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DESCRIPCION
Polipéptido citocromo P450 novedoso con actividad enzimatica aumentada
La presente invencién se refiere a monooxigenasas del citocromo P450 con una actividad enzimatica aumentada.

Los P450 mitocondriales de mamiferos constituyen una familia pequefa de citocromos que llevan a cabo reacciones
especificas dentro de las mitocondrias y desempefian un papel importante en el metabolismo de una diversidad de
compuestos hidréfobos. Por ejemplo, P450c11beta y P450c11AS (codificados por los genes CYP11B1 y CYP11B2)
llevan a cabo la etapa final de la biosintesis de glucocorticoides y mineralocorticoides, respectivamente. El
P450c11beta es un esteroide 11beta-hidroxilasa clasica que convierte 11-desoxicortisol en hidrocortisona, mientras
que el P450c11AS cataliza la transformacién 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 mas emblematico es el P450scc (enzima de escision de cadena lateral
(Side Chain Cleaving)), codificado por el gen CYP11A1, que escinde la cadena lateral de colesterol, transformando
asi el colesterol en pregnenolona por medio de dos hidroxilaciones consecutivas y una escision final. El P450scc
lleva a cabo la primera etapa clave de la biosintesis de esteroides transformando un esterol en un esteroide.

La capacidad del P450 para catalizar la oxidacion regioespecifica, quimioespecifica y estereoespecifica de una
amplia serie de sustratos refleja sus funciones biolégicas y los convierte en candidatos importantes para
aplicaciones biotecnolégicas. En particular, las hormonas esteroideas se utilizan ampliamente como
antiinflamatorios, anticonceptivos y antiproliferativos. En los mamiferos, la sintesis de estos esteroides comienza con
la reaccién de escision de la cadena lateral del colesterol para dar pregnenolona. La pregnenolona sirve como base
para la produccion de otras hormonas esteroideas tales como hidrocortisona y estan asociados grandes intereses
con su conversién industrial a gran escala a partir de sustratos econémicos tales como el colesterol y sus analogos
derivados de plantas. No obstante, la reaccion de escision de la cadena lateral del colesterol para dar pregnenolona
es una etapa limitante en el proceso general de esteroides. En los mamiferos, esta catalizada por la enzima
CYP11A1 unida a membrana.

Sin embargo, por multiples motivos, el uso biotecnologico e industrial de los P450 es dificil de implementar y no es
satisfactorio. El P450 mitocondrial utiliza una cadena especifica de transportadores de electrones constituida por dos
proteinas, a saber, la ferredoxina reductasa (FdxR) y la ferredoxina (Fdx1), también denominadas adrenodoxina
reductasa (AdR) y adrenodoxina (Adx). En la situacion natural in vivo, la FdxR gana un electron procedente del
NADPH y la Fdx1 transporta un electron desde la FdxR hasta el P450 mitocondrial. Se ha desarrollado un sistema in
vitro en el que la FdxR se encuentra en una concentracién catalitica (0,5 uM) y la Fdx1 en una concentracion de
saturacion (10 uM). 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 fusion da como
resultado una proteina funcional, su eficacia es baja en comparaciéon con el polipéptido "auténtico” y no se puede
utilizar a escala industrial. Ademas, el entorno mitocondrial es dificil 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.

Se utilizan diferentes sistemas recombinantes para producir pregnenolona biosintética a partir de esterol vegetal. Por
ejemplo, se ha desarrollado un sistema de biosintesis en la levadura Saccharomyces cerevisiae. En este sistema, el
P450scc se direcciona al exterior de las mitocondrias en la membrana plasmatica junto con FdxR y Fdx1, y la ruta
del esterol se dirige a producir esterol en la membrana. Ademas, 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
sistema de bioconversion en Bacillus megaterium. En este sistema, el colesterol se puede convertir en pregnenolona
por medio de formas maduras de P450scc, Fdx1 y FdxR1. La biosintesis continta siendo la tecnologia mas 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.

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 mutacién K193E. Este mutante es
mas soluble y, por lo tanto, menos propenso a la agregacion que el polipéptido recombinante de tipo silvestre. Por lo
tanto, se obtiene un nivel de expresidn mas elevado con este mutante sin cambiar sus caracteristicas enzimaticas.
No obstante, todavia existe la necesidad de obtener polipéptidos P450scc mejorados con una mayor actividad
enzimatica que permitan una produccion optimizada de hormonas esteroideas que sean particularmente adecuados
para procesos industriales.

Los inventores han desarrollado un nuevo polipéptido P450scc que porta mutaciones especificas. Este mutante
presenta inesperadamente una actividad enzimatica mejorada en términos de conversion de sustrato en hormonas
esteroideas.
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La presente invencion se refiere asi a una nueva monooxigenasa del citocromo P450 aislada que comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos al menos el 80% idéntica a la SEQ ID NO: 1, en la que dicha secuencia
comprende una treonina en la posicién correspondiente a la posicion 225 y una mutacion de acido aspartico en la
posicion correspondiente a la posicién 289. En algunas formas de realizacion, la nueva enzima P450 es al menos el
85%, 90%, 95%, 98% 0 99% idéntica a la SEQ ID NO: 1.

La invencién también se refiere a un &cido nucleico aislado que comprende o consiste en una secuencia de
nucleétidos que codifica dicha enzima, a un vector que comprende dicho acido nucleico que esta asociado
operativamente con secuencias de control de la expresion y a una célula huésped que contiene dicho &cido nucleico
o dicho vector, siendo dicha célula huésped, por ejemplo, un microorganismo.

En una forma de realizacion, la invenciéon proporciona un microorganismo manipulado genéticamente capaz de
convertir un sustrato en un precursor de hormonas esteroideas. El sustrato puede ser, por ejemplo, un monoalcohol
policiclico insaturado que tiene una cadena lateral alifatica, tal como colesterol, un andlogo de colesterol o un
derivado de colesterol. El microorganismo manipulado genéticamente comprende, por ejemplo, un acido nucleico
que codifica una nueva enzima P450 presentada en la invencion, y opcionalmente una secuencia de &cidos
nucleicos que codifica una adrenodoxina (Adx) y/o una secuencia de &cidos nucleicos que codifica una
adrenodoxina reductasa (AdR).

En otro aspecto, la invencion proporciona un procedimiento in vitro para preparar una enzima P450 presentada en la
invencion, comprendiendo dicho procedimiento las etapas siguientes:

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

En otra forma de realizacion, una enzima P450 presentada en la invencién se utiliza para producir un precursor de
hormonas esteroideas.

La invencién se refiere ademas 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 invencién,
b) cultivar dicho microorganismo en condiciones que permitan la expresién 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 policiclicos e insaturados que tienen una cadena lateral alifatica tales como
colesterol, un analogo de colesterol y un derivado de colesterol, en condiciones que permiten la produccion, por el
microorganismo, de un precursor de hormonas esteroideas a partir de dicho sustrato y

d) recuperar el precursor de hormonas esteroideas producido.

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

a) poner en contacto una enzima P450 presentada en la invencién con un polipéptido adrenodoxina (Adx) aislado,
un polipéptido adrenodoxina reductasa (AdR) aislado y un sustrato seleccionado del grupo que consiste en
monoalcoholes policiclicos e insaturados que tienen una cadena lateral alifatica tales como colesterol, anélogos y
derivados del colesterol en condiciones que permitan la transformacion de dicho sustrato en un precursor de
hormonas esteroideas y

b) recuperar el precursor de hormonas esteroideas obtenido.
Las hormonas esteroideas se utilizan ampliamente como antiinflamatorios, anticonceptivos y antiproliferativos. La
invencion es de utilidad para producir un precursor de hormonas esteroideas y ayudar a la sintesis de hormonas
esteroideas para su uso en seres humanos. El precursor de hormonas esteroideas, tales como la pregnelonona,
sirve como base para la produccion de otras hormonas esteroideas, tales como la hidrocortisona, y estan asociados
grandes intereses con su conversion industrial a gran escala.
Descripcion de la invencion

Enzimas
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Por una enzima "aislada" o un polipéptido "aislado" se quiere decir que la enzima o el polipéptido ya no esta 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 esta presente en ausencia sustancial de otras
macromoléculas bioldgicas del mismo tipo. El término "purificado”, tal como se usa en el presente documento,
significa que esta presente al menos el 75% en peso, al menos el 85% en peso, al menos el 95% en peso o al
menos el 98% en peso de macromoléculas bioldgicas del mismo tipo.

La expresion "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
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 transito se referencia como P00189 en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot
(Ultima actualizacién de la secuencia: 21 de julio de 1986).

Las enzimas citocromo P450 presentadas en la invencion pueden estar unidas a membrana (insolubles) o ser
citopldsmicas (solubles) en sus respectivos huéspedes originales. Por ejemplo, el P450scc (SEQ ID NO: 4) cataliza
la reaccion de escision de la cadena lateral de monoalcoholes policiclicos e insaturados que tienen una cadena
lateral alifatica tales como colesterol, analogos de colesterol y derivados de los mismos para dar pregnenolona u
otros precursores y derivados de hormonas esteroideas, como ejemplo no limitante.

Los inventores han desarrollado una nueva enzima P450 de secuencia SEQ ID NO: 1 con actividad enzimatica
mejorada. En comparacion con la SEQ ID NO: 4 (enzima scc de tipo silvestre con R en la posicion 225 y N en la
posicion 289), la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1 comprende dos mutaciones: una mutacién de arginina a
treonina en la posicién correspondiente a la posicion 225 de la secuencia SEQ ID NO: 4 y una mutacioén de
asparagina a cido aspartico en la posicion correspondiente a la posicion 289 de la secuencia SEQ ID NO: 4.

En una forma de realizacién especifica, la nueva enzima P450 presentada en la invencién muestra una actividad de
monooxigenasa que cataliza la transformacion de colesterol en pregnenolona. En una forma de realizacion
particular, la nueva enzima P450 muestra al menos el 80% o mas, en particular al menos el 85%, 90%, 95%, 100%,
125%, 150%, 175%, 200%, 225%, 250%, 275%, mas particularmente al menos el 300% o mas de la actividad de
monooxigenasa de la enzima P450 de secuencia SEQ ID NO: 4.

La enzima P450 aislada presentada en la invencion comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos al
menos el 80% idéntica a la SEQ ID NO: 1, en la que dicha secuencia comprende una treonina en la posicién
correspondiente a la posicion 225 y un acido aspartico en la posicion correspondiente a la posicién 289. En algunas
formas de realizacién, 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 aminoacidos mediante la sustitucion, la eliminacion o la
insercién de uno o mas codones en la secuencia de &cidos nucleicos que codifica la enzima, lo que da como
resultado un cambio en la secuencia de amino&cidos de la enzima. Las sustituciones de aminoacidos pueden ser
conservativas o no conservativas. En algunas formas de realizacion, las sustituciones son sustituciones
conservativas, en las que un aminodcido se sustituye por otro aminoacido con propiedades quimicas y/o
estructurales similares.

Una "sustitucién conservativa de aminoacidos" es una en la que un residuo de aminoacido se sustituye por otro
residuo de aminoacido que tiene un grupo R de cadena lateral con propiedades quimicas similares (por ejemplo,
carga o hidrofobicidad). En general, una sustitucién de aminoacidos conservativa no cambiaréd sustancialmente las
propiedades funcionales de una proteina. Ejemplos de grupos de aminodcidos que tienen cadenas laterales con
propiedades quimicas similares incluyen 1) cadenas laterales alifaticas: glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina;
2) cadenas laterales de hidroxilo alifaticas: serina y treonina; 3) cadenas laterales que contienen amida: asparagina y
glutamina; 4) cadenas laterales aromaticas: fenilalanina, tirosina y triptéfano; 5) cadenas laterales basicas: lisina,
arginina e histidina; 6) cadenas laterales acidas: acido aspartico y acido glutamico; y 7) cadenas laterales que
contienen azufre: cisteina y metionina. Los grupos de sustitucion conservativa de aminodacidos son: valina-leucina-
isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, glutamato-aspartato y asparagina-glutamina.

Por ejemplo, una secuencia de aminoacidos al menos el 80% idéntica a la SEQ ID NO: 1 puede ser un polipéptido
que tiene al menos una sustitucion en un residuo de amino&cido particular. En algunas formas de realizacion, una
secuencia de aminoacidos al menos el 80% idéntica a la SEQ ID NO: 1 tiene al menos aproximadamente el 80%,
81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de
identidad de secuencia de amino&cidos con la secuencia SEQ ID NO: 1. La identidad de secuencia de aminoacidos
se define como el porcentaje de residuos de aminoacidos de la secuencia al menos el 80% idéntica a la SEQ ID NO:
1 que son idénticos a los residuos de aminoacidos de la secuencia de referencia SEQ ID NO: 1, después de alinear
las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr el porcentaje maximo de identidad de secuencia, y
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 aminoacidos se puede calcular
realizando un alineamiento general por pares basado en el algoritmo de alineamiento de Needleman-Wunsch para
encontrar el alineamiento optimo (incluidos los huecos) de dos secuencias a lo largo de toda su longitud, por
ejemplo, utilizando Needle, y utilizando la matriz BLOSUM62 con una penalizacién de apertura de hueco de 10 y una
penalizacién de extension de hueco de 0,5.

En la enzima P450 que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos al menos el 80% idéntica a la SEQ
ID NO: 1, las modificaciones de aminoacidos en comparacion con la SEQ ID NO: 1 se ubican normalmente en unas
posiciones que no socavan significativamente la actividad biolégica de la enzima. De hecho, la secuencia de
aminoacidos del citocromo P450 que se presenta al menos el 80% idéntica a la SEQ ID NO: 1 muestra al menos la
misma actividad biolégica que el polipéptido de secuencia SEQ ID NO: 1.

Una "misma actividad biolégica" puede significar una misma funcién bioldgica. Por lo tanto, un polipéptido que tiene
una misma actividad biolégica que el polipéptido de secuencia SEQ ID NO: 1 puede ser, por ejemplo, un polipéptido
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 bioldégica que el
polipéptido de secuencia SEQ ID NO: 1 puede ser un polipéptido capaz de catalizar la reaccion de escision de la
cadena lateral de monoalcoholes policiclicos e insaturados que tienen una cadena lateral alifatica tales como
colesterol, analogos y derivados de colesterol para dar pregnenolona u otros precursores y derivados de hormonas
esteroideas, como ejemplo no limitante. En este caso, la actividad catalizadora de un compuesto se puede evaluar
facilmente 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
técnica, por ejemplo, por medio del protocolo descrito en el Ejemplo 1.

Normalmente, la actividad catalizadora se puede evaluar en un ensayo de conversion in vitro en el que se puede
aplicar 150 mM de tampo6n HEPES, ajustado a pH 7,4, que contiene Tween-20 al 0,05% y MgCl> 1 mM, como
tampon de reaccion. 1 unidad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, con 5 mM de glucosa-6-fosfato como sustrato,
puede servir como sistema de regeneracion de NADPH. Normalmente, las concentraciones de CYP11A1, Adx y AdR
pueden ser de 1 uM, 20 uM y 0,5 pM, o de 0,25 pM, 5 pM y 0,125 uM, respectivamente. 20 uM de colesterol,
disuelto en 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina al 45%, puede servir como sustrato para CYP11A1. Normalmente, las
muestras estan precalentadas a 37 °C y la reaccion se inici6 mediante la adicion de NADPH a una concentracion
final de 100 uM. Las mezclas se pueden incubar a 37 °C con agitacion durante 30 s. La reaccién se puede detener
hirviendo las muestras en agua durante 30 s. Para permitir la deteccion fotométrica a 240 nm, los esteroides se
pueden convertir en sus derivados 3-ceto-A4 utilizando un colesterol oxidasa de Nocardia spec. Normalmente, se
afnaden 20 pl de una solucion de colesterol oxidasa (5 mg de colesterol oxidasa y 5 mg de colato de Na disueltos en
5 ml de tampén HEPES 50 mM, pH 7, que contiene Tween-20 al 0,05%) a las muestras. Después de la incubacion a
37 °C durante 1 h, se puede afadir 11-desoxicorticosterona (DOC) a las mezclas de reaccién como patrdn interno,
operacion seguida de una extraccion de 2 veces con volumenes iguales de acetato de etilo. Después de la
evaporacion, los extractos pueden disolverse en acetonitrilo/agua.

La actividad catalizadora también se puede analizar en un ensayo de conversion in vivo en el que la conversion de
300 puM de colesterol en progesterona se evalia normalmente mediante HPLC después de 24 h. Se puede cultivar
Bacillus megaterium en medio TB que contiene 10 pg/ml de tetraciclina a 37 °C con agitacion de 180 rpm. La
expresion de la proteina se puede inducir afiadiendo 0,25 g de xilosa disueltos en 1 ml de agua, operacion seguida
de la posterior adicion del sustrato, disuelto en 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina.

Se puede realizar el alineamiento de la secuencia SEQ ID NO: 1 con una secuencia de aminoacidos al menos el
80% idéntica a la SEQ ID NO: 1. Como estas dos secuencias tienen un alto porcentaje de identidad, la mayor parte
de sus aminoacidos son idénticos. Por lo tanto, la numeracién de aminoacidos se puede definir para ambas
secuencias de forma que al menos el 80% de los aminoacidos presentes en las posiciones que portan el mismo
nimero en ambas secuencias sean idénticos (introduciendo huecos, si es necesario, para lograr el porcentaje
maximo de identidad de secuencia). En este contexto, "una posicidon correspondiente a la posicion X" de la
secuencia SEQ ID NO: 1 significa la posicién que porta dicho nimero 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 numeracion de las posiciones de aminoacidos en un alineamiento con una secuencia de aminoacidos al menos el
80% idéntica a la SEQ ID NO: 1, de forma que al menos el 80% de los aminoacidos presentes en una "posicién
correspondiente” en ambas secuencias alineadas sean idénticos.

En una forma de realizacion, la enzima P450 aislada presentada en la invencion comprende o consiste en una
secuencia de aminodcidos al menos el 80% idéntica a la SEQ ID NO: 1, comprendiendo dicha secuencia tanto una
treonina en la posicién correspondiente a la posicion 225 como un acido aspartico en la posicién correspondiente a
la posicion 289.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2724373 T3

En otra forma de realizacion, la enzima P450 divulgada comprende o consiste en una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en la SEQ ID NO: 2y la SEQ ID NO: 3.

En otra forma de realizacion mas, la enzima P450 presentada en la invencion consiste en la secuencia SEQ ID NO:
1.

La enzima presentada en la invencién puede incluir una o0 mas etiquetas, que pueden facilitar su purificacién. Por
ejemplo, la etiqueta puede ser una etiqueta de poli-histidina (poli-His).

Acidos nucleicos, vectores, células huésped y procedimiento de produccién de la enzima

En una forma de realizacion, la invenciéon presenta un acido nucleico aislado que comprende o consiste en una
secuencia que codifica una enzima P450 presentada en la invencion.

Los acidos nucleicos aislados presentados en la invencién, también denominados polinucleotidos, pueden ser
moléculas de ADN o ARN, que codifican la enzima P450 definida en la seccion "Enzimas", aunque teniendo en
cuenta la degeneracion del codigo genético. Los acidos nucleicos aislados pueden obtenerse mediante técnicas
estandar bien conocidas por los expertos en la técnica, tales como amplificacion o polimerizacion de ADN in vitro,
sintesis génica in vitro, ligadura de oligonucleétidos, o mediante una combinacion de estas técnicas.

Los acidos nucleicos presentados en la invencion se encuentran ventajosamente en forma aislada o purificada. Los
términos "purificado" y "aislado" tienen el mismo significado que se defini6é anteriormente.

Como entenderan los expertos en la técnica, puede ser ventajoso en algunos casos producir moléculas de
nucleétidos que codifican polipéptidos que posean codones de origen no natural en la molécula de nucleétidos
naturales. Por ejemplo, los codones preferidos por un huésped procariota o eucariota particular pueden
seleccionarse para aumentar la tasa de expresion de polipéptidos recombinantes.

Un acido nucleico presentado en la presente invencion también puede incluir secuencias que codifican etiquetas,
proteinas transportadoras, péptidos sefial o secuencias no transcritas o traducidas que aumentan la expresién o la
estabilidad de la molécula.

Los &cidos nucleicos presentados en la invencion pueden utilizarse para producir una enzima P450 recombinante en
un sistema de expresion adecuado. La expresion "sistema de expresién” significa una célula huésped y un vector
compatible en condiciones adecuadas, por ejemplo para la expresién de una proteina codificada por un acido
nucleico extrafio transportado por el vector e introducido en la célula huésped.

Normalmente, el acido nucleico puede estar incluido en cualquier vector adecuado.

Por lo tanto, en algunas formas de realizacion, la invencién presenta un vector que comprende un acido nucleico tal
como se ha definido anteriormente asociado operativamente con elementos de control de la expresion y una célula
huésped que contiene dicho acido nucleico o dicho vector.

Los términos y las expresiones "vector", "vector de clonacion" y "vector de la expresién" significan el vehiculo
mediante el que se puede introducir una secuencia de ADN o ARN (por ejemplo, un gen extrafio) en una célula
huésped, para transformar el huésped y promover la expresion (por ejemplo, la transcripcién y la traduccion) de la
secuencia introducida.

Se puede utilizar cualquier vector de expresion, tal como un plasmido, césmido, episoma, cromosoma artificial, fago
0 un vector virico. Los ejemplos de plasmidos incluyen plasmidos de replicacién que comprenden un origen de
replicacién, o plasmidos 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.

Los ejemplos de vectores viricos incluyen vectores de adenovirus, retrovirus, herpesvirus y AAV. Pueden producirse
virus recombinantes mediante técnicas conocidas en la técnica, tales como mediante la transfeccién de células de
empaquetamiento o mediante la transfeccion transitoria con plasmidos o virus auxiliares. Los ejemplos tipicos de
células de empaquetamiento de virus incluyen células PA317, células PsiCRIP, células GPenv+, células 293, etc. Se
pueden encontrar protocolos detallados para producir dichos virus recombinantes de replicacion 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 expresién puede comprender un casete de expresién funcional, tal como un casete de expresion que
comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido presentado en la invencién, que esta
unido operativamente a secuencias de control de la expresion.

"Secuencia(s) de control de la expresion" se refiere al 0o a los elementos necesarios para la expresion de un
polipéptido y, opcionalmente, para su regulacion. La o las secuencias de control de la expresion pueden incluir, por
ejemplo, una secuencia promotora, sefales para el inicio y la terminaciéon de la traduccién, asi como regiones
apropiadas para la regulacion de la traduccidn, tales como un promotor, un potenciador, un terminador y similares,
para provocar o dirigir la expresién de dicho polipéptido.

En una forma de realizacion, un vector presentado en la invencion 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
extrafo transfectado. Un gen marcador puede ser un gen que confiere resistencia a un antibiético.

Segun una forma de realizacion especifica, un vector presentado en la invenciéon puede comprender ademas una
secuencia de acidos nucleicos que codifica una adrenodoxina (Adx) y/o una secuencia de acidos nucleicos que
codifica una adrenodoxina reductasa (AdR). Adx y AdR son asociados de 6xido-reduccion 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
esta implicada en la biosintesis de todas las hormonas esteroideas.

En una forma de realizacion especifica, 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
Escherichia coli.

En una forma de realizacién especifica, la enzima AdR es AdR de Bos taurus (referenciada como P08165 en
UniProtKB/Swiss-Prot, Ultima actualizacion de secuencia: 15 de julio de 1998). En otra forma de realizacion
especifica, la secuencia de proteinas de dicha AdR es la SEQ ID NO: 7. En otra forma de realizacion especifica, la
secuencia de proteinas de dicha AdR es una variante de la SEQ ID NO: 7, siempre que conserve su actividad
bioldgica.

Por "Adx" se entiende adrenodoxina o ferredoxina 1, la proteina que es conocida por su actividad de transferencia de
electrones desde la adrenodoxina reductasa hasta el CYP11A1.

En una forma de realizacion especifica, dicha proteina Adx se selecciona del grupo que consiste en Fdx de origen
mamifero, Etp1fd de Schizosaccharomyces pombey Yah1 de Saccharomyces cerevisiae.

En una forma de realizacién especifica, la proteina Adx es Adx de Bos taurus (referenciada como P00257 en
UniProtKB/Swiss-Prot, Ultima actualizacion de secuencia: 1 de julio de 1989). En otra forma de realizacion
especifica, la secuencia de proteinas de dicha Adx es la SEQ ID NO: 8. En otra forma de realizacion especifica, la
secuencia de proteinas de dicha Adx es una variante de la SEQ ID NO: 8, siempre que conserve su actividad
biolégica.

Se puede utilizar un vector o un acido nucleico presentado en la invencion para transformar células huésped segun
técnicas conocidas cominmente por los expertos en la técnica. La insercién de dicho vector en la célula huésped
puede ser transitoria 0 estable.

El vector también puede contener secuencias que codifican senales especificas que desencadenan la secrecion de
la proteina traducida o su direccionamiento a los compartimentos u organulos celulares. Estas diversas sefales de
control se seleccionan segun 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
vegetales, células animales, células de insectos y células de mamiferos, incluidas lineas celulares que estan
disponibles comercialmente. En algunas formas de realizacién, las células huésped para la expresion son
Escherichia coli, Lactobacilli, Bacillus, en particular Bacillus megaterium, bacterias probidticas, Pichia pastoris,
Saccharomyces cerevisiae, células de insecto, células vegetales, células COS y células CHO. En una forma de
realizacién, la célula huésped es una célula procariota, en particular una célula bacteriana. En otra forma de
realizacién particular, la célula huésped es una célula eucariota, tal como una célula de levadura tal como una célula
de Saccharomyces cerevisiae.

Los sistemas de expresién comunes incluyen células huésped bacterianas y vectores plasmidicos, células huésped
de insectos y vectores de Baculovirus, y células huésped de mamiferos y vectores. Los ejemplos especificos
incluyen E. coli, B. megaterium, levaduras Kluyveromyces o Saccharomyces, lineas celulares de mamiferos (por
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ejemplo, células Vero, células CHO, células 3T3, células COS, etc.), asi como cultivos de células de mamiferos
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 ratéon (ATCC
CRL1581), células P3X63-Ag8.653 de raton (ATCC CRL1580), células CHO en las que un gen de dihidrofolato
reductasa (también denominado "gen DHFR") es defectuoso (Urlaub G et al; 1980), células
YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20 de rata (ATCC CRL1662, también denominadas "células YB2/0") y similares.

En otra forma de realizacidn, la invencion presenta una célula que ha sido transfectada, infectada o transformada por
un acido nucleico y/o un vector proporcionado en el presente documento. En consecuencia, la presente invencién se
refiere también a una célula huésped que contiene un &cido nucleico y/o un vector descrito en el presente
documento, asi como a la progenie y/o derivados de dichas células huésped. En una forma de realizacion, 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 0
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 expres6 en Escherichia coli con el fin de proporcionar una fuente mas conveniente
de la enzima humana y permitir que se realizaran estudios de estructura-funcién utilizando mutagénesis dirigida al
sitio. Este sistema de expresion permiti6 producir mayores cantidades de citocromo activo que las que se han
aislado previamente a partir de mitocondria placentaria. EI P450scc expresado se purificé hasta casi homogeneidad
y se demostré que tenia propiedades catalizadoras comparables a la enzima purificada a partir de la placenta
humana. La forma madura de adrenodoxina humana también se expres6 en E. coli y apoyé la actividad de escision
de la cadena lateral de colesterol con la misma Vmax que se observéd con adrenodoxina bovina pero con una Km
superior. La mutacion de lle-462 a Leu en P450scc humano provocd una reduccién de la constante de velocidad
catalitica (kcat) con colesterol como sustrato, aument6 la Km para 22R-hidroxicolesterol, pero no afectd a las
constantes cinéticas para 20 alfa-hidroxicolesterol.

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 manipulacién genética de la biosintesis de esteroles mediante la
alteracion del gen delta 22-desaturasa y la introduccion de la actividad de delta 7-reductasa de Arabidopsis thaliana
y la coexpresion de citocromo P450 de escisién de la cadena lateral bovino, adrenodoxina y adrenodoxina
reductasa, conducen a la biosintesis de pregnenolona a partir de una fuente de carbono sencilla. Después de la
coexpresion adicional de 3-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa/isomerasa humana, la pregnenolona se metabolizé
adicionalmente para dar progesterona. La formacion de esteroides parece estar acoplada a la biosintesis de
esteroles de levadura.

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 produccién de hidrocortisona, el principal glucocorticoide suprarrenal de
mamiferos y un intermediario importante de la sintesis de farmacos esteroideos, se comunicé 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
Unica cepa de levadura. La biosintesis de esteroles endégenos se redireccioné para producir esteroles compatibles
para que sirvieran como sustratos para la parte heterdloga de la ruta. La biosintesis involucré ocho proteinas de
mamiferos (formas maduras de CYP11A1, adrenodoxina (ADX) y adrenodoxina reductasa (ADR); formas
mitocondriales de ADX y CYP11B1; 3beta-HSD, CYP17A1 y CYP21A1). La optimizacion implicéd la modulacion de
los dos sistemas mitocondriales y la interrupcion de reacciones secundarias no deseadas asociadas con los
productos de los genes ATF2, GCY1 e YPR1. La hidrocortisona fue el principal esteroide producido. Este trabajo
demostré |a viabilidad de transferir una ruta biosintética compleja de eucariotas superiores a microorganismos.

En una forma de realizacion especifica, el microorganismo es Bacillus megaterium, en particular, la cepa
denominada MS941 de Bacillus megaterium. La expresion "cepa MS941 de Bacillus megaterium" se refiere a la cepa
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 conversidn de esteroles y derivados de esteroles, ya sea in vitro con E. coli o in cellulo con B.
megaterio. Estas tecnologias pueden evaluar las capacidades de P450scc y los sustratos para funcionar
conjuntamente. Ambas tecnologias requieren un procedimiento eficaz para solubilizar los sustratos de forma que
sean accesibles a la enzima. Esta solubilizacion podria ser exigente a nivel industrial (gran volumen) tanto en
términos financieros como cientificos.
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Un tercer organismo S.cerevisiae es un organismo particularmente ventajoso en este sentido; su amplia
fermentacion esta bien dominada a niveles de metros cubicos 0 mas 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 asi detergentes o productos quimicos 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
permitir la sintesis de esteroides in vivo, la biosintesis de esteroles se direccion6 a la produccion de un esterol
compatible con P450scc.

Como la fermentacion de S. cerevisiae se domina bien a gran escala, la introduccién del ADNc de P450scc descrita
recientemente en una S. cerevisiae direccionada para campesterol, u otros esteroles descritos como sustratos, en
presencia de un portador de electrones apropiado es un recurso para la produccién 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 realizacion especifica, el microorganismo es Saccharomyces cerevisiae.

La expresion microorganismo "manipulado genéticamente" se refiere a cualquier microorganismo que haya sido
modificado mediante técnicas de ingenieria 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
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
bioinformatica, biologia celular, cultivo celular, biologia molecular, biologia transgénica, microbiologia, ADN
recombinante e inmunologia, 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 ingenieria genética” se refiere a tecnologias que permiten
la expresion o la sobreexpresion de la expresion génica conocidas en el campo por los expertos en la técnica. La
expresion o la sobreexpresion de un gen de interés se puede lograr introduciendo en una célula o un
microorganismo una secuencia de &cidos nucleicos exdgena que comprende dicho gen de interés, mediante
cualquier tecnologia de transformacién conocida por los expertos en la técnica.

El término "transformacion” o "transfeccion" significa la introduccion de un gen o una secuencia de ADN o ARN
"extrafios" (es decir, heter6logos) en una célula huésped, de tal forma que la célula huésped expresara el gen o la
secuencia introducidos para producir una sustancia deseada, normalmente una proteina o enzima codificada por el
gen introducido o la secuencia introducida. La transfeccion de la célula huésped se puede realizar utilizando
cualquier técnica estandar, tal como transformacion quimica, electroporacion, precipitacion con fosfato calcico o
lipofeccion. Las técnicas de transformacién también incluyen, por ejemplo, la técnica de transformacion de
protoplastos mediada por PEG (Barg et al, 2005, Microbial Processes and Products 165-184).

"Secuencia(s) exdgena(s) de &cidos nucleidos" se refiere a la o las secuencias de acidos 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 expresién, por ejemplo), y que se han utilizado para transformar dicho
microorganismo con el fin de obtener un microorganismo manipulado genéticamente tal como se ha indicado
anteriormente. En una forma de realizacion especifica, la secuencia de acidos nucleicos exdgena se origina a partir
de otra especie diferente del microorganismo considerado (por ejemplo, otra especie de microorganismo u
organismo). En otra forma de realizacion especifica, la secuencia exégena se origina a partir del mismo
microorganismo.

Dicha o dichas secuencias de acidos nucleicos exdgenas pueden codificar proteinas de interés tales como el
citocromo P450 y los asociados de 6xido-reduccion AdR y Adx, y la expresion "ADN exégeno” puede designar cada
secuencia individual o abarcar una secuencia completa que comprende cada secuencia individual. Como ejemplo no
limitante, dichas secuencias de acidos nucleicos exdgenas se integran en el genoma de dicho microorganismo
mediante técnicas conocidas en el campo, tales como mediante recombinacion homéloga.

En un aspecto, la invencidn proporciona un microorganismo manipulado genéticamente capaz de convertir un
sustrato seleccionado del grupo que consiste en monoalcoholes policiclicos e insaturados que tienen una cadena
lateral alifatica tales como colesterol, analogos y derivados de colesterol en un precursor de hormonas esteroideas,
en el que dicho microorganismo comprende un acido nucleico presentado en la invencion, y opcionalmente una
secuencia de acidos nucleicos exdgena que codifica una Adx y/o una secuencia de acidos nucleicos exégena que
codifica una AdR.

En una forma de realizacion especifica, el microorganismo manipulado genéticamente es Saccharomyces
cerevisiae.
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En otra forma de realizacién especifica, el microorganismo manipulado genéticamente es Bacillus megaterium, en
particular la cepa MS941 de Bacillus megaterium.

La presente invencién también se refiere a un procedimiento in vitro para preparar una enzima P450 presentada en
la invencién, comprendiendo dicho procedimiento las etapas siguientes:

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

Las "condiciones adecuadas para obtener la expresién 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, tampdn 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 ug/ml de tetraciclina con células de una placa o
solucion madre de glicerol. Después se puede realizar un cultivo principal inoculando 50 ml de medio que contiene
10 pg/ml de tetraciclina con 500 pl de muestra del precultivo. El cultivo principal se cultiva normalmente hasta que se
logra una densidad optica de [0,4. La expresion de proteinas se puede inducir después de la adicién de 0,25 g de
xilosa disueltos en 1 ml de agua destilada.

La enzima P450 se puede purificar por medio de procedimientos bien conocidos de purificacion: se puede purificar a
partir de lisados o extractos celulares, cuerpos de inclusién o a partir del sobrenadante del cultivo mediante
procedimientos tales como cromatografia HPLC, técnicas de inmunoafinidad con anticuerpos especificos y similares.

Alternativamente, la enzima P450 puede expresarse in vitro con un sistema de transcripcion y traduccién exento de
células a partir de una matriz de ADN o ARN que contiene los elementos necesarios para su expresiéon en un lisado
celular o un sistema reconstituido (por ejemplo, Rapid Translation System®, Roche Diagnostics o Retic Lysate
IVT™, Ambion).

Procedimientos de produccion de un precursor de hormonas esteroideas
Tal como se muestra en los Ejemplos 2-4, los inventores han desarrollado una nueva enzima P450scc que porta
mutaciones especificas que muestran una actividad enzimatica mejorada en términos de conversién de sustrato en

precursor de hormonas esteroideas.

Por lo tanto, en otro aspecto, la invencién se refiere al uso de una enzima P450 presentada en la invencién para
producir un precursor de hormonas esteroideas.

La invencién proporciona también procedimientos para producir un precursor de hormonas esteroideas tal como se
describe a continuacion.

Un primer procedimiento para producir un precursor de hormonas esteroideas comprende las etapas siguientes:
a) proporcionar un microorganismo tal como se ha descrito anteriormente,

b) cultivar dicho microorganismo en condiciones que permitan la expresion de una enzima P450 presentada en la
invencion,

c) poner en contacto el cultivo de microorganismos obtenido en la etapa b) con un sustrato seleccionado del grupo
que consiste en monoalcoholes policiclicos e insaturados que tienen una cadena lateral alifatica tales como
colesterol, un analogo de colesterol y un derivado de colesterol, en condiciones que permitan la produccion, por
microorganismo, de un precursor de hormonas esteroideas de dicho sustrato y

d) recuperar el precursor de hormonas esteroideas producido.

Segun una forma de realizacién especifica, las etapas b) y c) se realizan simultaneamente. 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,

b) cultivar dicho microorganismo en presencia de un sustrato seleccionado del grupo que consiste en
monoalcoholes policiclicos e insaturados que tienen una cadena lateral alifatica tales como colesterol, un analogo
de colesterol y un derivado de colesterol, en condiciones que permitan la expresion de una enzima P450
presentada en la invencion y permitir la produccioén, por el microorganismo, del precursor de la hormona
esteroidea a partir de dicho sustrato y
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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 invencién con un polipéptido Adx aislado, un polipéptido
AdR aislado y un sustrato seleccionado del grupo que consiste en monoalcoholes policiclicos e insaturados que
tienen una cadena lateral alifatica tales como colesterol, un analogo de colesterol y un derivado de colesterol en
condiciones que permitan la transformacion de dicho sustrato en un precursor de hormonas esteroideas y

b) recuperar el precursor de hormonas esteroideas obtenido.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "sustrato" abarca monoalcoholes policiclicos e insaturados
que tienen una cadena lateral alifatica tales como fitosterol derivado de cicloartenol y lanosterol. Entre estos
sustratos, "colesterol, analogos 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-
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 estan abarcadas por esta definicién de sustratos, tales como generol 100 y ADM90
(que comprende brassicasterol + campesterol + estigmasterol + beta-sitosterol en diferentes proporciones).

En una forma de realizacién 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 realizacién especifica, el sustrato es ergosterol.

En una forma de realizacion especifica, el "precursor de hormonas esteroideas" se selecciona del grupo que
consiste en pregnenolona, 7-deshidropregnenolona, hidroxiergosterol e hidroxiestigmasterol. En otra forma de
realizacién especifica, dicho precursor de hormonas esteroideas se selecciona del grupo de analogos de colesterol
hidroxilados y secoesteroides (tales como vitaminas D2 y D3 como derivados de los andlogos de colesterol 7-
dehidrocolesterol y ergosterol). En una forma de realizacion particular, el precursor de hormonas esteroideas es
pregnenolona.

"Cultivar el microorganismo en presencia de un sustrato" significa hacer interactuar fisicamente dicho
microorganismo con un sustrato tal como se ha definido anteriormente. Esta interaccion se puede lograr dentro de
un medio de cultivo o no. En una forma de realizacién especifica, dicho medio de cultivo contiene agentes para la
permeabilizacién de un microorganismo segun la presente invencién y/o la solubilizacién de un sustrato segun la
presente invencién. La disolucién del sustrato en estos agentes puede ser anterior a la adicién al cultivo de
microorganismos.

"Poner en contacto una enzima P450 con un sustrato" significa hacer interactuar fisicamente dicha enzima P450 con
un sustrato tal como se ha definido anteriormente. Esta interaccion se puede lograr dentro de un medio o no. En una
forma de realizacion especifica, dicho medio contiene agentes para la solubilizacion de un sustrato segun la
presente invencion. La disolucion del sustrato en estos agentes puede ser anterior a la adicion a dicho medio.

Los agentes utilizados para la disoluciéon del sustrato pueden seleccionarse del grupo que consiste en etanol,
Tween-80, tergitol, polivinilpirrolidona (PVP), saponinas (tales como saponina de Quillaja que estd contenida en
extractos brutos del arbol de corteza de jabon Quillaja saponaria, por ejemplo), ciclodextrinas y derivados de las
mismas (por ejemplo, 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina). En otra forma de realizacién especifica, 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
utilizar derivados de ciclodextrina, tales como 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina. En otra forma de realizacion especifica,
los sustratos se cocristalizan con polivinilpirrolidona (PVP).

En otra forma de realizacién, el sustrato se disuelve en primer lugar en 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina antes de la
adicion al cultivo de microorganismos, en el que dicho cultivo contiene saponina de Quillaja. En otra forma de
realizacién, los sustratos se disuelven en una solucion que comprende un porcentaje de 2-hidroxipropil-B-
ciclodextrina que varia del 10 al 60%, por ejemplo, del 20 al 50%, por ejemplo, del 40 al 50%, y un porcentaje de
saponina de Quillaja que varia del 1 al 10%, por ejemplo, del 2 al 8%, por ejemplo, del 3 al 6%. En otra forma de
realizacién, los sustratos se disuelven en una solucién que comprende el 45% de 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina y el
4% de saponina de Quillaja.

En otra forma de realizacién, la concentracion final de 2-hidroxipropil-B-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 realizacién, la concentracién 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
el 0,1y el 0,2%.
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El "cultivo de dicho microorganismo en condiciones que permiten la expresion de dichas secuencias de acidos
nucleicos exdgenas" se puede realizar segun cualquier procedimiento de cultivo e induccién bien conocido en el
campo de la biotecnologia, 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).

Las "condiciones que permiten la transformacién 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 agitacion, la duracion de la reaccion o la incubacién, etc., que favorecen la transformacion de dicho sustrato
en un precursor de hormonas esteroideas. Estas condiciones pueden determinarse y ajustarse mediante
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica.

Como ejemplo no limitante, la reaccion se puede realizar en presencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y
glucosa-6-fosfato, normalmente en 150 mM de tampén HEPES, por ejemplo, ajustado a pH 7,4, que contiene
tipicamente Tween-20 al 0,05%. y MgCl> 1 mM. Las concentraciones de la enzima P450, Adx y AdR pueden ser, por
ejemplo, de 1 uM, 20 uM y 0,5 uM, o de 0,25 uM, 5 pM y 0,125 pM, respectivamente. Los monoalcoholes policiclicos
e insaturados que tienen una cadena lateral alifatica tales como colesterol, analogo de colesterol o derivado de
colesterol pueden disolverse en una 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina al 45%. Las muestras pueden precalentarse a
37 °C y se puede anadir NADPH a una concentracién final de 100 uM. Las mezclas pueden incubarse a 37 °C con
agitacion.

En una forma de realizacion especifica, 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 33-hidroxipregn-5-en-20-ona.
Breve descripcion de las secuencias

SEQ ID NO: 1 muestra la secuencia de aminoacidos de CYP11A1 que comprende una treonina en la posicion 225 y
un &cido aspartico en la posicién 289 (polipéptido SA1).

SEQ ID NO: 2 muestra la secuencia de aminoacidos de CYP11A1 que comprende una treonina en la posicion 225.

SEQ ID NO: 3 muestra la secuencia de aminoacidos de CYP11A1 que comprende un acido aspartico en la posicién
289.

SEQ ID NO: 4 muestra la secuencia de aminoacidos de CYP11A1 de Bos taurus de WT (polipéptido SA4; P450scc
de WT).

SEQ ID NO: 5 muestra la secuencia del plasmido pSMF2.1_CYP11A1BYM que codifica SA1 de SEQ ID NO: 1.

SEQ ID NO: 6 muestra la secuencia de aminoacidos del polipéptido SA6 (P450scc-11A-K193E).

SEQ ID NO: 7 Muestra la secuencia de aminoacidos de AdR.

SEQ ID NO: 8 Muestra la secuencia de aminoacidos de Adx.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Cromatograma de HPLC que muestra la conversion in vitro de colesterol 20 uM 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:

producto principal, DOC: 11-desoxicorticosterona.

Figura 2: Cuantificacién de pregnelonona a partir de cromatografia HPLC que muestra la conversion in vivo de
diferentes sustratos en pregnenolona por el polipéptido citocromo P450 SA1 (SEQ ID NO: 1).

Figura 3: Cromatograma de HPLC que muestra la conversion in vivo de colesterol 300 pM 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 conversién in vivo de colesterol 300 uM por los polipéptidos citocromo P450
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).
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Ejemplos
Ejemplo 1: Materiales y procedimientos
Sintesis de proteinas

Se obtuvieron variantes de CYP11A1 mediante sintesis 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 purificacion se realiz6 tal como se describe por Janocha et al. (Biochim Biophys Acta. (2011), enero;
1814 (1): 126-31). La pureza se evalu6 mediante SDS-PAGE. Las concentraciones de las proteinas purificadas se
determinaron mediante espectros de diferencia de CO, después de tratamiento con ditionito de sodio y exposicién a
CO.

Se purificaron Adx y AdR segun 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.

Ensayo de conversion in vitro

Para ensayos enzimaticos in vitro se aplicaron como tampon de reaccion 150 mM de tampén HEPES, ajustado a pH
7,4, que contenia Tween-20 al 0,05% y MgCl, 1 mM. 1 unidad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, con glucosa-6-
fosfato 5 mM como sustrato, sirvié como un sistema de regeneracion de NADPH.

Para P450scc WT (anotado como "SA4", SEQ ID NO: 4) y P450scc-11A-K193E (anotado como "SA6", SEQ ID NO:
6) las concentraciones de CYP11A1, Adx y AdR fueron de 1 uM, 20 pM y 0,5 uM, y para P450scc-R225T-N289D
(anotado como "SA1", SEQ ID NO: 1) las concentraciones de CYP11A1, Adx y AdR fueron de 0,25 uM, 5 uMy 0,125
pM, respectivamente.

20 uM de colesterol, disuelto en 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina al 45%, sirvié como sustrato para CYP11A1.

Las muestras se precalentaron a 37 °C y la reaccion se inici6 mediante la adicion de NADPH a una concentracion
final de 100 uM. Las mezclas se incubaron a 37 °C con agitacion durante 30 s. La reaccién se detuvo hirviendo las
muestras en agua durante 30 s.

Para permitir la deteccion fotométrica a 240 nm, los esteroides se convirtieron en sus derivados 3-ceto-A4 utilizando
una colesterol oxidasa de Nocardia spec.

Se afadieron 20 pl de una solucién de colesterol oxidasa (5 mg de colesterol oxidasa y 5 mg de colato de Na
disueltos en 5 ml de tampon HEPES 50 mM, pH 7, que contenia Tween-20 al 0,05%) a las muestras. Después de la
incubacién a 37 °C durante 1 h, se afiadi6 11-desoxicorticosterona (DOC) a las mezclas de reacciéon como patrén
interno, operacion seguida de una extraccion de 2 veces con volumenes iguales de acetato de etilo. Después de la
evaporacion, los extractos se disolvieron en acetonitrilo/agua.

Ensayo de conversion in vivo

La conversién in vivo de colesterol 300 uM en pregnelonona se evalué mediante HPLC después de 24 h. Se cultivd
Bacillus megaterium en medio TB que contenia 10 pg/ml de tetraciclina a 37 °C con agitacion de 180 rpm. La
expresion de la proteina se indujo mediante la adicion de 0,25 g de xilosa disuelta en 1 ml de agua, seguida de la
adicion subsiguiente del sustrato, disuelto en 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina.

Ejemplo 2: Conversion in vitro de colesterol por los polipéptidos citocromo P450 SA1 (SEQ ID NO: 1) y SA4
(control WT, SEQ ID NO: 4)

Después de la evaluacién profunda de la concentracion de cada preparacion de P450scc, se utilizaron SA1, SA4 y
SA6 en los ensayos in vitro siguientes. Cada una de estas isoformas se reconstituyd a una concentracion de 1 pM
en presencia de colesterol como sustrato (20 uM) en cantidades saturadas de Adx y AdR.

Mientras que SA4 y SA6 mostraron una actividad idéntica, SA1 mostr6 una actividad 2-3 veces mayor en
comparaciéon con SA4 y SA6 (Figura 1). Dado que el sustrato ya estd agotado después del tiempo de incubacion, es
dificil evaluar las diferencias entre los polipéptidos SA1 y SA1/SA4 en un tiempo de incubacién mas prolongado.

Ejemplo 3: Conversion 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
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 codén BIAS de
Bacillus megaterium y se transfirieron al plasmido pSFM2.1 utilizando los sitios de restriccion apropiados. Ambos
plasmidos PSFM2.1 que portan respectivamente el codon optimizado SA1 y SA6 se transfirieron a MS941 de
Bacillus megaterium utilizando un protocolo clasico de transformacién de protoplastos.

La actividad de conversién de colesterol in vivo se evalu6é después de 24 h y 48 h para los polipéptidos SA1 y SA6
expresados en Bacillus megaterium.

Segun experimentos in vitro, el SA1 mostré ahora una actividad 2 veces mayor en comparacién con SA6 (Figuras 3
y4).

Ejemplo 4: Conversion in vivo de diferentes sustratos en pregnenolona por medio del polipéptido citocromo
P450 SA1 (SEQID NO: 1)

Finalmente, se utilizé el sistema mejorado para analizar la capacidad de conversién del polipéptido SA1 con varios

sustratos de interés biotecnoldgico: campesterol, desmosterol, ergosta-5,24(28)-dien-33-ol y una mezcla de varios
20, 22-OH-oxiesteroles.

Cada sustrato se convirtié en un producto principal con el mismo tiempo de retenciéon que la progesterona, lo que
indica que CYP11A1 fue capaz de escindir la cadena lateral de cada uno de estos sustratos, produciendo
pregnenolona.

La formacién de pregnenolona se cuantificdé para todos los sustratos (Figura 2). Los oxiesteroles polares se
convirtieron a una tasa comparable al colesterol ((B5 mg/l después de 48 horas). La conversién de los esteroles mas
hidr6fobos campesterol, desmosterol y ergostadienol solo se produjo a una tasa de aproximadamente el 19%
después de 48 horas, en comparacion 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.

Los inventores informan asi en el presente documento una nueva proteina P450scc, denominada SA1, que muestra
una mayor actividad de conversién hacia varios esteroles, incluido el colesterol.

Listado de secuencias

<110> SANOFI S.A.

<120> POLIPEPTIDO CITOCROMO P450 NOVEDOSO CON ACTIVIDAD ENZIMATICA AUMENTADA
<130> BET 13P3205

<150> EP 14305071.4
<151>20/01/2014

<160> 8

<170> PatentIn versién 3.5
<210> 1

<211> 481

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de CYP11A1 mutada

<400> 1
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Ile

Gly

Leu

430

Glu

Thr

Pro

Ser

Lys

30

Tyr

Ile

Tyr

Tyr

Lys

110

Lys

Phe

415

Glu

Met

Pro

Pro

Pro

15

Gly

Gly

Ile

Pro

Gln

95

Asp

Asn

Gly

Met

Gln

Asp

Gln
480

Gly

Ser

Pro

His

Glu

Lys

Arg

Phe



Ile

Lys

145

Glu

Gly

Lys

Leu

Thr

225

Tyr

Asn

Leu

Asn

Ser

305

Arg

Leu

Thr

Pro

130

Arg

Asp

Glu

Phe

Asn

210

Asp

Thr

Tyr

Glu

Thr

290

Leu

Gln

Lys

Leu

115

Leu

Ile

Leu

Arg

Ile

195

Val

His

Glu

Pro

Asp

275

Thr

Asn

Ala

Ala

Gln
355

Leu

Lys

Phe

Leu

180

Asp

Pro

Val

Ile

Gly

260

Val

Ser

Val

Glu

Ser

340

Arg

Asn

Gln

His

165

Gly

Ala

Pro

Ala

Phe

245

Ile

Lys

Met

Gln

Gly

325

Ile

Tyr

Pro

Gln

150

Phe

Met

val

Glu

Ala

230

Tyr

Leu

Ala

Thr

Glu

310

Asp

Lys

Pro

Val

135

Gly

Ala

Leu

Tyr

Leu

215

Trp

Gln

Tyr

Asn

Leu

295

Met

Ile

Glu

Glu

120

Ser

Ser

Phe

Glu

Lys

200

Tyr

Asp

Asp

Cys

Ile

280

Gln

Leu

Ser

Thr

Ser
360

ES 2724373 T3

Gln

Gly

Glu

Glu

185

Met

Arg

Thr

Leu

Leu

265

Thr

Trp

Arg

Lys

Leu

345

Asp

Asp

Lys

Ser

170

Thr

Phe

Leu

Ile

Arg

250

Leu

Glu

His

Glu

Met

330

Arg

Leu

Phe

Phe

155

Ile

Val

His

Phe

Phe

235

Arg

Lys

Met

Leu

Glu

315

Leu

Leu

Val

val

140

vVal

Thr

Asn

Thr

Arg

220

Asn

Lys

Ser

Leu

Tyr

300

Val

Gln

His

Leu

18

125

Ser

Gly

Asn

Pro

Ser

205

Thr

Lys

Thr

Glu

Ala

285

Glu

Leu

Met

Pro

Gln
365

Leu

Asp

Val

Glu

190

Val

Lys

Ala

Glu

Lys

270

Gly

Met

Asn

Val

Ile

350

Asp

Leu

Ile

Met

175

Ala

Pro

Thr

Glu

Phe

255

Met

Gly

Ala

Ala

Pro

335

Ser

Tyr

His

Lys

160

Phe

Gln

Leu

Trp

Lys

240

Arg

Leu

Val

Arg

Arg

320

Leu

Vval

Leu
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Ile

Asp

385

Leu

Trp

Thr

His

Lys

465

Ala

Pro

370

Pro

Ser

Gly

Leu

Ile

450

Pro

<210>3

<211> 481

Ala

Ala

Lys

val

Phe

435

Gly

Ile

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de CYP11A1 mutada

<400> 3

Ile

1

Asp

Gln

Ile

Pro
65

Ser

Asn

Arg

Tyr

50

Glu

Tyr

Thr

Gly

Ile

35

Arg

Asp

Asp

Lys

Phe

Asp

Arg

420

Leu

Asp

Phe

Lys

Trp

20

His

Glu

Val

Ile

Thr

Phe

Lys

405

Gln

Ile

Val

Leu

Thr

Leu

Phe

Lys

Ala

Pro

Leu

Ser

390

Asp

Cys

His

Asp

Val
470

Pro

Asn

Arg

Leu

His

70

Pro

val

375

Ser

Leu

val

Ile

Thr

455

Phe

Arg

Leu

His

Gly

55

Leu

Trp

Gln

Pro

Ile

Gly

Leu

440

Ile

Arg

Pro

Tyr

Ile

40

Asn

Phe

Leu

ES 2724373 T3

vVal

Asp

His

Arg

425

Glu

Phe

Pro

Tyr

His

25

Glu

Leu

Lys

Ala

Ala

Lys

Phe

410

Arg

Asn

Asn

Phe

Ser

10

Phe

Asn

Glu

Phe

Tyr

Tle

Phe

395

Arg

Ile

Phe

Leu

Asn
475

Glu

Trp

Phe

Ser

Glu

75

His

Tyr

380

Asp

Asn

Ala

Lys

Ile

460

Gln

Ile

Arg

Gln

Val

60

Gly

Arg

19

Ala

Pro

Leu

Glu

val

445

Leu

Asp

Pro

Glu

Lys

45

Tyr

Ser

Tyr

Met

Thr

Gly

Leu

430

Glu

Thr

Pro

Ser

Lys

30

Tyr

Ile

Tyr

Tyr

Gly

Arg

Phe

415

Glu

Met

Pro

Pro

Pro

15

Gly

Gly

Ile

Pro

Gln

Arg

Trp

400

Gly

Met

Gln

Asp

Gln
480

Gly

Ser

Pro

His

Glu

80

Lys



Pro

Val

Ile

Lys

145

Glu

Gly

Lys

Leu

Arg

225

Tyr

Asn

Leu

Asp

Ser

305

Arg

Ile

Val

Pro

130

Arg

Asp

Glu

Phe

Asn

210

Asp

Thr

Tyr

Glu

Thr

290

Leu

Gln

Gly

Leu

115

Leu

Ile

Leu

Arg

Ile

195

vVal

His

Glu

Pro

Asp

275

Thr

Asn

Ala

val

100

Asn

Leu

Lys

Phe

Leu

180

Asp

Pro

val

Ile

Gly

260

Val

Ser

Val

Glu

85

Leu

Thr

Asn

Gln

His

165

Gly

Ala

Pro

Ala

Phe

245

Ile

Lys

Met

Gln

Gly
325

Phe

Glu

Pro

Gln

150

Phe

Met

Val

Glu

Ala

230

Tyr

Leu

Ala

Thr

Glu

310

Asp

Lys

Val

Val

135

Gly

Ala

Leu

Tyr

Leu

215

Trp

Gln

Tyr

Asn

Leu

295

Met

Ile

Lys

Met

120

Ser

Ser

Phe

Glu

Lys

200

Tyr

Asp

Asp

Cys

Ile

280

Gln

Leu

Ser

ES 2724373 T3

Ser

105

Ala

Gln

Gly

Glu

Glu

185

Met

Arg

Thr

Leu

Leu

265

Thr

Trp

Arg

Lys

90

Gly

Pro

Asp

Lys

Ser

170

Thr

Phe

Leu

Ile

Arg

250

Leu

Glu

His

Glu

Met
330

Thr

Glu

Phe

Phe

155

Ile

Vval

His

Phe

Phe

235

Arg

Lys

Met

Leu

Glu

315

Leu

Trp

Ala

val

140

val

Thr

Asn

Thr

Arg

220

Asn

Lys

Ser

Leu

Tyr

300

val

Gln

20

Lys

Ile

125

Ser

Gly

Asn

Pro

Ser

205

Thr

Lys

Thr

Glu

Ala

285

Glu

Leu

Met

Lys

110

Lys

Leu

Asp

Val

Glu

190

Val

Lys

Ala

Glu

Lys

270

Gly

Met

Asn

Val

95

Asp

Asn

Leu

Ile

Met

175

Ala

Pro

Thr

Glu

Phe

255

Met

Gly

Ala

Ala

Pro
335

Arg

Phe

His

Lys

160

Phe

Gln

Leu

Trp

Lys

240

Arg

Leu

Val

Arg

Arg

320

Leu
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Leu Lys Ala Ser
340

Thr Leu Gln Arg
355

Ile Pro Ala Lys
370

Asp Pro Ala Phe
385

Leu Ser Lys Asp

Trp Gly Val Arg
420

Thr Leu Phe Leu
435

His Ile Gly Asp
450

Lys Pro Ile Phe
465

Ala

<210> 4
<211> 481

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 4

Ile Ser Thr Lys
1

Asp Asn Gly Trp
20

Gln Arg Ile His
35

Ile Tyr Arg Glu
50

Ile

Tyr

Thr

Phe

Lys

405

Gln

Ile

Val

Leu

Thr

Leu

Phe

Lys

Lys

Pro

Leu

Ser

390

Asp

Cys

His

Asp

Val
470

Pro

Asn

Arg

Leu

Glu

Glu

val

375

Ser

Leu

val

Ile

Thr

455

Phe

Arg

Leu

His

Gly
55

Thr

Ser

360

Gln

Pro

Ile

Gly

Leu

440

Ile

Arg

Pro

Tyr

Ile

40

Asn

ES 2724373 T3

Leu

345

Asp

Val

Asp

His

Arg

425

Glu

Phe

Pro

Tyr

His

25

Glu

Leu

Arg

Leu

Ala

Lys

Phe

410

Arg

Asn

Asn

Phe

Ser

Phe

Asn

Glu

Leu

val

Ile

Phe

395

Arg

Ile

Phe

Leu

Asn
475

Glu

Trp

Phe

Ser

His

Leu

Tyr

380

Asp

Asn

Ala

Lys

Ile

460

Gln

Ile

Arg

Gln

Val
60

21

Pro

Gln

365

Ala

Pro

Leu

Glu

Val

445

Leu

Asp

Pro

Glu

Lys

45

Tyr

ITle

350

Asp

Met

Thr

Gly

Leu

430

Glu

Thr

Pro

Ser

Lys

30

Tyr

Ile

Ser

Tyr

Gly

Arg

Phe

415

Glu

Met

Pro

Pro

Pro

Gly

Gly

Ile

Val

Leu

Trp

400

Gly

Met

Gln

Asp

Gln
480

Gly

Ser

Pro

His



Pro

65

Arg

Pro

Vval

Ile

Lys

145

Glu

Gly

Lys

Leu

Arg

225

Tyr

Asn

Leu

Asn

Ser
305

Glu

Tyr

Ile

val

Pro

130

Arg

Asp

Glu

Phe

Asn

210

Asp

Thr

Tyr

Glu

Thr

290

Leu

Asp

Asp

Gly

Leu

115

Leu

Ile

Leu

Arg

Ile

195

Val

His

Glu

Pro

Asp

275

Thr

Asn

Val

Ile

val

100

Asn

Leu

Lys

Phe

Leu

180

Asp

Pro

Val

Ile

Gly

260

val

Ser

val

Ala

Pro

85

Leu

Thr

Asn

Gln

His

165

Gly

Ala

Pro

Ala

Phe

245

Ile

Lys

Met

Gln

His

70

Pro

Phe

Glu

Pro

Gln

150

Phe

Met

val

Glu

Ala

230

Tyr

Leu

Ala

Thr

Glu
310

Leu

Trp

Lys

val

Val

135

Gly

Ala

Leu

Tyr

Leu
215

Trp

Gln

Tyr

Asn

Leu

295

Met

Phe

Leu

Lys

Met

120

Ser

Ser

Phe

Glu

Lys

200

Tyr

Asp

Asp

Cys

Ile

280

Gln

Leu

Lys

Ala

Ser

105

Ala

Gln

Gly

Glu

Glu

185

Met

Arg

Thr

Leu

Leu

265

Thr

Trp

Arg

ES 2724373 T3

Phe

Tyr

90

Gly

Pro

Asp

Lys

Ser

170

Thr

Phe

Leu

Ile

Arg

250

Leu

Glu

His

Glu

Glu

75

His

Thr

Glu

Phe

Phe

155

Ile

Val

His

Phe

Phe

235

Arg

Lys

Met

Leu

Glu
315

Gly

Arg

Trp

Ala

Val

140

Val

Thr

Asn

Thr

Arg

220

Asn

Lys

Ser

Leu

Tyr

300

Val

22

Ser

Tyr

Lys

Ile

125

Ser

Gly

Asn

Pro

Ser

205

Thr

Lys

Thr

Glu

Ala

285

Glu

Leu

Tyr

Tyr

Lys

110

Lys

Leu

Asp

Val

Glu

190

val

Lys

Ala

Glu

Lys

270

Gly

Met

Asn

Pro

Gln

95

Asp

Asn

Leu

Ile

Met

175

Ala

Pro

Thr

Glu

Phe

255

Met

Gly

Ala

Ala

Glu

80

Lys

Arg

Phe

His

Lys

160

Phe

Gln

Leu

Trp

Lys

240

Arg

Leu

Val

Arg

Arg
320
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Gln
Leu

Lys

Thr Leu

Ala

Ala

Gln

Glu Gly

325

Ser Ile

340

Arg Tyr

355

Ile Pro

370

Asp Pro

385

Leu Ser

Trp

Gly

Thr Leu

Ala

Ala

Lys

val

Phe

Lys Thr

Phe Phe

Asp

Lys

Pro

Leu

Ser

Ile Ser

Glu Thr

Glu Ser

360

val
375

Gln

Ser Pro

390

Asp Lys

405

Arg Gln

420

Leu Ile

435

Ile
450

His

Lys Pro

465

Ala

<210>5
<211> 9745
<212> ADN

Gly

Ile

Asp Val

Phe Leu

Asp

Cys

His

Asp

Val

Leu Ile

Val Gly

Ile Leu

440

Thr
455

Ile

Phe Arg

470

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> plasmido

<400> 5

catggtctca
taaatgctac
ttggtcactt
aatactttaa

atgacgttat

cttttecact
tattaggaca
ataactttaa
aacacataca

ttctatatgt

ttttgtcttg
cataatatta
cagatggggt
taccaacact

atcaagataa

ES 2724373 T3

Met
330

Lys Leu

Leu Leu

345

Arg

Asp Leu Val

Val Ala Tle

Phe
395

Asp Lys

Phe
410

His Arg

Arg Tle

425

Arg

Glu Asn Phe

Phe Asn Leu

Phe Asn

475

Pro

tccactaaaa
aaagaaaccc
ttttctgtge
tcaacgcacc

gaaagaacaa

Gln Met Val

Ile
350

His Pro

Gln
365

Leu

Tyr Ala Met

380

Asp Pro Thr

Asn Leu

Ala Glu

430

Val
445

Lys Glu

Ile
460

Leu Thr

Gln Asp Pro

ccettgattt
ccatctattt
aaccaatttt
tttcagcaac

gttcaaaacc

23

Asp

Gly

Leu

Pro Leu

335

Ser Val

Tyr Leu

Gly

Arg Trp

400

Phe
415

Gly
Glu Met
Met Gln
Pro

Asp

Gln
480

Pro

ttcatctgaa
agttatttgt
aagggttttc
taaaataaaa

atcaaaaaaa

60

120

180

240

300



gacacctttt
tttttttace
tttttettgg
tttaaaggct
cctttgegtt
gaaaccgctc
ttgtctaaat
ggatgagatt
atattggtta
acatcatttt
gagagcgaag
cagctgcatt
tgaacacctt
ctgatgtaaa
cctgcattag
tgcaaatctt
acaaggcctg
gttacaaaac
gacaagtcag
agatagtcga
attacaggtc
tcaagcagtg
agagttgcce
atttttttta
cgaactaagt
ttataactaa
ttgtagttag
gttcacttaa
cctegececett
ttttggegtg

tatggaccta

caggtgcettt
tctcggttat
aattgtgctg
tttaagcegt
cacttaacta
ctaaagcagg
gagaatggac
caattatatg
atccaattcc
tatttgegeg
ccagtaacgc
tgggtccatt
tatacaattc
cgatgttttc
cttcattttc
tgatattcca
gaacacaaat
catgaataag
aagtcttctc
ctcctatatce
ttetgeegee
tatttacttg
tggagacagg
ctaaagcttg
tggtgttttt
attttctaaa
tttacaattc
ttaaactagt
attctgaaat
aaaaaggtag

tttatcgega

ttttatttta
gagttagttc
ttttatcctt
ctgtacgtte
acttataggg
tgcatttttt
tctagaagaa
atttctcaag
gatataaaag
ttccacaatc
tttttcagaa
aaaatctatc
gttgttaata
atagtttttt
aacaaaaacc
atttaagtta
tcctatteeg
tgcaaataaa
gagaataata
aataccaatc
tctagattge
agaggagaca
ggagttcttce
atctgcaatt
tgaagcttga
aaaaacattg
caacaaacta
aaatcaagga
tcctageceet
ccaacgcatt

aaaattagga

ES 2724373 T3

taaactcatt
aaattcgttc
taccttgtct
cttaagatca
gtaacactta
cctaacgaag
acttcgtttt
ataacagctt
ccaaagtttt
tcttttegag
gcatataatt
gtcatatgac
acaagtccag
gtcataccaa
ggaacattaa
ggcatgaaaa
actagaccat
atctctttta
tttccttcta
gagtagcctg
cctgececccaa
gtagacttgt
aaaatttcat
tgaataataa
attagatatt
aaataaacat
actcaattaa
ggtgaatata
ggtgataatg
cattttegtce

aatttagaaa

ccctgatcte
tttttaggtt
acaaacccct
acgtgatata
aaaaagaatc
aaggcaatag
taatcgtatt
ctatatcaaa
gaagtgcatt
aaatattctt
cccaacagcc
ccatttcecce
ttccaattce
atactttttc
actcactctc
taatttgctg
aaggggactce
cttcactage
agtcggttag
cattcttatt
tttcaaaaat
ttaatcctgt
ctaatattaa
ccactccttt
taaaagtatc
taaattaata
gctagctgat
caatgattag
gatggttaaa
atattgaaaa

gcgtatatat

24

gacttcgttce
ctaaatcgtg
taaaaacgtt
ggtttgctaa
aataacgata
ttcacattta
taaaacaatg
tgtattaagg
taacatttct
ttcttettta
tcgatttcca
agaaaaaccc
gatattaata
accgtatget
aattaaaaac
atgacgatct
aggcatatgg
ggaagaacta
aattccgtta
aaaaacaagc
aaaatctttt
aatctcagag
tttttgatte
gtttatccac
atatctaata
tatgatggaa
ggataaactt
cacaaaaaca
tttatatcat
ttttcaaaaa

tattcatcct

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



gaagatgtag
ccttggettg
ggaacatgga
aaaaatttta
cgtattaaac
tttgcgtttg
acggtaaacc
gtacctttat
gatcatgtag
tatcaagatt
cttaaaagcg
ggtggagtag
ttaaacgtac
gatatttcta
cgtttacatc
gattatctta
cctgettttt
gatcttattc
cgtattgetg
gaaatgcaac
cctatttttt
ggtaccaaat
tgtagtagga
tegegetceat
agtagctcct
ttctgategt
acttcaagat
agatattcca
taatggatta
tttaggacaa
tttagaaaaa

aacagtatgg

ctcatttatt
cttatcatcg
aaaaagatcg
ttcegttatt
aacaaggatc
aatctattac
ctgaagctca
taaacgtacc
ctgcttggga
tacgtcgtaa
aaaagatgtt
atacaacaag
aagaaatgtt
aaatgttaca
caattagcgt
ttcctgetaa
tttcttctee
attttcgcaa
aattagaaat
atattggaga
tagtatttceg
caaggaggtg
tctggacctg
gtagatattt
gatcatcctg
tgtgecttttt
gcttatcatg
ggtgaagaat
cctgaaaatc
ggcaacgtag
acggatatta

attgtaggac

taaatttgaa
ttattatcaa
tgtagtatta
aaatcctgta
tggaaaattt
aaatgttatg
aaaatttatt
tecctgaactt
tacaattttt
aacagaattt
attagaagat
catgacatta
acgtgaagaa
aatggttcca
aacgcttcaa
aacattagta
tgataaattt
tcttggattt
gacgcttttt
tgtagacacg
tccttttaat
aatatacaat
ctggatttta
atgaaaaaca
aagtaaaaaa
atggaaatgt
ctgtagtatt
tacctggtgt
gtgaattagc
ctttagatgt
cagaagctge

gtcgtggace

ES 2724373 T3

ggatcttatc
aaacctattg
aatacagaag
tctcaagatt
gttggagaca
tttggagaac
gatgctgtat
tatcgtettt
aataaagcgg
cgtaattatc
gtaaaagcta
caatggcatce
gtattaaacg
ttattaaaag
cgttatcectg
caagtagcta
gatcctacac
ggatggggag
cttattcaca
atttttaact
caagatcctc
gtctacacaa
tacagctcaa
acttgtacct
cgtaattaac
agaagtagga
atcttatggt
attttetget
tcctgattta
agctcgtatt
tecttggaget

tttacaagta

ctgaacgcta
gcgtattatt
taatggctcec
ttgtatctcet
ttaaagaaga
gccttggaat
ataaaatgtt
ttcgaacgaa
aaaaatacac
cgggaattct
atatcacaga
tttatgaaat
ctcgtegtcea
cttctattaa
aatctgattt
tttatgectat
gttggttatc
tacgtcaatg
ttcttgaaaa
taattcttac
ctcaagctta
gaacaaacac
catcttttaa
tttggattag
acatttacac
cgtgatgtaa
gctgaagatce
cgtgettttg
tcttgtgata
ttattaacac
ttacgtcaat

gcttttacga

25

tgatattcct
taaaaaatct
tgaagctatt
tttacataaa
tttatttcat
gttagaagaa
tcatacatct
aacgtggaca
ggaaattttt
ttattgttta
aatgttagca
ggctcgecage
agctgaaggt
agaaacgtta
agtattacaa
gggacgtgat
taaagataaa
tgtaggacgt
ctttaaagtg
gcctgataaa
ataaacgcgt
ctcaaatttg
aacatcattc
ttegttttgg
agacagctcg
cagtacaaga
atcaagettt
taggatggta
cagctgtaat
ctceggatca
ctcgtgtaaa

ttaaagaact

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080



tcgcgaaatg
acttcaggat
acgtacagct
tgcttgggga
tegtgetget
tgctgtacct
atataaatct
taatatggaa
tggacctaca
tttacaagat
taaagcttta
agatgctgaa
tcctcaagaa
tgaatataca
tgaaacatta
taatctagat
cctcatcecttt
catgcttgat
gacaaaggct
gctaaacctc
aactgtgaat
cagccgcacg
ctgacgagca
aaagatacca
cgcttacegg
cacgctgtag
aacccccegt
cggtaagaca
ggtatgtagg
ggacagtatt

gctcttgatce

attcaattac
cgtattaaag
acagaaaaac
ttacgttttt
ggaattegtt
acaggtgatg
cgtcctattg
ggacgtgtag
ggtgtaatta
cttaaagctg
cttgattctc
gaagtatcta
atgcttegtt
atgtcttectt
acaaccaaag
attgatggtt
gaacagcaca
ctggcatatg
atggacaata
gcgaacggat
gcgcaaacca
cggcgcatcet
tcacaaaaat
ggcgtttecece
atacctgtcc
gtatctcagt
tcagcccgac
cgacttatcg
cggtgctaca
tggtatctge

cggcaaacaa

ctggaacacg
aagctgcacg
ctggtgtaga
ttegtagece
tagctgtaac
tagaagattt
atccttectgt
tagatgtacc
caacaacaat
gacatttacc
gtggagtatg
gaggacaagc
tacttggecca
ctgaagataa
gaaaaattgg
ttggtgcatg
tatttgagaa
gactaacaga
tgactgttcg
tcaccggtce
acccttggea
cgggccgegt
cgacgctcaa
cctggaagct
gcetttetec
tcggtgtagg
cgctgegect
ccactggcag
gagttcttga
gctctgetga

accaccgcetg

ES 2724373 T3

tcctatgtta
tcctegtaaa
agaagctgct
tcaacaagta
acgtttagaa
accttgtgga
accttttgat
tggattatat
gacagatagc
ttcaggacct
gcctgtatcet
ttctggaaaa
ctaataagag
aataacagtc
tgactctctg
tgagggaacc
attggaagca
tagatecgcegg
agtaccatag
aagaattgga
gaacatatcc
tgctggegtt
gtcagaggtg
ccectegtgeg
cttcgggaag
tegttegete
tatccggtaa
cagccactgg
agtggtggce
agccagttac

gtagcggtgg

gatcctgctg
cgtttaatgg
cgtagagcat
ttaccttcte
ggtattggag
cttgtattaa
cctaaattag
tgttectggat
tttttaacag
cgtcctggat
ttttctgatt
cctcgtgaaa
ctctgtacaa
cactttataa
ctagatgttg
ttggettgtt
atcactgatg
ttgggctgee
catgcgcggce
gctaattaat
atcgegteceg
ttteccatagg
gcgaaacccg
ctctecetgtt
cgtggegett
caagctggge
ctatcgtott
taacaggatt
taactacgge
cttcggaaaa

tttttttgtt

26

attttttagg
aattattatt
ctgcttcteg
ctgatggacg
aagctacacg
gctctattgg
gtgtagtacc
gggtaaaacg
gccaaattct
ctgcttttat
gggaaaaatt
aattattaga
atcaaggagg
accgtgatgg
tggttcaaaa
ctacctgtca
aggagaatga
agatctgttt
cgccatgecg
tcttgeggag
ccatctccag
ctcegeccece
acaggactat
ccgaccctge
tctcataget
tgtgtgcacg
gagtccaacc
agcagagcga
tacactagaa
agagttggta

tgcaagcagce

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940



agattacgcg
acgctcagtg
tcttcaccta
agtaaacttg
gtctattteg
agggcttacc
cagatttatc
ctttatcege
cagttaatag
cgtttggtat
ccatgttgtg
tggcecgecagt
catccgtaag
gtatgcggeg
gcagaacttt
tecttaceget
catcttttac
aaaagggaat
attgaagcat
aaaataaaca
aaaccattat
ttcaagaatt
ttaacgattt
atgacaatga
acttccatag
gcaatacctg
gcttectget
agcccaccta
aaggaagcag
ggacctctte
ccagggaaaa

atataaggaa

cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatcctttta
gtctgacagt
ttcatccata
atctggcccce
agcaataaac
ctccatccag
tttgcgcaac
ggcttcattc
caaaaaagcg
gttatcactc
atgcttttcet
accgagttgc
aaaagtgctc
gttgagatcce
tttcaccagce
aagggcgaca
ttatcagggt
aataggggtt
tatcatgaca
cctgttataa
agaaatccct
ttcctgaaaa
gtaacaacct
ttccctctga
gtttcaaget
aaacaaatac
ttaaaaagct
tatcaacaag
taattacact

ccatagagac

ggatctcaag
tcacgttaag
aattaaaaat
taccaatget
gttgecctgac
agtgctgcaa
cagccagecg
tctattaatt
gttgttgceca
agctccggtt
gttagctcet
atggttatgg
gtgactggtg
tcttgceegg
atcattggaa
agttcgatgt
gtttctgggt
cggaaatgtt
tattgtctca
ccgegeacat
ttaacctata
aaaaaggatc
ttgagaatgt
aagtaataac
ttgatcaagt
taaaaagctg
acttgaaaca
gattataatt
aacagaaaga
tatcccacca
tcecgattteg

aaaccctgcet
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aagatccttt
ggattttggt
gaagttttaa
taatcagtga
tcceegtegt
tgataccgeg
gaagggccga
gttgeeggga
ttgctgcagg
cccaacgatc
tcggtectee
cagcactgca
agtactcaac
cgtcaacacg
aacgttcttce
aacccactcg
gagcaaaaac
gaatactcat
tgagcggata
ttccececgaaa
aaaataggcg
aattttgaac
ttatatacat
aaattactat
aagggtatgg
gtaaagttaa
attgttgata
gtcatgaacc
aatgtaactc
atgtagccga
gcagtactta

actgttccaa

gatcttttet
catgagatta
atcaatctaa
ggcacctatc
gtagataact
agacccacgc
gcgcagaagt
agctagagta
catcgtggtg
aaggcgagtt
gatcgttgte
taattctett
caagtcattce
ggataatacc
ggggcgaaaa
tgcacccaac
aggaaggcaa
actcttcctt
catatttgaa
agtgccacct
tatcacgagg
tctctcccaa
tcaaggtaac
acagataagt
ataataaacc
gcaaactcat
taactgtttt
atgatgttgt
cgatgtttaa
aaataatgac
gctggtgaac

atataattce

27

acggggtctg
tcaaaaagga
agtatatatg
tcagcgatct
acgatacggg
tcaccggctc
ggtcctgcaa
agtagttcge
tcacgctcegt
acatgatccc
agaagtaagt
actgtcatge
tgagaatagt
gcgccacata
ctctcaagga
tgatcttcag
aatgccgcaa
tttcaatatt
tgtatttaga
gacgtctaag
ccctttegte
agttgatccc
cagccaacta
tgactgatca
acctacaatt
tccagcacca
ggtgaacgaa
ttctaaaaga
cacgtataaa
actcattgtt
atctttecate

cccacaaaga

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

69500

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860



10

actccaatca
ttecctgatat
ctatatgatg
ttgatatcaa
acagtgataa
atcattccac
ccaaatgcett
gctggaaatg
aaagaatggc
agtaaccttt
aaggttaaca
tttgcaatat
aaaatgcaaa
ttcacatttc
ccctetttta
tgattaaaac
caacaatatg
ccacattgca
caaatcgcct
accataggag
attcttttet
gtcaattgcecce
tacatttgga
attcacgtag
gtgctgatta
aacaagattt
tgacaaactc
caaccaacga
gccatgttte
cactcgatac
acaatctttt
aacattagecg
<210> 6

<211> 481
<212> PRT

taaaaggtat
gttttacaaa
ttgtaaacaa
aatgaccttt
ttgttatcat
caatcgcetgg
tacccctatt
cagctgcacce
caacaaaccc
tgatgcctaa
taaaggctgt
caggtaatga
gccaaattaa
accctccaat
attgaaccct
attttaccac
gcecegtttgt
ataatagaaa
tcttctgtgt
attaaccttt
tcatcatcgg
gattgtatat
tcatagtcta
ttttctgtat
taagaattat
ttattaattt
ttatttaatt
actgttggcet
attgctctec
aactttcecttt

actctttcag

attttetttt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de CYP11A1 mutada

atttttcecct
tatcaggaat
cataaaaaat
tatccttact
aggaatgagt
accgactcct
ttcctttgga
agcccecttga
aattaccgac
ttgatcagat
gttcacccag
gacgttcaaa
aatttggttg
aatgagggca
gttacattca
atataaacta
tgaactactc
atccatctte
catcaaggtt
tacggtgtaa
tcataaaatc
ccgatttata
atttcattge
tcttaaaata
ctttattatt
ttttatattg
cttcgceatce
tttgtttaat
tccagttgea
cgectgttte

cctttttaaa

ctete
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aatccgggat
gacagcacgc
acaatgccta
tctttcttta
agaagatagg
tctcccatgg
atatagcgeg
ataaaacgag
ccgaaacaat
agctttccat
tttgtactcg
accatttcat
tgtegtaaat
gacgtagttt
ttacacttca
agttttaaat
tttaataaaa
atcggetttt
taatttttta
accttcctce
cgtatcettt
tttattttte
ctttttccaa
agttggttcc
tattgtcact
catcattecgg
ataaacattt
aacttcagca
cattggacaa
acgattttgt

ttcaagaata

caacaaaagg
taacgataag
cagacattag
ataatttcat
accaatgaat
ctactatcga
caactacaac
ccataataag
ttattataat
atacagctgt
caggtggttt
ttaatacgcect
tcgattgtga
atagggttaa
taattaattc
tcagtattte
taatttttce
tcgtcatcat
tgtatttctt
aaatcagaca
acaggatatt
ggtcgaatca
aattgaatcc
acacatacca
tccgttgeac
cgaaatcctt
ttaactgtta
acaacctttt
agcctggatt
ttatactcta

tgcagaagtt

28

atctgttact
aaaagaaatg
tataattcct
aagaaacgga
ataatgggct
tccaataaga
cattacgagt
taaggaaaag
tccaaatagg
tccaatggaa
attaaaatca
aaaaaaagat
ataggatgta
tgatacgcett
ctcctaaact
atcacttata
gttcccaatt
ctgtatgaat
ttaacaaacc
aacgtttcaa
ttgecagttte
tttgaacttt
attgtttttg
atacatgcat
gcataaaacc
gagccatatce
atgtgagaaa
gtgactgaat
tacaaaacca
atatttcagce

caaagtaatc

7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660

9720

9745



<400> 6

Ala

1

Asp

Gln

Ile

Pro

Arg

Pro

Val

Ile

Lys

145

Glu

Gly

Lys

Ser

Asn

Arg

Tyr

50

Glu

Tyr

Ile

Val

Pro

130

Arg

Asp

Glu

Phe

Thr

Gly

Ile

35

Arg

Asp

Asp

Gly

Leu

115

Leu

Ile

Leu

Arg

Ile
195

Lys

Trp

20

His

Glu

val

Ile

Val

100

Asn

Leu

Lys

Phe

Leu

180

Asp

Thr

Leu

Phe

Lys

Ala

Pro

85

Leu

Thr

Asn

Gln

His

165

Gly

Ala

Pro

Asn

Arg

Leu

His

70

Pro

Phe

Glu

Pro

Gln

150

Phe

Met

Vval

Arg

Leu

His

Gly

55

Leu

Trp

Lys

Val

Val

135

Gly

Ala

Leu

Tyr

Pro

Tyr

Ile

40

Asn

Phe

Leu

Lys

Met

120

Ser

Ser

Phe

Glu

Lys
200

ES 2724373 T3

Tyr

His

25

Glu

Leu

Lys

Ala

Ser

105

Ala

Gln

Gly

Glu

Glu

185

Met

Ser

Phe

Asn

Glu

Phe

Tyr

90

Gly

Pro

Asp

Glu

Ser

170

Thr

Phe

Glu

Trp

Phe

Ser

Glu

75

His

Thr

Glu

Phe

Phe

155

Ile

Val

His

Ile

Arg

Gln

Vval

60

Gly

Arg

Trp

Ala

vVal

140

Vval

Thr

Asn

Thr

29

Pro

Glu

Lys

45

Tyr

Ser

Tyr

Lys

Ile

125

Ser

Gly

Asn

Pro

Ser
205

Ser

Lys

30

Tyr

Ile

Tyr

Tyr

Lys

110

Lys

Leu

Asp

Vval

Glu

190

vVal

Pro

15

Gly

Gly

Ile

Pro

Gln

95

Asp

Asn

Leu

Ile

Met

175

Ala

Pro

Gly

Ser

Pro

His

Glu

Lys

Arg

Phe

His

Lys

160

Phe

Gln

Leu



Leu

Arg

225

Tyr

Asn

Leu

Asn

Ser

305

Arg

Leu

Thr

Ile

Asp

385

Leu

Trp

Thr

His

Lys
465

Ala

Asn

210

Asp

Thr

Tyr

Glu

Thr

290

Leu

Gln

Lys

Leu

Pro

370

Pro

Ser

Gly

Leu

Ile

450

Pro

<210>7

<211> 461

Val

His

Glu

Pro

Asp

275

Thr

Asn

Ala

Ala

Gln

355

Ala

Ala

Lys

Vval

Phe

435

Gly

Ile

Pro

val

Ile

Gly

260

val

Ser

Val

Glu

Ser

340

Arg

Lys

Phe

Asp

Arg

420

Leu

Asp

Phe

Pro

Ala

Phe

245

Ile

Lys

Met

Gln

Gly

325

Ile

Tyr

Thr

Phe

Lys

405

Gln

Ile

Val

Leu

Glu

Ala

230

Tyr

Leu

Ala

Thr

Glu

310

Asp

Lys

Pro

Leu

Ser

390

Asp

Cys

His

Asp

Val
470

Leu

215

Trp

Gln

Tyr

Asn

Leu

295

Met

Ile

Glu

Glu

Val

375

Ser

Leu

val

Ile

Thr

455

Phe

Tyr

Asp

Asp

Cys

Ile

280

Gln

Leu

Ser

Thr

Ser

360

Gln

Pro

Ile

Gly

Leu

440

Ile

Arg
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Arg

Thr

Leu

Leu

265

Thr

Trp

Arg

Lys

Leu

345

Asp

Val

Asp

His

Arg

425

Glu

Phe

Pro

Leu

Ile

Arg

250

Leu

Glu

His

Glu

Met

330

Arg

Leu

Ala

Lys

Phe

410

Arg

Asn

Asn

Phe

Phe

Phe

235

Arg

Lys

Met

Leu

Glu

315

Leu

Leu

Val

Ile

Phe

395

Arg

Ile

Phe

Leu

Asn
475

Arg

220

Asn

Lys

Ser

Leu

Tyr

300

Val

Gln

His

Leu

Tyr

380

Asp

Asn

Ala

Lys

Ile

460

Gln

30

Thr

Lys

Thr

Glu

Ala

285

Glu

Leu

Met

Pro

Gln

365

Ala

Pro

Leu

Glu

Vval

445

Leu

Asp

Lys

Ala

Glu

Lys

270

Gly

Met

Asn

val

Ile

350

Asp

Met

Thr

Gly

Leu

430

Glu

Thr

Pro

Thr

Glu

Phe

255

Met

Gly

Ala

Ala

Pro

335

Ser

Tyr

Gly

Arg

Phe

415

Glu

Met

Pro

Pro

Trp

Lys

240

Arg

Leu

val

Arg

Arg

320

Leu

val

Leu

Arg

Trp

400

Gly

Met

Gln

Asp

Gln
480



<212> PRT
<213> Bos taurus

<400>7

Met
1

Pro

Ala

Thr

65

val

His

Ile

Gly

Ser

145

Val

Ile

Ser

Ala

His

Phe

50

Phe

Glu

Ala

Pro

Trp

130

Cys

Ala

Thr

Thr

Gly

val

35

Gly

Thr

val

val

Gly

115

Tyr

Asp

Arg

Glu

Gln

Phe

20

Asp

Val

Gln

Gly

Val

100

Glu

Asn

Thr

Ile

Ala

Glu

Tyr

Ile

Ala

Thr

Arg

Leu

Glu

Gly

Ala

Leu

165

Ala

Gln

Thr

Tyr

Pro

Ala

70

Asp

Ser

Leu

Leu

val

150

Leu

Leu

Thr

Ala

Glu

Asp

55

Arg

val

Tyr

Pro

Pro

135

Ile

Thr

Gly

Pro

Gln

Lys

40

His

Ser

Thr

Gly

Gly

120

Glu

Leu

Pro

Ala
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Gln

His

25

Gln

Pro

Asp

val

Ala

105

Val

Asn

Gly

Pro

Leu

ITle

10

Leu

Leu

Glu

Arg

Gln

90

Glu

Phe

Arg

Gln

Asp

170

Arg

Cys

Leu

val

Val

Cys

75

Glu

Asp

Ser

Glu

Gly

155

His

Gln

Val

Lys

Pro

Lys

60

Ala

Leu

His

Ala

Leu

140

Asn

Leu

Ser

31

Val

His

Phe

45

Asn

Phe

Gln

Gln

Arg

125

Ala

val

Glu

Arg

Gly

His

Gly

val

Tyr

Asp

Ala

110

Ala

Pro

Ala

Lys

val

Ser

15

Ser

Leu

Ile

Gly

Ala

Leu

Phe

Asp

Leu

Thr

175

Lys

Gly

Arg

Val

Asn

Asn

80

Tyr

Asp

Val

Leu

Asp

160

Asp

Thr



val

Lys

Asp

225

Arg

Lys

Trp

Asp

Gly

305

Leu

Ile

Met

Val

Phe

385

Pro

Ser

Ala

Leu

Trp

Glu

210

Pro

Pro

Pro

Gly

Gly

290

ITle

Pro

Asp

Glu

Lys

370

Leu

Ser

Arg

Glu

Leu
450

<210> 8
<211> 109

Ile

195

Leu

Ala

Arg

Gly

Leu

275

Arg

Gly

Cys

Pro

Gly

355

Arg

Thr

Gly

Gly

Glu
435

Asp

<212> PRT

180

val

Arg

Asp

Lys

Vval

260

Arg

Arg

Glu

Gly

Ser

340

Arg

Gly

Gly

Pro

Val
420

val

Pro

Gly

Glu

Phe

Arg

245

Glu

Phe

Ala

Ala

Leu

325

Val

val

Pro

Gln

Arg

405

Trp

Ser

Gln

Arg

Met

Leu

230

Leu

Glu

Phe

Ala

Thr

310

Val

Pro

Vval

Thr

Ile

390

Pro

Pro

Arg

Glu

Arg

Ile

215

Gly

Met

Ala

Arg

Gly

295

Arg

Leu

Phe

Asp

Gly

375

Leu

Gly

Val

Gly

Met
455

Gly

200

Gln

Leu

Glu

Ala

Ser

280

Ile

Ala

Ser

Asp

val

360

Val

Leu

Ser

Ser

Gln
440

Leu
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185

Pro

Leu

Gln

Leu

Arg

265

Pro

Arg

val

Ser

Pro

345

Pro

Ile

Gln

Ala

Phe
425

Ala

Arg

Leu

Pro

Asp

Leu

250

Arg

Gln

Leu

Pro

Ile

330

Lys

Gly

Thr

Asp

Phe

410

Ser

Ser

Leu

Gln

Gly

Arg

235

Leu

Ala

Gln

Ala

Thr

315

Gly

Leu

Leu

Thr

Leu

395

Ile

Asp

Gly

Leu

Val

Thr

220

Ile

Arg

Ser

Vval

Vval

300

Gly

Tyr

Gly

Tyr

Thr

380

Lys

Lys

Lys

Gly
460

32

Ala

205

Arg

Lys

Thr

Ala

Leu

285

Thr

Asp

Lys

vVal

Cys
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REIVINDICACIONES

1. Una monooxigenasa del citocromo P450 aislada que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos al
menos el 80% idéntica a la SEQ ID NO: 1, en la que dicha secuencia comprende una treonina en la posicién
correspondiente a la posicion 225 de la SEQ ID NO: 1 y un acido aspartico en la posicion correspondiente a la
posicion 289 de SEQ ID NO: 1.

2. La enzima segun la reivindicacion 1, que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 1.

3. Un &cido nucleico aislado que comprende o consiste en una secuencia de nucleétidos que codifica una enzima tal
como se define en las reivindicaciones 1 o 2.

4. Un vector que comprende un &cido nucleico tal como se define en la reivindicacién 3 que estad asociado
operativamente con secuencias de control de la expresion.

5. Vector segun la reivindicacion 4, que ademas comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica
adrenodoxina (Adx) y/o una secuencia de acidos nucleicos que codifica adrenodoxina reductasa (AdR).

6. Una célula huésped que contiene un acido nucleico tal como se define en la reivindicacién 3 o un vector tal como
se define en las reivindicaciones 4 o 5.

7. La célula huésped segun la reivindicacion 6, que es un microorganismo manipulado genéticamente.
8. La célula huésped segun la reivindicacion 6 o 7, que es Saccharomyces cerevisiae.

9. Un microorganismo manipulado genéticamente capaz de convertir un sustrato seleccionado del grupo que
consiste en monoalcoholes policiclicos e insaturados que tienen una cadena lateral alifatica tales como colesterol, un
analogo de colesterol y un derivado de colesterol en un precursor de hormonas esteroideas, comprendiendo dicho
microorganismo un acido nucleico tal como se define en la reivindicacién 3, y opcionalmente una secuencia de
acidos nucleicos que codifica adrenodoxina (Adx) y/o una secuencia de acidos nucleicos que codifica adrenodoxina
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:

a) cultivar una célula huésped tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 en condiciones
adecuadas para obtener la expresién de la enzima tal como se define en las reivindicaciones 102y

b) recuperar la enzima expresada.

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:
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 expresion de una enzima tal como se define en
las reivindicaciones 1 0 2,

¢) poner en contacto el cultivo de microorganismos obtenido en la etapa b) con un sustrato seleccionado del grupo
que consiste en monoalcoholes policiclicos e insaturados que tienen una cadena lateral alifatica tales como
colesterol, un analogo de colesterol y un derivado de colesterol en condiciones que permitan la produccion por el
microorganismo de un precursor de hormonas esteroideas a partir de dicho sustrato y

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 0 2 con un polipéptido adrenodoxina
(Adx) aislado, un polipéptido adrenodoxina reductasa (AdR) y un sustrato seleccionado del grupo que consiste en
monoalcoholes policiclicos e insaturados que tienen una cadena lateral alifatica tales como colesterol, un analogo
del colesterol y un derivado del colesterol en condiciones que permiten la transformacién de dicho sustrato en un
precursor de hormonas esteroideas y
b) recuperar el precursor de hormonas esteroideas obtenido.

34



ES 2724373 T3

14. El procedimiento segun la reivindicacion 12 o 13, en el que el precursor de hormonas esteroideas es
pregnenolona.
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Rendimiento de pregnenolona [mg/l]
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Area del pico del producto [mV.min]
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