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DESCRIPCIÓN 
 
Polipéptido citocromo P450 novedoso con actividad enzimática aumentada 
 
La presente invención se refiere a monooxigenasas del citocromo P450 con una actividad enzimática aumentada. 5 
 
Los P450 mitocondriales de mamíferos constituyen una familia pequeña de citocromos que llevan a cabo reacciones 
específicas dentro de las mitocondrias y desempeñan un papel importante en el metabolismo de una diversidad de 
compuestos hidrófobos. Por ejemplo, P450c11beta y P450c11AS (codificados por los genes CYP11B1 y CYP11B2) 
llevan a cabo la etapa final de la biosíntesis de glucocorticoides y mineralocorticoides, respectivamente. El 10 
P450c11beta es un esteroide 11beta-hidroxilasa clásica que convierte 11-desoxicortisol en hidrocortisona, mientras 
que el P450c11AS cataliza la transformación de desoxicorticosterona en aldosterona en tres etapas consecutivas. El 
CYP27A1 es otro ejemplo de un P450 mitocondrial interno que es un esterol 27-hidroxilasa y vitamina D25 
hidroxilasa. Finalmente, el P450 mitocondrial más emblemático es el P450scc (enzima de escisión de cadena lateral 
(Side Chain Cleaving)), codificado por el gen CYP11A1, que escinde la cadena lateral de colesterol, transformando 15 
así el colesterol en pregnenolona por medio de dos hidroxilaciones consecutivas y una escisión final. El P450scc 
lleva a cabo la primera etapa clave de la biosíntesis de esteroides transformando un esterol en un esteroide. 
 
La capacidad del P450 para catalizar la oxidación regioespecífica, quimioespecífica y estereoespecífica de una 
amplia serie de sustratos refleja sus funciones biológicas y los convierte en candidatos importantes para 20 
aplicaciones biotecnológicas. En particular, las hormonas esteroideas se utilizan ampliamente como 
antiinflamatorios, anticonceptivos y antiproliferativos. En los mamíferos, la síntesis de estos esteroides comienza con 
la reacción de escisión de la cadena lateral del colesterol para dar pregnenolona. La pregnenolona sirve como base 
para la producción de otras hormonas esteroideas tales como hidrocortisona y están asociados grandes intereses 
con su conversión industrial a gran escala a partir de sustratos económicos tales como el colesterol y sus análogos 25 
derivados de plantas. No obstante, la reacción de escisión de la cadena lateral del colesterol para dar pregnenolona 
es una etapa limitante en el proceso general de esteroides. En los mamíferos, está catalizada por la enzima 
CYP11A1 unida a membrana. 
 
Sin embargo, por múltiples motivos, el uso biotecnológico e industrial de los P450 es difícil de implementar y no es 30 
satisfactorio. El P450 mitocondrial utiliza una cadena específica de transportadores de electrones constituida por dos 
proteínas, a saber, la ferredoxina reductasa (FdxR) y la ferredoxina (Fdx1), también denominadas adrenodoxina 
reductasa (AdR) y adrenodoxina (Adx). En la situación natural in vivo, la FdxR gana un electrón procedente del 
NADPH y la Fdx1 transporta un electrón desde la FdxR hasta el P450 mitocondrial. Se ha desarrollado un sistema in 
vitro en el que la FdxR se encuentra en una concentración catalítica (0,5 µM) y la Fdx1 en una concentración de 35 
saturación (10 µM). Para que este sistema in vitro sea eficaz, los electrones deben fluir de forma apropiada al P450. 
 
Para tratar de superar estas dificultades, algunos autores han fusionado los tres péptidos P450scc (o P450c11 beta), 
Fdx1 y FdxR utilizando secuencias bisagra o enlazadoras variables. Pero aunque esta triple fusión da como 
resultado una proteína funcional, su eficacia es baja en comparación con el polipéptido "auténtico" y no se puede 40 
utilizar a escala industrial. Además, el entorno mitocondrial es difícil de imitar en un sistema recombinante 
microbiano. Por ejemplo, el polipéptido P450scc puede direccionarse adecuadamente a las mitocondrias de 
levadura. Sin embargo, el polipéptido direccionado no puede convertir esterol en pregnenolona debido a la ausencia 
de sustrato en las mitocondrias y/o al plegamiento o al direccionamiento incorrectos de P450scc. 
 45 
Se utilizan diferentes sistemas recombinantes para producir pregnenolona biosintética a partir de esterol vegetal. Por 
ejemplo, se ha desarrollado un sistema de biosíntesis en la levadura Saccharomyces cerevisiae. En este sistema, el 
P450scc se direcciona al exterior de las mitocondrias en la membrana plasmática junto con FdxR y Fdx1, y la ruta 
del esterol se dirige a producir esterol en la membrana. Además, el P450c11beta puede direccionarse a las 
mitocondrias junto con Fdx y FdxR1, en las que puede convertir 11-desoxicortisol en cortisol. Se ha desarrollado un 50 
sistema de bioconversión en Bacillus megaterium. En este sistema, el colesterol se puede convertir en pregnenolona 
por medio de formas maduras de P450scc, Fdx1 y FdxR1. La biosíntesis continúa siendo la tecnología más atractiva 
a escala industrial, dado que el sustrato se produce como una molécula soluble a partir de una fuente de carbono 
sencilla por parte del huésped, evitando por lo tanto la carga de utilizar detergentes. 
 55 
Recientemente, se han realizado intentos para producir nuevos polipéptidos P450scc con propiedades mejoradas. 
Por ejemplo, se ha creado un mutante de P450scc recombinante que porta una mutación K193E. Este mutante es 
más soluble y, por lo tanto, menos propenso a la agregación que el polipéptido recombinante de tipo silvestre. Por lo 
tanto, se obtiene un nivel de expresión más elevado con este mutante sin cambiar sus características enzimáticas. 
No obstante, todavía existe la necesidad de obtener polipéptidos P450scc mejorados con una mayor actividad 60 
enzimática que permitan una producción optimizada de hormonas esteroideas que sean particularmente adecuados 
para procesos industriales. 
 
Los inventores han desarrollado un nuevo polipéptido P450scc que porta mutaciones específicas. Este mutante 
presenta inesperadamente una actividad enzimática mejorada en términos de conversión de sustrato en hormonas 65 
esteroideas. 
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La presente invención se refiere así a una nueva monooxigenasa del citocromo P450 aislada que comprende o 
consiste en una secuencia de aminoácidos al menos el 80% idéntica a la SEQ ID NO: 1, en la que dicha secuencia 
comprende una treonina en la posición correspondiente a la posición 225 y una mutación de ácido aspártico en la 
posición correspondiente a la posición 289. En algunas formas de realización, la nueva enzima P450 es al menos el 5 
85%, 90%, 95%, 98% o 99% idéntica a la SEQ ID NO: 1. 
 
La invención también se refiere a un ácido nucleico aislado que comprende o consiste en una secuencia de 
nucleótidos que codifica dicha enzima, a un vector que comprende dicho ácido nucleico que está asociado 
operativamente con secuencias de control de la expresión y a una célula huésped que contiene dicho ácido nucleico 10 
o dicho vector, siendo dicha célula huésped, por ejemplo, un microorganismo. 
 
En una forma de realización, la invención proporciona un microorganismo manipulado genéticamente capaz de 
convertir un sustrato en un precursor de hormonas esteroideas. El sustrato puede ser, por ejemplo, un monoalcohol 
policíclico insaturado que tiene una cadena lateral alifática, tal como colesterol, un análogo de colesterol o un 15 
derivado de colesterol. El microorganismo manipulado genéticamente comprende, por ejemplo, un ácido nucleico 
que codifica una nueva enzima P450 presentada en la invención, y opcionalmente una secuencia de ácidos 
nucleicos que codifica una adrenodoxina (Adx) y/o una secuencia de ácidos nucleicos que codifica una 
adrenodoxina reductasa (AdR). 
 20 
En otro aspecto, la invención proporciona un procedimiento in vitro para preparar una enzima P450 presentada en la 
invención, comprendiendo dicho procedimiento las etapas siguientes: 
 

a) cultivar una célula huésped en condiciones adecuadas para obtener la expresión de la enzima P450 y 
 25 
b) recuperar la enzima expresada. 

 
En otra forma de realización, una enzima P450 presentada en la invención se utiliza para producir un precursor de 
hormonas esteroideas. 
 30 
La invención se refiere además a un procedimiento para producir un precursor de hormonas esteroideas, que 
comprende las etapas siguientes: 
 

a) proporcionar un microorganismo que expresa una enzima P450 presentada en la invención, 
 35 
b) cultivar dicho microorganismo en condiciones que permitan la expresión de la enzima P450, 
 
c) poner en contacto el cultivo de microorganismos obtenido en la etapa b) con un sustrato seleccionado del grupo 
que consiste en monoalcoholes policíclicos e insaturados que tienen una cadena lateral alifática tales como 
colesterol, un análogo de colesterol y un derivado de colesterol, en condiciones que permiten la producción, por el 40 
microorganismo, de un precursor de hormonas esteroideas a partir de dicho sustrato y 
 
d) recuperar el precursor de hormonas esteroideas producido. 

 
La invención también se refiere a un procedimiento, tal como un procedimiento in vitro, para producir un precursor de 45 
hormonas esteroideas, que comprende las etapas siguientes: 
 

a) poner en contacto una enzima P450 presentada en la invención con un polipéptido adrenodoxina (Adx) aislado, 
un polipéptido adrenodoxina reductasa (AdR) aislado y un sustrato seleccionado del grupo que consiste en 
monoalcoholes policíclicos e insaturados que tienen una cadena lateral alifática tales como colesterol, análogos y 50 
derivados del colesterol en condiciones que permitan la transformación de dicho sustrato en un precursor de 
hormonas esteroideas y 
 
b) recuperar el precursor de hormonas esteroideas obtenido. 

 55 
Las hormonas esteroideas se utilizan ampliamente como antiinflamatorios, anticonceptivos y antiproliferativos. La 
invención es de utilidad para producir un precursor de hormonas esteroideas y ayudar a la síntesis de hormonas 
esteroideas para su uso en seres humanos. El precursor de hormonas esteroideas, tales como la pregnelonona, 
sirve como base para la producción de otras hormonas esteroideas, tales como la hidrocortisona, y están asociados 
grandes intereses con su conversión industrial a gran escala. 60 
 
Descripcion de la invencion 
 
Enzimas 
 65 
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Por una enzima "aislada" o un polipéptido "aislado" se quiere decir que la enzima o el polipéptido ya no está en su 
entorno natural dentro del organismo en el que se expresa originariamente. Cuando se hace referencia a una 
enzima o un polipéptido, "purificado" significa que la molécula indicada está presente en ausencia sustancial de otras 
macromoléculas biológicas del mismo tipo. El término "purificado", tal como se usa en el presente documento, 
significa que está presente al menos el 75% en peso, al menos el 85% en peso, al menos el 95% en peso o al 5 
menos el 98% en peso de macromoléculas biológicas del mismo tipo. 
 
La expresión "enzima citocromo P450" o "enzima P450" se refiere a una monooxigenasa que es capaz de catalizar 
determinadas reacciones tales como las que se examinan por Van Bogaert et al., 2011, FEBS J. 278 (2): 206-221 o 
por Urlacher y Girhard, 2011, Trends in Biotechnology 30 (1): 26-36, o en el sitio de Internet 10 
dmelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html. Como ejemplo de dicha enzima P450 de tipo silvestre, la secuencia SEQ 
ID NO: 4 representa la forma madura de CYP11A1 de Bos taurus. La secuencia completa de CYP11A1 de Bos 
taurus que incluye un péptido de tránsito se referencia como P00189 en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot 
(última actualización de la secuencia: 21 de julio de 1986). 
 15 
Las enzimas citocromo P450 presentadas en la invención pueden estar unidas a membrana (insolubles) o ser 
citoplásmicas (solubles) en sus respectivos huéspedes originales. Por ejemplo, el P450scc (SEQ ID NO: 4) cataliza 
la reacción de escisión de la cadena lateral de monoalcoholes policíclicos e insaturados que tienen una cadena 
lateral alifática tales como colesterol, análogos de colesterol y derivados de los mismos para dar pregnenolona u 
otros precursores y derivados de hormonas esteroideas, como ejemplo no limitante. 20 
 
Los inventores han desarrollado una nueva enzima P450 de secuencia SEQ ID NO: 1 con actividad enzimática 
mejorada. En comparación con la SEQ ID NO: 4 (enzima scc de tipo silvestre con R en la posición 225 y N en la 
posición 289), la secuencia de aminoácidos SEQ ID NO: 1 comprende dos mutaciones: una mutación de arginina a 
treonina en la posición correspondiente a la posición 225 de la secuencia SEQ ID NO: 4 y una mutación de 25 
asparagina a ácido aspártico en la posición correspondiente a la posición 289 de la secuencia SEQ ID NO: 4. 
 
En una forma de realización específica, la nueva enzima P450 presentada en la invención muestra una actividad de 
monooxigenasa que cataliza la transformación de colesterol en pregnenolona. En una forma de realización 
particular, la nueva enzima P450 muestra al menos el 80% o más, en particular al menos el 85%, 90%, 95%, 100%, 30 
125%, 150%, 175%, 200%, 225%, 250%, 275%, más particularmente al menos el 300% o más de la actividad de 
monooxigenasa de la enzima P450 de secuencia SEQ ID NO: 4. 
 
La enzima P450 aislada presentada en la invención comprende o consiste en una secuencia de aminoácidos al 
menos el 80% idéntica a la SEQ ID NO: 1, en la que dicha secuencia comprende una treonina en la posición 35 
correspondiente a la posición 225 y un ácido aspártico en la posición correspondiente a la posición 289. En algunas 
formas de realización, la nueva enzima P450 es al menos el 85%, 90%, 95%, 98% o 99% idéntica a la SEQ ID NO: 
1. 
 
Se pueden introducir variaciones en la secuencia de aminoácidos mediante la sustitución, la eliminación o la 40 
inserción de uno o más codones en la secuencia de ácidos nucleicos que codifica la enzima, lo que da como 
resultado un cambio en la secuencia de aminoácidos de la enzima. Las sustituciones de aminoácidos pueden ser 
conservativas o no conservativas. En algunas formas de realización, las sustituciones son sustituciones 
conservativas, en las que un aminoácido se sustituye por otro aminoácido con propiedades químicas y/o 
estructurales similares. 45 
 
Una "sustitución conservativa de aminoácidos" es una en la que un residuo de aminoácido se sustituye por otro 
residuo de aminoácido que tiene un grupo R de cadena lateral con propiedades químicas similares (por ejemplo, 
carga o hidrofobicidad). En general, una sustitución de aminoácidos conservativa no cambiará sustancialmente las 
propiedades funcionales de una proteína. Ejemplos de grupos de aminoácidos que tienen cadenas laterales con 50 
propiedades químicas similares incluyen 1) cadenas laterales alifáticas: glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; 
2) cadenas laterales de hidroxilo alifáticas: serina y treonina; 3) cadenas laterales que contienen amida: asparagina y 
glutamina; 4) cadenas laterales aromáticas: fenilalanina, tirosina y triptófano; 5) cadenas laterales básicas: lisina, 
arginina e histidina; 6) cadenas laterales ácidas: ácido aspártico y ácido glutámico; y 7) cadenas laterales que 
contienen azufre: cisteína y metionina. Los grupos de sustitución conservativa de aminoácidos son: valina-leucina-55 
isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, glutamato-aspartato y asparagina-glutamina. 
 
Por ejemplo, una secuencia de aminoácidos al menos el 80% idéntica a la SEQ ID NO: 1 puede ser un polipéptido 
que tiene al menos una sustitución en un residuo de aminoácido particular. En algunas formas de realización, una 
secuencia de aminoácidos al menos el 80% idéntica a la SEQ ID NO: 1 tiene al menos aproximadamente el 80%, 60 
81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de 
identidad de secuencia de aminoácidos con la secuencia SEQ ID NO: 1. La identidad de secuencia de aminoácidos 
se define como el porcentaje de residuos de aminoácidos de la secuencia al menos el 80% idéntica a la SEQ ID NO: 
1 que son idénticos a los residuos de aminoácidos de la secuencia de referencia SEQ ID NO: 1, después de alinear 
las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr el porcentaje máximo de identidad de secuencia, y 65 
sin considerar las sustituciones conservativas como parte de la identidad de secuencia. La identidad de secuencia 
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se puede determinar a lo largo de toda la longitud de la secuencia al menos el 80% idéntica, la longitud total de la 
secuencia de referencia, o ambas. El porcentaje de identidad para secuencias de aminoácidos se puede calcular 
realizando un alineamiento general por pares basado en el algoritmo de alineamiento de Needleman-Wunsch para 
encontrar el alineamiento óptimo (incluidos los huecos) de dos secuencias a lo largo de toda su longitud, por 
ejemplo, utilizando Needle, y utilizando la matriz BLOSUM62 con una penalización de apertura de hueco de 10 y una 5 
penalización de extensión de hueco de 0,5. 
 
En la enzima P450 que comprende o consiste en una secuencia de aminoácidos al menos el 80% idéntica a la SEQ 
ID NO: 1, las modificaciones de aminoácidos en comparación con la SEQ ID NO: 1 se ubican normalmente en unas 
posiciones que no socavan significativamente la actividad biológica de la enzima. De hecho, la secuencia de 10 
aminoácidos del citocromo P450 que se presenta al menos el 80% idéntica a la SEQ ID NO: 1 muestra al menos la 
misma actividad biológica que el polipéptido de secuencia SEQ ID NO: 1. 
 
Una "misma actividad biológica" puede significar una misma función biológica. Por lo tanto, un polipéptido que tiene 
una misma actividad biológica que el polipéptido de secuencia SEQ ID NO: 1 puede ser, por ejemplo, un polipéptido 15 
que tiene actividad de monooxigenasa. Las técnicas para determinar la actividad de monooxigenasa de una enzima 
son bien conocidas por los expertos. Por ejemplo, un polipéptido que tiene la misma actividad biológica que el 
polipéptido de secuencia SEQ ID NO: 1 puede ser un polipéptido capaz de catalizar la reacción de escisión de la 
cadena lateral de monoalcoholes policíclicos e insaturados que tienen una cadena lateral alifática tales como 
colesterol, análogos y derivados de colesterol para dar pregnenolona u otros precursores y derivados de hormonas 20 
esteroideas, como ejemplo no limitante. En este caso, la actividad catalizadora de un compuesto se puede evaluar 
fácilmente in vitro (tal como se muestra por Woods, S.T., J. Sadleir, et al. (1998) "Expression of catalytically active 
human cytochrome p450scc in Escherichia coli and mutagenesis of isoleucine-462."; Arch Biochem Biophys 353(1): 
109-15) o in vivo (como se muestra por Duport, C., R. Spagnoli, et al. (1998) "Self-sufficient biosynthesis of 
pregnenolone and progesterone in engineered yeast."; Nat Biotechnol 16(2): 186-9) por parte de un experto en la 25 
técnica, por ejemplo, por medio del protocolo descrito en el Ejemplo 1. 
 
Normalmente, la actividad catalizadora se puede evaluar en un ensayo de conversión in vitro en el que se puede 
aplicar 150 mM de tampón HEPES, ajustado a pH 7,4, que contiene Tween-20 al 0,05% y MgCl2 1 mM, como 
tampón de reacción. 1 unidad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, con 5 mM de glucosa-6-fosfato como sustrato, 30 
puede servir como sistema de regeneración de NADPH. Normalmente, las concentraciones de CYP11A1, Adx y AdR 
pueden ser de 1 µM, 20 µM y 0,5 µM, o de 0,25 µM, 5 µM y 0,125 µM, respectivamente. 20 µM de colesterol, 
disuelto en 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina al 45%, puede servir como sustrato para CYP11A1. Normalmente, las 
muestras están precalentadas a 37 ºC y la reacción se inició mediante la adición de NADPH a una concentración 
final de 100 µM. Las mezclas se pueden incubar a 37 ºC con agitación durante 30 s. La reacción se puede detener 35 
hirviendo las muestras en agua durante 30 s. Para permitir la detección fotométrica a 240 nm, los esteroides se 
pueden convertir en sus derivados 3-ceto-Δ4 utilizando un colesterol oxidasa de Nocardia spec. Normalmente, se 
añaden 20 µl de una solución de colesterol oxidasa (5 mg de colesterol oxidasa y 5 mg de colato de Na disueltos en 
5 ml de tampón HEPES 50 mM, pH 7, que contiene Tween-20 al 0,05%) a las muestras. Después de la incubación a 
37 ºC durante 1 h, se puede añadir 11-desoxicorticosterona (DOC) a las mezclas de reacción como patrón interno, 40 
operación seguida de una extracción de 2 veces con volúmenes iguales de acetato de etilo. Después de la 
evaporación, los extractos pueden disolverse en acetonitrilo/agua. 
 
La actividad catalizadora también se puede analizar en un ensayo de conversión in vivo en el que la conversión de 
300 µM de colesterol en progesterona se evalúa normalmente mediante HPLC después de 24 h. Se puede cultivar 45 
Bacillus megaterium en medio TB que contiene 10 µg/ml de tetraciclina a 37 ºC con agitación de 180 rpm. La 
expresión de la proteína se puede inducir añadiendo 0,25 g de xilosa disueltos en 1 ml de agua, operación seguida 
de la posterior adición del sustrato, disuelto en 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina. 
 
Se puede realizar el alineamiento de la secuencia SEQ ID NO: 1 con una secuencia de aminoácidos al menos el 50 
80% idéntica a la SEQ ID NO: 1. Como estas dos secuencias tienen un alto porcentaje de identidad, la mayor parte 
de sus aminoácidos son idénticos. Por lo tanto, la numeración de aminoácidos se puede definir para ambas 
secuencias de forma que al menos el 80% de los aminoácidos presentes en las posiciones que portan el mismo 
número en ambas secuencias sean idénticos (introduciendo huecos, si es necesario, para lograr el porcentaje 
máximo de identidad de secuencia). En este contexto, "una posición correspondiente a la posición X" de la 55 
secuencia SEQ ID NO: 1 significa la posición que porta dicho número X en la secuencia al menos el 80% idéntica a 
la SEQ ID NO: 1. La secuencia SEQ ID NO: 1, por lo tanto, puede considerarse una "secuencia de referencia" para 
la numeración de las posiciones de aminoácidos en un alineamiento con una secuencia de aminoácidos al menos el 
80% idéntica a la SEQ ID NO: 1, de forma que al menos el 80% de los aminoácidos presentes en una "posición 
correspondiente" en ambas secuencias alineadas sean idénticos. 60 
 
En una forma de realización, la enzima P450 aislada presentada en la invención comprende o consiste en una 
secuencia de aminoácidos al menos el 80% idéntica a la SEQ ID NO: 1, comprendiendo dicha secuencia tanto una 
treonina en la posición correspondiente a la posición 225 como un ácido aspártico en la posición correspondiente a 
la posición 289. 65 
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En otra forma de realización, la enzima P450 divulgada comprende o consiste en una secuencia seleccionada del 
grupo que consiste en la SEQ ID NO: 2 y la SEQ ID NO: 3. 
 
En otra forma de realización más, la enzima P450 presentada en la invención consiste en la secuencia SEQ ID NO: 
1. 5 
 
La enzima presentada en la invención puede incluir una o más etiquetas, que pueden facilitar su purificación. Por 
ejemplo, la etiqueta puede ser una etiqueta de poli-histidina (poli-His). 
 

Ácidos nucleicos, vectores, células huésped y procedimiento de producción de la enzima 10 
 
En una forma de realización, la invención presenta un ácido nucleico aislado que comprende o consiste en una 
secuencia que codifica una enzima P450 presentada en la invención. 
 
Los ácidos nucleicos aislados presentados en la invención, también denominados polinucleótidos, pueden ser 15 
moléculas de ADN o ARN, que codifican la enzima P450 definida en la sección "Enzimas", aunque teniendo en 
cuenta la degeneración del código genético. Los ácidos nucleicos aislados pueden obtenerse mediante técnicas 
estándar bien conocidas por los expertos en la técnica, tales como amplificación o polimerización de ADN in vitro, 
síntesis génica in vitro, ligadura de oligonucleótidos, o mediante una combinación de estas técnicas. 
 20 
Los ácidos nucleicos presentados en la invención se encuentran ventajosamente en forma aislada o purificada. Los 
términos "purificado" y "aislado" tienen el mismo significado que se definió anteriormente. 
 
Como entenderán los expertos en la técnica, puede ser ventajoso en algunos casos producir moléculas de 
nucleótidos que codifican polipéptidos que posean codones de origen no natural en la molécula de nucleótidos 25 
naturales. Por ejemplo, los codones preferidos por un huésped procariota o eucariota particular pueden 
seleccionarse para aumentar la tasa de expresión de polipéptidos recombinantes. 
 
Un ácido nucleico presentado en la presente invención también puede incluir secuencias que codifican etiquetas, 
proteínas transportadoras, péptidos señal o secuencias no transcritas o traducidas que aumentan la expresión o la 30 
estabilidad de la molécula. 
 
Los ácidos nucleicos presentados en la invención pueden utilizarse para producir una enzima P450 recombinante en 
un sistema de expresión adecuado. La expresión "sistema de expresión" significa una célula huésped y un vector 
compatible en condiciones adecuadas, por ejemplo para la expresión de una proteína codificada por un ácido 35 
nucleico extraño transportado por el vector e introducido en la célula huésped. 
 
Normalmente, el ácido nucleico puede estar incluido en cualquier vector adecuado. 
 
Por lo tanto, en algunas formas de realización, la invención presenta un vector que comprende un ácido nucleico tal 40 
como se ha definido anteriormente asociado operativamente con elementos de control de la expresión y una célula 
huésped que contiene dicho ácido nucleico o dicho vector. 
 
Los términos y las expresiones "vector", "vector de clonación" y "vector de la expresión" significan el vehículo 
mediante el que se puede introducir una secuencia de ADN o ARN (por ejemplo, un gen extraño) en una célula 45 
huésped, para transformar el huésped y promover la expresión (por ejemplo, la transcripción y la traducción) de la 
secuencia introducida. 
 
Se puede utilizar cualquier vector de expresión, tal como un plásmido, cósmido, episoma, cromosoma artificial, fago 
o un vector vírico. Los ejemplos de plásmidos incluyen plásmidos de replicación que comprenden un origen de 50 
replicación, o plásmidos integrativos, tales como, por ejemplo, pUC, pcDNA, pBR y similares. 
 
Otros ejemplos de vectores incluyen vectores para células animales tales como pAGE107 (Miyaji H et al. 1990), 
pAGE103 (Mizukami T et al. 1987), pHSG274 (Brady G et al. 1984), pKCR (O'Hare K et al.1981), pSG1 beta d2-4- 
(Miyaji H et al. 1990) y similares. 55 
 
Los ejemplos de vectores víricos incluyen vectores de adenovirus, retrovirus, herpesvirus y AAV. Pueden producirse 
virus recombinantes mediante técnicas conocidas en la técnica, tales como mediante la transfección de células de 
empaquetamiento o mediante la transfección transitoria con plásmidos o virus auxiliares. Los ejemplos típicos de 
células de empaquetamiento de virus incluyen células PA317, células PsiCRIP, células GPenv+, células 293, etc. Se 60 
pueden encontrar protocolos detallados para producir dichos virus recombinantes de replicación defectuosa, por 
ejemplo, en los documentos WO 95/14785, WO 96/22378, US 5.882.877, US 6.013.516, US 4.861.719, US 
5.278.056 y WO 94/19478. 
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El vector de expresión puede comprender un casete de expresión funcional, tal como un casete de expresión que 
comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica un polipéptido presentado en la invención, que está 
unido operativamente a secuencias de control de la expresión. 
 
"Secuencia(s) de control de la expresión" se refiere al o a los elementos necesarios para la expresión de un 5 
polipéptido y, opcionalmente, para su regulación. La o las secuencias de control de la expresión pueden incluir, por 
ejemplo, una secuencia promotora, señales para el inicio y la terminación de la traducción, así como regiones 
apropiadas para la regulación de la traducción, tales como un promotor, un potenciador, un terminador y similares, 
para provocar o dirigir la expresión de dicho polipéptido. 
 10 
En una forma de realización, un vector presentado en la invención también puede comprender un gen marcador, por 
ejemplo, un gen que posibilita seleccionar entre un organismo transformado y un organismo que no contiene el ADN 
extraño transfectado. Un gen marcador puede ser un gen que confiere resistencia a un antibiótico. 
 
Según una forma de realización específica, un vector presentado en la invención puede comprender además una 15 
secuencia de ácidos nucleicos que codifica una adrenodoxina (Adx) y/o una secuencia de ácidos nucleicos que 
codifica una adrenodoxina reductasa (AdR). Adx y AdR son asociados de óxido-reducción de enzimas P450. 
 
"AdR" se refiere a adrenodoxina reductasa (EC: 1.18.1.6) o adrenodoxina-NADP+ reductasa, la enzima que se 
conoce como el primer componente en el sistema de transferencia de electrones mitocondrial citocromo P450 y que 20 
está implicada en la biosíntesis de todas las hormonas esteroideas. 
 
En una forma de realización específica, dicha enzima AdR se selecciona del grupo que consiste en AR 
(NADPH:adrenodoxina oxidorreductasa (EC = 1.18.1.6) codificada por el gen arh1) de Schizosaccharomyces pombe 
o de Saccharomyces cerevisiae y FNR (ferredoxina-NADP reductasa (EC = 1.18.1.2) codificada por el gen fpr de 25 
Escherichia coli. 
 
En una forma de realización específica, la enzima AdR es AdR de Bos taurus (referenciada como P08165 en 
UniProtKB/Swiss-Prot, última actualización de secuencia: 15 de julio de 1998). En otra forma de realización 
específica, la secuencia de proteínas de dicha AdR es la SEQ ID NO: 7. En otra forma de realización específica, la 30 
secuencia de proteínas de dicha AdR es una variante de la SEQ ID NO: 7, siempre que conserve su actividad 
biológica. 
 
Por "Adx" se entiende adrenodoxina o ferredoxina 1, la proteína que es conocida por su actividad de transferencia de 
electrones desde la adrenodoxina reductasa hasta el CYP11A1. 35 
 
En una forma de realización específica, dicha proteína Adx se selecciona del grupo que consiste en Fdx de origen 
mamífero, Etp1fd de Schizosaccharomyces pombe y Yah1 de Saccharomyces cerevisiae. 
 
En una forma de realización específica, la proteína Adx es Adx de Bos taurus (referenciada como P00257 en 40 
UniProtKB/Swiss-Prot, última actualización de secuencia: 1 de julio de 1989). En otra forma de realización 
específica, la secuencia de proteínas de dicha Adx es la SEQ ID NO: 8. En otra forma de realización específica, la 
secuencia de proteínas de dicha Adx es una variante de la SEQ ID NO: 8, siempre que conserve su actividad 
biológica. 
 45 
Se puede utilizar un vector o un ácido nucleico presentado en la invención para transformar células huésped según 
técnicas conocidas comúnmente por los expertos en la técnica. La inserción de dicho vector en la célula huésped 
puede ser transitoria o estable. 
 
El vector también puede contener secuencias que codifican señales específicas que desencadenan la secreción de 50 
la proteína traducida o su direccionamiento a los compartimentos u orgánulos celulares. Estas diversas señales de 
control se seleccionan según la célula huésped y pueden insertarse en vectores que se autorreplican en la célula 
huésped, o en vectores que integran el genoma de dicho huésped. 
 
Las células huésped pueden ser procariotas o eucariotas, incluidas, entre otras, bacterias, levaduras, células 55 
vegetales, células animales, células de insectos y células de mamíferos, incluidas líneas celulares que están 
disponibles comercialmente. En algunas formas de realización, las células huésped para la expresión son 
Escherichia coli, Lactobacilli, Bacillus, en particular Bacillus megaterium, bacterias probióticas, Pichia pastoris, 
Saccharomyces cerevisiae, células de insecto, células vegetales, células COS y células CHO. En una forma de 
realización, la célula huésped es una célula procariota, en particular una célula bacteriana. En otra forma de 60 
realización particular, la célula huésped es una célula eucariota, tal como una célula de levadura tal como una célula 
de Saccharomyces cerevisiae. 
 
Los sistemas de expresión comunes incluyen células huésped bacterianas y vectores plasmídicos, células huésped 
de insectos y vectores de Baculovirus, y células huésped de mamíferos y vectores. Los ejemplos específicos 65 
incluyen E. coli, B. megaterium, levaduras Kluyveromyces o Saccharomyces, líneas celulares de mamíferos (por 
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ejemplo, células Vero, células CHO, células 3T3, células COS, etc.), así como cultivos de células de mamíferos 
primarios o establecidos (por ejemplo, producidos a partir de linfoblastos, fibroblastos, células embrionarias, células 
epiteliales, células nerviosas, adipocitos, etc.). Los ejemplos también incluyen células SP2/0-Ag14 de ratón (ATCC 
CRL1581), células P3X63-Ag8.653 de ratón (ATCC CRL1580), células CHO en las que un gen de dihidrofolato 
reductasa (también denominado "gen DHFR") es defectuoso (Urlaub G et al; 1980), células 5 
YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20 de rata (ATCC CRL1662, también denominadas "células YB2/0") y similares. 
 
En otra forma de realización, la invención presenta una célula que ha sido transfectada, infectada o transformada por 
un ácido nucleico y/o un vector proporcionado en el presente documento. En consecuencia, la presente invención se 
refiere también a una célula huésped que contiene un ácido nucleico y/o un vector descrito en el presente 10 
documento, así como a la progenie y/o derivados de dichas células huésped. En una forma de realización, la célula 
huésped es un microorganismo manipulado genéticamente. 
 
Tal como se utiliza en el presente documento, el "microorganismo" puede ser un Escherichia coli, Bacillus 
licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Kluyveromyces lactis, Saccharomyces cerevisiae o 15 
Schizosaccharomyces pombe. 
 
Tal como se muestra por Woods, S.T., J. Sadleir, et al. (1998) ((Expression of catalytically active human cytochrome 
p450scc in Escherichia coli and mutagenesis of isoleucine-462. Arch Biochem Biophys 353(1): 109-15), la forma 
madura de P450scc humano se expresó en Escherichia coli con el fin de proporcionar una fuente más conveniente 20 
de la enzima humana y permitir que se realizaran estudios de estructura-función utilizando mutagénesis dirigida al 
sitio. Este sistema de expresión permitió producir mayores cantidades de citocromo activo que las que se han 
aislado previamente a partir de mitocondria placentaria. El P450scc expresado se purificó hasta casi homogeneidad 
y se demostró que tenía propiedades catalizadoras comparables a la enzima purificada a partir de la placenta 
humana. La forma madura de adrenodoxina humana también se expresó en E. coli y apoyó la actividad de escisión 25 
de la cadena lateral de colesterol con la misma Vmax que se observó con adrenodoxina bovina pero con una Km 
superior. La mutación de Ile-462 a Leu en P450scc humano provocó una reducción de la constante de velocidad 
catalítica (kcat) con colesterol como sustrato, aumentó la Km para 22R-hidroxicolesterol, pero no afectó a las 
constantes cinéticas para 20 alfa-hidroxicolesterol. 
 30 
Tal como se muestra por Duport, C., R. Spagnoli, et al. (1998) (Self-sufficient biosynthesis of pregnenolone and 
progesterone in engineered yeast. Nat Biotechnol 16(2): 186-9), las dos primeras etapas de la ruta esteroidogénica 
se reprodujeron en Saccharomyces cerevisiae. La manipulación genética de la biosíntesis de esteroles mediante la 
alteración del gen delta 22-desaturasa y la introducción de la actividad de delta 7-reductasa de Arabidopsis thaliana 
y la coexpresión de citocromo P450 de escisión de la cadena lateral bovino, adrenodoxina y adrenodoxina 35 
reductasa, conducen a la biosíntesis de pregnenolona a partir de una fuente de carbono sencilla. Después de la 
coexpresión adicional de 3-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa/isomerasa humana, la pregnenolona se metabolizó 
adicionalmente para dar progesterona. La formación de esteroides parece estar acoplada a la biosíntesis de 
esteroles de levadura. 
 40 
En Szczebara, F. M., C. Chandelier, et al. (2003) (Total biosynthesis of hydrocortisone from a simple carbon source 
in yeast; Nat Biotechnol 21(2): 143-9), la producción de hidrocortisona, el principal glucocorticoide suprarrenal de 
mamíferos y un intermediario importante de la síntesis de fármacos esteroideos, se comunicó a partir de una fuente 
de carbono sencilla por cepas de Saccharomyces cerevisiae recombinantes. Una ruta biosintética artificial y 
completamente autosuficiente que involucra 13 genes manipulados genéticamente se ensambla y se expresa en una 45 
única cepa de levadura. La biosíntesis de esteroles endógenos se redireccionó para producir esteroles compatibles 
para que sirvieran como sustratos para la parte heteróloga de la ruta. La biosíntesis involucró ocho proteínas de 
mamíferos (formas maduras de CYP11A1, adrenodoxina (ADX) y adrenodoxina reductasa (ADR); formas 
mitocondriales de ADX y CYP11B1; 3beta-HSD, CYP17A1 y CYP21A1). La optimización implicó la modulación de 
los dos sistemas mitocondriales y la interrupción de reacciones secundarias no deseadas asociadas con los 50 
productos de los genes ATF2, GCY1 e YPR1. La hidrocortisona fue el principal esteroide producido. Este trabajo 
demostró la viabilidad de transferir una ruta biosintética compleja de eucariotas superiores a microorganismos. 
 
En una forma de realización específica, el microorganismo es Bacillus megaterium, en particular, la cepa 
denominada MS941 de Bacillus megaterium. La expresión "cepa MS941 de Bacillus megaterium" se refiere a la cepa 55 
referenciada por Wittchen y Meinhardt, 1995, Appl Microbiol Biotechnol. 42: 871-877, y derivada de la cepa DSM319 
(Deutsche Stammsammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen). 
 
El sistema descrito anteriormente que utiliza E. coli y el sistema que utiliza B. megaterio son dos sistemas que son 
capaces de realizar la conversión de esteroles y derivados de esteroles, ya sea in vitro con E. coli o in cellulo con B. 60 
megaterio. Estas tecnologías pueden evaluar las capacidades de P450scc y los sustratos para funcionar 
conjuntamente. Ambas tecnologías requieren un procedimiento eficaz para solubilizar los sustratos de forma que 
sean accesibles a la enzima. Esta solubilización podría ser exigente a nivel industrial (gran volumen) tanto en 
términos financieros como científicos. 
 65 
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Un tercer organismo S.cerevisiae es un organismo particularmente ventajoso en este sentido; su amplia 
fermentación está bien dominada a niveles de metros cúbicos o más elevados y tiene una potente capacidad para 
producir esteroides tales como la pregnenolona a partir de una fuente de carbono sencilla tal como glucosa y/o 
etanol, evitando así detergentes o productos químicos solubilizantes tales como betaciclodextrina (tal como se ha 
mencionado anteriormente: Duport, C., R. Spagnoli, et al. (1998); Szczebara, FM, C. Chandelier, et al. (2003)). Para 5 
permitir la síntesis de esteroides in vivo, la biosíntesis de esteroles se direccionó a la producción de un esterol 
compatible con P450scc. 
 
Como la fermentación de S. cerevisiae se domina bien a gran escala, la introducción del ADNc de P450scc descrita 
recientemente en una S. cerevisiae direccionada para campesterol, u otros esteroles descritos como sustratos, en 10 
presencia de un portador de electrones apropiado es un recurso para la producción de esteroides. Este organismo 
recombinante se puede utilizar para evaluar un nuevo ADNc de P450scc tal como se describe en el presente 
documento. 
 
Por lo tanto, en otra forma de realización específica, el microorganismo es Saccharomyces cerevisiae. 15 
 
La expresión microorganismo "manipulado genéticamente" se refiere a cualquier microorganismo que haya sido 
modificado mediante técnicas de ingeniería genética conocidas en el campo por los expertos en la técnica. Para 
procedimientos relacionados con microorganismos particulares, el experto en la técnica puede recurrir a manuales 
de referencia tales como para levadura: "Methods in yeast genetics" - A laboratory course manual by M Rose, F 20 
Winston y P Hieter. p 198. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York. 1990. ISBN 0-
87969-354-1. 
 
Estas técnicas son técnicas convencionales, a menos que se indique lo contrario, en los campos de la 
bioinformática, biología celular, cultivo celular, biología molecular, biología transgénica, microbiología, ADN 25 
recombinante e inmunología, que se encuentran dentro de los conocimientos de la técnica. Dichas técnicas se 
explican completamente en la literatura. 
 
Tal como se utiliza en el presente documento, "técnicas de ingeniería genética" se refiere a tecnologías que permiten 
la expresión o la sobreexpresión de la expresión génica conocidas en el campo por los expertos en la técnica. La 30 
expresión o la sobreexpresión de un gen de interés se puede lograr introduciendo en una célula o un 
microorganismo una secuencia de ácidos nucleicos exógena que comprende dicho gen de interés, mediante 
cualquier tecnología de transformación conocida por los expertos en la técnica. 
 
El término "transformación" o "transfección" significa la introducción de un gen o una secuencia de ADN o ARN 35 
"extraños" (es decir, heterólogos) en una célula huésped, de tal forma que la célula huésped expresará el gen o la 
secuencia introducidos para producir una sustancia deseada, normalmente una proteína o enzima codificada por el 
gen introducido o la secuencia introducida. La transfección de la célula huésped se puede realizar utilizando 
cualquier técnica estándar, tal como transformación química, electroporación, precipitación con fosfato cálcico o 
lipofección. Las técnicas de transformación también incluyen, por ejemplo, la técnica de transformación de 40 
protoplastos mediada por PEG (Barg et al, 2005, Microbial Processes and Products 165-184). 
 
"Secuencia(s) exógena(s) de ácidos nucleidos" se refiere a la o las secuencias de ácidos nucleicos que no se 
expresan originariamente en el microorganismo considerado y/o en la forma que lo hacen en la cepa natural del 
microorganismo (en términos de nivel de expresión, por ejemplo), y que se han utilizado para transformar dicho 45 
microorganismo con el fin de obtener un microorganismo manipulado genéticamente tal como se ha indicado 
anteriormente. En una forma de realización específica, la secuencia de ácidos nucleicos exógena se origina a partir 
de otra especie diferente del microorganismo considerado (por ejemplo, otra especie de microorganismo u 
organismo). En otra forma de realización específica, la secuencia exógena se origina a partir del mismo 
microorganismo. 50 
 
Dicha o dichas secuencias de ácidos nucleicos exógenas pueden codificar proteínas de interés tales como el 
citocromo P450 y los asociados de óxido-reducción AdR y Adx, y la expresión "ADN exógeno" puede designar cada 
secuencia individual o abarcar una secuencia completa que comprende cada secuencia individual. Como ejemplo no 
limitante, dichas secuencias de ácidos nucleicos exógenas se integran en el genoma de dicho microorganismo 55 
mediante técnicas conocidas en el campo, tales como mediante recombinación homóloga. 
 
En un aspecto, la invención proporciona un microorganismo manipulado genéticamente capaz de convertir un 
sustrato seleccionado del grupo que consiste en monoalcoholes policíclicos e insaturados que tienen una cadena 
lateral alifática tales como colesterol, análogos y derivados de colesterol en un precursor de hormonas esteroideas, 60 
en el que dicho microorganismo comprende un ácido nucleico presentado en la invención, y opcionalmente una 
secuencia de ácidos nucleicos exógena que codifica una Adx y/o una secuencia de ácidos nucleicos exógena que 
codifica una AdR. 
 
En una forma de realización específica, el microorganismo manipulado genéticamente es Saccharomyces 65 
cerevisiae. 
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En otra forma de realización específica, el microorganismo manipulado genéticamente es Bacillus megaterium, en 
particular la cepa MS941 de Bacillus megaterium. 
 
La presente invención también se refiere a un procedimiento in vitro para preparar una enzima P450 presentada en 5 
la invención, comprendiendo dicho procedimiento las etapas siguientes: 
 

a) cultivar una célula huésped en condiciones adecuadas para obtener la expresión de la enzima P450 y 
 
b) recuperar la enzima expresada. 10 

 
Las "condiciones adecuadas para obtener la expresión de la enzima P450" son bien conocidas por los expertos en la 
técnica. Normalmente se utilizan medios LB (25 g/l), TB (24 g/l de extracto de levadura, 12 g/l de triptona, 0,4% de 
glicerol, tampón de fosfato de potasio 10 mM) o EnPresso™ Tablet para el cultivo de la célula huésped. Se puede 
realizar un precultivo inoculando 50 ml de medio que contiene 10 µg/ml de tetraciclina con células de una placa o 15 
solución madre de glicerol. Después se puede realizar un cultivo principal inoculando 50 ml de medio que contiene 
10 µg/ml de tetraciclina con 500 µl de muestra del precultivo. El cultivo principal se cultiva normalmente hasta que se 
logra una densidad óptica de ∼0,4. La expresión de proteínas se puede inducir después de la adición de 0,25 g de 
xilosa disueltos en 1 ml de agua destilada. 
 20 
La enzima P450 se puede purificar por medio de procedimientos bien conocidos de purificación: se puede purificar a 
partir de lisados o extractos celulares, cuerpos de inclusión o a partir del sobrenadante del cultivo mediante 
procedimientos tales como cromatografía HPLC, técnicas de inmunoafinidad con anticuerpos específicos y similares. 
 
Alternativamente, la enzima P450 puede expresarse in vitro con un sistema de transcripción y traducción exento de 25 
células a partir de una matriz de ADN o ARN que contiene los elementos necesarios para su expresión en un lisado 
celular o un sistema reconstituido (por ejemplo, Rapid Translation System®, Roche Diagnostics o Retic Lysate 
IVT™, Ambion). 
 

Procedimientos de producción de un precursor de hormonas esteroideas 30 
 
Tal como se muestra en los Ejemplos 2-4, los inventores han desarrollado una nueva enzima P450scc que porta 
mutaciones específicas que muestran una actividad enzimática mejorada en términos de conversión de sustrato en 
precursor de hormonas esteroideas. 
 35 
Por lo tanto, en otro aspecto, la invención se refiere al uso de una enzima P450 presentada en la invención para 
producir un precursor de hormonas esteroideas. 
 
La invención proporciona también procedimientos para producir un precursor de hormonas esteroideas tal como se 
describe a continuación. 40 
 
Un primer procedimiento para producir un precursor de hormonas esteroideas comprende las etapas siguientes: 
 

a) proporcionar un microorganismo tal como se ha descrito anteriormente, 
 45 
b) cultivar dicho microorganismo en condiciones que permitan la expresión de una enzima P450 presentada en la 
invención, 
 
c) poner en contacto el cultivo de microorganismos obtenido en la etapa b) con un sustrato seleccionado del grupo 
que consiste en monoalcoholes policíclicos e insaturados que tienen una cadena lateral alifática tales como 50 
colesterol, un análogo de colesterol y un derivado de colesterol, en condiciones que permitan la producción, por 
microorganismo, de un precursor de hormonas esteroideas de dicho sustrato y 
 
d) recuperar el precursor de hormonas esteroideas producido. 

 55 
Según una forma de realización específica, las etapas b) y c) se realizan simultáneamente. En este caso, el 
procedimiento para producir un precursor de hormonas esteroideas comprende las etapas siguientes: 
 

a) proporcionar un microorganismo tal como se ha descrito anteriormente, 
 60 
b) cultivar dicho microorganismo en presencia de un sustrato seleccionado del grupo que consiste en 
monoalcoholes policíclicos e insaturados que tienen una cadena lateral alifática tales como colesterol, un análogo 
de colesterol y un derivado de colesterol, en condiciones que permitan la expresión de una enzima P450 
presentada en la invención y permitir la producción, por el microorganismo, del precursor de la hormona 
esteroidea a partir de dicho sustrato y 65 
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c) recuperar el precursor de hormonas esteroideas producido. 
 
Un segundo procedimiento para producir un precursor de hormonas esteroideas comprende las etapas siguientes: 
 

a) poner en contacto una enzima P450 presentada en la invención con un polipéptido Adx aislado, un polipéptido 5 
AdR aislado y un sustrato seleccionado del grupo que consiste en monoalcoholes policíclicos e insaturados que 
tienen una cadena lateral alifática tales como colesterol, un análogo de colesterol y un derivado de colesterol en 
condiciones que permitan la transformación de dicho sustrato en un precursor de hormonas esteroideas y 
 
b) recuperar el precursor de hormonas esteroideas obtenido. 10 

 
Tal como se utiliza en el presente documento, el término "sustrato" abarca monoalcoholes policíclicos e insaturados 
que tienen una cadena lateral alifática tales como fitosterol derivado de cicloartenol y lanosterol. Entre estos 
sustratos, "colesterol, análogos de colesterol y derivados de los mismos" se refiere a una lista de sustratos 
seleccionados del grupo que consiste en colesterol, brassicasterol, campesterol, ergostadienol tal como ergosta-15 
5,22-dienol, ergosta-5,24(28)-dienol, ergosta-5,24(28)-dien-3-beta-ol, ergosta-5,24(25)-dienol, ergostatrienol tal 
como ergosta-5,22,24(25)-trienol, ergosta-5,22,24(28)-trienol, ergosta-5,7,22-trienol, ergostatetraenol tal como 
ergosta-5,7,22,24(25) o ergosta-5,7,22,24(28), desmosterol, beta-sitosterol, generol, una mezcla de oxiesteroles, 
estigmasterol, vitamina D, 7-dehidrocolesterol y ergosterol. Las mezclas de esteroles que se utilizan actualmente en 
procesos industriales también están abarcadas por esta definición de sustratos, tales como generol 100 y ADM90 20 
(que comprende brassicasterol + campesterol + estigmasterol + beta-sitosterol en diferentes proporciones). 
 
En una forma de realización particular, el sustrato se selecciona del grupo que consiste en colesterol, campesterol, 
desmosterol y ergosta-5,24(28)-dien-3beta-ol. En una forma de realización específica, el sustrato es ergosterol. 
 25 
En una forma de realización específica, el "precursor de hormonas esteroideas" se selecciona del grupo que 
consiste en pregnenolona, 7-deshidropregnenolona, hidroxiergosterol e hidroxiestigmasterol. En otra forma de 
realización específica, dicho precursor de hormonas esteroideas se selecciona del grupo de análogos de colesterol 
hidroxilados y secoesteroides (tales como vitaminas D2 y D3 como derivados de los análogos de colesterol 7-
dehidrocolesterol y ergosterol). En una forma de realización particular, el precursor de hormonas esteroideas es 30 
pregnenolona. 
 
"Cultivar el microorganismo en presencia de un sustrato" significa hacer interactuar físicamente dicho 
microorganismo con un sustrato tal como se ha definido anteriormente. Esta interacción se puede lograr dentro de 
un medio de cultivo o no. En una forma de realización específica, dicho medio de cultivo contiene agentes para la 35 
permeabilización de un microorganismo según la presente invención y/o la solubilización de un sustrato según la 
presente invención. La disolución del sustrato en estos agentes puede ser anterior a la adición al cultivo de 
microorganismos. 
 
"Poner en contacto una enzima P450 con un sustrato" significa hacer interactuar físicamente dicha enzima P450 con 40 
un sustrato tal como se ha definido anteriormente. Esta interacción se puede lograr dentro de un medio o no. En una 
forma de realización específica, dicho medio contiene agentes para la solubilización de un sustrato según la 
presente invención. La disolución del sustrato en estos agentes puede ser anterior a la adición a dicho medio. 
 
Los agentes utilizados para la disolución del sustrato pueden seleccionarse del grupo que consiste en etanol, 45 
Tween-80, tergitol, polivinilpirrolidona (PVP), saponinas (tales como saponina de Quillaja que está contenida en 
extractos brutos del árbol de corteza de jabón Quillaja saponaria, por ejemplo), ciclodextrinas y derivados de las 
mismas (por ejemplo, 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina). En otra forma de realización específica, se pueden utilizar 
mezclas de estos agentes, tales como una mezcla de etanol y Tween-80, una mezcla de tergitol y etanol, una 
mezcla de saponinas (por ejemplo, saponina de Quillaja) y ciclodextrinas como ejemplos no limitantes. Se pueden 50 
utilizar derivados de ciclodextrina, tales como 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina. En otra forma de realización específica, 
los sustratos se cocristalizan con polivinilpirrolidona (PVP). 
 
En otra forma de realización, el sustrato se disuelve en primer lugar en 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina antes de la 
adición al cultivo de microorganismos, en el que dicho cultivo contiene saponina de Quillaja. En otra forma de 55 
realización, los sustratos se disuelven en una solución que comprende un porcentaje de 2-hidroxipropil-β-
ciclodextrina que varía del 10 al 60%, por ejemplo, del 20 al 50%, por ejemplo, del 40 al 50%, y un porcentaje de 
saponina de Quillaja que varía del 1 al 10%, por ejemplo, del 2 al 8%, por ejemplo, del 3 al 6%. En otra forma de 
realización, los sustratos se disuelven en una solución que comprende el 45% de 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina y el 
4% de saponina de Quillaja. 60 
 
En otra forma de realización, la concentración final de 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina en el cultivo de 
microorganismos se encuentra entre el 1 y el 4%, por ejemplo, entre el 2 y el 3%, tal como el 2,25% tal como se 
ilustra en el ejemplo 2. En otra forma de realización, la concentración final de saponina de Quillaja en el cultivo de 
microorganismos se encuentra entre el 0,05 y el 0,25%, por ejemplo, entre el 0,075 y el 0,225%, por ejemplo, entre 65 
el 0,1 y el 0,2%. 
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El "cultivo de dicho microorganismo en condiciones que permiten la expresión de dichas secuencias de ácidos 
nucleicos exógenas" se puede realizar según cualquier procedimiento de cultivo e inducción bien conocido en el 
campo de la biotecnología, tal como se describe por Bleif et al. (Appl Microbiol Biotechnol (2012) 93: 1135-1146) o 
por Korneli et al. (Journal of Biotechnology 163 (2013) 87-96). 5 
 
Las "condiciones que permiten la transformación de dicho sustrato en un precursor de hormonas esteroideas" 
incluyen condiciones in vitro, tales como los reactivos utilizados, las concentraciones de reactivos, la temperatura, el 
uso de agitación, la duración de la reacción o la incubación, etc., que favorecen la transformación de dicho sustrato 
en un precursor de hormonas esteroideas. Estas condiciones pueden determinarse y ajustarse mediante 10 
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. 
 
Como ejemplo no limitante, la reacción se puede realizar en presencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y 
glucosa-6-fosfato, normalmente en 150 mM de tampón HEPES, por ejemplo, ajustado a pH 7,4, que contiene 
típicamente Tween-20 al 0,05%. y MgCl2 1 mM. Las concentraciones de la enzima P450, Adx y AdR pueden ser, por 15 
ejemplo, de 1 µM, 20 µM y 0,5 µM, o de 0,25 µM, 5 µM y 0,125 µM, respectivamente. Los monoalcoholes policíclicos 
e insaturados que tienen una cadena lateral alifática tales como colesterol, análogo de colesterol o derivado de 
colesterol pueden disolverse en una 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina al 45%. Las muestras pueden precalentarse a 
37 ºC y se puede añadir NADPH a una concentración final de 100 µM. Las mezclas pueden incubarse a 37 ºC con 
agitación. 20 
 
En una forma de realización específica, el precursor de hormonas esteroideas utilizado en cualquier procedimiento 
para producir un precursor de hormonas esteroideas es pregnenolona. Tal como se utiliza en el presente 
documento, "pregnenolona" se refiere a una hormona esteroidea también denominada 3β-hidroxipregn-5-en-20-ona. 
 25 
Breve descripción de las secuencias 
 
SEQ ID NO: 1 muestra la secuencia de aminoácidos de CYP11A1 que comprende una treonina en la posición 225 y 
un ácido aspártico en la posición 289 (polipéptido SA1). 
 30 
SEQ ID NO: 2 muestra la secuencia de aminoácidos de CYP11A1 que comprende una treonina en la posición 225. 
 
SEQ ID NO: 3 muestra la secuencia de aminoácidos de CYP11A1 que comprende un ácido aspártico en la posición 
289. 
 35 
SEQ ID NO: 4 muestra la secuencia de aminoácidos de CYP11A1 de Bos taurus de WT (polipéptido SA4; P450scc 
de WT). 
 
SEQ ID NO: 5 muestra la secuencia del plásmido pSMF2.1_CYP11A1BYM que codifica SA1 de SEQ ID NO: 1. 
 40 
SEQ ID NO: 6 muestra la secuencia de aminoácidos del polipéptido SA6 (P450scc-I1A-K193E). 
 
SEQ ID NO: 7 Muestra la secuencia de aminoácidos de AdR. 
 
SEQ ID NO: 8 Muestra la secuencia de aminoácidos de Adx. 45 
 
Breve descripción de las figuras 
 
Figura 1: Cromatograma de HPLC que muestra la conversión in vitro de colesterol 20 µM por los polipéptidos 
citocromo P450 SA1 (SEQ ID NO: 1) y SA4 (control que tiene la secuencia SEQ ID NO: 4). Leyenda: S: sustrato, P: 50 
producto principal, DOC: 11-desoxicorticosterona. 
 
Figura 2: Cuantificación de pregnelonona a partir de cromatografía HPLC que muestra la conversión in vivo de 
diferentes sustratos en pregnenolona por el polipéptido citocromo P450 SA1 (SEQ ID NO: 1). 
 55 
Figura 3: Cromatograma de HPLC que muestra la conversión in vivo de colesterol 300 µM por los polipéptidos 
citocromo P450 SA1 (SEQ ID NO: 1) y SA6 (control que tiene la secuencia SEQ ID NO: 6) después de 24 h. 
Leyenda: Col.: colesterol, Prog.: pregnenolona. 
 
Figura 4: Transcurso del tiempo para la conversión in vivo de colesterol 300 µM por los polipéptidos citocromo P450 60 
SA1 (SEQ ID NO: 1) y SA6 (control que tiene la secuencia SEQ ID NO: 6). 
 
Figura 5: Mapa vectorial de pSMF2.1_CYP11A1BYM que codifica SA1 (SEQ ID NO: 1). 
 
 65 
 

E15702160
30-04-2019ES 2 724 373 T3

 



 13

Ejemplos 
 
Ejemplo 1: Materiales y procedimientos 
 
Síntesis de proteínas 5 
 
Se obtuvieron variantes de CYP11A1 mediante síntesis génica y se clonaron en pTRC99A, fusionadas con una 
etiqueta de poli-His. Se cotransformaron células de E. coli C43DE3 con cada vector y el pGro12 que codifica la 
chaperona. La purificación se realizó tal como se describe por Janocha et al. (Biochim Biophys Acta. (2011), enero; 
1814 (1): 126-31). La pureza se evaluó mediante SDS-PAGE. Las concentraciones de las proteínas purificadas se 10 
determinaron mediante espectros de diferencia de CO, después de tratamiento con ditionito de sodio y exposición a 
CO. 
 
Se purificaron Adx y AdR según Uhlmann et al. (Biochem. Biophys. Res. Commun., 188 (1992), p. 1131-1138) y 
Sagara et al. (Biol. Pharm. Bull., 16 (1993), p. 627-630), respectivamente. 15 
 

Ensayo de conversión in vitro 
 
Para ensayos enzimáticos in vitro se aplicaron como tampón de reacción 150 mM de tampón HEPES, ajustado a pH 
7,4, que contenía Tween-20 al 0,05% y MgCl2 1 mM. 1 unidad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, con glucosa-6-20 
fosfato 5 mM como sustrato, sirvió como un sistema de regeneración de NADPH. 
 
Para P450scc WT (anotado como "SA4", SEQ ID NO: 4) y P450scc-I1A-K193E (anotado como "SA6", SEQ ID NO: 
6) las concentraciones de CYP11A1, Adx y AdR fueron de 1 µM, 20 µM y 0,5 µM, y para P450scc-R225T-N289D 
(anotado como "SA1", SEQ ID NO: 1) las concentraciones de CYP11A1, Adx y AdR fueron de 0,25 µM, 5 µM y 0,125 25 
µM, respectivamente. 
 
20 µM de colesterol, disuelto en 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina al 45%, sirvió como sustrato para CYP11A1. 
 
Las muestras se precalentaron a 37 ºC y la reacción se inició mediante la adición de NADPH a una concentración 30 
final de 100 µM. Las mezclas se incubaron a 37 ºC con agitación durante 30 s. La reacción se detuvo hirviendo las 
muestras en agua durante 30 s. 
 
Para permitir la detección fotométrica a 240 nm, los esteroides se convirtieron en sus derivados 3-ceto-Δ4 utilizando 
una colesterol oxidasa de Nocardia spec. 35 
 
Se añadieron 20 µl de una solución de colesterol oxidasa (5 mg de colesterol oxidasa y 5 mg de colato de Na 
disueltos en 5 ml de tampón HEPES 50 mM, pH 7, que contenía Tween-20 al 0,05%) a las muestras. Después de la 
incubación a 37 ºC durante 1 h, se añadió 11-desoxicorticosterona (DOC) a las mezclas de reacción como patrón 
interno, operación seguida de una extracción de 2 veces con volúmenes iguales de acetato de etilo. Después de la 40 
evaporación, los extractos se disolvieron en acetonitrilo/agua. 
 

Ensayo de conversión in vivo 
 
La conversión in vivo de colesterol 300 µM en pregnelonona se evaluó mediante HPLC después de 24 h. Se cultivó 45 
Bacillus megaterium en medio TB que contenía 10 µg/ml de tetraciclina a 37 ºC con agitación de 180 rpm. La 
expresión de la proteína se indujo mediante la adición de 0,25 g de xilosa disuelta en 1 ml de agua, seguida de la 
adición subsiguiente del sustrato, disuelto en 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina. 
 
Ejemplo 2: Conversión in vitro de colesterol por los polipéptidos citocromo P450 SA1 (SEQ ID NO: 1) y SA4 50 
(control WT, SEQ ID NO: 4) 
 
Después de la evaluación profunda de la concentración de cada preparación de P450scc, se utilizaron SA1, SA4 y 
SA6 en los ensayos in vitro siguientes. Cada una de estas isoformas se reconstituyó a una concentración de 1 µM 
en presencia de colesterol como sustrato (20 µM) en cantidades saturadas de Adx y AdR. 55 
 
Mientras que SA4 y SA6 mostraron una actividad idéntica, SA1 mostró una actividad 2-3 veces mayor en 
comparación con SA4 y SA6 (Figura 1). Dado que el sustrato ya está agotado después del tiempo de incubación, es 
difícil evaluar las diferencias entre los polipéptidos SA1 y SA1/SA4 en un tiempo de incubación más prolongado. 
 60 
Ejemplo 3: Conversión de colesterol in vivo por los polipéptidos citocromo P450 SA1 (SEQ ID NO: 1) y SA6 
(control, SEQ ID NO: 6) 
 
Como no se observaron diferencias medibles entre SA4 y SA6, los inventores enfocaron su interés en comparar los 
polipéptidos SA1 y SA6. Recientemente se ha desarrollado un nuevo sistema en el que el colesterol se metaboliza 65 
dando pregnenolona por medio de Bacillus megaterium recombinante que expresa P450scc, Fdx1 y FdxR en 
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presencia de colesterol solubilizado. Los ADNc correspondientes a SA1 y SA6 se optimizaron para codón BIAS de 
Bacillus megaterium y se transfirieron al plásmido pSFM2.1 utilizando los sitios de restricción apropiados. Ambos 
plásmidos PSFM2.1 que portan respectivamente el codón optimizado SA1 y SA6 se transfirieron a MS941 de 
Bacillus megaterium utilizando un protocolo clásico de transformación de protoplastos. 
 5 
La actividad de conversión de colesterol in vivo se evaluó después de 24 h y 48 h para los polipéptidos SA1 y SA6 
expresados en Bacillus megaterium. 
 
Según experimentos in vitro, el SA1 mostró ahora una actividad 2 veces mayor en comparación con SA6 (Figuras 3 
y 4). 10 
 
Ejemplo 4: Conversión in vivo de diferentes sustratos en pregnenolona por medio del polipéptido citocromo 
P450 SA1 (SEQ ID NO: 1) 
 
Finalmente, se utilizó el sistema mejorado para analizar la capacidad de conversión del polipéptido SA1 con varios 15 
sustratos de interés biotecnológico: campesterol, desmosterol, ergosta-5,24(28)-dien-3β-ol y una mezcla de varios 
20, 22-OH-oxiesteroles. 
 
Cada sustrato se convirtió en un producto principal con el mismo tiempo de retención que la progesterona, lo que 
indica que CYP11A1 fue capaz de escindir la cadena lateral de cada uno de estos sustratos, produciendo 20 
pregnenolona. 
 
La formación de pregnenolona se cuantificó para todos los sustratos (Figura 2). Los oxiesteroles polares se 
convirtieron a una tasa comparable al colesterol (∼35 mg/l después de 48 horas). La conversión de los esteroles más 
hidrófobos campesterol, desmosterol y ergostadienol solo se produjo a una tasa de aproximadamente el 19% 25 
después de 48 horas, en comparación con el colesterol. 
 
Tomados en conjunto, los resultados muestran que todos los esteroides analizados fueron capaces de penetrar a 
través de la membrana celular de Bacillus megaterium y se convirtieron en pregnenolona por medio del mutante 
SAP de CYP11A1. 30 
 
Los inventores informan así en el presente documento una nueva proteína P450scc, denominada SA1, que muestra 
una mayor actividad de conversión hacia varios esteroles, incluido el colesterol. 
 
Listado de secuencias 35 
 
<110> SANOFI S.A. 
 
<120> POLIPÉPTIDO CITOCROMO P450 NOVEDOSO CON ACTIVIDAD ENZIMÁTICA AUMENTADA 
 40 
<130> BET 13P3205 
 
<150> EP 14305071.4 
<151> 20/01/2014 
 45 
<160> 8 
 
<170> PatentIn versión 3.5 
 
<210> 1 50 
<211> 481 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 55 
<223> Secuencia de aminoácidos de CYP11A1 mutada 
 
<400> 1  
 

E15702160
30-04-2019ES 2 724 373 T3

 



 15

 
 

E15702160
30-04-2019ES 2 724 373 T3

 



 16

 
 

E15702160
30-04-2019ES 2 724 373 T3

 



 17

 
 
<210> 2 
<211> 481 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de CYP11A1 mutada 
 10 
<400> 2  
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<210> 3 
<211> 481 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de CYP11A1 mutada 
 10 
<400> 3  
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<210> 4 
<211> 481 
 5 
<212> PRT 
<213> Bos taurus 
 
<400> 4  
 10 

 
 

E15702160
30-04-2019ES 2 724 373 T3

 



 22

 
 

E15702160
30-04-2019ES 2 724 373 T3

 



 23

 
 
<210> 5 
<211> 9745 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> plásmido 
 10 
<400> 5  
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<210> 6 5 
<211> 481 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> Secuencia de aminoácidos de CYP11A1 mutada 
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<400> 6  
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<210> 7 5 
<211> 461 
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<212> PRT 
<213> Bos taurus 
 
<400> 7  5 
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<210> 8 5 
<211> 109 
 
<212> PRT 

E15702160
30-04-2019ES 2 724 373 T3

 



 33

<213> Bos taurus 
 
<400> 8  
 

 5 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Una monooxigenasa del citocromo P450 aislada que comprende o consiste en una secuencia de aminoácidos al 
menos el 80% idéntica a la SEQ ID NO: 1, en la que dicha secuencia comprende una treonina en la posición 
correspondiente a la posición 225 de la SEQ ID NO: 1 y un ácido aspártico en la posición correspondiente a la 5 
posición 289 de SEQ ID NO: 1. 
 
2. La enzima según la reivindicación 1, que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 1. 
 
3. Un ácido nucleico aislado que comprende o consiste en una secuencia de nucleótidos que codifica una enzima tal 10 
como se define en las reivindicaciones 1 o 2. 
 
4. Un vector que comprende un ácido nucleico tal como se define en la reivindicación 3 que está asociado 
operativamente con secuencias de control de la expresión. 
 15 
5. Vector según la reivindicación 4, que además comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica 
adrenodoxina (Adx) y/o una secuencia de ácidos nucleicos que codifica adrenodoxina reductasa (AdR). 
 
6. Una célula huésped que contiene un ácido nucleico tal como se define en la reivindicación 3 o un vector tal como 
se define en las reivindicaciones 4 o 5. 20 
 
7. La célula huésped según la reivindicación 6, que es un microorganismo manipulado genéticamente. 
 
8. La célula huésped según la reivindicación 6 o 7, que es Saccharomyces cerevisiae. 
 25 
9. Un microorganismo manipulado genéticamente capaz de convertir un sustrato seleccionado del grupo que 
consiste en monoalcoholes policíclicos e insaturados que tienen una cadena lateral alifática tales como colesterol, un 
análogo de colesterol y un derivado de colesterol en un precursor de hormonas esteroideas, comprendiendo dicho 
microorganismo un ácido nucleico tal como se define en la reivindicación 3, y opcionalmente una secuencia de 
ácidos nucleicos que codifica adrenodoxina (Adx) y/o una secuencia de ácidos nucleicos que codifica adrenodoxina 30 
reductasa (AdR). 
 
10. Un procedimiento in vitro para preparar una enzima tal como se define en las reivindicaciones 1 o 2, 
comprendiendo dicho procedimiento las etapas siguientes: 
 35 

a) cultivar una célula huésped tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 en condiciones 
adecuadas para obtener la expresión de la enzima tal como se define en las reivindicaciones 1 o 2 y 
 
b) recuperar la enzima expresada. 

 40 
11. El uso de una enzima tal como se define en las reivindicaciones 1 o 2 para producir un precursor de hormonas 
esteroideas. 
 
12. Un procedimiento para producir un precursor de hormonas esteroideas, que comprende las etapas siguientes: 
 45 

a) proporcionar un microorganismo tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, 
 
b) cultivar dicho microorganismo en condiciones que permitan la expresión de una enzima tal como se define en 
las reivindicaciones 1 o 2, 
 50 
c) poner en contacto el cultivo de microorganismos obtenido en la etapa b) con un sustrato seleccionado del grupo 
que consiste en monoalcoholes policíclicos e insaturados que tienen una cadena lateral alifática tales como 
colesterol, un análogo de colesterol y un derivado de colesterol en condiciones que permitan la producción por el 
microorganismo de un precursor de hormonas esteroideas a partir de dicho sustrato y 
 55 
d) recuperar el precursor de hormonas esteroideas producido. 

 
13. Un procedimiento para producir un precursor de hormonas esteroideas, que comprende las etapas siguientes: 
 

a) poner en contacto una enzima tal como se define en las reivindicaciones 1 o 2 con un polipéptido adrenodoxina 60 
(Adx) aislado, un polipéptido adrenodoxina reductasa (AdR) y un sustrato seleccionado del grupo que consiste en 
monoalcoholes policíclicos e insaturados que tienen una cadena lateral alifática tales como colesterol, un análogo 
del colesterol y un derivado del colesterol en condiciones que permiten la transformación de dicho sustrato en un 
precursor de hormonas esteroideas y 
 65 
b) recuperar el precursor de hormonas esteroideas obtenido. 
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14. El procedimiento según la reivindicación 12 o 13, en el que el precursor de hormonas esteroideas es 
pregnenolona. 

E15702160
30-04-2019ES 2 724 373 T3

 



 36

E15702160
30-04-2019ES 2 724 373 T3

 



 37

E15702160
30-04-2019ES 2 724 373 T3

 



 38

E15702160
30-04-2019ES 2 724 373 T3

 



 39

E15702160
30-04-2019ES 2 724 373 T3

 



 40

 

E15702160
30-04-2019ES 2 724 373 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

