150 de la Figura 3, la sal no amdnica puede convertirse en una sal de amonio (155). La
lactonizacion de la sal de amonio (155) proporciona simvastatina (160). Como alternativa, cuando se usa una sal de
amonio de monacolina J, la sal de amonio de monacolina J puede acilarse directamente al precursor de simvastatina
de la sal de amonio (155). Algunas de las diversas rutas a la simvastatina se ilustran en la Figura 3.

La aciltransferasa también se puede usar para efectuar una o mas etapas de hidrélisis, ademas de la acilacion de la
lovastatina. Por ejemplo, la LovD aciltransferasa puede usarse para efectuar la hidrélisis de lovastatina en una LovD
lovastatina hidrolizada (monacolina J lactona) y la acilacién del hidroxilo libre en C8. Véase la figura 6.

En la practica de los métodos de la divulgacién, pueden utilizarse diversas cantidades de sustrato, reactivo y se
pueden usar condiciones de reaccion para llevar a cabo los métodos de una o mas realizaciones. Los parametros
ajustables incluyen la concentracion de sustrato en solucion, el nimero de equivalentes del donante de acilo con
respecto al sustrato, el tipo de tampon y la concentracion, la carga de peso, las condiciones atmosféricas, tales
como la presién parcial y el tipo de gas, por ejemplo, aire, nitrégeno, oxigeno, argén, etc., la cantidad de
secuestrante de tiol (si esta presente), la cantidad de agente de precipitacion (si esta presente), el pH de la reaccion,
la temperatura y la velocidad de agitacion, la presencia o ausencia de codisolvente, el tiempo de reaccion y la
manera en que el sustrato se aisla o se prepara para una reaccién adicional.

En una o mas realizaciones, se hace reaccionar la sal de sodio del hidroxiacido de monacolina J a una carga de
sustrato entre aproximadamente 1y 250 g/l, a menudo de 1 g/l a 150 g/l o de 50 g/l a 150 g/I. Preferentemente, la sal
de sodio del hidroxiacido de monacolina J se hace reaccionar a una carga de sustrato entre 75 g/l y 150 g/I. Lo mas
preferentemente, la sal de sodio del hidroxiacido de monacolina J se hace reaccionar usando una carga de sustrato
de aproximadamente 75 g/l. Un experto en la técnica apreciara que los valores de carga del sustrato pueden
convertirse facilmente en una molaridad, en la que la molaridad es una medida de la concentracién de un soluto en
solucién. Por ejemplo, una carga de 75 g/l de la sal de sodio de hidréxido de monacolina J (MJ) tiene una molaridad
aproximada de 0,21 M (75 g/l de MJ x (1 mol/360,42 g de MJ)). En otras realizaciones, los sustratos distintos de la
sal de sodio de hidroxiacido de monacolina J pueden acilarse de acuerdo con los métodos de la divulgacion.
Preferentemente, dichas acilaciones se produciran con una concentraciéon de sustrato que tiene una molaridad
dentro de los intervalos dados para la sal de sodio de hidroxiacido de monacolina J. Por ejemplo, una condicién de
reaccion altamente preferida para la acilacion de un sustrato es una molaridad de sustrato de aproximadamente 0,21
M.

La reaccion puede llevarse a cabo en una serie de condiciones de reaccion diferentes. Tipicamente, la reaccion se
lleva a cabo comprendiendo de aproximadamente 0,2 a 10 g/l, a menudo de 0,25 a 5 g/, de la variante del
polipéptido LovD, de aproximadamente 1 a 250 g/l, a menudo de 50 a 150 g/l, del sustrato de monacolina J (0 una
sal del mismo) y de aproximadamente 1 a 10 equivalentes, a menudo de 1 a 2 equivalentes, de cosustrato de a-
dimetilbutiril tioéster. Normalmente, la reaccion se lleva a cabo en un tampdén acuoso (de 0 a 300 mM,
preferentemente de 50 a 300 mM, mas preferentemente 200 mM) que tiene un pH en el intervalo de pH 7,5 a 10,5, a
menudo un pH de 8,0 a 9,5 o0 un pH de 8,5 a 9,5. La identidad del tampd6n no es crucial. Los tampones adecuados
incluyen, pero sin limitaciones, trietanolamina (TEA), fosfato de potasio, o puede no usarse un tampén.

También se pueden usar sistemas de codisolventes acuosos. Tales codisolventes incluiran, tipicamente, de
aproximadamente 1 a 10 % de un codisolvente organico polar. Los codisolventes organicos polares adecuados
incluyen, pero sin limitaciones, MeCN, DMSO, alcohol isopropilico (IPA), dioxano, THF, acetona y MeOH.

En una o mas realizaciones, el donante de acilo se carga en el recipiente de reaccién en una concentracién entre
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aproximadamente 1,0 o 1,05 y aproximadamente 4 equivalentes con respecto al sustrato. En realizaciones
preferidas, el tioéster esta presente en una cantidad entre 1,1 y 2,0 equivalentes con respecto al sustrato. Mas
preferentemente, el tioéster esta presente en una cantidad entre 1,1 y 1,7 equivalentes.

Se ha encontrado que, en ciertas acilaciones de un sustrato usando LovD aciltransferasa, el pH puede afectar a la
progresion de la reaccion. Por consiguiente, en una o mas realizaciones, la reaccién de aciltransferasa tiene lugar a
un pH mayor que 7. Preferentemente, el pH es mayor que 8. Mas preferentemente, el pH estad entre
aproximadamente 8,0y 10,5y, lo mas preferentemente, el pH esta entre aproximadamente 8,0y 9,5.

La reaccion de acilacion puede efectuarse a diversas temperaturas, incluyendo entre 15 °C y 45 °C, también entre
20°C y 40 °C, y entre 20 °C y 3 5°C. Preferentemente, la reaccion tiene lugar a una temperatura entre 22 °C y 28 °C.
Lo mas preferentemente, la reaccion se produce a aproximadamente 25 °C. Preferentemente, la reaccion de
acilacion se produce con agitaciéon. En algunos casos, se puede afiadir un codisolvente para ayudar a la solvatacién
completa de uno o mas componentes del medio de reaccién o para evitar la formacioén de suspensiones intratables.
En realizaciones preferidas, la acilacién de la sal de sodio de hidroxiacido de monacolina J o la sal de amonio, no
requiere la adicion de codisolvente.

En algunas realizaciones, se aflade una alimentacion controlada de sustrato, tal como, pero sin limitaciones, sustrato
en solucién. Por ejemplo, se puede usar una bomba de jeringa para suministrar una alimentacion controlada de
sustrato disuelto en un sistema disolvente. En una realizacién alternativa, el sustrato se puede afiadir en lotes, por
ejemplo, a una carga inicial de sustrato le sigue, en algun periodo de tiempo mas tarde, una segunda carga. En adn
otra realizacién, a una Unica carga puede seguirle una alimentacién controlada de sustrato.

El tiempo de reaccion, es preferentemente, de duracion suficiente para permitir la conversién completa del sustrato
en el producto diana. En una realizacion preferida que usa la sal de sodio de hidroxiacido de monacolina J en una
cantidad preferida y usando condiciones preferidas, se deja que la reaccién avance entre 2 y 48 horas antes del
procesamiento. En algunas realizaciones preferidas, el transcurso de la reaccién se controla por métodos
adecuados. La reaccion se inactiva, o, de otro modo, se "procesa", cuando la monitorizacion indica que no hay un
grado apreciable de conversién adicional del sustrato en el producto diana. El aislamiento puede implicar extraccién.
En una realizacion preferida se utilizan uno o mas voliumenes de éter metil terc-butilico (MTBE) para realizar una
primera extraccion antes del ajuste del pH de la fase acuosa y la posterior extraccion con acetato de etilo (EtOAc)
como se describe a continuacion en los ejemplos. Un experto en la técnica apreciara que el tiempo de reaccion y las
condiciones de procesamiento para diversos sustratos pueden determinarse usando métodos conocidos y no mas
gque una experimentacion rutinaria.

Se contempla que el exceso de tioéster puede recuperarse de una o mas corrientes de desecho. Por ejemplo, en
una realizacién, el tioéster en exceso o sin reaccionar se extrae en MTBE. El extracto de MTBE puede, a
continuacion, someterse a uno o mas lavados acuosos, preferentemente lavados acuosos basicos, para eliminar el
subproducto de tiol. A continuacion, el tioéster purificado se puede volver a someter a las condiciones de reaccién
como un material reciclado bruto o0 como una mezcla con tioéster recién preparado. En algunas realizaciones, el
tioéster reciclado se destila para aumentar la pureza antes de la adicién al medio de reaccion.

El orden de adicion de los materiales puede variar en una o mas realizaciones. Por ejemplo, pueden utilizarse las
siguientes 6rdenes de adicidn: enzima, secuestrante, tioéster; secuestrante, enzima, tioéster; o secuestrante,
tioéster, enzima. En realizaciones en las que no se utiliza un secuestrante, la enzima o el tioéster pueden afiadirse
primero al medio de reaccion.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende la acilacion de un precursor de simvastatina usando (i) un
agente de precipitacion y/o (ii) un agente secuestrante. En un aspecto de una o mas realizaciones, un experto en la
técnica puede evaluar la solubilidad de las sales de simvastatina. Por ejemplo, un experto en la técnica podria
generar las sales de sodio, potasio, calcio, magnesio y amonio de simvastatina o un precursor de la misma. El
experto en la técnica podria después evaluar estas sales en diversos sistemas disolventes. Por tanto, el experto en
la técnica compararia la solubilidad de estas sales en un sistema disolvente dado frente a la solubilidad de la sal de
monacolina J correspondiente. Las sales de monacolina J que son solubles en el sistema disolvente dado que
producen sales de simvastatina que tienen solubilidad reducida (o baja o nula solubilidad) en el sistema disolvente
pueden usarse después en un proceso para producir simvastatina que utiliza la precipitacion del producto para
desplazar favorablemente el equilibrio de la reaccion.

Los diversos métodos y procesos descritos en el presente documento no se limitan al uso de cualquier enzima LovD
aciltransferasa especifica y pueden llevarse a cabo con cualquier LovD aciltransferasa capaz de catalizar la
transferencia de acilo deseada. Las LovD aciltransferasas Utiles en los procesos y métodos descritos en el presente
documentoincluyen, pero sin limitaciones, la LovD aciltransferasa de tipo salvaje obtenible de A. terreus (cuya
secuencia de aminoacidos se proporciona como SEQ ID NO: 2; véanse también los documentos WO 00/037692 y
WO 2007/139871), los diversos mutantes de esta LovD aciltransferasa de tipo salvaje descritos, por ejemplo, en
Biotechnol Bioeng, 2009 Jan 1; 102 (1): 20 - 8, y las diversas variantes descritas en la solicitud de patente de
Estados Unidos n.° 61/247.253, presentada el 30 de septiembre de 2009, titulada "Polipéptidos variantes de LovD y
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sus usos" y la solicitud relacionada presentada simultaneamente con el mismo nombre con el nimero de expediente
376247-043US (105191) {CX2-032}, ambas denominadas en conjunto “solicitudes de variantes".

Como se divulga en las solicitudes de variantes, se han descubierto numerosas variantes de LovD aciltransferasas
gue tienen propiedades mejoradas en comparacion con la LovD aciltransferasa de tipo salvaje de SEQ ID NO: 2.
Todas estas variantes de LovD se pueden utilizar de forma ventajosa en los métodos y procesos descritos en el
presente documento. Por ejemplo, tal como se divulga en las solicitudes anteriores, tales LovD aciltransferasas
variantes incluyen una o mas mutaciones en posiciones seleccionadas que se correlacionan con una o mas
propiedades mejoradas, tales como actividad catalitica incrementada, estabilidad térmica aumentada, agregacion
reducida y/o estabilidad incrementada a condiciones de lisis celular. Las LovD aciltransferasas variantes puede
incluir una 0 mas mutaciones de una sola categoria (por ejemplo, una o mas mutaciones que aumentan la actividad
catalitica) o mutaciones de dos o mas categorias diferentes. Mediante la seleccion de mutaciones que se
correlacionan con propiedades especificas, pueden obtenerse facilmente polipéptidos de LovD variantes adecuados
para su uso en condiciones especificadas.

Las posiciones en la LovD aciltransferasa de tipo salvaje de la secuencia de SEQ ID NO: 2 en la que se han
encontrado mutaciones que se correlacionan con una o0 mas propiedades mejoradas, tales como actividad catalitica
aumentada incluyen, pero sin limitaciones, A123, M157, S164, S172, L174, A178, N191, L192, A247, R250, S256,
A261, G275, Q297, L361, V370 y N391. Las mutaciones especificas de ejemplo de la LovD aciltransferasa de tipo
salvaje de SEQ ID NO: 2 que se correlacionan con una actividad catalitica incrementada incluyen, pero sin
limitaciones, A123P, M157V, S164G, S172N, L174F, A178L, N191G, L192I, A247S, R250K, S256T, A261H, G275S,
Q297G, L361M, V370l y N391S.

Las posiciones adicionales en las que se han encontrado mutaciones que se correlacionan con una o mas
propiedades mejoradas, tales como la estabilidad térmica, incluyen, pero sin limitaciones, Q241, A261, Q295 y
Q412.. Entre las mutaciones especificas de ejemplo de la LovD aciltransferasa de tipo salvaje de SEQ ID NO: 2 que
se correlacionan con una estabilidad térmica aumentada se incluyen, pero sin limitaciones, Q241M, A261H, Q295R y
Q412R.

Otras posiciones adicionales en las que se han encontrado mutaciones que se correlacionan con una 0 mas
propiedades mejoradas, tales como la agregacién reducida, incluyen, pero sin limitaciones, N43, D96 y H404. Entre
las mutaciones especificas de ejemplo de la LovD aciltransferasa de tipo salvaje de SEQ ID NO: 2 que se
correlacionan con una agreagacion reducida se incluyen, pero sin limitaciones, N43R, D96R y H404K.

Todavia otras posiciones en las que se han encontrado mutaciones que se correlacionan con una 0 mas
propiedades mejoradas, tales como la estabilidad aumentada, incluyen, pero sin limitaciones, C40, C60 y D254.
Entre las mutaciones especificas de ejemplo de la LovD aciltransferasa de tipo salvaje de SEQ ID NO: 2 que se
correlacionan con una estabilidad aumentada se incluyen, pero sin limitaciones, C40R, C60R y D254E.

También se descubrieron posiciones que podian mutarse sin efectos perjudiciales, confirieran o no dichas
mutaciones a la LovD aciltransferasa propiedades mejoradas. Las posiciones dentro de la secuencia de LovD
aciltransferasa de tipo salvaje de la SEQ ID NO: 2 que pueden mutarse sin efectos perjudiciales incluyen, pero sin
limitaciones, 14, A9, K26, R28, 135, C40, S41, N43, C60, S109, S142, A184V, N191S, A261, L292, Q297, L335,
A377, A383, N391 y H404. Las mutaciones especificas de ejemplo que se pueden incorporar en estas posiciones
incluyen, pero sin limitaciones, 14N, A9V, K26E, R28K, R28S, 135L, C40A, C40V, C40F, S41R, N43Y, C60F, C60Y,
C60N, C60H, S109C, S142N, A184T, Al84V, N191S, A261T, A261E, A261V, L292R, Q297E, L335M, A377V,
A383V, N391D y H404R.

Las LovD aciltransferasas que tienen secuencias que corresponden a la SEQ ID NO: 2 y que incluyen una o mas
mutaciones en cualquiera de las posiciones mencionadas anteriormente son Utiles en los métodos y procesos
descritos en el presente documento. En una realizacion especifica, las LovD aciltransferasas U(tiles tienen
secuencias que corresponden a la SEQ ID NO: 2 e incluyen mutaciones en las posiciones L174 y A178 (en una
realizacién especifica L174F y A178L), y, opcionalmente, de 1 a aproximadamente 30 mutaciones adicionales, que
pueden seleccionarse de las posiciones y los residuos tratados anteriormente. En otra realizacién especifica, las
LovD aciltransferasas Utiles tienen secuencias que corresponden a la SEQ ID NO: 2 e incluyen al menos las
siguientes mutaciones: A123P, L174F, A178L, N191(S o G), A247S y L361M, y de cero hasta aproximadamente 26
mutaciones adicionales, que se pueden seleccionar de las diversas posiciones y mutaciones diferentes tratadas
anteriormente.

Como se describe en las solicitudes de variantes, se cree que el aminoacido en la posicidon 76 puede estar implicado
en la catalisis. Preferentemente, deben evitarse las mutaciones en esta posicién de residuo. También se cree que
los aminoacidos en las posiciones 79, 148, 188 y/o 363 pueden contribuir a la catalisis. Asimismo, preferentemente
se evitan las mutaciones en estas posiciones.

Ademas de las mutaciones descritas anteriormente, las LovD aciltransferasas utiles también pueden incluir
mutaciones conservadoras en una 0 mas posiciones (independientemente o ademas de las mutaciones discutidas
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anteriormente). Generalmente, las LovD aciltransferasas de tipo salvaje y variantes que incluyen mutaciones
conservadoras contendran de 1 a 20 mutaciones de este tipo. En realizaciones adicionales, las LovD
aciltransferasas de tipo salvaje y variantes que estan truncadas en uno o ambos extremos y que retienen su
actividad catalitica se pueden usar en los métodos y procesos descritos en el presente documento. En algunas
realizaciones, tales LovD aciltransferasas truncadas incluyen LovD aciltransferasas de tipo salvaje o variantes, en
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las que se omitieron de 1 a 15 aminoacidos del extremo N y/o de 1 a 6 aminoacidos del extremo C.

En la tabla 2, mas adelante, se proporcionan realizaciones especificas de LovD aciltransferasas variantes que tienen
una actividad catalitica mejorada en comparacién con la aciltransferasa de tipo salvaje de SEQ ID NO: 2 que son

Utiles en los métodos y procesos descritos en el presente documento.

Tabla 2
N.° de Mutaciones (respecto a la SEQ ID NO:2) Actividad*
variante
120 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; L361M; +
4 I35L; A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; L361M,; +
6 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; G275S; L361M,; +
8 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; R250K; L361M; +
10 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; Q297E; L361M,; +
12 R28K; A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; L361M; +
14 A123P; L174F; A178L; A184T; N191S; A247S; L361M; +
16 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; Q297E; L361M,; +
18 A123P; L174F; A178L; N191S; L192I; A247S; L361M; +
20 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; R250K; L361M; +
22 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; A261E; L361M,; +
24 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; L361M; H404R,; +
26 K26E; A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; L361M; +
28 A123P; S172N; L174F; A178L; N191S; A247S; G275S; L361M; ++
30 A123P; M157V; S172N; L174F; A178L; N191S; A247S; G275S; L361M,; ++
32 A123P; L174F; A178L; N191G; A247S; G275S; L361M,; +
34 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; G275S; L335M; L361M; +
36 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; G275S; L361M; H404K; +
38 A123P; L174F; A178L; A184V; N191S; A247S; G275S; L361M,; +
40 D96R; A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; G275S; L361M; +
42 A123P; L174F; A178L; N191G; A247S; G275S; L361M,; +
44 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; G275S; L335M; L361M; +
46 A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; G275S; L292R; L361M; +
48 A123P; L174F; A178L; N191S; L192I; A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M; ++
50 A123P; L174F; A178L; N191S; L192I; A247S; R250K; G275S; L361M,; ++
52 K26E; C40R; N43Y; A123P; L174F; A178L; N191S; L192l; A247S; G275S; | ++
L361M;
54 K26E; C40R; A123P; L174F; A178L; N191S; L192I; A247S; G275S; L361M,; ++
56 K26E; A123P; L174F; A178L; N191S; A247S; G275S; L361M; +
- A9V; K26E; A123P; M157V; S172N; L174F; A178L; N191S; L192I; A247S;|+++
R250K; G275S; Q297E; L361M; A383V;
60 K26E; A123P; M157V; S172N; L174F; A178L; N191S; L192I; A247S; R250K; | +++
G275S; L361M,;
62 A123P; M157V; S172N; L174F; A178L; N191G; A247S; G275S; L335M; L361M; | ++
64 N43R; D96R; A123P; M157V; S172N; L174F; A178L; N191S; A247S; G275S; | ++
L361M; H404K;
66 A9V; K26E; A123P; M157V; S172N; L174F; A178L; N191S; L192I; A247S;|+++
R250K; S256T; G275S; Q297E; L361M; A383V;
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(Continuacion)

Tabla 2

N.° de Mutaciones (respecto a la SEQ ID NO:2) Actividad*
variante
68 A9V; K26E; S41R; A123P; M157V; S172N; L174F; A178L; N191S; L192|;|+++
A247S; R250K; A261V; G275S; Q297E; L361M; A383V;
70 A9V; K26E; R28K; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; N191G; |+++
L192l; Q241M; A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M; V370I; A383V;
72 A9V; K26E; R28K; C40R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; +++
N191G; L192l; Q241M; A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M; V370I; A383V;
74 A9V; K26E; R28K; C40R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; +++
N191G; L192l; Q241M; A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M; V370I; A383V;
76 A9V; K26E; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; N191G; L192I; | +++
A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M; V370I; A377V; A383V;
78 A9V; K26E; N43R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; N191G; |++++
L192l; Q241M; A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M; V370I; A383V; H404K;
80 A9V; K26E; N43R; D96R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; ++++
N191G; L192l; Q241M; A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M; V370I; A383V;
H404K;
82 A9V; K26E; D96R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; N191G; |++++
L192l; Q241M; A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M; V370l; A383V;
84 A9V; K26E; D96R; A123P; M157V; S172N; L174F; A178L; N191G; L192I, +++
Q241M; A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M; V370I; A383V;
86 A9V; K26E; N43R; D96R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; +++
N191G; L192l; A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M; V370Il; A383V; H404K;
88 A9V; K26E; N43R; D96R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; ++++
N191G; L192l; Q241M; A247S; R250K; G275S; Q297E; L361M; V370I; A383V;
90 A9V; K26E; R28S; N43R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; ++++
N191G; L192l; Q241M; A247S; R250K; D254E; G275S; Q297E; L361M; V370I;
A383V; H404K;
92 A9V; K26E; N43R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; N191G; |++++
L1921; Q241M; A247S; R250K; A261V; G275S; Q295R; Q297E; L361M; V370l,
A383V; H404K; Q412R;
94 A9V; K26E; N43R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; N191G; | ++++
L1921; Q241M; A247S; R250K; A261V; G275S; Q297E; L361M; V370I; A383V;
H404K;
96 A9V; K26E; N43R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; N191G; |++++
L192l; Q241M; A247S; R250K; A261V; G275S; Q295R; Q297E; L361M; V370I;
A383V; N391D; H404K;
98 A9V; K26E; N43R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; N191G; |++++
L1921; Q241M; A247S; R250K; S256T; A261V; G275S; Q297G; L361M; V370I,
A383V; N391S; H404K;
100 A9V; K26E; N43R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; N191G; |++++

L1921; Q241M; A247S; R250K; S256T; A261V; G275S; Q297G; L361M; V370,
A383V; N391S; H404K;
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(Continuacion)

Tabla 2
N.° de Mutaciones (respecto a la SEQ ID NO:2) Actividad*
variante
102 A9V; K26E; N43R; S109C; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; ++++
N191G; L192I; Q241M; A247S; R250K; S256T; A261V; G275S; Q297G; L361M;
V370I; A383V; N391S; H404K;
104 A9V; K26E; N43R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174P; A178L; N191G; |++++
L192I; Q241M; A247S; R250K; S256T; A261H; G275S; Q297G; L361M; V370lI;
A383V; N391S; H404K;
106 A9V; K26E; N43R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; N191G; |++++
L192I; Q241M; A247S; R250K; S256T; A261H; G275S; Q295R; Q297G; L361M,;
V370I; A383V; N391S; H404K; Q412R;
108 14N; A9V; K26E; R28S; N43R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; |++++
N191G; L192I; Q241M; A247S; R250K; S256T; A261H; G275S; Q297G; L361M,;
V370l; A383V; N391S; H404K;
110 14N; A9V; K26E; R28S; N43R; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; |++++
N191G; L192I; Q241M; A247S; R250K; D254E; S256T; A261H; G275S; Q297G;
L361M; V370I; A383V; N391S; H404K;
112 14N; A9V; K26E; R28S; N43R; S109C; A123P; M157V; S164G; S172N; L174F; |++++
A178L; N191G; L192I; Q241M; A247S; R250K; S256T; A261H; G275S; Q295R;
Q297G; L361M; V370l; A383V; N391S; H404K; Q412R,;
114 14N; A9V; K26E; R28S; I35L; N43R; D96R; A123P; M157V; S164G; S172N; |++++
L174F; A178L; N191G; L192I; Q241M; A247S; R250K; S256T; A261H; G275S;
Q297G; L335M; L361M; V370I; A383V; N391S; H404K;
116 14N; A9V; K26E; R28S; I35L; N43R; D96R; S109C; A123P; M157V; S164G; |++++
S172N; L174F; A178L; N191G; L192l; Q241M; A247S; R250K; S256T; A261H;
G275S; Q297G; L335M; L361M; V370I; A383V; N391S; H404K;
118 14N; A9V; K26E; R28S; I35L; C40R; N43R; C60R; D96R; S109C; A123P; ++++
M157V; S164G; S172N; L174F; A178L; N191G; L192l; Q241M; A247S; R250K;
D254E; S256T; A261H; G275S; Q297G; L335M; L361M; V370I; A383V; N391S;
H404K;
*Actividad relativa a la LovD aciltransferasa de tipo salvaje de SEQ ID NO: 2. Una actividad relativa
de "+" mostr6 una actividad de aproximadamente 10 a 50 veces la del tipo salvaje; variantes con una
actividad relativa de "++" exhibieron de aproximadamente 50 a 100 veces mayor actividad la del tipo
salvaje; variantes con una actividad relativa de "+++" exhibieron de aproximadamente 100 a 500
veces mas actividad que el tipo salvaje; y las variantes con una actividad relativa de "++++"
exhibieron de aproximadamente 500 a 2000 veces mas actividad que el tipo salvaje

7. Ejemplos

Los siguientes ejemplos son ilustrativos de una o mas realizaciones y, como tales, no deben considerarse como

limitantes del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1: Preparacion de 3-(2,2-dimetilbutanoiltio)p  ropionato de metilo

Se enfrid una solucion de N,N-diisopropiletilamina (19,9 ml, 120 mmol) y 3-mercaptopropanoato de metilo (7,21 60
mmol) en acetato de isopropilo (i-PrOAc, 100 ml) a una temperatura interna de 2 °C (bafio de hielo con salmuera). A
esta solucién agitada enérgicamente se afiadio cloruro de 2,2-dimetilbutanoilo (8,1 g, 60 mmol) gota a gota durante
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10 minutos. La suspension resultante se agitdé después a 25 °C durante 2 horas. La reaccién se control6 verificando
la desaparicion del 3-mercaptopropanoato de metilo usando cromatografia en capa fina (TLC) sobre placas de silice.
Los puntos se tifieron con yodo (eluyente: 5 % de EtOAc/heptano; R de 3-mercaptopropanoato de metilo: 0,20).
Después, la reaccion se inactivd mediante la adicién de cloruro de amonio saturado (100 ml), seguida de i-PrOAc
(100 ml) y la mezcla resultante se agitdé hasta que todo el sélido se disolvio. Las fases se separaron y la fase
organica se lavé sucesivamente con acido clorhidrico acuoso al 1 % (100 ml) y después con agua (2 x 50 ml).
Después, la fase organica se sec6 sobre sulfato sodico, se filtrd y se concentré a presion reducida (bafio a 45 °C, 50
mm Hg) para obtener una mezcla en bruto en forma de un liquido amarillo claro. La mezcla en bruto se sometié a
cromatografia en columna sobre gel de silice usando un gradiente de heptano hasta 2 % de EtOAc: heptano. Las
fracciones que comprenden el producto puro se combinaron y concentraron para proporcionar 10,5 g (80 %) de 3-
(2,2-dimetilbutanoiltio) propionato de metilo.

Ejemplo 2: Preparacion de hidroxiacido de monacolina J a partir de lovastatina

A lovastatina (30 g, 0,074 moles) en un matraz de fondo redondo (MFR) de 3 bocas equipado con un condensador
se afiadi6 isopropanol (IPA, 250 ml). A continuacién, se afiadieron pastillas de KOH (33,2 g, 0,593 moles) y agua (3
ml, 0,1 vol) a la suspension agitada. La reaccién se agité a 80 °C (temperatura interna) durante 7 horas. A
continuacién, ILa reaccidn se enfrié a ~ 50 °C y se retir6 el IPA a presion reducida (35 °C, 50 mbares) hasta que se
alcanzé un volumen final de ~ 100 ml (3,3 vol). Se afadi6 agua (110 ml, 3,7 vol) al residuo y la solucién se enfrié a ~
10 °C en un bafio de hielo-agua. Gota a gota se afiadié HCI 6 M (92 ml, 3,0 vol) a la solucion mientras se mantenia
la temperatura interna entre 12-17 °C. El pH de la solucion se ajusté de este modo a un pH final entre 3y 4. A
continuacion, la mezcla se agité en un bafio de hielo durante 2 horas. El sélido obtenido se separ6 por filtraciéon y se
lavo con agua (60-90 ml, 2-3 vol) y, después, con heptano (60 ml, 2 vol). La torta de filtracion se secé en una horno
de vacio a 25 °C durante 24 horas, produciendo un sélido blanco (22,4 g, rendimiento del 90 %) con una pureza > 99
% mediante analisis por HPLC.

Ejemplo 3: Preparacién enzimatica de la sal de sodio del hidroxiacido de simvastatina a partir de
hidroxiacido de monacolina J, en ausencia de un sec uestrante de tiol

La reaccion se realizé en un MFR de 3 bocas de 250 ml usando un agitador superior equipado con un impulsor de
hoja plana y un termémetro interno. La ejecucion del siguiente procedimiento proporciond 70-80 % de sal de sodio
de hidroxacido de simvastatina en un solo cultivo como un sélido blanco con una pureza quimica de al menos 96 %
de acuerdo con el analisis HPLC. En el MFR se cargd, secuencialmente: hidroxiacido de monacolina J (10 g), NaOH
1M (32,5 ml) y agua desionizada (13 ml). La mezcla se agitdé hasta que todo el sélido se disolvié antes de la adicion
de tampdn (trietanolamina, 400 mM, pH = 8,5, 66 ml). El pH de la mezcla resultante se ajusté después de 9,5 a 8,5
con HCI 5 M (1,2 ml) antes de la adicién de la enzima. Se mantuvo un pH de al menos 7,5 durante el transcurso de
la reaccién. En la mezcla agitada se carg6é la enzima (~0,6-0,75 g de LovD aciltransferasa o una cantidad
equivalente de una variante de la misma) en forma de un polvo. La mezcla se agité hasta alcanzar la homogeneidad.

Se afiadi6 tioéster (3-(2,2-dimetilbutanoiltio)-propanoato de metilo, 11 ml) y la mezcla bifasica resultante se agit6 a
240 rpm a 25 °C (temperatura interna). El transcurso de reaccion se siguid, periodicamente, tomando muestras de la
mezcla de reaccion, enfriando y analizando. Se carg6 enzima adicional (0,127 g de LovD o una cantidad equivalente
de una variante de la misma) en la mezcla agitada después de 7 horas. Después de que el andlisis indicé una
conversién maxima (60-70 horas), el pH de la mezcla de reaccion se ajusté a 9,0 a partir de 7,8 usando solucion de
NaOH 10 M (1,6 ml) y la mezcla de reaccion se agitdé a 345 rpm durante 10 minutos.

El procesamiento de la mezcla de reaccién puede realizarse en primer lugar, extrayendo la fase acuosa con éter
metil terc-butilico (MTBE). Después de la extraccion con MTBE (2 extracciones), la fase acuosa se ajusté a un pH de
aproximadamente 5,3 a 5,4 usando HCI 0,5 M mientras se mantenia una temperatura por debajo de 20 °C. La fase
acuosa se extrae tres veces con EtOAc. Durante cada extraccion, se afiadié HCI adicional, a demanda, para
mantener el pH de la fase acuosa entre 5,3 y 5,4. Las fases de EtOAc de la 3 extractio Ns se combinaron. Los
extractos combinados de acetato de etilo se filtraron a través de una almohadilla de Celite® (1 g) en un embudo de
vidrio sinterizado G4 estandar a presion reducida para clarificar el extracto. La torta de filtracion se lavd con acetato
de etilo (10 ml) y los lavados se combinaron con el filtrado. El filtrado se concentré a demanda o se afiadié EtOAc
adicional para producir una solucién de EtOAc con un volumen de aproximadamente 160 ml. Esta solucion de EtOAc
se us6 en la etapa siguiente.

La reaccion se puede monitorizar mediante cualquier método adecuado. Un método adecuado y de ejemplo incluyé
la monitorizacién por analisis de HPLC. Por ejemplo, se tomé una alicuota de 5 pl de la mezcla de reaccion y se
disolvi6 en 1,0 ml de MeCN: agua (95:5). La muestra se centrifugé para eliminar la enzima precipitada y el
sobrenadante se analiz6 en una columna Zorbax Eclipse® C18 (150 x 4,6 mm, 5 ym) usando un gradiente de fase
movil de agua y 0,1 % de TFA a MeCN y 0,1 % de TFA. Se usé un caudal de muestra de 2,0 ml/min con una
longitud de onda de deteccion de 238 nm, una temperatura de columna de 30 °C y un volumen de inyeccion de 10
ul. Se calculd el porcentaje de conversion dividiendo la suma del area de hidroxiacido de simvastatina detectable y
simvastatina sobre la suma de las areas de hidroxiacido de monacolina J detectable, monacolina J lactona,
hidroxiacido de simvastatina y simvastatina. El hidroxiacido de monacolina J y el hidroxiacido de simvastatina
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demostraron ambos un factor de respuesta de 1.

Ejemplo 4: Preparacion de la sal de amonio de hidroxi  &cido de simvastatina a partir de la sal de sodiod e
hidroxiacido de simvastatina

Se cargaron 160 ml de una solucién de acetato de etilo que contenia la sal de sodio de hidroxiacido de simvastatina
del ejemplo 3 en un MFR de 3 bocas de 250 ml y la mezcla de reaccién se agité a 250 rpm a 21 °C. A continuacion,
gota a gota se afiadid una mezcla 1:1 (v/v) de hidréxido de amonio (5 ml) y MeOH (5 ml) durante 10 minutos a la
mezcla de reaccion mientras se mantenia la temperatura interna a 21-22 °C. Después de la adicion completa de la
mezcla de hidréxido de amonio y MeOH, se aumenté la velocidad del agitador y la mezcla se agité durante 1 hora a
21 °Cy, después, durante 1 hora a 0-5 °C. A continuacion, se filtré el sélido blanco a través de un embudo de vidrio
sinterizado G4 estandar al vacio y el recipiente de reaccién y la torta de filtracién se aclararon con EtOAc frio. El
sélido blanco se secé en un horno de vacio (2 mmHg) a 25 °C durante 24 horas. Esto proporciond 10,48 g (78,2 %)
de rendimiento aislado de la sal de amonio de hidroxiacido de simvastatina, como un sélido blanco con una pureza
guimica > 96 % mediante analisis HPLC.

Ejemplo 5: Preparacion enzimatica de la sal de sodio del hidroxiacido de simvastatina a partir de
hidroxiacido de monacolina J, en presencia de un se  cuestrante de tiol

Se equipé un MFR de 3 bocas de 250 ml con un agitador superior, un impulsor de hoja plana y un termémetro
interno. El recipiente de reaccion se cargd secuencialmente con lo siguiente: hidroxiacido de monacolina J (5 g),
NaOH 1M (16,3 ml) y agua desionizada (6,7 ml). La mezcla se agit6 hasta que todo el sélido se disolvié antes de la
adicion de tampon (trietanolamina, 400 mM, pH = 8,5, 33,3 ml). El pH de la mezcla resultante se ajusto de 9,5 a 9,0
con HCI 5 M (0,12 ml) antes de la adicion de la enzima. En la mezcla agitada se cargé la enzima (0,10 g de LovD
aciltransferasa o una cantidad equivalente de una variante de la misma) en forma de un polvo. La mezcla se agité
hasta alcanzar la homogeneidad. Posteriormente se afiadié carbon activado (0,67 g) y la mezcla se agité durante
otros 5 minutos a 240 rpm a 25 °C.

A continuacion, se afiadio tioéster (3-(2,2-dimetilbutanoiltio)-propanoato de metilo, 5,5 ml) para iniciar la reaccion
enzimatica. La mezcla resultante se agité a 240 rpm a 25 °C (temperatura interna). El transcurso de reaccion se
siguid, periédicamente, tomando muestras de la mezcla de reaccion, enfriando y analizando mediante HPLC.
Cuando el andlisis indicd una conversion maxima (24 horas), la mezcla de reaccion se filtr6 a través de una
almohadilla de Celite (1,5 g) en un embudo de vidrio sinterizado G4 estandar a presion reducida para eliminar el
carbon vegetal. El MFR de 3 bocas de 250 ml se aclaré con agua desionizada (5 ml), que se filtr6 a través de la
misma almohadilla de Celite® y, después, se combiné con el filtrado. La torta de filtracion se lavo con agua (5 ml) y
se recogieron los lavados y se combinaron con el filtrado. El filtrado se recargé en un nuevo matraz de 3 bocas de
250 mly el pH del filtrado se ajustd a 9,0 a partir de 8,2 utilizando solucion de NaOH 10 M (0,55 ml).

El procesamiento de la mezcla de reaccion se realizd, en primer lugar, extrayendo la fase acuosa con éter metil terc-
butilico. Después de la extraccion con MTBE (2 extracciones), la fase acuosa se ajust6 a un pH de
aproximadamente 5,3 a 5,4 usando HCI 0,5 M mientras se mantenia una temperatura por debajo de 20 °C. La fase
acuosa se extrajo tres veces con EtOAc. Durante cada extraccion, se afiadid HCI adicional, a demanda, para
mantener el pH de la fase acuosa entre 5,3 y 5,4. Las fases de EtOAc de la 3 extractio Ns se combinaron. Los
extractos combinados de acetato de etilo se filtraron a través de una almohadilla de Celite® (1 g) en un embudo de
vidrio sinterizado G4 estandar a presion reducida para clarificar el extracto. La torta de filtracion se lavo con acetato
de etilo (10 ml) y los lavados se combinaron con el filtrado. El filtrado se concentré a demanda o se afiadi6 EtOAc
adicional para producir una soluciéon de EtOAc con un volumen de aproximadamente 65 ml. Esta soluciéon de EtOAc
concentrado se us6 para la siguiente etapa, la formacion de la sal de amonio de hidroxiacido de simvastatina de
acuerdo con el método del Ejemplo 4.

Ejemplo 6: Método general para la acilacion enzimati  ca mejorada de un sustrato usando un tioéster y una
LovD aciltransferasa

En un medio de reacciéon adecuado se cargd un sustrato que tenia un sustituyente hidroxilo libre. Se afiadieron
disolvente y tampo6n (a demanda). A continuacién, con agitacion, se afiadieron tioéster (1,1-2,0 eq.) y carbén
activado (~ 10 g/l de disolvente). Después de homogeneizar mediante agitacién, se afiadié la enzima LovD
aciltransferasa o una variante de la misma (de 0,01 a 0,2 eq.). La reaccién se agitd hasta que finaliz6. El
procesamiento incluyd filtracién, extraccion y/o concentracion para producir el producto acilado final.

Ejemplo 7: Conversion de hidroxiacido de monacolina J en la sal de amonio de hidroxiacido de simvastati na
hidroxiacido y aislamiento de la sal de amonio de h idroxiacido de simvastatina

Se equip6 un matraz de fondo redondo (MFR) de 3 bocas con un agitador superior, un impulsor de hoja plana y un
termoémetro interno. El recipiente de reaccién se cargé con hidroxiacido de monacolina J (10 g, 29,58 mmol). A
continuacién se afiadieron agua desionizada (112,0 ml) y NH4OH (4,2 ml). La mezcla se agité hasta que todo el
sélido se disolvié antes del ajuste del pH (~ 2 minutos). El pH de la mezcla resultante se ajusté de 9,2 a 9,0 con HCI
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5 M (1,5 ml) antes de la adicion de la enzima. La enzima LovD (0,10 g) se cargd en la mezcla agitada en forma de
un polvo. La mezcla se agité durante 5 minutos a 300 rpm a 25 °C para obtener homogeneidad. Se afiadié DMB-S-
MMP (3-(2,2-dimetilbutanoiltio)-propanoato de metilo, 7,1 ml, 32,54 mmol, 1,1 eq) para iniciar la reacciéon enzimatica.
La mezcla bifasica resultante se agit6 a 300 rpm a 25 °C (temperatura interna). El pH de la reaccién se control6 a 9,0
mediante pH stat y titulacion con solucién de NH4OH al 25 %. Tras 48 horas se obtuvo una conversion de
aproximadamente 97 %.

La sal de amonio de hidroxiacido de simvastatina pudo aislarse de la reaccién anterior como sigue. Después de que
el andlisis durante efi proceso indicé una conversidon maxima, la mezcla de reaccion se filtré a través de un embudo
de vidrio sinterizado G4 estandar a presién reducida. EIl MFR de 3 bocas de 250 ml se aclaré con agua desionizada
enfriada (10 ml) y la suspension se filtr6 a través del mismo embudo de vidrio sinterizado. La torta de filtracion se
lavo dos veces con agua desionizada enfriada (20 ml) y después se lavé tres veces con MTBE (40 ml). El solido
blanco se sec6 en un horno de vacio (2 mmHg) a 25 °C durante 24 horas, produciendo aproximadamente de 11,4 a
11,7 g (rendimiento aislado de 85 a 87 %) de la sal de amonio de hidroxiacido de simvastatina en forma de un sélido
blanco con una pureza quimica de aproximadamente 97 a 98 % (AUC, 238 nm). En una realizacion, la variante que
tiene las mutaciones descritas en la SEQ ID NO: 116 proporciona buenos resultados de acuerdo con las condiciones
anteriores. Es posible que se deban optimizar las condiciones de reaccion para los ejemplos anteriores, incluyendo
cantidades de carga de sustrato o enzima, para el perfil de reactividad de otras variantes.

Aunque se han ilustrado y descritos varias formas de realizacion especificas, se apreciara que se pueden realizar
varios cambios sin desviarse del alcance de la(s) invencién(es), como se define en las reivindicaciones.
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<223> Codon optimizado Aspergillus terreus lovD
<400> 2

<210>3

Met
1
Met
Ala
Cys
FPro
65
Leu

Leu

Val

Ser
145
His
Fro
hap
Gln
The
225
Gln

val

Fhe

Fro
305
Ala

Glu
Ila
Fhe

3B5
Thre

Gly
Glu
Val
Fhe

50
Lau

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

Fhe

Ser
Thr
Ile
35

GEly

Gln

Thr
Glu
GElu
11&
Lys
Val
Gln
val
Ala
195
Lau
Lys
His
Phe
Gly
275
Gly
Leu

Fro

Fhe

Trp
355
Trp
Lau

Glu

Ile
Ala
20

Met
Ala

Val

Ile
100
Gly
Ile
Fhea
Ser
Asn
180
Gly

Gln

Arg
Arg
260
Pro
Leu
Elu
His
Gly
340
Arg
Gln

Glu

His

Ile
Phe

Ala

Asp

Met
Val
Phe
Thr
Leau
Ala
165
Asp
Lys
Glu
Gln
Asn
245
Ala
Gly
Len
Pro
Ile

3258
Leu

Arg
Ila
Pro

Ala
4085

Asp Ala Ala

Arg
Arg
Thr
The
70

Ala
Asp
Asp
Leu
His
150
Glu
Fro
L@
ASD
Gln
230
Ser
Asp
Ser
Leu
Arg
310
Asn
Gly
Lys
Asp
Tep

380
Ila

Lya
Asp
Val

55
Foo

Leu
Arg
Asp
Arg
135
Fro
Lys
Gly
val
Ile
215
Arg
Ala
Gly
Tyr
Gln
285
Leau
Tyr
Gly
Gly
Pro
375

Aan

Tye

Ala
Cya
40

Arg

Cys

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

Ala

Ala
wal
25

Ser

Arg

Arg

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

Pro

Gln

Ala
10

Lys
Gly
Asp

Lau

Met
Pro
b=n
Leu
Arg

Ila
170

Trp
Ala
PFro
Mat
Arg
250
Cysg
wal
Thr
Gln
Pro
330
Ala
Thr
Gly

Val

Tyr
410

21

Ala
Ber
Asn
Elu
Ala
75

=lu
Asp
Ala
Thr
Glu
155
Gln

Ila

Thr

Loz
235
L

Fhe

Val
Met
315
Met
Leu
FPhe
Leu
Cy=

385
Gln

Asp
Arg
Len
Cys

&0
Sar

Leu

Hi=
140
Tyr
S5ar
Tyr
Gly
Gly

220
Ala

Gly
Hiz
Asp
300
Asn
Pro
GElua
Gly
Cys
380
Arg

Gln

Pro
Gln
Asn
45

Asn

Ala

Gly

Ser

125
Thr

Arg
Gly
Lt

205
Ile

Arg
Tyr
Gly
Eer
285
Leu

Gln

Asp
Gly
265
Thr
Asp

Gly

Val
Ila
30

Tyr
Gln

The

Leu
Ala
110
Arg

Ser

Leau
Ala
130
Asp
Thr
Arg
Asp
Gln
270
Leu
Met
His
val
Lau
350
Gly
Leu

Lau

Val
i5

Pro
Thr
Leu

Lys

Val
a5

Mat
Glu
Gly
Gln
Ala
175
Asn
Lau
Asp
Rla
Asp
255
Gly
Leu

Phe

Leu
335
Asp

Pro
Ala

The

Leu
Gly
Arg
Pro
Lau
80

Aep
Fro
Arg
Leu
Gly
160
Fro
Lau
Glu
Meat
Asp
240
Ser
val
Lys
Gln
hsp
320
Arg
Gly
hsn

Fhe

Arg
400
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aagagtgttt
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ggctgeggec
cogoocagatt
tegoetghtte
ggtggataca
geagtgeaty
cctgagogog
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cttoctgoat
gtttggoatt
ttatggeget
ggaacagtac
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ggatggtogt
cgggygoecay
gaaacgtgac
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tggoggteoca
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aaacattgtt
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gaacgocggoc
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cagtotoghc
aatotggact
ttgcaggaga

cgtocggata
ctgegeotatyg
ggcgtgttca
ggooctgttge
ttggaagaac
atgoectatgg
gatggtgaga
tggcagattg
aRCgacCogy
caacagggct

tggttotgat
ttattatggo
ctgtgogtoeg
tggcaagcge
tggtagactt
tggaaggctt
tacgecatet
gogagtatat
Lggogoogen
gggcaggcaa
acatttgogo

tgetggoacy
atgactotgt

goggtocagy
tgocagocaca

apatgaacca
toctgogteg
actggogtoyg
accogaaageo
tgtgtogtga
aa

ggaaacgygot
gogtgattgt
cgacgagtge
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgcc
gotgacacac
ggcococagggt
agetgttaat
attagtggaa

gocgotgogo

tegtgocgac
gtattttegeo
cagttacatg
aaccgtggat
goatatggac
cagcttoggo
taaaggotog
gggtctgtgt
cctgactoge
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240
300
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Ala
Cya
BPrg
E5

Leu

Leau

Val

Sar
145
His
Fro
Asp
Gln
The
225
Zln

val

Phe

Fro
a0ns
Ala

Glu
Ile

Phe
385

GLly
Glu
Val
Phe
a0

Thr
Asp
Len
Gly
130
Tyr
Leu
Ala
Trp
Tye
210
FPhe
Thr
Tyr
Ser
ABp
290
Ala

Ser

Ser

Aan
Val
370
Eln

Phe

Sar
Thr
Ila
35

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

Pro

Fhe

Trp
355
Tep
Leu

Glu

Ila
Ala
20

Mat
Ala
Val
Ile
100
GEly
Ile
Fhaea
Sar
Asn
1g0
Gly

Gln

Arg
260
Pro
Leu
Elu
Hig

Gly
340

Gln
Elu

His

Ila
Fha

Ala

Azp
Met
BS

YVal
Fhe
Thr
Leau
Ala
165
Asp
Lys
Glu
Gln
Asn
245
Ala
Gly
Leu
Fro
Ile

325
Leau

hrg
Ile
Fro

Ala
405

Asp
Arg
Arg
Thr
Thr
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Ala

His
150
GElu
Fro
Ly
Asn
Gln

230
Ser

Ser
Leu
Arg
310
Asn

Gly

Lys

Asp

390
Ile
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Ala
Lys
Asp
Val
55

Pro

Leu

Asp
135
Fro
Lys
Gly
Val
Ile
215
Arg
Ala
Gly
TyE
Gln
255
Leu
Tyr

Gly

Gly

Pro
375

Asn

Ala
Ala
Cys
40

Arg
Cys
Eln
Leu
Ala
120
His

Leu

Fha

Glu
200
Cya
Pro
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Glu
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Fro

Glu

Ila
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Lys
Asp

Ala

Ala
val
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Arg
Cys
Leu
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Gly
Leu
Leau
Gly
Glu
185
Arg
Ala
Asp
Gly
Glu
285
1ys
Gln
Glu
Gly
Ila
345
Het
Ala

BFro

Gln
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Gly
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Met
a0

Pro
Asn
Leu
Arg

Ila
170

Trp
Ala

Pro

Arg
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Cys
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Thr
Gln
Pro
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Ala
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Gly
Yal

Tyr
410

Ala
Sar
ASn
Glu
Ala
75

Glu
Asp
Bla
Thr
Glu
155
Gln

Ila

Thr
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Val
Mat
315
Mat

Leau

FPhe
Leu
Cya

395
Eln

Asp
Arg
Lz
Cyz

&0
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Arg
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140
Tyr
Sar
Tyr
Gly
Gly

220
Ala

Gly
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Asp
300
Asn
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Glu
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Cys
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Arg

Gln

Fro
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ASn
45

Agn
Ala
Gly
Sar

125
Thr

Arg
GEly
Lewu

205
Ile

Arg
Tyr
Gly
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285

Gln

hsp

Gly
365
Thr
Lep

GEly

val
Ile
30
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Thr
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Ala
150
Asp

Thr
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Gln

270
Leu
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Val
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350

Gly
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Val
15

PTG
Thr
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Lys
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Met
Glu
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Gln
Ala
175
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Asp
Ala
Asp
255
Gly

Leu

Fhe

Leu
335
Asp

Fro
Ala
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Gly
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Pro
Leu
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Arg
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Gly
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Glu
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<400> 5

atgggttcta
ttccgtaaag
agtggtaacc
aatcaattac
ctgaccacga
gttgaccgcee
ggcaacccge
accagcggtce
catttgcaga
gatccaggcg
cgcgcaacgg
atcactgata
cagacccacce
gcggacggtg
aaggttctgce
ctgatgttce
gcgtegeege
ctgggtggta
atgacgtttg
actttagcct
acctttgage

<210> 6

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

<220>
<223> Variante de lovD

<400> 6

Met
1
Met
Ala
Cys
Pro
65

Leu

Leu

Gly Ser

Glu Thr
20
Val Ile
35
Phe Gly
50
Leu Gln

Thr Thr

Asp Glu

Ile

Ala

Met

Ala

Val

Ile

Thr

tcattgatge
cggttaaaag
tgaactacac
caccgctgea
ttatggcact
tgctgcegga
gtctgegega
tgtcgtacgt
gcgctgagaa
cggaatggat
gcttggacct
tgacgttcaa
gcaactccag
aagagtgttt
actctctgcet
agccggcegcet
acatcaacta
tcattgcact
gtggcggtce
ttttccaget
acgcgatcta

Ile Asp

Phe Arg
Ala Arg

Arg Thr

Ala
Lys
Asp

Val
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ggctgcggec
ccgccagatt
tcgetgttte
ggtggataca
gcagtgcatg
cctgagegeg
acgccgtggt
cttcctgecat
gtttggcatt
ttatggcgcet
ggaacagtac
actgcagcag
cgatggtcgt
cgggggccag
gaaacgtgac
ggaaccgegce
tggcggtcca

ggaggatctg
aaacattgtt

ggaaccgtgg
tgcacagtat

Ala Ala

Ala Val
25
Cys Ser
40

Arg Arg

55

Thr
70
Ala

Asp

Met
85

Val Asp

100

Pro
Leu

Arg

Cys Arg

Gln Cys

Leu
105

Leu

gcggacccgg
ccgggtgetg
ggcgcacgceca
ccatgtcgtce
gaacgcggec
atgceggtge
aaaattacgt
ccgetgetge
cagtctcgtt
tctctggact
ttgcaggaga
cgtccggata
ctgcgectatg
ggcgtgttca
ggcctgttge
ttggaagaac
atgcctatgg
gatggtgaga
tggcagattg
aacgacccgg
caacagggct

Ala
10
Lys

Ala Asp

Ser Arg

Gly Asn Leu

Asp Glu Cys
60
Ala Ser
75

Glu

Leu

Met
90
Pro

Arg

Asp Leu

24

tggttctgat
ttattatggce
ctgtgegteg
tggcaagcge
tggtagactt
tggaaggcett
tacgccatct
gcgagtatat
ttgcgeegece
gggcaggcaa
acatttgcge
tgctggcacg
atgactctgt
gcggtccagg
tgcagccaca
aaatgaacca
tcectgegtceg
actggcgtceg
acccgaaagce
tgtgtcgtga
aa

Pro Val

Gln Ile
30
Asn Tyr
45
Asn Gln

Ala Thr

Gly Leu

Ala
110

Ser

Val
15

Pro
Thr
Leu
Lys
Val

95
Met

ggaaacggct
gcgtgattgt
cgacgagtgce
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgce
gctgacacac
ggcccagggt
attagttaat
attagtggaa
gccgetggge
tcgtgecgac
gtattttcge
cagttacatg
aaccgtggat
gcatatggac
cagcttcgge
taaaggctcg
gggtctgtgt
cctgactcge

Leu
Gly
Arg
Pro
Leu
80

Asp

Pro
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420
480
540
600
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720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
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vVal
Arg
Ser
145
His
Pro
Asp
Gln
Thr
225
Gln
Val
Phe
Arg
Pro
305
Ala
Arg
Glu
Ile
Phe

385
Thr

Leu
Gly
130
Tyr
Leu
Leu
Trp
Tyr
210
Phe
Thr
Tyr
Ser
Asp
290
Ala
Ser
Ser
Asn
Val
370
Gln

Phe

<210>7

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

<220>

Glu
115
Lys
Val
Gln
Val
Ala
185
Leu
Lys
His
Phe
Gly
275
Gly
Leu
Pro
Phe
Trp
355
Trp

Leu

Glu

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

His

<223> Variante de lovD

<400> 7

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

Pro

Ala
405

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

390
Ile
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Asp
Arg
135
Pro
Lys
Gly
val
Ile
215
Arg
Ser
Gly
Tyr
Gln
295
Leu
Tyr
Gly
Gly
Pro
375

Asn

Tyr

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

Ala

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

Pro

Gln

25

Asn
Leu
Arg
Ile
170
Trp
Ala
Pro
Met
Arg
250
Cys
Vval
Thr
Gln
Pro
330
Ala
Thr
Gly

Val

Tyr
410

Pro
Thr
Glu
155
Gln
Ile
Thr
Leu
Leu
235
Leu
Phe
Leu
val
Met
315
Met
Leu
Phe
Leu
Cys

395
Gln

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

Gln

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

Gly

Arg
Ser
Ala
Phe
Ala
190
Asp
Thr
Arg
Asp
Gln
270
Leu
Met
His
Val
Leu
350
Gly

Leu

Leu

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

Ala

Thr

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

Phe

Arg
400
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atgggttcta
ttccgtaaag
agtggtaacc
aatcaattac
ctgaccacga
gttgaccgecce
ggcaacccgce
accagcggtce
catttgcaga
gatccaggcg
cgcgcaacgg
atcactgata
cagacccacce
gcggacggtg
aaggttctge
ctgatgttcc

gcgtecgeege
ctgggtggta
atgacgtttg
actttagcct
acctttgagce

<210>8
<211> 413
<212> PRT

tcattgatge
cggttaaaag
tgaactacac
caccgctgea
ttatggcact
tgctgeccgga
gtctgegega
tgtcgtacgt
gcgctgagaa
cggaatggat
gcttggacct
tgacgttcaa
gcaactccag
aagagtgttt
actctctgcet
agccggcegcet

acatcaacta
tcattgcact
gtggeggtce
ttttccaget
acgcgatcta

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Variante de lovD

<400> 8

ES 2614804 T3

ggctgcggece
ccgccagatt
tcgetgttte
ggtggataca
gcagtgcatg
cctgagcegeg
acgccgtggt
cttcctgecat
gtttggcatt
ttatggcgcet
ggaacagtac
actgcagcag
cgatggtcgt
cgggggccag
gaaacgtgac
ggaaccgcge

tggcggtcca
ggaggatctg
aaacattgtt

ggaaccgtgg
tgcacagtat

gcggacccgg
ccgggtgetg
ggcgcacgceca
ccatgtcgtce
gaacgcggec
atgccggtge
aaaattacgt
ccgetgetge
cagtctcgtt
tctctggact
ttgcaggaga
cgtccggata
ctgcgetatg
ggcgtgttca
ggcctgttge
ttggaagaac

atgcctatgg
gatggtgaga
tggcagattg
aacgacccgg
caacagggct

26

tggttctgat
ttattatggce
ctgtgegteg
tggcaagcge
tggtagactt
tggaaggctt
tacgccatct
gcgagtatat
ttgcgeecgece
gggcaggcaa
acatttgcge
tgctggcacg
atgactctgt
gcagtccagg
tgcagccaca
aaatgaacca

tcectgegteg
actggegtcg
acccgaaagce
tgtgtcgtga
aa

ggaaacggct
gcgtgattgt
cgacgagtgce
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgcc
gctgacacac
ggcccagggt
attagttaat
attagtggaa
gccgetggge
tecgtgecgac
gtattttecge
cagttacatg
aaccgtggat
gcatatggac

cagcttcgge
taaaggctcg
gggtctgtgt
cctgactcge

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1242



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Met Gly Ser Tle
1

Met Glu Thr Ala

20
Ala Val TIle Met
35
Cys Phe Gly Ala
50

Pro Leu Gln Val
65

Leu Thr Thr Ile

Leu Asp Glu Thr
100

Val Leu Glu Gly

115
Arg Gly Lys Tle
130

Ser Tyr Val Phe

145

His Leu Gln Ser

Pro Leu Val Asn
180

Asp Trp Ala Gly

195
Gln Tyr Leu Gln
210

Thr Phe Lys Leu

225

Gln Thr His Arg

Val Tyr Phe Arg
260

Phe Ser Ser Pro

275
Arg Asp Gly Leu
290

Pro Ala Leu Glu

305

Ala Ser Pro His

Arg Ser Phe Gly
340
Glu Asn Trp Arg
355
Ile Val Trp Gln
370
Phe Gln Leu Glu

385
Thr Phe Glu His

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

Ile
Phe
Ala
Arg
Asp
Met
85

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

Ile

Pro

Ala
405

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Variante de lovD

Asp
Arg
Arg
Thr
Thr
70

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

Asp

Trp

390
Ile

Ala
Lys
Asp
Val
55

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

375
Asn

Tyr

ES 2614804 T3

Ala
Ala
Cys
40

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

Lys

Asp

Ala

Ala
Val
25

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

Ala

Pro

Gln

Ala
10

Lys
Gly
Asp
Leu
Met
Pro
Asn
Leu
Arg
Ile
170
Trp
Ala
Pro
Met
Arg
250
Cys
Val
Thr
Gln
Pro
330
Ala
Thr

Gly

Val

Tyr
410

27

Ala
Ser
Asn
Glu
Ala
75

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

Leu

Cys

395
Gln

Asp
Arg
Leu
Cys
60

Ser
Arg
Leu
Arg
His
140
Tyr

Ser

Tyr

Gly
220
Ala
Arg
Gly
His
Asp
300
Asn
Pro
Glu
Gly
Cys

380
Arg

Gln

Pro
Gln
Asn
45

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

Thr

Asp

Gly

Val
Ile
30

Tyr
Gln
Thr
Leu
Ala
110
Arg
Ser
Ala
Phe
Ala
190
Asp
Thr
Arg
Asp
Gln
270
Leu
Met
His
Val
Leu
350
Gly

Leu

Leu

Val
15

Pro
Thr
Leu
Lys
Val
95

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

Ala

Thr

Leu
Gly
Arg
Pro
Leu
80

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

Phe

Arg

400
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<400>9

atgggttcta
ttccgtaaag
agtggtaacc
aatcaattac
ctgaccacga
gttgaccgece
ggcaacccgce
accagcggtce
catttgcaga
gatccaggcg
cgcgcaacgyg
atcactgata
cagacccacce
gcggacggtg
aaggttctgce
ctgatgttcc
gcgtecgeege
ctgggtggta
atgacgtttg
actttagcct
acctttgagce

<210> 10
<211> 413
<212> PRT

tcattgatge
cggttaaaag
tgaactacac
caccgctgeca
ttatggcact
tgctgecgga
gtctgecgega
tgtcgtacgt
gcgctgagaa
cggaatggat
gcttggacct
tgacgttcaa
gcaactccag
aagagtgttt
actctctgcet
agccggcegcet
acatcaacta
tcattgcact
gtggeggtce
ttttccaget
acgcgatcta

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Variante de lovD

<400> 10

Met
1
Met

Gly
Glu
Ala Val

35
Phe

50
Leu

Cys

Pro
65
Leu Thr

Leu Asp

Val Leu

Arg Gly
130

Ser Tyr

Ser
Thr
Ile
Gly
Gln
Thr
Glu
Glu
115
Lys

Val

Ile Ile
Ala
20

Met

Phe
Ala

Ala Arg

Val Asp

Ile Met
85
Thr Val
100
Gly Phe

Ile Thr

Phe Leu

Asp
Arg
Arg
Thr
Thr
70

Ala
Asp
Asp

Leu

His

ES 2614804 T3

ggctgeggece
ccgccagatt
tcgetgttte
ggtggataca
gcagtgcatg
cctgagegeg
acgccgtggt
cttcctgecat
gtttggcatt
ttatggcgcet
ggaacagtac
actgcagcag
cgatggtcgt
cgggggccag
gaaacgtgac
ggaaccgcge
tggcggtcca
ggaggatctg
aaacattgtt

ggaaccgtgg
tgcacagtat

Ala Ala

Lys Ala

Asp Cys
40
Val Arg
55
Pro Cys

Leu Gln

Arg Leu
Ala
120
His

Asp

Arg
135

Pro Leu

Ala
Val
25

Ser
Arg
Arg
Cys
Leu
105
Gly

Leu

Leu

gcggacccgg
ccgggtgetg
ggcgcacgcea
ccatgtegtce
gaacgcggec
atgccggtge
aaaattacgt
ccgetgetge
cagaatcgtt
tctctggact
ttgcaggaga
cgtccggata
ctgcgetatg
ggcgtgttca
ggcctgttge
ttggaagaac
atgcctatgg
gatggtgaga
tggcagattg
aacgacccgg
caacagggct

Ala
10
Lys

Ala
Ser
Gly Asn
Asp Glu
Ala

75
Glu

Leu

Met
90
Pro Asp

Asn Pro
Leu Thr

Arg Glu

28

tggttctgat
ttattatggce
ctgtgegtceg
tggcaagcgce
tggtagactt
tggaaggctt
tacgccatct
gcgagtatgt
ttgcgeecgee
gggcaggcaa
acatttgcgce
tgctggcacg
atgactctgt
gcagtccagg
tgcagccaca
aaatgaacca
tcectgegteg
actggegtcg
acccgaaagce
tgtgtcgtga
aa

Asp Pro

Arg Gln
30
Asn
45
Asn

Leu

Cys
60
Ser Ala

Arg Gly

Leu Ser
Leu
125
Thr

Arg

His
140

Tyr Val

Val
Ile
Tyr
Gln
Thr
Leu
Ala
110
Arg
Ser

Ala

ggaaacggct
gcgtgattgt
cgacgagtgce
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgce
gctgacacac
tgcccagggt
attagttaat
attagtggaa
gccgetggge
tcgtgecgac
gtattttecge
cagttacatg
aaccgtggat
gcatatggac
cagcttcgge
taaaggctcg
gggtctgtgt
cctgactcge

Val
15
Pro

Leu
Gly
Thr Arg
Leu Pro
Leu

80
Asp

Lys

Val
95
Met Pro

Glu Arg

Gly Leu

Gln Gly

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1242
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145
His Leu Gln Ser Ala
165
Pro Leu Val Asn Asp
180
Asp Trp Ala Gly Lys
195
Gln Tyr Leu Gln Glu
210
Thr Phe Lys Leu Gln
225
Gln Thr His Arg Asn
245
Val Tyr Phe Arg Ala
260
Phe Ser Ser Pro Gly
275
Arg Asp Gly Leu Leu
290
Pro Ala Leu Glu Pro
305
Ala Ser Pro His Ile
325
Arg Ser Phe Gly Leu
340
Glu Asn Trp Arg Arg
355
Ile Val Trp Gln Ile
370
Phe Gln Leu Glu Pro
385
Thr Phe Glu His Ala
405

<210>11

<211> 1242

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Variante de lovD

<400> 11

150
Glu

Pro
Leu
Asn
Gln
230
Ser
Asp
Ser
Leu
Arg
310
Asn
Gly
Lys
Asp
Trp

390
Ile

Lys
Gly
vVal
Ile
215
Arg
Ser
Gly
Tyr
Gln
295
Leu
Tyr
Gly
Gly
Pro
375

Asn

Tyr

ES 2614804 T3

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

Asp

Ala

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

Pro

Gln

Ile
170
Trp
Ala
Pro
Met
Arg
250
Cys
Val
Thr
Gln
Pro
330
Ala
Thr
Gly

Val

Tyr
410

29

155
Gln

Ile
Thr
Leu
Leu
235
Leu
Phe
Leu
Val
Met
315
Met
Leu
Phe
Leu
Cys

395
Gln

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

Arg

Gln

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

Asp

Gly

Phe
Ala
190
Asp
Thr
Arg
Asp
Gln
270
Leu
Met
His
Val
Leu
350
Gly

Leu

Leu

Ala
175
Ser
Leu
Asp
Ala
Asp
255
Gly
Leu
Phe
Met
Leu
335
Asp
Pro

Ala

Thr

160
Pro

Leu
Glu
Met
Asp
240
Ser
Val
Lys
Gln
Asp
320
Arg
Gly
Asn

Phe

Arg
400
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atgggttcta
ttccgtaaag
agtggtaacc
aatcaattac
ctgaccacga
gttgaccgece
ggcaacccgce
accagcggtce
catttgcaga
gatccaggcg
cgcgcaacgg
atcactgata
cagacccacce
gcggacggtg
aaggttctgce
ctgatgttcc
gcgtecgeege
ctgggtggta
atgacgtttg
actttagtct
acctttgagce

<210>12
<211>413
<212> PRT

tcattgatge
cggttgaaag
tgaactacac
caccgctgeca
ttatggcact
tgctgecegga
gtctgecgega
tgtcgtacgt
gcgctgagaa
cggaatggat
gcttggacct
tgacgttcaa
gcaactccag
aagagtgttt
actctctgcet
agccggcegcet
acatcaacta
tcattgcact
gtggeggtce
ttttccaget
acgcgatcta

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Variante de lovD

<400> 12

ES 2614804 T3

ggctgtggee
ccgccagatt
tcgetgttte
ggtggataca
gcagtgcatg
cctgagcgeg
acgccgtggt
cttcctgecat
gtttggcatt
ttatggcgcet
ggaacagtac
actgcagcag
cgatggtaaa
cgggggccag
gaaacgtgac
ggaaccgcge
tggcggtcca
ggaggatctg
aaacattgtt

ggaaccgtgg
tgcacagtat

gcggacccgg
ccgggtgetg
ggcgcacgcea
ccatgtegtce
gaacgcggec
atgccggtge
aaaattacgt
ccgetgetge
cagaatcgtt
tctatcgact
ttgcaggaga
cgtccggata
ctgcgetatg
ggcgtgttca
ggcctgttge
ttggaagaac
atgcctatgg
gatggtgaga
tggcagattg
aacgacccgg
caacagggct

30

tggttctgat
ttattatggce
ctgtgegtceg
tggcaagcgce
tggtagactt
tggaaggctt
tacgccatct
gcgagtatgt
ttgcgeecgee
gggcaggcaa
acatttgcgce
tgctggcacg
atgactctgt
gcagtccagg
tgcagccaga
aaatgaacca
tcectgegteg
actggegtcg
acccgaaagce
tgtgtcgtga
aa

ggaaacggct
gcgtgattgt
cgacgagtgce
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgcce
gctgacacac
tgcccagggt
attagttaat
attagtggaa
gccgetggge
tcgtgecgac
gtattttecge
cagttacatg
aaccgtggat
gcatatggac
cagcttcgge
taaaggctcg
gggtctgtgt
cctgactcge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1242
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Met Gly Ser Ile Ile

Met Glu Thr Ala Phe
20
Ala Val Ile Met Ala
35
Cys Phe Gly Ala Arg
50
Pro Leu Gln Val Asp
65
Leu Thr Thr Ile Met
85
Leu Asp Glu Thr Val
100
Val Leu Glu Gly Phe
115
Arg Gly Lys Ile Thr
130
Ser Tyr Val Phe Leu
145
His Leu Gln Ser Ala
165
Pro Leu Val Asn Asp
180
Asp Trp Ala Gly Lys
195
Gln Tyr Leu Gln Glu
210
Thr Phe Lys Leu Gln
225
Gln Thr His Arg Asn
245
Val Tyr Phe Arg Ala
260
Phe Ser Ser Pro Gly
275
Arg Asp Gly Leu Leu
290
Pro Ala Leu Glu Pro
305
Ala Ser Pro His Ile
325
Arg Ser Phe Gly Leu
340
Glu Asn Trp Arg Arg
355
Ile Val Trp Gln Ile
370
Phe Gln Leu Glu Pro
385
Thr Phe Glu His Ala
405

<210> 13

<211> 1242

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Variante de lovD

Asp
Arg
Arg
Thr
Thr
70

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

390
Ile

Ala
Lys
Asp
vVal
55

Pro
Leu
Arg
Asp
Arg
135
Pro
Lys
Gly
vVal
Ile
215
Arg
Ser
Gly
Tyr
Gln
295
Leu
Tyr
Gly
Gly
Pro
375

Asn

Tyr

ES 2614804 T3

Ala
Ala
Cys
40

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

Asp

Ala

Val
Val
25

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

Pro

Gln

Ala
10

Glu
Gly
Asp
Leu
Met
90

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

Val

Tyr
410

31

Ala
Ser
Asn
Glu
Ala
75

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

395
Gln

Asp
Arg
Leu
Cys
60

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

Arg

Gln

Pro
Gln
Asn
45

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

Asp

Gly

Val
Ile
30

Tyr
Gln
Thr
Leu
Ala
110
Arg
Ser
Ala
Phe
Ala
190
Asp
Thr
Arg
Asp
Gln
270
Leu
Met
His
Val
Leu
350
Gly

Leu

Leu

Val
15

Pro
Thr
Leu
Lys
Val
95

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

Val

Thr

Leu
Gly
Arg
Pro
Leu
80

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

Phe

Arg
400
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<400> 13

atgggttcta
ttccgtaaag
agtggtcgtc
aatcaattac
ctgaccacga
gttgaccgece
ggcaacccgce
accagcggtce
catttgcagg
gatccaggcg
cgcgcaacgyg
atcactgata
atgacccacc
gcggacggtg
aaggttctgce
ctgatgttcc
gcgtegecege
ctgggtggta
atgacgtttg
actttagtct
acctttgaga

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

tcattgatge
cggttgaaag
tgaactacac
caccgctgeca
ttatggcact
tgctgecegga
gtctgecgega
tgtcgtacgt
gcgctgagaa
cggaatggat
gcttggacct
tgacgttcaa
gcaactccag
aagagtgttt
actctctgcet
agccggcegcet
acatcaacta
tcattgcact
gtggeggtce
ttttccaget
aagcgatcta

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Variante de lovD

<400> 14

Met Gly
1
Met Glu
Ala Val
35
Phe
50

Leu

Cys

Pro
65
Leu Thr

Leu Asp

Val Leu

Arg Gly
130
Ser Tyr
145
His Leu

Pro Leu

Ser
Thr
Ile
Gly
Gln
Thr
Glu
Glu
115
Lys
Val

Gln

Val

Ile Ile
Ala
20

Met

Phe
Ala

Ala Arg

Val Asp

Ile Met
85
Thr Val
100
Gly Phe

Ile Thr

Phe Leu

Asp
Arg
Arg
Thr
Thr
70

Ala
Asp
Asp

Leu

His

ES 2614804 T3

ggctgtggee
ccgccagatt
tcgetgttte
ggtggataca
gcagtgcatg
cctgagcgeg
acgccgtggt
cttcctgecat
gtttggcatt
ttatggcgcet
ggaacagtac
actgcagcag
cgatggtaaa
cgggggccag
gaaacgtgac
ggaaccgcge
tggcggtcca

ggaggatctg
aaacattatt

ggaaccgtgg
tgcacagtat

Ala Ala

Lys Ala

Asp Cys
40
Val Arg
55
Pro Cys

Leu Gln

Arg Leu
Ala
120
His

Asp

Arg
135

Pro Leu

150

Ala
165
Asp

Gly

Asn
180

Glu

Pro

Lys Phe

Gly Ala

Val
Val
25

Ser
Arg
Arg
Cys
Leu
105
Gly
Leu
Leu

Gly

Glu
185

gcggacccgg
ccgggtgetg
ggcgcacgca
ccatgtegtce
gaacgcggec
atgccggtge
aaaattacgt
ccgetgetge
cagaatcgtt
ggcatcgact
ttgcaggaga
cgtccggata
ctgcgctatg
ggcgtgttca
ggcctgttge
ttggaagaac
atgcctatgg
gatggtgaga
tggcagattg
aacgacccgg
caacagggct

Ala
10
Glu

Ala
Ser
Gly Arg
Asp Glu
Ala

75
Glu

Leu

Met
90
Pro Asp

Asn Pro

Leu Thr
Glu
155
Gln

Arg

Ile
170

Trp Ile

32

tggttctgat
ttattatggce
ctgtgegteg
tggcaagcgce
tggtagactt
tggaaggctt
tacgccatct
gcgagtatgt
ttgcgeecgee
gggcaggcaa
acatttgcgce
tgctggcacg
atgactctgt
gcagtccagg
tgcagccaga
aaatgaacca
tcctgegteg
actggegtcg
acccgaaagce
tgtgtcgtga
aa

Asp Pro

Arg Gln
30
Asn
45
Asn

Leu

Cys
60
Ser Ala

Arg Gly

Leu Ser
Leu
125
Thr

Arg

His
140
Tyr Val

Asn Arg

Tyr Gly

Val
Ile
Tyr
Gln
Thr
Leu
Ala
110
Arg
Ser
Ala

Phe

Ala
190

ggaaacggct
gcgtgattgt
cgacgagtgce
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgcce
gctgacacac
tgcccagggt
attagttaat
attagtggaa
gccgetggge
tcgtgecgac
gtattttcge
cagttacatg
aaccgtggat
gcatatggac
cagcttegge
taaaggctcg
gggtctgtgt
cctgactcge

Val
15
Pro

Leu
Gly
Thr Arg
Leu Pro
Leu

80
Asp

Lys

Val
95
Met Pro

Glu Arg

Gly Leu

Gln Gly
160
Ala Pro
175

Gly Ile

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1242
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Asp Trp

Ala

Gly Lys

195

Gln Tyr
210
Thr Phe
225
Met Thr

Val Tyr

Phe Ser

Leu
Lys
His
Phe

Ser

Gln Glu

Leu Gln

Leu

Asn

Gln

ES 2614804 T3

Val Glu
200
Ile Cys
215

Arg Pro

230

Asn
245
Ala

Arg

Arg
260

Pro Gly

275

Arg Asp
290
Pro Ala
305

Ala Ser

Arg Ser

Glu Asn

Gly
Leu
Pro
Phe

Trp

Leu Leu

Glu Pro

Ser
Asp
Ser
Leu

Arg

Ser Asp

Gly Glu
Met
280
Pro

Tyr

Gln
295

Leu Glu

310

Ile
325
Leu

His

Gly
340

Arg Arg

355

Ile Ile
370
Phe Gln
385

Thr Phe

<210> 15
<211> 1242
<212> ADN

Trp
Leu

Glu

Gln Ile

Glu Pro

Asn
Gly
Lys
Asp

Trp

Tyr Gly

Gly Ile

Ser
360
Lys

Gly

Pro
375

Asn Asp

390

Ala
405

Lys

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Variante de lovD

<400> 15

atgggttcta
ttccgtaaag
agcggtegtce
aatcaattac
ctgaccacga
gttgaccgece
ggcaacccgce
accagcggtce
catttgcagg
gatccaggcg
cgcgcaacgg
atcactgata
atgacccacc
gttgacggtg
aaggttctgce
ctgatgttcc
gcgtecgeege
ctgggtggta
atgacgtttg
actttagtct
acctttgaga

tcattgatge
cggttgaaag
tgaactacac
caccgctgeca
ttatggcact
tgctgecgga
gtctgecgega
tgtcgtacgt
gcgctgagaa
cggaatggat
gcttggacct
tgacgttcaa
gcaactccag
aagagtgttt
actctctgcet
agccggcegcet
acatcaacta
tcattgcact
gtggeggtce
ttttccaget
aagcgatcta

Ile

Tyr Ala

ggctgtggee
ccgccagatt
tcgetgttte
ggtggataca
gcagtgcatg
cctgagegeg
acgccgtggt
cttcctgecat
gtttggcatt
ttatggcgcet
ggaacagtac
actgcagcag
cgatggtaaa
cgggggccag
gaaacgtgac
ggaaccgcge
tggcggtcca
ggaggatctg
aaacattatt

ggaaccgtgg
tgcacagtat

Arg Ala Thr

Ala Pro Leu

Met Leu
235

Leu

Asp
Gly Lys
250
Glu Cys
265

Lys

Phe

Val Leu

Glu Thr Val

Glu Gln Met
315
Pro Met
330

Ala

Gly

Ile
345
Met

Leu

Thr Phe

Ala Gly Leu

Pro Val Cys
395
Gln

Gln Tyr

410

gcggacccgg
ccgggtgetg
ggcgcacgcea
ccatgtegtce
gaacgcggec
atgccggtge
aaaattacgt
ccgetgetge
cagaatcgtt
ggcatcgact
ttgcaggaga
cgcccggata
ctgcgetatg
ggcgtgttca
ggcctgttge
ttggaagaac
atgcctatgg
gatggtgaga
tggcagattg
agtgacccgg
caacagggct

33

Leu
205
Ile

Gly

Gly
220
Ala Arg

Arg Tyr

Gly Gly

270
Ser
285
Leu

His
Asp Met
300
Asn

Gln His

Pro Met Val

Glu Asp

350
Gly Gly
365
Cys Thr
380
Arg Asp

Gln Gly

tggttctgat
ttattatggce
ctgtgegtceg
tggcaagcgce
tggtagactt
tggaaggctt
tacgccatct
gcgagtatgt
ttgcgeecgee
gggcaggcaa
acatttgcgce
tgctggcacg
atgacacggt
gcagtccagg
tgcagccagg
aaatgaacca
tcectgegteg
actggegtcg
acccgaaagce
tgtgtcgtga
aa

Asp
Thr
Arg
Asp
Gln

Leu

Leu
Gly
Leu

Leu

Leu Glu

Asp Met

Ala Asp
240
Asp Ser
255
Gly Val

Leu Lys

Phe Gln

Met Asp
320
Leu Arg
335
Asp Gly

Pro Asn

Val Phe

Thr Arg
400

ggaaacggct
gcgtgattgt
cgacgagtgce
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgce
gctgacacac
tgcccagggt
attagttaat
attagtggaa
gccgetggge
tcgtgecgac
gtattttecge
cagttacatg
gaccgtggat
gcatatggac
cagcttcgge
taaaggctcg
gggtctgtgt
cctgactcge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1242
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<210> 16

<211> 413

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Variante de lovD

<400> 16

ES 2614804 T3
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Met Gly Ser Ile Ile

Met Glu Thr Ala Phe
20
Ala Val Ile Met Ala
35
Cys Phe Gly Ala Arg
50
Pro Leu Gln Val Asp
65
Leu Thr Thr Ile Met
85
Leu Asp Glu Thr Val
100
Val Leu Glu Gly Phe
115
Arg Gly Lys Ile Thr
130
Ser Tyr Val Phe Leu
145
His Leu Gln Gly Ala
165
Pro Leu Val Asn Asp
180
Asp Trp Ala Gly Lys
195
Gln Tyr Leu Gln Glu
210
Thr Phe Lys Leu Gln
225
Met Thr His Arg Asn
245
Val Tyr Phe Arg Val
260
Phe Ser Ser Pro Gly
275
Arg Asp Gly Leu Leu
290
Pro Ala Leu Glu Pro
305
Ala Ser Pro His Ile
325
Arg Ser Phe Gly Leu
340
Glu Asn Trp Arg Arg
355
Ile Ile Trp Gln Ile
370
Phe Gln Leu Glu Pro

385

Thr Phe Glu Lys Ala
405

<210> 17

<211> 1242

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Variante de lovD

Asp
Arg
Arg
Thr
Thr
70

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

390
Ile

Ala
Lys
Asp
vVal
55

Pro
Leu
Arg
Asp
Arg
135
Pro
Lys
Gly
vVal
Ile
215
Arg
Ser
Gly
Tyr
Gln
295
Leu
Tyr
Gly
Gly
Pro
375

Ser

Tyr

ES 2614804 T3

Ala
Ala
Cys
40

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

Asp

Ala

Val
Val
25

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

Pro

Gln

Ala
10

Glu
Gly
Asp
Leu
Met
90

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

Val

Tyr
410

35

Ala
Ser
Arg
Glu
Ala
75

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

395
Gln

Asp
Arg
Leu
Cys
60

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

Arg

Gln

Pro
Gln
Asn
45

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

Asp

Gly

Val
Ile
30

Tyr
Gln
Thr
Leu
Ala
110
Arg
Ser
Ala
Phe
Ala
190
Asp
Thr
Arg
Asp
Gln
270
Leu
Met
His
Val
Leu
350
Gly

Leu

Leu

Val
15

Pro
Thr
Leu
Lys
Val
95

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

Val

Thr

Leu
Gly
Arg
Pro
Leu
Asp
Pro
Arg
Leu
Gly
160
Pro
Ile
Glu
Met
Asp
240
Thr
Val
Lys
Gln
Asp
320
Arg
Gly
Asn

Phe

Arg
400
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<400> 17

atgggttcta
ttccgtaaag
agcggtcegtce
aatcaattac
ctgaccacga
gttgaccgece
ggcaacccgce
accagcggtce
catttgcagg
gatccaggcg
cgcgcaacgyg
atcactgata
atgacccacc
catgacggtg
aaggttctgce
ctgatgttcc
gcgtegecege
ctgggtggta
atgacgtttg
actttagtct
acctttgaga

<210>18
<211> 413
<212> PRT

acattgatgc
cggttgaaag
tgaactacac
caccgctgeca
ttatggcact
tgctgecegga
gtctgecgega
tgtcgtacgt
gcgctgagaa
cggaatggat
gcttggacct
tgacgttcaa
gcaactccag
aagagtgttt
actctctgcet
agccggcegcet
acatcaacta
tcattgcact
gtggeggtce
ttttccaget
aagcgatcta

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Variante de lovD

<400> 18

ES 2614804 T3

ggctgtggee
ctctcagatt
tcgetgttte
ggtggataca
gcagtgcatg
cctgagcgeg
acgccgtggt
cttcctgecat
gtttggcatt
ttatggcgcet
ggaacagtac
actgcagcag
cgatggtaaa
cgggggccag
gaaacgtgac
ggaaccgcgt
tggcggtcca
ggaggatctg
aaacattatt

ggaaccgtgg
tgcacagtat

gcggacccgg
ccgggtgetg
ggcgcacgca
ccatgtegtce
gaacgcggec
atgccggtge
aaaattacgt
ccgetgetge
cagaatcgtt
ggcatcgact
ttgcaggaga
cgcccggata
ctgcgctatg
ggcgtgttca
ggcctgttge
ttggaagaac
atgcctatgg
gatggtgaga
tggcagattg
agtgacccgg
caacagggct

36

tggttctgat
ttattatggce
ctgtgegteg
tggcaagcgce
tggtagactt
tggaaggctt
tacgccatct
gcgagtatgt
ttgcgeecgee
gggcaggcaa
acatttgcgce
tgctggcacg
atgacacggt
gcagtccagg
tgcagccagg
aaatgaacca
tcctgegteg
actggegtcg
acccgaaagce
tgtgtcgtga
aa

ggaaacggct
gcgtgattgt
cgacgagtgce
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgcce
gctgacacac
tgcccagggt
attagttaat
attagtggaa
gccgetggge
tcgtgecgac
gtattttcge
cagttacatg
gaccgtggat
gcatatggac
cagcttegge
taaaggctcg
gggtctgtgt
cctgactcge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1242
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<210>

<211> 1242

<212>

Met
Met
Ala
Cys
Pro
65

Leu
Leu
Val
Arg
Ser
145
His
Pro
Asp

Gln

Thr

225
Met

Val
Phe
Arg
Pro
305
Ala
Arg
Glu
Ile
Phe

385
Thr

19

ADN

Gly
Glu
Val
Phe
50

Leu
Thr
Asp
Leu
Gly
130
Tyr
Leu
Leu
Trp
Tyr

210
Phe

Thr
Tyr
Ser
Asp
290
Ala
Ser
Ser
Asn
Ile
370
Gln

Phe

Ser
Thr
Ile
35

Gly
Gln
Thr
Glu
Glu
115
Lys
Val
Gln
Val
Ala
195

Leu

Lys

His
Phe
Ser
275
Gly
Leu
Pro
Phe
Trp
355
Trp

Leu

Glu

Asn
Ala
20

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

Leu

Arg
Arg
260
Pro
Leu
Glu
His
Gly
340
Arg
Gln
Glu

Lys

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Ile
Phe
Ala
Arg
Asp
Met
85

Val
Phe
Thr
Leu
Ala
165
Asp
Lys
Glu

Gln

Asn
245
His
Gly
Leu
Pro
Ile
325
Leu
Arg
Ile

Pro

Ala
405

Asp
Arg
Arg
Thr
Thr
70

Ala
Asp
Asp
Leu
His
150
Glu
Pro
Leu

Asn

Gln

230
Ser

Asp
Ser
Leu
Arg
310
Asn
Gly
Lys
Asp
Trp

390
Ile

ES 2614804 T3

Ala
Lys
Asp
Val
55

Pro
Leu
Arg
Asp
Arg
135
Pro
Lys
Gly
Val
Ile

215
Arg

Ser
Gly
Tyr
Gln
295
Leu
Tyr
Gly
Gly
Pro
375

Ser

Tyr

Ala
Ala
Cys
40

Arg
Cys
Gln
Leu
Ala
120
His
Leu
Phe
Ala
Glu
200
Cys

Pro

Asp
Glu
Met
280
Pro
Glu
Gly
Ile
Ser
360
Lys

Asp

Ala

Val
Val
25

Ser
Arg
Arg
Cys
Leu
105
Gly
Leu
Leu
Gly
Glu
185
Arg

Ala

Asp

Gly
Glu
265
Lys
Gly
Glu
Gly
Ile
345
Met
Ala

Pro

Gln

37

Ala
10

Glu
Gly
Asp
Leu
Met
90

Pro
Asn
Leu
Arg
Ile
170
Trp
Ala

Pro

Met

Lys
250
Cys
Val
Thr
Gln
Pro
330
Ala
Thr
Gly

Val

Tyr
410

Ala
Ser
Arg
Glu
Ala
75

Glu
Asp
Pro
Thr
Glu
155
Gln
Ile
Thr

Leu

Leu

235
Leu

Phe
Leu
Val
Met
315
Met
Leu
Phe
Leu
Cys

395
Gln

Asp
Ser
Leu
Cys
60

Ser
Arg
Leu
Arg
His
140
Tyr
Asn
Tyr
Gly
Gly

220
Ala

Arg
Gly
His
Asp
300
Asn
Pro
Glu
Gly
Cys
380

Arg

Gln

Pro
Gln
Asn
45

Asn
Ala
Gly
Ser
Leu
125
Thr
Val
Arg
Gly
Leu
205

Ile

Arg

Tyr
Gly
Ser
285
Leu
Gln
Met
Asp
Gly
365
Thr

Asp

Gly

Val
Ile
30

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

Thr

Arg

Asp
Gln
270
Leu
Met
His
Val
Leu
350
Gly

Leu

Leu

Val
15

Pro
Thr
Leu
Lys
Val
95

Met
Glu
Gly
Gln
Ala
175
Gly
Leu

Asp

Ala

Asp
255
Gly
Leu
Phe
Met
Leu
335
Asp
Pro

Val

Thr

Leu
Gly
Arg
Pro
Leu
80

Asp
Pro
Arg
Leu
Gly
160
Pro
Ile
Glu

Met

Asp

240
Thr

Val
Lys
Gln
Asp
320
Arg
Gly
Asn

Phe

Arg
400
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<223> Variante de lovD

<400> 19

10

15

20

25

30

atgggttcta
ttccgtaaag
agcggtcgte
aatcaattac
ctgaccacga
gttgaccgcee
ggcaacccge
accagcggtce
catttgcagg
gatccaggcg
cgcgcaacgg
atcactgata
atgacccacc
catgacggtg
aaggttctgce
ctgatgttce
gcgtegeege
ctgggtggta
atgacgtttg
actttagtct
acctttgaga

<210> 20

acattgatgc
cggttgaaag
tgaactacac
caccgctgea
ttatggcact
tgctgcegga
gtctgegega
tgtcgtacgt
gcgctgagaa
cggaatggat
gcttggacct
tgacgttcaa
gcaactccag
aagagtgttt
actctctget
agccggcegcet
acatcaacta
tcattgcact
gtggcggtce
ttttccaget
aagcgatcta

ggctgtggec
ctctcagatt
tcgetgttte
ggtggataca
gcagtgcatg
cctgtgegeg
acgccgtggt
cttcctgecat
gtttggcatt
ttatggcgcet
ggaacagtac
actgcagcag
cgatggtaaa
cgggggccag
gaaacgtgac
ggaaccgcgt
tggcggtcca
ggaggatctg
aaacattatt
ggaaccgtgg
tgcacagtat

gcggacccgg
ccgggtgetg
ggcgcacgceca
ccatgtcgtce
gaacgcggec
atgceggtge
aaaattacgt
ccgetgetge
cagaatcgtt
ggcatcgact
ttgcaggaga
cgcccggata
ctgcgectatg
ggcgtgttca
ggcctgttge
ttggaagaac
atgcctatgg
gatggtgaga
tggcagattg
agtgacccgg
caacagggct

tggttctgat
ttttgatgge
ctgtgegteg
tggcaagcge
tggtacgctt
tggaaggcett
tacgccatct
gcgagtatgt
ttgcgeegece
gggcaggcaa
acatttgcgce
tgctggcacg
atgacacggt
gcagtccagg
tgcagccagg
aaatgaacca
tcatgcgtcg
actggcgtceg
acccgaaagce
tgtgtcgtga
aa

ggaaacggct
gcgtgattgt
cgacgagtgce
tactaaatta
ggatgaaact
tgatgatgce
gctgacacac
tgcccagggt
attagttaat
attagtggaa
gccgetggge
tcgtgecgac
gtattttcge
cagttacatg
gaccgtggat
gcatatggac
cagcttcgge
taaaggctcg
gggtctgtgt
cctgactcge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1242

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

<220>
<223> Variante de lovD

<400> 20

40

45

50

55

60

65
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Met
Met
Ala
Cys
Pro
65

Leu
Leu
Val
Arg
Ser
145
His
Pro
Asp
Gln
Thr
225
Met
Val
Phe
Arg
Pro
305
Ala
Arg
Glu
Ile
Phe

385
Thr

Gly
Glu
Val
Phe
50

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

Phe

Ser
Thr
Leu
35

Gly
Gln
Thr
Glu
Glu
115
Lys
Val
Gln
Val
Ala
195
Leu
Lys
His
Phe
Ser
275
Gly
Leu
Pro
Phe
Trp
355
Trp

Leu

Glu

Asn
Ala
20

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

Lys

Ile
Phe
Ala
Arg
Asp
Met
85

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

Pro

Ala
405

Asp
Arg
Arg
Thr
Thr
70

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

390
Ile

Ala
Lys
Asp
vVal
55

Pro
Leu
Arg
Asp
Arg
135
Pro
Lys
Gly
vVal
Ile
215
Arg
Ser
Gly
Tyr
Gln
295
Leu
Tyr
Gly
Gly
Pro
375

Ser

Tyr

ES 2614804 T3

Ala
Ala
Cys
40

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

Asp

Ala

Val
Val
25

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

Pro

Gln

Ala
10

Glu
Gly
Asp
Leu
Met
90

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

Val

Tyr
410

39

Ala
Ser
Arg
Glu
Ala
75

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

395
Gln

Asp
Ser
Leu
Cys
60

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

Arg

Gln

Pro
Gln
Asn
45

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

Asp

Gly

Val
Ile
30

Tyr
Gln
Thr
Leu
Ala
110
Arg
Ser
Ala
Phe
Ala
190
Asp
Thr
Arg
Asp
Gln
270
Leu
Met
His
Val
Leu
350
Gly

Leu

Leu

Val
15

Pro
Thr
Leu
Lys
Val
95

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

Val

Thr

Leu
Gly
Arg
Pro
Leu
80

Arg
Pro
Arg
Leu
Gly
160
Pro
Ile
Glu
Met
Asp
240
Thr
Val
Lys
Gln
Asp
320
Arg
Gly
Asn

Phe

Arg
400
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ES 2614804 T3

REIVINDICACIONES

1. Un método para fabricar un compuesto de estatina, que comprende poner en contacto un sustrato de LovD
aciltransferasa con una LovD aciltransferasa en presencia de un donante de tioéster y un agente de precipitacion, en
condiciones que producen un compuesto de estatina, en el que el producto de reaccion precipita cuando el agente
de precipitacion esta presente.

2. El método de la reivindicacion 1 en el que el agente de precipitacién es hidréxido de amonio.
3. El método de la reivindicacion 1, en el que:

(i) el sustrato de la LovD aciltransferasa es monacolina J;

(ii) el sustrato de la LovD aciltransferasa es lovastatina;

(iii) el sustrato de la LovD aciltransferasa es 6-hidroxi-6-des-metil-monacolina-J;
o}

(iv) el sustrato de la LovD aciltransferasa es pravastatina.

4. El método de la reivindicacion 3(i), en el que la monacolina J es una sal de hidroxiacido de monacolina J o
monacolina J lactona.

5. El método de la reivindicacion 3(ii), en el que la lovastatina es una sal de hidroxiacido de lovastatina o lovastatina
lactona.

6. El método de la reivindicacion 3(iii), en el que la 6-hidroxil-6-desmetil-monacolina J es una sal de hidroxiacido de
6-hidroxi-6-desmetil monacolina J o 6-hidroxil-6 desmetil monacolina J lactona.

7. El método de la reivindicacion 3(iv), en el que la pravastatina es una sal de hidroxiacido de pravastatina o
pravastatina lactona.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el donante de tioéster es un tioéster de alfa-
dimetilbutirilo y en el que el tioéster de alfa-dimetilbutirilo se selecciona, opcionalmente, del grupo que consiste en a-
dimetilbutiril-S-metilmercaptopropionato (DMB-S-MMP), mercaptopropionato de dimetilbutiril-S-etilo (DMB-S-EMP),
tioglicolato de dimetilbutiril-S-metilo (DMB-S-MTG), mercaptobutirato de dimetilbutiril-S-metilo (DMB-S-MMB), 2,2-
dimetilbutanotioato de  S-2-acetamidoetilo, 2,2-dimetilbutanotioato de  S-acetamidometilo 'y @ 2-(2,2-
dimetilbutanoiltio)acetato de metilo.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que: (a) se lleva a cabo en un medio acuoso a un pH en el intervalo de
aproximadamente pH 8 a pH 9,5; o (b) se lleva a cabo en un tampén acuoso que tiene un pH inicial de
aproximadamente pH 9.

10. El método de la reivindicacién 8, en el que la LovD aciltransferasa es una variante de LovD con una secuencia
de aminoacidos seleccionada de la tabla 2.

11. El método de la reivindicacion 8, en el que la LovD aciltransferasa es una variante de LovD con las siguientes
mutaciones con respecto a la SEQ ID NO: 2: I4N; A9V; K26E; R28S; I135L; N43R; D96R; S109C; A123P; M157V;
S164G; S172N; L174F; A178L; N191G; L192l; Q241M; A247S; R250K; S256T; A261H; G275S; Q297G; L335M;
L361M; V370l; A383V; N391S; y H404K.

12. Un método para fabricar sal de amonio de hidroxiacido de simvastatina que comprende poner en contacto
monacolina J o lovastatina con una LovD aciltransferasa en presencia de un donante de tioéster de alfa-
dimetilbutirilo e hidréxido de amonio en condiciones que producen sal de amonio de hidroxiacido de simvastatina, en
el que el producto de reaccion precipita.

13. El método de la reivindicacion 12, en el que: (a) se lleva a cabo en una solucion acuisa a un pH en el intervalo de

aproximadamente pH 8 a pH 9,5; o (b) se lleva a cabo en un tampén acuoso que tiene un pH inicial de
aproximadamente pH 9.
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