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POLIPEPTIDOS DE FUSION RELACIONADOS CON OMEGA-HIDRRILASA CON

PROPIEDADES MEJORADAS

CAMPO DE LA INVENCION

La descripcion se refiere a polipéptidos de fusion
relacionados con omega-hidroxilasa que dan por resu
produccion de derivados de acidos grasos omega-hidr
mejorados cuando se expresan en células
recombinantes. La descripcion se refiere adicionalm
microorganismos para expresar los polipéptidos de f
relacionados con omega-hidroxilasa para la producci

derivados de acido graso omega-hidroxilados.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las citocromo P450 monooxigenasas (P450s) son un g

diverso de enzimas. Estan clasificadas en familias
subfamilias. Cuando comparten mayor o igual a cuare
ciento de identidad de aminoacidos pertenecen a la
familia. Cuando comparten mayor o igual que cincuen
ciento de identidad de aminoacidos pertenecen a la
subfamilia. Las P450 usan &cidos grasos como substr
catalizan las reacciones de hidroxilacion. Las bact
tienen varios sistemas P450 implicadas en la degrad

alcanos y la modificacién de acido graso y mas de 1
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microbianas son conocidas hasta la fecha. Una subfa milia de
P450 particular es conocida como cypl153A, en donde la primera
se cloné de Acinetobacter calcoaceticus en el 2001. Desde
entonces, se han identificado enzimas similares en otras
especies que utilizan alcanos tales como Sphingomonas sp.

HXN200, Mycobacterium sp. HXN1500, y  Alcanivorax borkumensis

(Van Bogaert y colaboradores (2011) FEBS Journal  278:206-

221). Varias P450s de la subfamilia CYP153A bacteri anas son
alcano omega-hidroxilasas ( w-hidroxilasas, también referidas
como w-oxigenasas) con regioselectividad terminal alta. L as

CYP153As también se han asociado con la sintesis de

compuestos alifaticos omega-hidroxilados ( w-hidroxilados)
industrialmente relevantes, tales como alcoholes pr imarios,
acidos grasos w-hidroxilados y derivados de &cidos grasos
bifuncionales tales como o, o-dicarboxilicos y o, w-dioles

(Honda Malca vy colaboradores (2012) Chem. Commun. 48:5115-

5117).
SUMARIO DE LA INVENCION
La presente descripcion proporciona polipéptidos d e
fusion relacionados con omega-hidroxilasa y variant es de los
mismos que pueden producir derivados de acidos gras 0S omega-
hidroxilados y bifuncionales en las células hospede ras. De

manera mas especifica, la presente descripcion prop orciona
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variantes de polipéptido de fusion hibrido CYP153A- reductasa
que producen derivados de acido graso omega-hidroxi lados-(  w-
hidroxilados) y bi-funcionales y composiciones de | 0S mMismos
gue incluyen acidos grasos w-hidroxilados, ésteres de acidos

grasos w-hidroxilados, o, w-diacidos, a, w-diésteres, oy -
dioles y quimicos derivados de los mismos tales com 0
macrolactonas. También se proporcionan secuencias d e acidos
nucleicos y proteinas de fusion hibridos CYP153A-re ductasa
especificas asi como células hospederas recombinant es y
cultivos celulares que abarcan tales variantes de p olipéptido

de fusiébn hibrido CYP153A-reductasa modificadas. La

descripcion también proporciona métodos para usar | as ceélulas
hospederas que expresan la variante de polipéptido de fusion
hibrido CYP153A-reductasa recombinante a fin de pro ducir
derivados de acidos grasos w-hidroxilados y/o bi-funcionales

0 composiciones de los mismos.

Un aspecto de la descripcion proporciona un polipé ptido
de fusibn hibrido CYP153A-reductasa que cataliza la
conversion de un acido graso a un acido graso w-hidroxilados
( »-OH) o derivado de acido graso, en donde el polipép tido de
fusion hibrido CYP153A-reductasa tiene al menos
aproximadamente 90%, 91%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
100% de identidad de secuencia a la secuencia de po lipéptido

de SEQ ID NO:6. Se incluyen ademas métodos para exp resar el
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polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa y v ariantes
del mismo. En un aspecto, el polipéptido de fusion hibrido
CYP153A-reductasa tiene al menos 90%, 91%, 93%, 94% , 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad de secuencia a SEQ ID
NO:6 y expresion del polipéptido de fusion hibrido CYP153A-
reductasa en una célula hospedera recombinante que da por
resultado un titulo mas alto de acidos grasos w-OH o
derivados de acidos grasos o composiciones de los m iISmos como
es comparado con su titulo producido por la expresi on de una
CYP153A de tipo natural. En un aspecto, la célula h ospedera
recombinante produce un &cido graso w-OH o un derivado de

acido graso »-OH o composicién del mismo con un titulo que es

al menos aproximadamente 10% mayor que el titulo de un acido
graso »-OH o derivado de &cido graso »-OH o composicién del
mismo producido por una célula hospedera que expres a una
CYP153A de tipo natural correspondiente, cuando se cultiva en

un medio que contiene una fuente de carbono bajo co ndiciones
efectivas para expresar el polipéptido de fusion hi brido
CYP153A-reductasa. En otro aspecto, el acido graso w-OH o
derivado de acido graso »-OH o composicion del mismo se

produce extracelularmente.
Otro aspecto de la presente descripcion proporcion a una
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r eductasa

gue tiene al menos aproximadamente 90%, 91%, 93%, 9 4%, 95%,
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96%, 97%, 98%, 0 99% de identidad de secuencia a SE
tiene al menos una mutacion en una posicion de amin
incluye la posicién 796, 141, 231, 27, 82, 178, 309
415, 516 y/o 666, en donde la variante de polipépti
fusion hibrido CYP153A-reductasa cataliza la conver
acido graso a un acido graso
de fusion hibrido CYP153A-reductasa tiene una mutac
cualquiera de una o mas de

las siguientes posicione

incluyendo la posicion A796V donde la alanina (A) s

sustituye con ( es decir, se
posicion V141l donde valina se sustituye con isoleu

posicion V141Q donde valina (V) se sustituye con gl

(Q); posicién V141G donde valina (V) se sustituye ¢

(G); posicibn V141M donde valina (V) se sustituye c
metionina (M); posicién V141L donde valina (V) se s

con leucina (L); posicion V141T donde valina (V) su

con treonina (T); posicion A231T donde la alanina (
sustituye con treonina (T); posicion R27L donde la

(R) se sustituye con lisien (L); posicion R82D dond
arginina (R) se sustituye con acido aspartico (D);

R178N donde la arginina (R) se sustituye con aspara
(N);posicion N309R donde asparagina (N) se sustituy
arginina (R);

posicion N407A donde asparagina (N) s

sustituye con alanina (A); posicion V415R donde val

QID NO: 6
oacido que
, 407,
do de
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sustituye con arginina (R); posicion T516V donde tr eonina (T)
se sustituye con valina (V); posicion P666A donde p rolina (P)

se sustituye con alanina (A);and posicion P666D don de prolina
(P) se sustituye con acido aspartico (D). Ejemplos de
variantes de polipéptido de fusion hibrido CYP153A- reductasa
incluyen SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12 , SEQ ID
NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 , SEQ ID
NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28 o SEQ ID
NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36 , SEQ ID
NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44 y SEQ ID
NO: 46. En una modalidad, la variante de polipéptid o de
fusion hibrido CYP153A-reductasa es una de proteina de fusién
de tipo cypl53A-RedRhF hibrida. En otra modalidad, la
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r eductasain
en una célula hospedera recombinante da por resulta do un
titulo mas alto de un acido graso »-OH o derivado de &acido

graso »-OH o composicion del mismo como es comparado con e I

titulo de un &cido graso »-OH o derivado de &cido graso w-OH
o composicion del mismo producido por la expresion de un
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa en una célula
hospedera recombinante. En otra modalidad, la varia nte de
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa tie ne una
mutacion en la posicion de aminoacido 796, incluyen do A796V.

En otra modalidad, la variante de polipéptido de fu sion
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hibrido CYP153A-reductasa tiene una mutacién en la posicion
de aminoéacido 231, incluyendo A231T. En otra modali dad, la
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r eductasa

tiene una mutacion en la posicion de aminoacido 141 :

incluyendo V141l y/o V141T. En este punto, la expre sion de la
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r eductasa
con las mutaciones A796V, V141l, V141T ylo A231T en una
célula hospedera recombinante dan por resultado un titulo mas
alto de un acido graso w-OH C1, 0 C 14, respectivamente, como

es comparado con el titulo de un &cido graso w-OH C12; 0 C 35
producido por la expresiébn de un polipéptido de fus i6n

hibrido CYP153A-reductasa.

La descripcion contempla ademas un cultivo celular con
una célula hospedera recombinante que expresa una v ariante de
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa com 0 se
describe en lo anterior ( supra ). El acido graso w-OH o
derivado de acido graso o composicién del mismo pue de incluir
uno o mas de un acido graso w-OHCy C6,C 7, C g Cyg C 10, C 11,

C12, C 13, C 14, C 15, C 16, C 17, C 18, C 19 O derivado de acido graso.

El 4cido graso »-OH o derivado de acido graso o composicion
del mismo puede incluir un &cido graso w-OH saturado o
insaturado o derivado de acido graso. En otra modal idad, el

acido graso »-OH o derivado de acido graso o composicion del

mismo puede incluir uno o mas de un &cido graso w-OH
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insaturado C g1, C 91, C 101, C 111, C 122, C 131, C 141, C 151, C 161,
Ci71, C 181, C 1901 Y C201 0 derivados de acidos grasos. En otra
modalidad, el acido graso w-OH o derivado de éacido graso o
composicién del mismo puede incluir un acido graso w-OH C 2

y/o C 15y/0 C 161 O derivado de acido graso.

Otro aspecto de la proporcion proporciona un métod 0 para
producir un acido graso w-OH o derivado de é&cido graso o
composicion del mismo que tiene un incremento en el titulo,
incluyendo cultivar la célula hospedera que expresa la
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r eductasa
(supra ) con una fuente de carbono; y cosechar un acido gr aso
©-OH o un derivado de acido graso w-OH. En un aspecto, el
acido graso »-OH o derivado de acido graso es al menos
aproximadamente 20% a 30% mayor que el titulo de un acido
graso «»-OH o derivado de acido graso producido por una cél ula
hospedera que expresa el polipéptido de fusion hibr ido
CYP153A-reductasa.En otro aspecto, el acido graso w-OH o
derivado de acido graso o composicién del mismo se produce en
un titulo de aproximadamente 15¢g/L a aproximadament e 25¢g/L de

una fuente de carbono.

En otro aspecto de la descripcion se proporciona u na
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r eductasa
con al menos aproximadamente 90%, 91%, 93%, 94%, 95 %, 96%,

97%, 98%, 99% o0 100% de identidad de secuencia a SE Q ID NO:
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32 que tiene una mutacion en V141l y A231T, en dond e la
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r eductasa
cataliza la conversion de un acido graso a un acido graso  w-

OHGs, C 7,C 5 C 9, C 10,C 11,C 12,C 13, C 14, C 15, C 16, C 17, C 18, C 19,
Co, CG1,Co91,C 101, C111,C121,Ca31,Ca41,C 151, Cai61, C 71,

Cig1,C 191 Y/0C 201 0 derivado de acido graso o composicion del

mismo. En otro aspecto de la descripcién se proporc iona una
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r eductasa
con al menos aproximadamente 90%, 91%, 93%, 94%, 95 %, 96%,
97%, 98%, 99% o0 100% de identidad de secuencia a SE Q ID NO:
34 que tiene una mutacion en R27L, R82D, V141M, R17 8N vy
N407A, en donde la variante de polipéptido de fusio n hibrido
CYP153A-reductasa cataliza la conversién de cualqui er acido
graso a un acido graso w-OHG;, C 7, C 5, C g, C 10, C 11, C 12, C 13,

Cis,C 15,C 16,C 17, C 18,C 19,C 20, Cg1,C 901,C 101,C 111,C 121, C 131,

Ci41,C 151, C 161, C 171, C 181, C 101 Y/0 C 201 0 derivado de acido

graso o composicibn del mismo. En otro aspecto de | a
descripcion se proporciona una variante de polipépt ido de
fusion hibrido CYP153A-reductasa con al menos aprox imadamente
90%, 91%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
identidad de secuencia a SEQ ID NO: 36 que tiene un a mutacion
en P666A, en donde la variante de polipéptido de fu sion
hibrido CYP153A-reductasa cataliza la conversion de cualquier

acido graso a un acido graso w-OHG;, C 7,C 3, C o, C 10, C 11, C 12,
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Ci3, C 14,C 15, C 16, C 17, C 18, C 19, C 20 G1,C 91, C 101, C 111, C 121,

Ciz1,C 141,C 151, C 161, C 171, C 181, C 191 Y0 C 21 0 derivado de

acido graso o composicion del mismo. En otro aspect o de la
descripcion se proporciona una variante de polipépt ido de
fusion hibrido CYP153A-reductasa con al menos aprox imadamente
90%, 91%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
identidad de secuencia a SEQ ID NO: 38 que tiene un a mutacién
en A796V, en donde la variante de polipéptido de fu sion
hibrido CYP153A-reductasa cataliza la conversion de cualquier
acido graso a un acido graso w-OHCg4, C 7,C 5, C o, C 10, C 11, C 12,

Ci3,C 14,C 15, C 16, C 17, C 18, C 19, C 20, Cg1,C 91, C 101, C 111, C 121,

Ciz31,C 141,C 151, C 161, C 171, C 181, C 191 Y0 C 21 0 derivado de

acido graso o composicion del mismo. En otro aspect o de la
descripcion se proporciona una variante de polipépt ido de
fusion hibrido CYP153A-reductasa con al menos aprox imadamente
90%, 91%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
identidad de secuencia a SEQ ID NO: 40 que tiene un a mutacién
en A796V, P666D y T516V, en donde la variante de po lipéptido

de fusion hibrido CYP153A-reductasa cataliza la con version de
cualquier acido graso a un acido graso w-OHG;, C 7, C g, C o, C 1o,

Ci1, C 12, C 13, C 14, C 15, C 16, C 17, C 18, C 19, C 20, Gg1, C 91, C 101,
Ci11,C121,C131,C 141,C 151, C 161, C 171, C 181, C 101 Y0 C 21 O
derivado de acido graso o composicion del mismo. En otro

aspecto de la descripcion se proporciona una varian te de
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polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa con al menos
aproximadamente 90%, 91%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
100% de identidad de secuencia a SEQ ID NO: 42 que tiene una
mutacion en V1411, A231T y A796V, en donde la varia nte de
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa cat aliza la
conversion de cualquier 4cido graso a un acido gras 0 »-OH Cg,

G, Csg Co C10,C 11, C 1 Cis C s, C 5 C 16, C 17, C g, C 19, C 2,
C1,C91,C101,C111,C 121,C 131,C 141,C 151, C 161, C 171, C 181,

Cion Yo C 21 o0 derivado de acido graso o composicion del

mismo. En otro aspecto de la descripcién se proporc iona una
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r eductasa
con al menos aproximadamente 90%, 91%, 93%, 94%, 95 %, 96%,
97%, 98%, 99% o0 100% de identidad de secuencia a SE Q ID NO:
44 que tiene una mutacion en R27L, R82D, V141M, R17 8N, N407A
y A796V, en donde la variante de polipéptido de fus ion
hibrido CYP153A-reductasa cataliza la conversion de cualquier
acido graso a un acido graso w-OHC4, C 7,C 5, C o, C 10, C 11, C 12,

Ci3,C 14,C 15, C 16, C 17, C 18, C 19, C 20, Cg1,C 91, C 101, C 111, C 121,

Ciz31,C 141,C 151, C 161, C 171, C 181, C 191 Y0 C 21 0 derivado de

acido graso o composicion del mismo. En otro aspect o de la
descripcion se proporciona una variante de polipépt ido de
fusion hibrido CYP153A-reductasa con al menos aprox imadamente
90%, 91%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de

identidad de secuencia a SEQ ID NO: 46 que tiene un a mutacién



10

15

20

12

en V141T, A231T y A796V, en donde la variante de po lipéptido
de fusién hibrido CYP153A-reductasa cataliza la con version de
cualquier acido graso a un acido graso w-OH Cg4, C 7, C g, C o,

Cio, C 11, C 12, C 13, C 14, C 15, C 16, C 17, C 18, C 19, C 20, Gg1, C 91,
Cio1,C 111, C 121, C 131, C 141, C 151, C 161, C 171, C 181, C 101 Y/O

Cy:1 0 derivado de acido graso o composicién del mismo.

La descripcion contempla ademas una célula hospede ra
recombinante que expresa la variante de polipéptido de fusién
hibrido CYP153A-reductasa como se plantea en lo ant erior
(supra ). En una modalidad, la célula hospedera recombinan te
expresa una variante de polipéptido de fusiéon hibri do
CYP153A-reductasa como se plantea en lo anterior ( supra )y un
polipéptido de tioesterasa de EC 3.1.2.- o EC 3.1.1 50 EC
3.1.2.14, en donde la célula hospedera recombinante produce
un acido graso »-OH o0 una composicion del mismo con un titulo
que es al menos 10% mayor, al menos 15% mayor, al m enos 20%
mayor, al menos 25% mayor, o al menos 30% mayor que el titulo
de un acido graso »-OH o composicion del mismo producido por
una célula hospedera que expresa u polipéptido de f usion
hibrido CYP153A-reductasa correspondiente, cuando s e cultiva

en el medio que contiene una fuente de carbono bajo
condiciones efectivas para expresar la variante de
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa. En una

modalidad, el acido graso »-OH o composicién del mismo se
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puede producir en un titulo de aproximadamente 15 g IL a
aproximadamente 25 g/L. En otra modalidad, el acido graso  o-
OH o composicion del mismo se produce extracelularm ente.

En un aspecto, la descripcién abarca un microorgan iIsmo
recombinante para producir un acido graso »-OH o derivado de
acido graso in vivo cuando se desarrolla en un caldo de
fermentacion en presencia de una fuente de carbono de una
materia prima renovable, el microorganismo tiene un a ruta
modificada para expresar al menos dos secuencias de acidos
nucleico que codifican un polipéptido que incluye u na
tioesterasa de EC 3.1.2.- o EC 3.1.1.5 o 3.1.2.14; y una
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r eductasa,
en donde la variante de polipéptido de fusion hibri do
CYP153A-reductasa tiene al menos 90%, 91%, 93%, 94% , 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de secuencia a
cualquiera de SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID N 0:12, SEQ
ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ
ID NO: 22 SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID
NO: 30, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40 , SEQ ID
NO: 42, SEQ ID NO: 44 y SEQ ID NO: 46. En una modal idad, la
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r eductasa
es una variante de proteina de fusion hibrida CYP15 3A-RedRhF

autosuficiente.

Otro aspecto de la presente descripcidon proporcion a un
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cultivo celular que incluye la célula hospedera rec ombinante
como se plantea en lo anterior ( supra ), en donde el cultivo
celular produce un &cido graso »-OH o0 composicion del mismo.
En una modalidad, el cultivo celular produce un &ci do graso
»-OH que incluye uno o mas de un acido graso C 6, C 7, C g C g,
Cw0, C 11, C 12, C 13, C 14, C 15, C 15, C 17, C 18, C 19, C 20, CGg1, C 91,

Cio1,C 111,C 121, C 131, C 141, C 151, C 161, C 171, C 181, C 191 Y/O

Cx:1 0 derivado de acido graso o composicion del mismo. En una
modalidad, el cultivo celular produce un acido gras 0 »-OH
Cis1  insaturado composicion del mismo. En otra modalidad , el
cultivo celular produce un &acido graso w-OH C 6 saturado o
composicion del mismo. En una modalidad, el cultivo celular
produce un &cido graso w-OH Ci,, saturado o composicion del
mismo. En otra modalidad, el cultivo celular produc e un acido

graso «-OH Ci, saturado o composicion del mismo. En una

modalidad, el cultivo celular produce un acido gras 0 »-OH
Cis1 saturado o composicion del mismo. En otra modalidad , el
cultivo celular produce un acido graso w-OH C 44 saturado o
composicion del mismo. En una modalidad, el cultivo celular

produce un w-OH Cig1 insaturado o composiciéon del mismo. En

otra modalidad, el cultivo celular produce un &cido graso  w-
OH Cy3 saturado o composicion del mismo. En una modalidad , el
cultivo celular produce un acido graso w-OH C 101 insaturado o

composicién del mismo. En otra modalidad, el cultiv o celular
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produce un acido graso w-OH C o saturado o composicion del
mismo. En una modalidad, el cultivo celular produce un acido

graso ©-OH Cg; insaturado o composicion del mismo. En otra

modalidad, el cultivo celular produce un acido gras 0 »-OH Cg
saturado o composicion del mismo. En una modalidad, el
cultivo celular produce un &cido graso w-OH C01 insaturado o
composicién del mismo. En otra modalidad, el cultiv o celular
produce un acido graso w-OH Cy saturado o composicion del
mismo. En todavia otra modalidad, los acidos grasos w-OH
saturados o insaturados adicionales o composiciones de los
mismos se producen por la célula hospedera recombin ante.

Aln otro aspecto de la presente descripcion propor ciona
un método para producir un acido graso »-OH que tiene un
incremento en el titulo, incluyendo cultivar la cél ula

hospedera ( supra ) con una fuente de carbono; y cosechar un

acido graso »-OH o composicion del mismo. El método contempla

cosechar un acido graso »-OH que es un acido graso C 6. C 7,C g,
Gy, C 10, C 11, C 12, C 13, C 14, C 15, C 16, C 17, C 15, C 19, C 20, CGg1, C 91,
Cio1,C 111,C 121, C 131, C141,C 151, C 161, C 171, C g1, C 191 YO
Cx:1 0 derivado de acido graso o composicion del mismo. En
una modalidad, el &acido graso w-OH cosechado es un &cido
graso  »-OH C 61 insaturado o composicion del mismo. En otra

modalidad, el acido graso w-OH cosechado es un acido graso w-

OH Cy6 saturado o composicion del mismo. En una modalidad , el
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acido graso w-OH cosechado es un &cido graso w-OH Ci21
insaturado o composicion del mismo. En otra modalid ad, el
acido graso »-OH cosechado es un acido graso w-OH C 1, saturado
o composicién del mismo. En una modalidad, el acido graso  w-
OH cosechado es un acido graso w-OH Ci41 Insaturado o
composicién del mismo. En otra modalidad, el acido graso »-OH
cosechado es un &cido graso w-OH C 4 saturado o composicion
del mismo. En una modalidad, el acido graso w-OH cosechado es
un acido graso w-OH C g1 insaturado o composicion del mismo.
En otra modalidad, el acido graso »-OH cosechado es un acido
graso «-OH Cig saturado o composicion del mismo. En una
modalidad, el acido graso w-OH cosechado es un acido graso w-
OH Cyo; insaturado o composicion del mismo. En otra modalid ad,
el acido graso »-OH cosechado es un &cido graso w-OH C o
saturado o composicion del mismo. En una modalidad, el acido
graso «»-OH cosechado es un acido graso w-OH Cg; insaturado o
composicién del mismo. En otra modalidad, el acido graso »-OH
cosechado es un &cido graso w-OH Cg saturado o composicion
del mismo. En una modalidad, el acido graso w-OH cosechado es
un acido graso w-OH C .1 insaturado o composicion del mismo.
En otra modalidad, &acido graso w-OH cosechado es un &cido
graso  »-OH C,o saturado o composicion del mismo. En todavia
otra modalidad, los acidos grasos w-OH saturados o

insaturados adicionales o composiciones de los mism 0S se
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producen por el método descrito en la presente.

Otro aspecto de la presente descripcion proporcion
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r
gue tiene al menos aproximadamente 90%, 91%, 93%, 9
96%, 97%, 98%, 0 99% de identidad de secuencia a SE
38 tiene al menos una mutacidn en una posicién de a
qgue incluye la posiciéon 9, 10, 11, 12, 13, 14, 27,

61, 111, 119, 140, 149, 154, 157, 162, 164, 204, 23
244, 254, 271, 273, 302, 309, 327, 407, 413, 477, 4
527, 544, 546, 557, 567, 591, 648, 649, 703, 706, 7
709, 710, 719, 720, 736, 741, 745, 747, 749, 757, 7
784, en donde la variante de polipéptido de fusion

CYP153A-reductasa cataliza la conversién de cualqui

a una
eductasa
4%, 95%,
Q ID NO:

minoécido

28, 56,
1, 233,
80, 481,
07, 708,
70, 771,
hibrido

er acido

graso a acido graso »-OH o composicién del mismo. La variante

de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa

mutacion en cualquiera de una o mas de las siguient

posiciones, incluyendo la posicion D9N donde el asp

tiene una

es

artato (D)

se sustituye con ( es decir, se reemplaza con) asparagina (N);

posicion D9K donde el aspartato (D) se sustituye co
(K); posicién D10Y donde acido aspartico (D) se sus

tirosina (Y); posicion I11L donde isoleucina () se

con leucina (L); posicion Q12W donde glutamina (Q)

sustituye con triptéfano (W); posicion Q12R donde

glutamina (Q) se sustituye con arginina (R); posici

n lisina

tituye con

sustituye

se

on Q12T
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donde glutamina (Q) se sustituye con treonina (T);
S13K donde serina (S) se sustituye con lisina (K);
R14F donde la arginina (R) se sustituye con fenilal
posicion R27L donde la arginina (R) se sustituye co
(L); posicibn Q28M donde la glutamina (Q) se sustit
metionina (M); posicibn Q28T donde la glutamina (Q)
sustituye con treonina (T); posicion P56Q donde pro
se sustituye con glutamina (Q); posicion
asparagina (N) se sustituye con leucina (L); posici
donde la fenilalanina (F) se sustituye con alanina
posicion K119R donde lisina (K) se sustituye con ar
(R); posicion S140N donde serina (S) se sustituye c
asparagina (N); posicion P149G donde prolina (P) se
con glicina (G); posicion P149R donde prolina (P) s
sustituye con arginina (R); posicion V154G donde va
se sustituye con glicina (G); posicion S157R donde
(S) se sustituye con arginina (R); posicion V162C d
valina (V) se sustituye con cisteina (C); posiciéon
donde la alanina (A) se sustituye con asparagina (N
posicion G204V donde glicina (G) se sustituye con v
posicion A231W donde alanina (A) se sustituye con t
(W); posicion A231Y donde alanina (A) se sustituye

tirosina (Y); posicion A231V donde alanina (A) se s

con valina (V); posicion S233L donde serina (S) se

N61L donde

posicion
posicion
anina (F);
n leucina
uye con
se

lina (P)

on F111A
(A);
ginina

on

sustituye

lina (V)

la serina
onde
Al164N

);
alina (V);

riptéfano
con

ustituye

sustituye
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con leucina (L); posicion S233V donde serina (S) se

con valina (V); posicion A244R donde alanina (A) se

con arginina (R); posicion R254G donde arginina (R)

sustituye con glicina (G); posicion E271D donde glu

se sustituye con aspartato (D); posicion P273M dond

(P) se sustituye con metionina (M); posicion T302M
treonina (T) se sustituye con metionina (M); posici
conde asparagina (N) se sustituye con serie (S); po
P327D donde prolina (P) se sustituye con aspartato
posicion N407G donde asparagina (N) se sustituye co
(G); posicion Y413R donde tirosina (Y) se sustituye
arginina (R); posicion P477G donde prolina (P) se s
con glicina (G); posicion 1480G donde isoleucina (I
sustituye con glicina (G); posicion G481l donde gli

se sustituye con isoleucina (l); posicion D527E don
aspartato (D) se sustituye con glutamato (E); posic
donde el aspartato (D) se sustituye con asparagina
posicion P546G donde prolina (P) se sustituye con g
(G); posicion E557R donde glutamato (E) se sustituy
arginina (R); posicion E557W donde glutamato (E) se

con triptéfano (W); posicion E567S donde glutamato
sustituye con serie (S); posicion E591Q donde gluta

se sustituye con glutamina (Q); posicion V648L dond

(V) se sustituye con leucina (L); posicion S6491 do

sustituye
sustituye
se
tamato (E)
e prolina
donde
6n N309S
sicion
(D);
n glicina
con
ustituye
) se
cina (G)
de el
ion D544N
(N);
licina
e con
sustituye
(E) se
mato (E)
e valina

nde serina
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(S) se sustituye con isoleucina (I); posicion L703G
leucina (L) se sustituye con glicina (G); posicion
donde leucina (L) se sustituye con glutamato (E); p
L706S donde leucina (L) se sustituye con serina (S)
L706H donde leucina (L) se sustituye con histidina
posicion D707E donde el aspartato (D) se sustituye
glutamato (E); posicion P708S donde prolina (P) se
con serina (S); posicion D709L donde el aspartato (
sustituye con leucina (L); posicion V710C donde val
sustituye con cisteina (C); posiciéon V710R donde va
se sustituye con arginina (R); posicion V710Q donde
(V) se sustituye con glutamina (Q); posicion R719W
arginina (R) se sustituye con triptéfano (W); posic
donde el aspartato (D) se sustituye con valina (V);
A736V donde alanina (A) se sustituye con valina (V)
N741G donde asparagina (N) se sustituye con glicina
posiciéon P745K donde prolina (P) se sustituye con |
posicion P745R donde prolina (P) se sustituye con a
(R); posicion D747N donde el aspartato (D) se susti
asparagina (N); posicion E749L donde el glutamato (
sustituye con leucina (L); posicién E749M donde el
(E) se sustituye con metionina (M); posicion E757A
glutamato (E) se sustituye con alanina (A); posicio

donde treonina (T) se sustituye con glicina (G); po

donde
L706E
osicion
; posicion
(H);
con
sustituye
D) se
ina (V) se
lina (V)
valina
donde la
ion D720V
posicion
; posicion
(G);
isina (K);
rginina
tuye con
E) se
glutamato
donde el
n T770G

sicion



10

15

20

21

V771F donde valina (V) se sustituye con fenilalanin a(F);y
la posicion M7841 donde metionina (M) se sustituye con
isoleucina (1). En una modalidad, la variante de po lipéptido
de fusion hibrido CYP153A-reductasa es una de prote ina de
fusion de tipo cypl53A-RedRhF hibrida. En otra moda lidad, la
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r eductasa
en una célula hospedera recombinante da por resulta do un
titulo mas alto de un &cido graso »-OH como es comparado con

el titulo de un &cido graso w-OH producido por la expresion

de un polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reducta sa en una
célula hospedera recombinante. En otra modalidad, e | acido
graso «»-OH es una composicion de acido graso w-OH.

Otro aspecto de la presente descripcién proporcion a una
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r eductasa
que tiene al menos aproximadamente 90%, 91%, 93%, 9 4%, 95%,
96%, 97%, 98%, 0 99% de identidad de secuencia a SE Q ID NO:
38 tiene al menos una mutacidn en una posicién de a minoacido
que incluye la posicion 747, 12, 327, 14, 61, 28, 1 3, 771,
119, 10, 11, 28, 745, 9, 770, 413, 784, 749, 233, 7 57,y 703,
en donde la variante de polipéptido de fusion hibri do
CYP153A-reductasa cataliza la conversién de cualqui er acido
graso a acido graso w-OH. La variante de polipéptido de
fusion hibrido CYP153A-reductasa tiene una mutacion en

cualqguiera de una o0 mas de las siguientes posicione S,
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incluyendo la posicion D747N donde el aspartato (D)
sustituye con asparagina (N); posicion Q12W donde g
(Q) se sustituye con triptéfano (W); posicion Q12R
glutamina (Q) se sustituye con arginina (R); posici
donde glutamina (Q) se sustituye con treonina (T);
P327D donde prolina (P) se sustituye con aspartato
posicion R14F donde Ila arginina (R) se sustituye co
fenilalanina (F); posicion N61L donde asparagina (N
sustituye con leucina (L); posicion Q28M donde glut
se sustituye con metionina (M); posicion S13K donde
(S) se sustituye con lisina (K); posicion V771F don
(V) se sustituye con fenilalanina (F); posicion K11
lisina (K) se sustituye con arginina (R); posicion
acido aspartico (D) se sustituye con tirosina (Y);
[11L donde isoleucina (I) se sustituye con leucina
posicion Q28T donde glutamina (Q) se sustituye con
(T); posicibn P745R donde prolina (P) se sustituye
arginina (R); posicion D9N donde el aspartato (D) s
sustituye con asparagina (N); posicion D9K donde el
(D) se sustituye con lisina (K); posicion T770G don
treonina (T) se sustituye con glicina (G); posicion
donde tirosina (Y) se sustituye con arginina (R); p

M7841 donde metionina (M) se sustituye con isoleuci

posicion E749L donde glutamato (E) se sustituye con

se
lutamina
donde
on Q12T
posicion

(D);

) se
amina (Q)
serina
de valina
9R donde
D10Y donde
posicion
(L)
treonina
con
e
aspartato
de
Y413R
osicion
na (1);

leucina
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(L); posicion S233L donde serina (S) se sustituye ¢
(L); posicion E757A donde glutamato (E) se sustituy
alanina (A); y la posicion L703G donde leucina (L)
sustituye con glicina (G). En una modalidad, la var
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa es
proteina de fusién de tipo cypl53A-RedRhF hibrida.
modalidad, la variante de polipéptido de fusién hib
CYP153A-reductasa en una célula hospedera recombina

resultado un titulo mas alto de un acido graso

comparado con el titulo de un acido graso w-OH producido por
la expresion de un polipéptido de fusién hibrido CY P153A-
reductasa en una célula hospedera recombinante. En otra
modalidad, la variante de polipéptido de fusién hib rido
CYP153A-reductasas (y que corresponde las secuencia s de
polinucledtidos) incluyen SEQ ID NOS: 47-96. En otr a
modalidad, el acido graso »-OH es una composicion de acido
graso »-OH.

En un aspecto, la descripcion abarca un microorgan iIsmo
recombinante o célula hospedera recombinante para p roducir un

acido graso »-OH o derivado de &cido graso
cuando se desarrolla en un caldo de fermentacion en

de una fuente de carbono de una materia prima renov
microorganismo tiene una ruta modificada para expre

menos dos secuencias de &cidos nucleico que codific

on leucina
e con
se
lante de
una de
En otra
rido
nte da por

»-OH como es

»-OH in vivo
presencia
able, el

sar al

an un
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polipéptido que incluye una tioesterasa de EC 3.1.2 - 0 EC
3.1.1.5 0 3.1.2.14; y una variante de polipéptido d e fusion
hibrido CYP153A-reductasa, en donde la variante de
polipéptido de fusién hibrido CYP153A-reductasa tie ne al
menos 90%, 91%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
identidad de secuencia a cualquiera de SEQ ID NO: 4 8, SEQ ID
NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 56 SEQ ID
NO: 58, SEQ ID NO: 60 SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 64, SEQ ID
NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72 , SEQ ID
NO: 74, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 80 , SEQ ID
NO: 82, SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88 , SEQ ID
NO: 90, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 94, y SEQ ID NO: 96. En una
modalidad, la variante de polipéptido de fusién hib rido
CYP153A-reductasa es una variante de proteina de fu sion
hibrida CYP153A-RedRhF autosuficiente.

Otro aspecto de la presente descripcidon proporcion a un
cultivo celular que incluye la célula hospedera rec ombinante

como se plantea en lo anterior (
celular produce un &cido graso
mismo. En una modalidad, el cultivo celular produce

graso »-OH que incluye uno o mas de un acido graso C

supra ), en donde el cultivo

w-OH f o composicion del

un acido

6. C 7,C s,

G, C 10,C 11, C 12,C 13,C 14,C 15, C 16, C 17, C 18, C 19, C 20, Gg1, C 91,
Cio1,C 111, C 121, C 131, C 141, C 151, C 161, C 171, C 181, C 191 Y/O

Cy:1 0 derivado de acido graso o composicién del mismo. En
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una modalidad, el cultivo celular produce un acido graso »-OH
Cis:1 Insaturado o composicion del mismo. En otra modalid ad, el
cultivo celular produce un &acido graso w-OH C 6 saturado o
composicién del mismo. En una modalidad, el cultivo celular
produce un acido graso w-OH C 121 insaturado o composicion del

mismo. En otra modalidad, el cultivo celular produc e un acido

graso «-OH Cgi, saturado o composicion del mismo. En una

modalidad, el cultivo celular produce un acido gras 0 »-OH
Cis1 Insaturado o composicion del mismo. En otra modalid ad, el
cultivo celular produce un acido graso w-OH C 4 saturado o
composicién del mismo. En una modalidad, el cultivo celular
produce un acido graso w-OH C 151 insaturado o composicion del

mismo. En otra modalidad, el cultivo celular produc e un acido

graso «-OH Cig saturado o composicion del mismo. En una

modalidad, el cultivo celular produce un acido gras 0 »-OH
Cio1 Insaturado o composicion del mismo. En otra modalid ad, el
cultivo celular produce un &acido graso w-OH C 49 saturado o
composicién del mismo. En una modalidad, el cultivo celular
produce un acido graso w-OH Cg; insaturado o composicion del

mismo. En otra modalidad, el cultivo celular produc e un acido

graso »-OH Cg saturado o composicion del mismo. En una
modalidad, el cultivo celular produce un acido gras 0 »-OH
Cyo:1 Insaturado o composicion del mismo. En otra modalid ad, el

cultivo celular produce un acido graso w-OH C g saturado o



10

15

20

26

composicion del mismo. En todavia otra modalidad, a cidos
grasos w-OH saturados o0 insaturados adicionales o
composiciones de los mismos se producen por la célu la

hospedera recombinante.

En aun otro aspecto de la presente descripcion

proporciona un método para producir un acido graso w-OH que
tiene un incremento en el titulo, que incluye culti var la
célula hospedera ( supra ) con una fuente de carbono; y
cosechar un acido graso »-OH o composicion del mismo. En
particular, el método abarca producir un acido gras oCs C 7,

G, C 9, C 10, C 11, C 12, C 13, C 14, C 15, C 16, C 17, C 18, C 19, C 20, Ggu1,
Co1, C 101, C 121,C 120,C 131,C 141,C 151,C 161, C 171, C 181, C 101
y/lo C 291 0 derivado de acido graso o composicion del mismo. En
una modalidad, el &cido graso w-OH cosechado es un &cido

graso  »-OH C 61 insaturado o composicion del mismo. En otra

modalidad, el acido graso w-OH cosechado es un acido graso w-
OH Cy6 saturado o composicion del mismo. En una modalidad , el
acido graso »-OH cosechado es un &cido graso w-OH Ci21
insaturado o composicion del mismo. En otra modalid ad, el
acido graso w-OH cosechado es un acido graso w-OH C 1, saturado

o composicién del mismo. En una modalidad, el acido graso  w-
OH cosechado es un acido graso w-OH Ci41 Insaturado o
composicion del mismo. En otra modalidad, el acido graso »-OH

cosechado es un &cido graso w-OH C 14 saturado o composicion
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del mismo. En una modalidad, el acido graso w-OH cosechado es
un acido graso w-OH C g1 insaturado o composicion del mismo.
En otra modalidad, el acido graso »-OH cosechado es un acido

graso »-OH Cig saturado o composicion del mismo. En una
modalidad, el acido graso w-OH cosechado es un acido graso w-
OH Cyo; insaturado o composicion del mismo. En otra modalid ad,
el acido graso »-OH cosechado es un &cido graso w-OH C o
saturado o composicion del mismo. En una modalidad, el acido
graso «»-OH cosechado es un acido graso w-OH Cg; insaturado o
composicién del mismo. En otra modalidad, el acido graso »-OH
cosechado es un &cido graso w-OH Cg saturado o composicion

del mismo. En una modalidad, el acido graso w-OH cosechado es
un acido graso w-OH Cy.1 insaturado o composicién del mismo.

En otra modalidad, el acido graso »-OH cosechado es un acido

graso  «-OH C,, saturado o composicion del mismo. En una

modalidad, el acido graso w-OH cosechado es un acido graso w-
OH C,,; insaturado o composicion del mismo. En otra modalid ad,
el acido graso »-OH cosechado es un &cido graso w-OH Co

saturado o composicion del mismo.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La presente descripcion se entiende mejor cuando s e lee
en conjuncion con las figuras acompafiantes, que sir ven para

llustrar algunas modalidades preferidas. Se entiend e, sin
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embargo, que la descripcion no se limita a las moda lidades
especificas descritas en las figuras.

La Figural es una vista general esquematica de una ruta

biosintética ejemplar para la produccion de derivad os de
acido graso w-hidroxilados tales como, por ejemplo, acidos

grasos C 1> w-hidroxilados ( w-OH C 1, FFA) y/o &cidos grasos C 16:1
w-hidroxilados ( w-OH C 161 FFA) como resultado de expresar la

variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r eductasa y

un polipéptido de tioesterasa de un microorganismo
recombinante. FAB se refiere a biosintesis de acido graso en

el microorganismo; fatBl se refiere a un a acil-ACP

tioesterasa de cadena media de Umbellularia californica
(bahia de California); y fatA3 se refiere a una aci I-ACP
tioesterasa de cadena largad de Arabidopsis thaliana

La Figura 2 proporciona un ejemplo de una produccion de

acidos grasos w-hidroxilados como resultado de la expresion

de una variante de polipéptido de fusion hibrido CY P153A-
reductasa. A fin de ilustrar la produccion de &cido S grasos
w-hidroxilados ( w-OH) a través de variantes se empled una
mutagénesis de saturacion del sitio. La grafica rep resentada
muestra dos mejores aciertos de una mutagénesis de saturacion
del sitio de la posicion de aminoacidos 141 y 309 d e
cypl53A(G307A, A796V)-Red450RhF. La figura se refie re a una

especie de acido graso total (total FAS) (ver barra s gris
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oscuras e); a acido w-hidroxihexadecenoico ( ©w-OH C16:1) (ver
la barra gris clara); y el porcentaje de acidos gra SO0S -

hidroxi (% w-OH FFA) (ver flechas).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Descripcion General

Una forma para eliminar la dependencia de los inve ntores
en los petroquimicos es producir derivados de acido S grasos
tales como derivados de acido graso w-OH a través de
microorganismos ambientalmente aptos que sirven com o]
hospederos de produccion miniatura. Tales hospedero S
celulares ( es decir, células hospederas recombinantes o
microorganismos) se modifican para producir derivad os de

acido graso »-OH vy derivados de acido graso binacionales de

fuentes renovables tales como materia prima renovab le ( por
ejemplo, carbohidratos fermentables, biomasa, celulosa,
glicerol, CO, CO 2, etc .). Estos derivados de acido graso w-OH

son las materias primas para productos industriales

incluyendo quimicos de especialidad, polimeros y fr agancias.

La presente descripcion se refiere a polipéptidos de
fusioén relacionados con w-hidroxilasa incluyendo polipéptidos
de fusion hibridos CYP153A-reductasa y variantes de los
mismos que dan por resultado un titulo alto, produc cion ylo

productividad de composiciones de derivados de acid ograso -
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OH cuando se expresan en células hospederas recombi nantes. En
este punto, la biosintesis de derivados de acido gr aso «-OH
mejorada se logra al transformar las células hosped eras tal
que expresen un polipéptido de fusiébn hibrido CYP15 3A-
reductasa o variante del mismo, que catalice la rea ccion de
un acido graso a un acido graso w-OH tal como, por ejemplo,

un &cido graso w-OH C4, C 7,C 5, C g, C 10, C 11, C 12, C 13, C 14, C 15,
Ci6, C 17, C 18, C 19, C 200 G1, C 901, C 101, C 111, C 121, C 131, C 1241,

Ci51,C 161,C 171,C 181, C 191 y/O C 201 0 derivado de acido graso.

La descripcion abarca las células hospederas recomb inantes o
cepas de produccién que expresan los polipéptidos d e fusion
hibridos CYP153A-reductasa y variantes de los mismo s. En un
aspecto, la descripcion se refiere a la subfamilia P450
cypl53A.

Definiciones

Como se usa en esta especificacion y las

reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “u n”, “una’,
“l@a” y “la” incluyen referentes plurales a menos qu e el
contexto lo indique claramente de otra manera. De e sta
manera, por ejemplo, la referencia a una “célula ho spedera”
incluye dos o mas de tales células hospederas, la r eferencia
a “un éster graso” incluye uno 0 mas ésteres grasos , O
mezclas de ésteres, la referencia a “una secuencia de acido

nucleico” incluye una o mas secuencias de acidos nu cleico, la



10

15

20

31

referencia a “una enzima’ incluye una 0 mas enzimas Y
similares.

El término “namero de clasificacion de enzimas (EC )" se
refiere a un numero que indica una actividad enzima tica
especifica. Los numeros EC clasifican enzimas de ac uerdo con
la reaccién que catalizan bajo un sistema de nomenc latura de
enzimas. Los numeros EC especifican reacciones cata lizadas
con enzimas. Por ejemplo, si diferentes enzimas de diferentes
organismos catalizan la misma reaccion, entonces ti enen el
mismo numero EC. Ademas, diferentes plegamientos de proteinas
pueden catalizar una reaccion idéntica y por lo tan to se les
asignaria un numero EC idéntico (por ejemplo, enzim as
isofuncionales no homodlogas, o NISE). Los numeros E C se
establecen por el comité de nomenclatura de la unid n
internacional de bioquimica y biologia molecular (| UBMB), una
descripcion de la cual esta disponible en el sitio de la red
IUBMB en la red mundial. Por ejemplo, la actividad enziméatica
de citocromo P450 monooxigenasa (p450), incluyendo la
actividad enzimatica de w-hidroxilasa o w—oxigenasa se
clasifica bajo EC 1.14.15.3. La funcionalidad de la S enzimas
gue se encuentran bajo la familia de encimas P450 s e conserva
en la mayoria de procariotas de una especie a la si guiente.
De esta manera, diferentes especies microbianas pue den llevar
a cabo la misma actividad enzimatica que se clasifi ca bajo EC
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1.14.15.3. Un ejemplo de una actividad enzimética q ue se
caracteriza por EC 1.14.15.3 es la actividad enzima tica de un
polipéptido de fusién hibrido CYP153A- o variante d el mismo
como se plantea en la presente ( supra ).

Los términos “acido graso omega-hidroxilado” o “ac ido
graso w—hidroxilado” o “acido graso w-hidroxi” o “acido graso
w—hidréxido” o “acido graso »-OH” o “acido graso w-OH” se
usan intercambiablemente en la presente y se refier en a un
acido graso que se origina del metabolismo de acido graso y
tiene al menos un grupo H en la posicibn omega ( w). Ejemplos
de tales acidos grasos w-hidroxilados son acidos grasos C 6

G, Cs Cyo Ci10, Ci11,C 1 Ci3 C s Cis C 6, C a7, C g, C 19, C 2

G1,C901,C101,C111,C 121,C 131,C 141,C 151, C 161, C 171, C 181,

Cio1 Y/O &cidos grasos C 201 - EN una modalidad, tales acidos

grasos  w-hidroxilados son acidos grasos w-OH Cgo, acidos
grasos »-OH C 0, acidos grasos w-OH C 120, acidos grasos w-OH
Cus0 , acidos grasos -OH C 16:0 , acidos grasos w-OH C 150, &cidos
grasos ©-OH C o , acidos grasos »-OH Cg. , acidos grasos »-OH
Cio0:1 , acidos grasos ©w-OH C 121 , acidos grasos w-OH C 4.1 , acidos
grasos »-OH C .1, acidos grasos ©w-OH C g1, acidos grasos w-OH
Cxo:1, Y similares. En un microorganismo, el acido graso w—
hidroxilado se puede usar para producir derivados d e acido
graso w-—hidroxilados tales como ésteres grasos w—hidroxilados

asi como derivados de acido graso bifuncionales inc luyendo
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a, w-diacidos, a, w-diésteres, y o, o-dioles. En ese sentido,

los términos “derivado de acido graso omega-hidroxi lado” y
“derivado de acido graso w—hidroxilado” y “derivado de &cido

graso w—hidroxi” y “derivado de &cido graso w-hidroxilo” y
“derivado de &cido graso o, w-bifuncional y “derivado de acido

graso «-OH” se refieren a una entidad quimica que se origi na
del metabolismo de &cido graso y tiene al menos un grupo OH
en la posicibn omega o se deriva de un intermediari 0 que
tiene al menos un grupo OH en la posicion omega. En la
presente, la “posicion omega ( w)” se refiere a un atomo de
carbono terminal de un derivado de acido graso en e | extremo
opuesto con respecto a su grupo funcional primario tales
derivados de acido graso w—hidroxilados incluyen, pero no se

limitan a, a, w-diacidos; o, o-diésteres; o, w-dioles y quimicos
derivados de los mismos ( por ejemplo, macrolactonas).

Una “composicion de éacido graso w—nhidroxilado o *“una
composicién de acido graso o w-OH” como es referido en la
presente se produce por una célula hospedera recomb inante e
incluye tipicamente una mezcla de ciertos tipos de acidos

grasos  w-hidroxilados con varias longitudes de cadena y/o

caracteristicas de saturacion y/o ramificacién. Sim ilarmente,
una “composicion de derivado acido graso w-hidroxilado” se
produce por una célula hospedera recombinante y com prende

tipicamente una mezcla de ciertos tipos de derivado s de &cido
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graso  w-hidroxilados con varias longitudes de cadena y/o

caracteristicas de saturacion y/o ramificacion ( por ejemplo,
acidos grasos w-hidroxilados que con varias longitudes de

cadena y/o caracteristicas de saturacion y/o ramifi cacion;
ésteres graso w-hidroxilados con varias longitudes de cadena

y/lo caracteristicas de saturacién y/o ramificacion; oA -
diacidos de varias longitudes de cadena y/o caracte risticas
de saturacion y/o ramificacion; o, o-diésteres de varias
longitudes de cadena y/o caracteristicas de saturac ion ylo
ramificacion; o, w-dioles de varias longitudes de cadena y/o
caracteristicas de saturaciéon y/o ramificacion; y s imilares).
En algunos casos, la composicion de derivados de ac idos

grasos  «»-OH incluye principalmente un tipo de derivado de

acido graso »-OH tal como, por ejemplo, 1,12-dodecenodiol, o

1,14-tetradecanediol, o éster metilico de acido 16- hidroxi
hexadecanoico, o acido 16-hidroxihexadecenoico o ac ido, 15-
hidroxipentadecanoico, o &cido 15-hidroxipentadecen oico, O
acido 18-hidroxioctadecenoico, o0 ésteres de metilo de
cualquiera de estos derivados de acido graso, u otr 0s. En aun
otros casos, la composicion de derivado de acido gr aso «-OH
comprende una mezcla de mas de un tipo de derivado de acido
graso w-OH a fin de proporcionar una composicion
especificamente disefiada ( por ejemplo, aproximadamente 20% de

acido 12-hidroxidodecanoico y aproximadamente 80% d e acido
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1,14-14-hidroxitetradecanoico en la misma composici on

proporcionarian tal ejemplo).

El término “numero de acceso” 0 “nimero de acceso NCBI”
0 “nimero de acceso de GenBank” se refiere a un nim ero que
indica una secuencia de acido nucleico especifica. Los
nameros de acceso de secuencia que se plantea en es as
descripcion se obtuvieron de las bases de datos
proporcionadas por el NCBI (National Center for Bio technology
Information) mantenido por National Institutes of H ealth,
E.U.A., y de UniProt Knowledgebase (UniProtKB) y la S bases de
datos Swiss-prot proporcionada por Swiss Institute of
Bioinformatics (también referida como el numero de acceso
UniProtKB).

Como se usa en la presente, el término “nucleétido " se
refiere a una unidad monomérica de un polinucleotid 0 que
consiste de una base heterociclica, una azucar, y u no 0 mas
grupos fosfato. Las bases de origen natural (guanin a (G),
adenina (A), citosina, (C), timina (T), y uracilo ( U) son
tipicamente derivados de purina o pirimidina, aunqu e se dé a
entender que también se incluyen a analogos de base es la
pentosa (cinco carbonos de azlcar), desoxiribosa, ( gue forma
ADN) o ribosa (que forma ARN), aunque se debe enten der que
los analogos de azucar de origen natural y no natur al también
se incluyen. Los &cidos nucleicos se ligan tipicame nte a
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través de ligaciones de fosfato para formar acidos
o polinucledtidos, aunque muchas otras ligaciones s
conocidas en la técnica (por ejemplo, fosforotioato
boranofosfatos, y similares).

El término “polinucledtidos” se refiere a un polim
ribonucledtidos (ARN) o de desoxiribonucledtidos (A
pueden ser de hebra individual o doble hebra y que
contener nucledtidos no naturales o alterados. Los
“polinucledtidos”,  “secuencia de acido nucleico”, 'y
“secuencia de nucleotidos se usan intercambiablemen
presente para referirse a una forma polimérica de n
de cualquier longitud, ya sea ARN o ADN. Estos térm
refieren a la estructura primaria de la molécula, y
manera incluyen ADN de doble hebra y hebra individu
de doble hebra y hebra individual. Los términos inc
como equivalentes, analogos de y asea ARN o ADN fab
analogos de nucleétidos y polinucleétidos modificad
como, pero aungue no limitados a polinucleétidos me
y/o terminados. El polinucleétido puede estar en cu
forma, incluyendo pero no limitado a plasmido, vira
cromosomico, ADNc, ARNm y ARNr.

Como se usa en la presente, los términos “polipépt
“proteina” se usan intercambiablemente para referir

polimero de residuos de aminoacidos. El término “po
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recombinante” se refiere a un polipéptido que se pr
técnicas recombinantes, en donde en general el ADN
qgue codifican la proteina expresada sin se inserta
vector de expresidbn adecuado que a sSu vez se usa pa
transformar una célula hospedera

para producir el

polipéptido.  Similarmente, los términos “polinucle6

recombinante” o “4cido nucleico recombinante” o “AD
recombinante” se producen por técnicas recombinante
conocidas por aquellas personas sin experiencia en

Los términos “homodlogo” y “homdlogos” se refieren
polinucledtido o polipéptido que comprende una secu
es al menos aproximadamente 50 porciento (%) idénti
secuencia de polinucledtidos o polipéptidos corresp
De manera preferente los polinucleétidos homdlogos
polipéptidos tienen secuencia de polinucledtidos o
de aminoacidos que tienen al menos aproximadamente
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 9
94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 al menos aproximadamente
homologia a la secuencia de aminoacidos correspondi
secuencia de polinucleétidos. Como se usa en la pre
términos “homologia” de secuencia y “identidad de s
intercambiablemente.

se usan Una persona de experie

ordinaria en la técnica sabe bien de los métodos pa

determinar

la homologia entre dos o0 mas secuencias.
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Brevemente, los calculos de “homologia” entre dos s
se pueden llevar a cabo como sigue. Las secuencias
para propoésitos de comparacién optima (por ejemplo,
espacios se pueden introducir en una o ambas de una
segunda secuencia de aminoacidos o acido nucleico p
lineaciéon optima y las secuencia no homologas se pu
eliminar para propositos de comparacion. En una mod
preferida, la longitud de una primera secuencia que
para propositos de comparaciones al menos aproximad
30%, de manera preferente al menos aproximadamente
manera mas preferente al menos aproximadamente 50%,
aun mas preferente al menos aproximadamente 60%, y
aun mas preferente al menos aproximadamente 70%, al
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85 al
aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%,
aproximadamente 98%, o aproximadamente 100% de la |
una segunda secuencia. Los residuos de aminoacidos
nucledtidos en las posiciones de aminoacidos corres
0 posiciones de nucleétidos de la primera y segunda
se comparan. Cuando una posicion en la primera secu
ocupa por el mismo residuo de aminoacidos o nucleét
la posicidon correspondiente en la segunda secuencia

las moléculas son idénticas en esa posicion. El por

homologia entre las dos secuencias es una funcion d
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posiciones idénticas compartidas por las secuencias , tomando
en cuenta el numero de espacios y la longitud de ca da
espacio, se necesita ser introducido para la alinea cion de
las dos secuencias. La comparacion de las secuencia sy

determinacion del porcentaje de homologia entre dos

secuencias se puede lograr usando un algoritmo mate matico,
tal como BLAST (Altschul y colaboradores (1990) J. Mol. Biol.
215(3):403-410). El porcentaje de homologia entre | as dos
secuencias de aminoacidos también se puede determin ar usando
el algoritmo de Needleman y Wunsch que se ha incorp orado en
el programa GAP en el paquete de software GCG, usan do ya sea
una matriz Bloussum 62 o una matriz PAM250, y un pe so de
espacio de 16, 14, 12, 10, 8, 6, 0 4 y un peso de | ongitud de
1, 2,3, 4,5, 06 (Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol
48:444-453). El porcentaje de homologia entre dos s ecuencias
de nucledtidos también se puede determinar usando e | programa
GAP en el paquete de software GCG como usando una m atriz
NWSgapdna.CMP y un peso de espacio de espacio de 40 , 50, 60,
70, 0 80 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5, 0 de 6. Una
persona de experiencia ordinaria en la técnica pued e llevar a
cabo calculos de homologia iniciales de y ajustar | 0S
parametros del algoritmo por consiguiente. Un conju nto de
parametros preferido (y el que se debe usar si un p rofesional

no estd seguro acerca de que parametros debe ser ap licado
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para determinar si una molécula esta dentro de una limitacion

de homologia de las reivindicaciones) son una matri z de
puntuacion Blossum 62 con una penalizacion de espac ios de 12,
una penalizacion de extension de espacio de 4, y un a

penalizacion de espacio del marco de 5. Los métodos

adicionales de la alineacién de secuencia son conoc idos en
las técnicas de biotecnologia (ver, por ejemplo, Rosenberg
(2005) BMC Bioinformatics 6:278; Altschul y colaboradores

(2005) FEBS J. 272(20):5101-5109).

El término “se hibrida bajo rigurosidad baja,

rigurosidad media, rigurosidad alta, o condiciones de
rigurosidad muy altas” describe condiciones para hi bridacion
y lavado. La guia para llevar a cabo las reacciones de
hibridacibn se pueden encontrar en Current Protocol S in
Molécular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1 -
6.3.6. Se describen métodos acuosos y no acuosos se describen
en gue se pueden usar esa referencia y cualquier mé todo. Las
condiciones de hibridacién especificas referidas en la
presente son como siguen; (1) condiciones de hibrid acion de
rigurosidad baja -- cloruro de sodio/citrato de sod 0 6x
(SSC) a aproximadamente 45°C, seguido por dos lavad os en 0.2X
SSC, 0.1% de SDS al menos a 50°C (la temperatura de las
lavadas se puede incrementar a 55°C para condicione s bajas);

(2) condiciones de hibridacion de rigurosidad media -- 6X SSC
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a aproximadamente 45°C, seguido por uno o mas lavad
SSC, 0.1% de SDS a 60°C; (3) condiciones de hibrida
rigurosidad alta -- 6X SSC a aproximadamente 45°C,
por uno o mas lavados en 0.2.X SSC, 0.1% de SDS a 6
condiciones de hibridacion de rigurosidad muy alta
sodio -- 0.5M, 7% de SDS a 65°C, seguido por uno o
lavados a 02X SSC, 1% de SDS a 65°C. Las condicione
rigurosidad muy alta (4) son las condiciones prefer
menos que se especifique de otra manera.

Un polipéptido “enddgeno” se refiere a un polipépt
codificado por el genoma de la célula precursora (0
hospedera). Un polipéptido “exégeno” se refiere a u
polipéptido que no se codifica por el genoma de la
precursora. Un polipéptido variante o mutante es un
de un polipéptido exdgeno. De esta manera, una molé
acido nucleico no de origen natural se considera qu
exdgena una célula una vez que se introduce en la c
molécula de &cido nucleico que es de origen natural
puede ser exdgena a una célula particular. Por ejem
secuencia de codificacion completa aislada de la cé
un acido nucleico exégeno con respecto a la célula
que la secuencia de codificacion se introduce en la

aun si X e Y son del mismo tipo de célula.

El término “sobreexpresado” significa que un gen e
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provocado para ser transcrito en una velocidad elev ada
comparado con una velocidad de transcripcion endoge na para
ese gen. En algunos ejemplos, la sobre expresion in cluye una
adicionalmente una velocidad elevada de traduccion de un gen
comparado con la velocidad de traduccion endogena p are ese
gen. Los métodos para probar la sobreexpresién son bien
conocidos en la técnica, por ejemplo los niveles de ARN
transcritos se pueden evaluar usando los niveles de PCRrt y
proteinas que se pueden evaluar usando el andlisis de gel SDS
page.

El término “heterdlogos” significativa derivado de un
organismo diferente, tipo de célula diferente, o es pecie
diferente. Como se usa en la presente se refiere a una
secuencia de nucleotidos, polinucledtidos, polipépt idos o
proteinas, no naturalmente presentes en un organism o dado.
Por ejemplo una secuencia de polinucledtidos que es nativa a
cianobacterias se puede introducir en una célula de hospedera
de E. coli por métodos recombinantes, el polinucledtido de
una cianobacteria después es heterélogo a la célula de E.

coli (por ejemplo, célula recombinante). EI término

“heterdlogo” también se puede usar con referencia a una
secuencia de nucleétidos, polinucleotidos, polipépt ido o
proteina que estd presente en una célula hospedera

recombinante en un estado no nativo. Por ejemplo, u na
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secuencia de nucleotidos, polinucleotidos, polipépt
proteinas “heterdlogas” se puede modificar con resp
secuencia del tipo natural presente naturalmente en
hospedera de tipo natural correspondiente, por ejem
modificacion en el nivel de expresion o en la secue
nucledtido, polinucleétido, polipéptido o proteina.

Como se usa en la presente, el término “fragmento”
polipéptido se refiere a una porcibn mas corta de u
polipéptido de longitud completa o proteina que var
tamafio de dos residuos de aminodcidos a la secuenci
aminoacidos entera menos un residuo de aminoécido.
modalidades de la descripcion, un fragmento se refi
secuencia de aminoacidos completa de un dominio de
polipéptido proteina (por ejemplo, un dominio de li
sustrato o un dominio catalitico).

El término “mutagénesis” se refiere a un proceso p
cual la re informacién genética de un organismo se
una manera adecuada. La mutagénesis de una proteina
codifica la secuencia de acidos nucleicos produce u
proteina mutante. La mutagénesis también se refiere
en las secuencias de acidos nucleico no decodificac
por resultado la actividad de la proteina modificad

Una “mutacion”, como se refiere en la presente a u

cambio permanente en una posicién de acido nucleico
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0 en una posicion de aminoacido de un polipéptido p
Las mutaciones incluyen sustituciones, adicciones,
inserciones y supresiones. Por ejemplo, una mutacio
posicién de amino acidos puede ser una sustituciéon
de aminoacido con otro tipo de aminoacido (por ejem
serina (S) se puede sustituir con una alanina (A);
(L) se puede sustituir con una treonina (T); etcéte
tal, un polipéptido o proteina pueden tener una 0 m
mutaciones en donde un aminoacido se sustituye con
aminoacido.

Como se usa en la presente el término “gen” se ref
secuencias de acidos nucleicos que codifican ya sea
producto de ARN o un producto de proteina, asi como
secuencias de &acidos nucleico operablemente ligadas
afecta la expresion del ARN o proteina que (por eje
tales secuencias se incluyen pero no se limitan a s
promotoras o0 potenciadoras) o secuencias de acidos
operablemente ligadas que codifican secuencias que
expresion de ARN o proteina (por ejemplo, tales sec
incluyen pero no se limitan a sitios de ligacion a
secuencias de control traduccionales).

Las secuencias de control de expresion son conocid
la técnica e incluyen por ejemplo, promotores, pote

seflales de poliadenilacion, terminadores de transcr

roteina.
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sitios de entrada a ribosoma interno (IRES), y simi
proporcionan la expresion de la secuencia de polinu
en una célula hospedera. Las secuencias de control
expresion

interactian especificamente con las prote

celulares implicadas en la transcripcion (Maniatis

colaboradores (1987)
de control de expresion ejemplares se describen en,
ejemplo, Goeddel, Gene Expression Technology: Metho

Enzymology, Vol. 185, Academic Press, San Diego, Ca
(1990). En los métodos de la descripcién, una secue
control de expresién se liga operablemente a una se
polinucledtidos. Por “operablemente ligados” se pro

una secuencia de polinucleétidos y una secuencia de

de expresion se conecten de tal manera para permiti
expresion génica cuando las moléculas apropiadas (p
ejemplo, proteinas activadoras transcripcionales) s

la secuencia de control

de expresion. Los promotore

operablemente ligados se sittan cadena arriba de la
secuencia de polinucleotidos seleccionada en términ

direccién de la transcripcion y traduccién. Los pot
operablemente ligados se pueden situar cadena arrib

o cadena abajo del polinucledtido seleccionado.

Como se usa en la presente, el término “vector” se

refiere a una molécula de amino acido capaz de tran

lares, que
cleotidos
de

inas
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otro acido nucleico, es decir, una secuencia
polinucledtidos, a la cual se ha ligado. Un tipo de

atil es un epizona (es decir, un acido nucleico cap
replicacion extracromosdémica). Los vectores Utiles
aquellos capaces de replicacion y/o expresion autén

acidos nucleicos a los cuales se ligan. Los vectore

de direccionar la expresion de los genes a los cual
ligan operativamente son referidos en la presente c
“vectores de expresion. En general los vectores de

de utilidad en las técnicas de ADN recombinante est
frecuentemente en la forma de “plasmidos”, que se r
general a bucles de ADN de doble hebra circulares g
forma de vector no se ligan al cromosoma. Otros vec
expresion utiles se proporcionan en forma lineal. T
incluyen tales otras formas de vectores de expresio
sirven funciones equivalentes y que se han conocido
mismos. En

técnica  subsecuentemente a los

modalidades, un vector recombinante incluye ademas

promotor  operablemente ligado a la  secuencia
polinucledtidos. En algunas modalidades el promotor
promotor desarrolladamente regulado, un promotor es

de organelo, un promotor especifico de tejido, un p
inducible, un promotor constitutivo, o0 un promotor

de célula. El vector recombinante comprende tipicam
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menos una secuencia seleccionada de una secuencia d
de expresion acoplada operativamente a la secuencia
seleccién

polinucledtidos; un  marcador de

operativamente a la secuencia de polinucleétidos; u
secuencia marcadora acoplada operativamente a la se
polinucledtidos; una porcion de

purificacion acopla

operativamente a la secuencia de polinucleétidos; u
secuencia de secrecion acoplada operativamente a la

de polinucledtidos; y una secuencia de orientacion
operativamente a la secuencia de polinucleétidos. E
modalidades, la secuencia de nucle6tidos se incorpo
establemente en el ADN genomico de la célula hosped
expresion de la secuencia de nucledtidos esta abajo
control de una regi6on promotora regulada. Los vecto
expresion como se usa en la presente incluyen una s

de polinucledtidos particular como se describe en |

de una forma adecuada para la expresion de la secue
polinucledtidos en una células hospedera. Se apreci
aquellas personas expertas en la técnica que el dis

vector de expresion pueden depender de tales factor

eleccion de la célula hospedera que se transforma,

de expresion del polipéptido deseado, etcétera. Los

de expresion descritos en la presente se pueden int

las células hospederas para producir polipéptidos,
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polipéptidos de fusion, codificados por la secuenci a de
polinucledtidos como se describe en la presente. La expresion
de los genes que codifican polipéptidos en los proc ariotas,
por ejemplo E. coli , se lleva a cabo mas frecuentemente con

vectores que contienen promotores consecutivos 0 in ducibles
que dirigen la expresiéon de ya sea los polipéptidos de fusioén

0 no de fusion. Los vectores de fusiébn agregan una variedad
de aminoacidos a un polipéptido codificado en los m ismos,
usualmente al amino o carboxi-terminal del polipépt ido
recombinante. Tales vectores de fusién sirven tipic amente uno
0 mas de los siguientes tres propésitos, incluyendo para
incrementar la expresion del polipéptido recombinan te; para
incrementar la solubilidad del polipéptido recombin ante; y
para ayudar en la purificaciéon del polipéptido reco mbinante
al actuar como un ligando en la purificacion por af inidad.
Frecuentemente, en los vectores de expresion de fus ion, se
introduce un sitio de incisién proteolitico en la u nion de la
porcién de fusién y el polipéptido recombinante. Es to permite
la separacion del polipéptido recombinante de la po rcion de
fusion después de la purificacion del polipéptido d e fusion.
En ciertas modalidades, una secuencia de polinucle6 tidos de
la descripcion se liga operablemente a un promotor derivado

de bacteriofago T5.

En ciertas modalidades, la célula hospedera es una
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célula de levadura, y el vector de expresion es un vector de
expresion de levadura. Ejemplos de vectores para ex presion en
la levadura S. cerevisiae incluyen pYepSecl (Baldari y
colaboradores (1987) EMBO J. 6:229-234); pMFa (Kurjan y
colaboradores (1982) Cell  30:933-943); pJRY88 (Schultz y

colaboradores (1987) Gene 54: 113-123); pYES2 (Invitrogen

Corp., San Diego, CA), y picZ (Invitrogen Corp., Sa n Diego,
CA). En otras modalidades, la célula hospedera es u na ceélula
de insecto, y el vector de expresion es un vector d e
expresion de baculovirus. Los vectores de baculovir us
disponibles para la expresién de la proteina en las células
de insecto cultivadas (por ejemplo, células SF9) in cluyen por
ejemplo, la serie pAc (Smith y colaboradores (1983) Mol. Cell
Biol.  3:2156-2165) y la serie pVL (Lucklow y colaboradores

(1989) Virology 170:31-39). En otra modalidad, las secuencias

de polinucledtidos descritos en la presente se pued en
expresar en las células de mamiferos usando un vect or de
expresion de mamifero; Otros sistemas de expresion adecuados
para ceélulas tanto como procariotas como eucariotas son bien
conocidos en la técnica; ver por ejemplo, Sambrook y
colaboradores, “Molécular Cloning: A Laboratory Man ual”,
segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory, (19 89).

Como se usa en la presente, el término “CoA” o0 “ac il-

CoA” se refiere a un tioéster de acilo formado entr e el
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carbono de carbonilo de la cadena de alquilo y el g
sulfthidrilo de la porcion de 4'-fosfopantetionilo d
coenzima A (CoA), que tiene la férmula R-C(O)S-CoA,
es un grupo alquilo que tiene al menos 4 atomos de

El término “ACP” significa proteina portadora de a
ACP es un portador sumamente conservado de intermed
asilo durante la biosintesis del acido graso, en do
cadena de crecimiento se liga durante la sintesis ¢
éster de tiol en el tiol distal de una porcion de 4
fosfopanteteina. La proteina existen dos formulas,
apo-ACP (inactiva en la biosintesis del acido graso

holo-ACP (activa en la biosintesis del acido graso)

términos “ACP” y “holo-ACP” se usa intercambiable e

presente y se refieren a la forma activa de la prot
enzima llamada una fosfopanteteiniltrasferasa se im

la conversion de la apo-ACP inactiva a la holo-ACP
manera mas especifica la ACP se expresa en la forma
inactiva y una porcion de 4'-fosfopanteteina se deb
pos-traduccionalmente a un residuo de serina conser
ACP por la accion de la proteina sintasa portadora
acilo (ACPS), una fosfopanteteiniltrasferasa a fin

producir holo-ACP.

Como se usa en la presente, el término “acil-ACP”

refiere a un tioéster de acilo formado entre el car
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carbonilo de una cadena de alquilo y el grupo sulfh idrilo de
la porcion de fosfopanteteinilo de una proteina por tadora de

acilo (ACP). En algunas modalidades una ACP es un

intermediario en la sintesis de las acilo-ACPs comp letamente
saturadas. En otras modalidades una ACP es un inter mediario
en la sintesis de acilo-ACPs insaturadas. En alguna S
modalidades, la cadena de carbono tendrd aproximada mente 5,
6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,

22,23, 24, 25, 0 26 carbonos.

Como se usa en la presente, el término “derivado d e
acido graso” significa un “acido graso” o un “deriv ado de
acido graso”, que puede ser referido como un “f &ci do graso o
derivado del mismo”. El término “4cido graso” signi fica un
acido graso carboxilico que tiene la férmula RCOOH. R
representa un grupo alifatico, de manera preferente un grupo

alquilo. R puede incluir entre aproximadamente 4 'y

aproximadamente 22 atomos de carbono. Los acidos gr asos se
pueden saturar, monoinsaturar, o poliinsaturar. Un “derivado
de acido graso” es un producto preparado en parte d e la ruta
biosintética de acido graso del organismo hospedero de
produccion ( por ejemplo, célula hospedera o microorganismo
recombinante). “Derivados de acido graso” incluye p roductos
preparados en parte de ACP, acil-ACP o derivados de acil-ACP.

Los derivados de acido graso ejemplares incluyen, p or
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ejemplo, acil-CoA, acidos grasos, aldehidos grasos, alcoholes
de cadena corta y larga, alcoholes grasos, hidrocar buros,
ésteres ( por ejemplo, ceras, ésteres de acido graso, o

ésteres grasos), olefinas terminales, olefinas inte rnas,
cetonas asi como acidos grasos s w-OH y derivados de acidos
grasos »-OH de los mismos incluyendo o, w-diacidos, y otros

compuestos bifuncionales.

Como se wusa en la presente, el término “ruta
biosintética de acido graso” significa una ruta bio sintética
gue produce acidos grasos y derivados de los mismos . La ruta
biosintética de acidos grasos puede incluir enzimas
adicionales para producir derivados de &cidos graso S que
tienen las caracteristicas deseadas.

El grupo R de un &cido graso puede ser una cadena recta
0 una cadena ramificada. Las cadenas ramificadas pu eden tener
mas de un punto de ramificacion y pueden incluir
ramificaciones ciclicas. En algunas modalidades, el acido
graso ramificado es un acido graso ramificado C 60 C 7, C g C g,
C10, C 11, C 12, C 13, C 14, C 15, C 16, C 17, C 18, C 19, C 20, C 21, C 22, C 23,
Cu, C 25, 0 C 2. En otras modalidades, el &acido graso
ramificado es un acido graso ramificado C 6 C 8 C 10, C 12, C 13,
Cus, C 15, C 16, C 17, C 15, 0 C 0. En ciertas modalidades, el grupo
hidroxilo (OH) del acido graso ramificado esta en | a posicion

omega ( ). En ciertas modalidades, el acido graso ramificad 0
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es un iso-acido graso 0 un ante-iso-acido graso. En
modalidades ejemplares, el acido graso ramificado s e
selecciona de acido graso ramificado iso-C 70 -, 1IS0-C  gg -, iSO-
Co0-, 1S0-C 100 -, 1S0-C  110-, iSO-C  120-, i1SO-C  130-, iSO-C 140 -,
iso-C 15:0 - iso-C 16:0 =, iso-C 17:0 = iso-C 18:0 - iso-C 19:0 -, iso-

Coo:0 , anteiso-C 7.0 -, anteiso-C 90 -, anteiso-C 11:0 -, anteiso-C 13:0 -

, anteiso-C 15:0 -, anteiso-C 17:0 -, Yy anteiso-C 190 -

El grupo R de un acido graso puede estar saturado o]
insaturado. Si esta insaturado, el grupo R puede te ner uno o
mas de un punto de insaturacién. En algunas modalid ades, el
acido graso insaturado es un acido graso monoinsatu rado. En
ciertas modalidades, el acido graso insaturado es u n acido
graso insaturado C g15C 91,C 102-,C 1121-,C 120-,C 131-,C 141 -,

Cis1-C 161, C 1714+ C 181-, C 101+ C 201-, C 211- C 221-, C 231+,
Cou1-, C 251-, 0 C 21 . En ciertas modalidades, el acido graso
insaturado es C g1, C 101, C 121, C 141, C 161, C 181, 0 C 201. En
todavia otras modalidades, el acido graso insaturad 0 esta
insaturado en la posicion omega-7. En ciertas modal idades, el
acido graso insaturado tiene una ligacion doble cis

Como se usa en la presente, una “célula hospedera
recombinante” o “célula hospedera modificada” es un a célula
hospedera, por ejemplo, un microorganismo que se ha
modificado tal que produce acidos grasos w-hidroxilados y

derivados de acidos (grasos w-hidroxilados incluyendo
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derivados de acido graso bifuncionales. En algunas

modalidades, la célula hospedera recombinante inclu ye uno o
mas polinucleétidos, cada polinucleétido codifica u n
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa o0 u na
variante del mismo que tiene actividad de enzima bi osintética
w-hidroxilasa, en donde la célula hospedera recombin ante
produces un acido graso w-hidroxilado y/o derivado de é&cido

graso  w-hidroxilados o composicion del mismo cuando se

cultiva en presencia de wuna fuente de carbono bajo

condiciones efectivas para expresar los polinucle6t idos.

Como se usa en la presente, el término “clon” se r efiere
tipicamente a una célula o un grupo de células desc endientes
de y esencialmente de manera genética idénticas a u n ancestro
comun individual, por ejemplo, la bacteria de una c olonia

bacteriana clonada surgi6 de una célula Dbacteriana

individual.

Como se usa en la presente, el término “cultivo” s e
refiere tipicamente a un medido liquido que compren de células
viables. En una modalidad, un cultivo comprende cél ulas que
se reproducen en un medio de cultivo predeterminado bajo
condiciones controladas, por ejemplo, un cultivo de células
hospederas recombinantes desarrolladas en un medio liquido
que comprende una fuente de carbono seleccionada Y/ o]

nitrégeno.
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Los términos “cultivar” o “cultivo” se refieren a

desarrollar una poblacion de células ( por ejemplo,
microbianas) bajo condiciones adecuadas en un medio

sélido. En modalidades particulares, cultivar se re

bioconversion fermentativa de un substrato a un pro

final. Los medios de cultivo son bien conocidos y |
componentes individuales de tales medios de cultivo
disponibles de fuentes comerciales, por ejemplo,
medio DIFCO y el medio BBL. En un ejemplo no limita

medio de nutrientes acuoso es un “medio rico” que c

fuentes complejas de nitrogeno, sales, y carbono, t

el medio YP, que comprende 10 g/L de peptona y 10 g

extracto de levadura de tal medio. Ademas, la célul
hospedera se puede modificar para asimilar el carbo
eficientemente y usar materiales celulésicos como f

carbono de acuerdo con los métodos descritos, por e

las Patentes de E.U.A. Nos. 5,000,000; 5,028,539; 5

5,482,846; 5,602,030 y WO2010127318. Ademés, la cél

hospedera se puede modificar para expresar una inve
modo que la sacarosa se puede usar como una fuente
carbono.
Como se usa en la presente, el término “bajo condi
las secuencias de nucleotid

efectivas para expresar

heterélogas” significa cualquier condicion que perm
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una célula hospedera produzca un derivado de acido graso
deseado ( por ejemplo, acido graso w-OH y/o derivado de acido
graso «»-OH). Las condiciones adecuadas incluyen, por ejemp lo,

condiciones de fermentacion.

Como se usa en la presente, “modificado” o un “niv el
alterado de” actividad de una proteina, por ejemplo una
enzima, en una célula hospedera recombinante se ref iere a una
diferencia en una o0 mas caracteristicas en la activ idad
determinada con respecto a la célula hospedera prec ursora no
nativa. Tipicamente las diferencias en la actividad se
determinan entre una célula hospedera recombinante, gue tiene
actividad modificada, y la célula hospedera de tipo natural
correspondiente ( por ejemplo, comparacién de un cultivo de
una célula hospedera recombinante con respecto a la célula
hospedera de tipo natural). Las actividades modific adas

pueden ser el resultado de, por ejemplo, cantidades

modificadas de proteina expresada por una célula ho spedera
recombinante (  por ejemplo, como el resultado del numero
incrementado disminuido de copias de las secuencias de ADN
que codifica la proteina, nimero incrementado o dis minuido de

transcriptos de ARNm que codifican la proteina, y/o
cantidades incrementadas o disminuidas de la traduc cion de
proteinas de la proteina de ARNm); cambios en la es tructura

de la proteina ( por ejemplo, cambios a la estructura
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primaria, tal como, cambios a la secuencia de codif icacion de
la proteina que da por resultado cambios en la espe cificidad

del substrato, cambios en los parametros cinéticos

observados); y cambios en la estabilidad de la prot eina ( por
ejemplo, degradacion incrementada o disminuida de la

proteina). En algunas modalidades, el polipéptido e S un
mutante o una variante de cualquiera de los polipép tidos
descritos en la presente. En ciertos casos, la secu encia de
codificacion para los polipéptidos como se describe en la
presente se optimizan con coddén para la expresion e n una
célula hospedera particular. Por ejemplo, para la e xpresiéon
en E. coli, se pueden optimizar uno o0 mas codones (Grosjean y

colaboradores  (1982) Gene 18:199-209).

El término “secuencias reguladoras” como se usa en la
presente se refiere tipicamente a una secuencia de bases en
el ADN, operablemente ligada a la secuencias de ADN que
codifican una proteina que controla finalmente la e xpresion
de la proteina. Los ejemplos de secuencias regulado ras
incluyen, pero no se limitan a, secuencias promotor as ARN,
secuencias de ligacion al factor de transcripcion, secuencias
de terminacion de transcripcion, moduladores de tra nscripcion

tales como elementos potenciadores), secuencias de
nucleodtidos que afectan la estabilidad del ARN, y s ecuencias

reguladoras transduccionales (tales como, sitios de ligacion
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a ribosoma ( por ejemplo,
procariotas o secuencias Kozak en eucariotas), codo
inicio, codones de terminacion).

Como se usa en la presente, la frase “la expresion
secuencia de nucledtidos se modifica con respecto a
secuencia de nucleétidos de tipo natural’, signific
incremento o disminucion en el nivel de la expresio
actividad de una secuencia de nucledtidos enddgena
expresion y/o actividad de una secuencia de nucleét
codifica el polipéptido heterélogo no nativo.

Como se usa en la presente, la frase “la actividad
una variante de secuencia de polipéptido de fusion
CYP153A-reductasa se modifica con respecto a la act
una secuencia de polipéptido de fusion hibrido CYP1
reductasa (  es decir, una plantilla de polipéptidos) significa
un incremento o disminucion en el nivel de activida
variante de secuencia de polipéptidos expresada en
comparacion con una plantilla de secuencias de poli
expresada. La plantilla de polipéptido se codifica
plantilla de &acido nucleico ( es decir,
plantilla de ADN). Un ejemplo de una plantilla de s
de polipéptido es la secuencia de proteinas de fusi
cypl53A-RedRhF hibridas en donde un cypl53A se fusi

dominio reductasa. Otro ejemplo de una plantilla de

secuencias Shine-Dalgarno en
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de polipéptido es SEQ ID NO: 6. Otro ejemplo de una
de secuencia de polipéptido es SEQ ID NO: 38. Cualq
secuencia de polipéptido puede servir como una plan
incluyendo variantes.

Como se usa en la presente, el término “expresa” c
respecto a un polinucleétido es para provocarlo o f
Un polinucledtido que codifica un polipéptido (o pr
cuando se expresa, se transcribira y se traducird p
producir ese polipéptido (o proteina). Como se usa
presente, el término “sobreexpresa” significa que e
provoca que exprese) un polinucleétido o polipéptid
célula en mayor concentracion que se expresa normal
una célula de tipo natural correspondiente bajo las
condiciones. En otra modalidad, el término “sobreex
significa expresar (0 provocar que exprese) un poli
o polipéptido en una célula en una concentracion ma
se expresa normalmente en una célula correspondient
expresa la secuencia de polinucleétido de plantilla
polipéptido de plantilla bajo las mismas condicione
ejemplo de una secuencia de polipéptido de plantill
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-RedRhF.

Los términos “nivel alterado de expresion” y “nive
intercambiablement

modificado de expresion” se usan
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acido graso esté presente en una diferente concentr acion en
una célula hospedera modificada como es comparada c on su
concentracion en una célula de tipo natural corresp ondiente

bajo las mismas condiciones.

Como se usa en la presente, el término “titulo” se
refiere a la cantidad de acidos grasos »-OH y/o derivados de
acidos grasos »-OH producidos por volumen unitario del
cultivo de células hospederas. En cualquier aspecto de las
composiciones y meétodos descritos en la presente, u n acido
graso «-OH y/o derivado de acido graso w-OH se produce en un
titulo de aproximadamente 25 mg/L, aproximadamente 50 mg/L,
aproximadamente 75 mg/L, aproximadamente 100 mg/L,
aproximadamente 125 mg/L, aproximadamente 150 mg/L,
aproximadamente 175 mg/L, aproximadamente 200 mg/L,
aproximadamente 225 mg/L, aproximadamente 250 mg/L,
aproximadamente 275 mg/L, aproximadamente 300 mg/L,
aproximadamente 325 mg/L, aproximadamente 350 mg/L,
aproximadamente 375 mg/L, aproximadamente 400 mg/L,
aproximadamente 425 mg/L, aproximadamente 450 mg/L,
aproximadamente 475 mg/L, aproximadamente 500 mg/L,
aproximadamente 525 mg/L, aproximadamente 550 mg/L,
aproximadamente 575 mg/L, aproximadamente 600 mg/L,
aproximadamente 625 mg/L, aproximadamente 650 mg/L,

aproximadamente 675 mg/L, aproximadamente 700 mg/L,
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aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

aproximadamente

725

775

825

875

925

975

1050

1100

1150

1200

1250

1300

1350

1400

1450

1500

1550

1600

1650

1700

1750

1800

1850

1900

mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,
mg/L,

mg/L,
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aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

aproximadamente

750

800

850

900

950

1000

1075

1125

1175

1225

1275

1325

1375

1425

1475

1525

1575

1625

1675

1725

1775

1825

1875

1925
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aproximadamente 1950 mg/L, aproximadamente 1975 mg/ L,
aproximadamente 2000 mg/L (2g/L), 3g/L, 5g/L, 10g/L , 20g/L,
30g/L, 40g/L, 50g/L, 60g/L, 70g/L, 80g/L, 90g/L, 10 Og/L o un
intervalo unido por cualquiera de dos de los valore S
anteriores. En otras modalidades, un acido graso w-OH y/o
derivado de acido graso »-OH se produce en un titulo ademas

de 100g/L, mas de 200g/L, mas de 300g/L, o mas alto , tal como
500 g/L, 700 g/L, 1000 g/L, 1200 g/L, 1500 g/L, o 2 000 glL.
En una modalidad, el titulo de un acido graso w-OH vylo
derivado de &cido graso »-OH producido por una célula
hospedera recombinante de acuerdo con los métodos d e la
descripcion es de 5g/L a 200g/L, 10g/L a 150g/L, 20 g/L a

120g/L, 25¢g/L a 110g/L y 30g/L a 100g/L.

Como se usa en la presente, el término “rendimient o de
los acidos grasos ©w-OH y/o derivados de acidos grasos w-OH
producidos por una célula hospedera” se refiere a | a
eficiencia por el cual una fuete de carbono de entr ada se
convierte el producto ( es decir, acidos grasos w-OH vylo
derivados de acidos grasos ©»-OH) en una célula hospedera. Las
células hospederas modificadas para producir acidos grasos  o-
OH y/o derivados de acidos grasos »-OH de acuerdo con los
meétodos de la descripcion tiene un rendimiento de a | menos
3%, al menos 4%, al menos 5%, al menos 6%, al menos 7%, al

menos 8%, al menos 9%, al menos 10%, al menos 11%, al menos
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12%, al menos 13%, al menos 14%, al menos 15%, al m enos 16%,
al menos 17%, al menos 18%, al menos 19%, al menos 20 %, al
menos 21%, al menos 22%, al menos 23%, al menos 24% , al menos
25%, al menos 26%, al menos 27%, al menos 28%, al m enos 29%,
o al menos 30% o un intervalo unido por cualquiera de dos de
los valores anteriores. En otras modalidades, un ac ido graso
»-OH y/o o derivado de acido graso w-OH se produce en un
rendimiento de mas de 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o

mas. Alternativamente, o ademas, el rendimiento es

aproximadamente 30% o0 menos, aproximadamente 27% o menos,
aproximadamente 25% o menos, 0 aproximadamente 22% 0 menos.
De esta manera, el rendimiento se puede unir por cu alquiera
de dos de los puntos finales anteriores. Por ejempl o, el
rendimiento de un &cido graso w-OH y/o derivado de &cido

graso «»-OH producido por la célula hospedera recombinante de
acuerdo con los métodos de la descripcion puede ser de 5% a
15%, 10% a 25%, 10% a 22%, 15% a 27%, 18% a 22%, 20 % a 28%,
20% a 30%, 25% a 40%, o mayor. Un ejemplo de un ren dimiento
preferido de un acido graso »w-OH y/o derivado de acido graso

w-OH producido por la célula hospedera recombinante de
acuerdo con los métodos de la descripciéon es de 10% a 30%.
Otro ejemplo de un rendimiento preferido de un acid ograso -
OH y/o derivado de acido graso w-OH producido por la célula

hospedera recombinante de acuerdo con los métodos d e la
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descripcion es de 10% a 40%. Otro ejemplo de un ren dimiento

preferido de n &cido graso w-OH y/o derivado de acido graso

»-OH producido por la célula hospedera recombinante de

acuerdo con los métodos de la descripcion es de 10% a 50%.
Como se usa en la presente, el término “productivi dad”

se refiere a la cantidad de acidos grasos »-OH y/o derivados

de acidos grasos w-OH producidos por volumen unitario de

cultivo de células hospederas por tiempo unitario. En

cualquier aspecto de las composiciones y métodos de scritos en

la presente, la productividad de un acido graso w-OH y/o

derivado de &cido graso »-OH producido por una célula

hospedera recombinante es al menos 100 mg/L/hora, a | menos

200 mg/L/hora o, al menos 300 mg/L/hora, al menos 400

mg/L/hora, al menos 500 mg/L/hora, al menos 600 mg/ L/hora, al
menos 700 mg/L/hora, al menos 800 mg/L/hora, al men os 900
mg/L/hora, al menos 1000 mg/L/hora, al menos 1100 m g/L/hora,
al menos 1200 mg/L/hora, al menos 1300 mg/L/hora, a | menos
1400 mg/L/hora, al menos 1500 mg/L/hora, al menos 1 600
mg/L/hora, al menos 1700 mg/L/hora, al menos 1800 m g/L/hora,
al menos 1900 mg/L/hora, al menos 2000 mg/L/hora, a | menos
2100 mg/L/hora, al menos 2200 mg/L/hora, al menos 2 300

mg/L/hora, al menos 2400 mg/L/hora, o al menos 2500
mg/L/hora. Ademas, la productividad puede ser 2500 mg/L/hora

0 menos, 2000 mg/L/OD  gp0 0 menos, 1500 mg/L/OD 600 O menos, 120
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mg/L/hora, o menos, 1000 mg/L/hora o0 menos, 800 mg/ L/hora, o

menos, o 600 mg/L/hora o menos. De esta manera, la

productividad se puede unir por cualquiera de dos d e los
puntos finales anteriores. Por ejemplo, la producti vidad
puede ser 3 a 30 mg/L/hora, 6 a 20 mg/L/hora, o 15 a 30
mg/L/hora. La productividad preferida de un acido g raso «»-OH
y/lo derivado de &cido graso w-OH producido por una célula
hospedera recombinante de acuerdo con los métodos d e la
descripcion se selecciona de 500 mg/L/hora a 2500 m g/L/hora,

0 de 700 mg/L/hora a 2000 mg/L/hora.

Los términos “especie grasa total (FAS)” y “produc to de
acido graso total” se puede usar intercambiablement e en la
presente con referencia a la cantidad total de acid 0S grasos
»-OH y acidos grasos presentes en una muestra como e S
evaluado por GC-FID como se describe en la Publicac ion de

Solicitud de Patente Internacional WO 2008/119082.

Como se usa en la presente, el término “tasa de
utilizacibn de glucosa” significa la cantidad de gl ucosa
usada por el cultivo por tiempo unitario, reportado como
gramos/litro/hora (g/L/hr).

El término “fuente de carbono de una materia prima
renovable” cuando se usa sola o en referencia a la fuente de
alimentacion incluye cualquier material biolégico ( incluyendo

materias primas renovables y/o biomasa y/o producto S
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residuales) de los cuales se deriva el carbono exce pto
oleoquimicos ( es decir, aceites refinados de plantas y
animales tales como acidos graso, ésteres de acido graso,
TAGsSs, hidroxi-acidos grasos, y similares) y petroqu imicos ( es
decir, qguimicos derivados de petréleo tales como alcanos,

alquenos, y similares). De esta manera, el término “fuente de
carbono de una materia primar renovable”, como se u sa en la
presente, excluye carbono derivado de oleoquimicos y
petroquimicos. En algunas modalidades, la fuente de carbono
incluye azlcares o carbohidratos ( por ejemplo, monosacaridos,
disacaridos, o polisacaridos). En algunas modalidad es, la
fuente de carbono es glucosa y/o sacarosa. En otras

modalidades, la fuente de carbono se deriva de una materia
prima renovable tales como carbohidratos de maiz, c afa de
azucar, o biomasa lignocelulosica; o productos resi duales
tales como glicerol, gas de combustion, gas sintéti co; o la
reformacion de materiales organicos tales como biom asa o gas
natural;, o es dioxido de carbono que se fia
fotosintéticamente. En otras modalidades, una bioma sa se
procesa en una fuente de carbono, que es adecuada p ara
bioconversion. En aun otras modalidades, la biomasa no
requiere procesamiento adicional en una fuente de c arbono
pero se puede usar directamente como fuente de carb ono. Una

fuente ejemplar de tal biomasa es materia vegetal o
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vegetacion, tal como césped de pradera. Otra fuente de
carbono ejemplar incluye productos residuales metab olicos,
tal como materia animal ( por ejemplo, estiércol de vaca).
Fuentes ejemplares adicionales de carbono incluyen algas y
otras plantas marinas. Otra fuente de carbono (incl uyendo

biomasa) incluye productos residuales de industria,

agricultura, bosques y hogares, incluyendo, pero no limitado

a, residuo de fermentacion, biomasa de fermentacion ,
glicerol/glicerina, ensilaje, paja, madera cerrada, drenaje,
basura, residuos sélidos urbanos, residuos urbanos

celulésicos y restos de comida.

Como se usa en la presente, el término “aislado”, con
respecto a los productos tales como acidos grasos w-OH vy
derivados de los mismos se refiere a productos que se separan
de los componentes celulares, medios de cultivo cel ular, o
precursores quimicos o0 sintéticos. Los acidos graso S
derivados de los mismos ( por ejemplo, acido graso w-OH ylo
derivados de &cido graso »-OH) producidos por los métodos
descritos en la presente pueden ser relativamente i namisibles
en el caldo de fermentacion, asi como en el citopla sma. Por
lo tanto, los acidos grasos y derivados de los mism 0S pueden
recolectarse en una fase organica ya sea intracelul armente o

extracelularmente.

Como se usa en la presente, los términos “purifica r,
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“purificado” o “purificacion” proponen la remocion o]
aislamiento de una molécula de su medio ambiente me diante,

por ejemplo, aislamiento 0 separacion. Moléculas

“sustancialmente purificadas” son al menos aproxima damente
60% libres ( por ejemplo, al menos aproximadamente 70% libres,

al menos aproximadamente 75% libres, al menos aprox imadamente
85% libres, al menos aproximadamente 90% libres, al menos
aproximadamente 95% libres, al menos aproximadament e 97%
libres, al menos aproximadamente 99% libres) de otr oS
componentes con los cuales se asocien. Como se usa en la
presente, estos términos también se prefieren a la remocién
de contaminantes de una muestra. Por ejemplo, la re mocion de
los contaminantes puede dar por resultado un increm ento en el
porcentaje de derivados de &cidos grasos tales como acido
graso «-OH y/o derivados de acido graso »-OH en una muestra.

Por ejemplo, cuando un derivado de acido graso se p roduce en
una célula hospedera recombinante, el derivado de a cido graso
se puede purificar por la remocion de proteinas de células
hospederas u otros materiales de células hospederas . Después
de la purificacion, el porcentaje de derivado de ac ido graso
en la muestra se incrementa. Los términos “purifica r,
“purificado” y “purificacion” son términos relativo S que no
requieren pureza absoluta. De esta manera, por ejem plo,

cuando un derivado de acido graso se produce en las células
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hospederas recombinantes, un derivado de acido gras o]
purificado es un derivado de &cido graso que se sep ara
sustancialmente de otros componentes celulares ( por ejemplo,
acidos nucleicos, polipéptidos, lipidos, carbohidra tos, u

otros hidrocarburos).
Acido grado Omega-Hidroxilado y Produccion de Deriv ados de
Acidos Grasos

La descripcion proporciona la produccidon de acidos

grasos «-OH y derivados de acidos grasos »-OH en una célula
hospedera. La produccién de acido graso »-OH se puede mejorar
como resultado de la expresién de una variante de p olipéptido

de fusiobn hibrido CYP153A-reductasa. La variante de

polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasas pr oducen los
derivados de acidos grasos »-OH y composiciones en un titulo

alto. En la presente, la variante de polipéptido de fusion
hibrido CYP153A-reductasa se implica en una ruta bi osintética
para la produccion de derivados de acidos grasos w-OH; se
puede usar solo o0 en combinacidon con otras enzimas. Por
ejemplo, la variante de polipéptido de fusion hibri do
CYP153A-reductasa se puede usar en una ruta biosint ética
disefiada en donde una enzima tioesterasa ( es decir, expresada
naturalmente o heter6logamente) convierte una acil- ACP a un
acido graso. La variante de polipéptido de fusiéon h ibrido

CYP153A-reductasa puede entonces convertir el acido graso a
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un acido graso w-OH (ver Figura 1). Las enzimas adicionales

en la ruta pueden convertir acidos grasos »-OH en otros
derivados de &cidos grasos bifuncionales tales como o G-
diacidos.

De manera mas especifica, un polipéptido de fusion

hibrido CYP153A-reductasa es una secuencia de polip éptido que
tiene al menos 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 7 7%, 78%,
79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 8 9%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
identidad de secuencia a SEQ ID NO: 6 y sirve como una
secuencia de plantilla para introducir mutaciones a fin de
crear variantes con actividad enzimatica mejorada p ara la
produccion de acidos grasos w-OH vy derivados de &cidos
grasos. El polipéptido de fusion hibrido CYP153A-re ductasa es
autosuficiente y posee actividad enzimatica de w-hidroxilasa
que cataliza la reaccion de un acido graso a un aci do graso
»-OH. Un ejemplo de un polipéptido de fusion hibrido CYP153A-
reductasa es un polipéptido de fusion de tipo cypl5 3A-RedRhF
hibrido. En una modalidad, el término variante de p olipéptido

de fusion hibrido CYP153A-reductasa se refiere a un
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa mod ificado
que tiene al menos una mutacion en su secuencia de
aminoacidos que incluye, pero no limitado a, una mu tacion en

la posicion de aminoacidos 796, 141, 231, 27, 82, 1 78, 309,
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407, 415, 516 y 666 o una combinacion de los mismos . La
expresion de la variante de polipéptido de fusion h ibrido
CYP153A-reductasa en las células hospederas recombi nantes da
por resultado titulo mejorad, rendimiento y/o produ ctividad
de los acidos grasos »-OH y/o derivados de acidos grasos w-OH
0 composiciones de los mismos cuando se comparan co n la
expresion del polipéptido de fusién hibrido CYP153A -reductasa
en una célula hospedera correspondiente.

Un ejemplo de una variante de polipéptido de fusio n
hibrido CYP153A-reductasa es SEQ ID NO: 38, que tie ne una
mutacion in posicion 796, en donde una alanina se r eemplaza
con una valina. Esta variante de polipéptido de fus ion
hibrido CYP153A-reductasa tiene una secuencia de po lipéptidos
gue tiene al menos 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76 %, 77%,
78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 8 8%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
identidad de secuencia a SEQ ID NO: 38 y sirve adem as como
una secuencia de plantilla para crear mutaciones ad icionales
o0 variantes adicionales. Similarmente, esta variant e de
polipéptido de  fusibn  hibrido = CYP153A-reductasa es
autosuficiente y posee actividad enzimatica de w-hidroxilasa
que cataliza la reaccion de un acido graso a un aci do graso
»-OH. En una modalidad, el término variante de polip éptido de
fusiéon hibrido CYP153A-reductasa se refiere a un po lipéptido
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de fusion hibrido CYP153A-reductasa modificado que tiene al
menos una mutacion adicional en su secuencia de ami noacidos
que incluye, pero no se limita a, una mutacién en | a posicion
de aminoacidos 747, 12, 327, 14, 61, 28, 13, 771, 1 19, 10,
11, 28, 745, 9, 770, 413, 784, 749, 231, 233, 757y 703 o una
combinacion de los mismos. La expresion de la varia nte de
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa en las
células hospederas recombinantes da por resultado u n titulo
mejorado, rendimiento y/o productividad de acidos g rasos «»-OH
y/lo o derivados de acidos grasos »-OH cuando se compara con

la expresion del polipéptido de fusion hibrido CYP1 53A-

reductasa (SEQ ID No: 6) en wuna célula hospedera

correspondiente.

Cuando una célula se ha transformado con una varia nte de
polipéptido de fusidn hibrido CYP153A-reductasa es una célula
que expresa la variante de polipéptido de fusién hi brido
CYP153A-reductasa ( por ejemplo, una célula recombinante). En
una modalidad, el titulo y/o rendimiento de un é&cid ograso w-
OH producido por una célula que expresa la variante de
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa es al menos
dos veces a aquella de una célula correspondiente q ue expresa
el polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa. En un
hospedero tal como Escherichia coli, los acidos grasos se w-

OH se pueden convertir a derivados de acidos grasos bi-
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funcionales por las enzimas natural o heter6logamen te
expresadas. En otra modalidad, el titulo y/o rendim iento de
un acido graso »-OH o derivado del mismo producido por una

célula que expresa la variante de polipéptido de fu sion
hibrido CYP153A-reductasa es al menos aproximadamen te 1 vez,

al menos aproximadamente 2 veces, al menos aproxima damente 3

veces, al menos aproximadamente 4 veces, al menos
aproximadamente 5 veces, al menos aproximadamente 6 veces, al
menos aproximadamente 7 veces, al menos aproximadam ente 8
veces, al menos aproximadamente 9 veces, o0 al menos
aproximadamente 10 veces mayor que aquella de una c élula
correspondiente que expresa el polipéptido de fusio n hibrido
CYP153A-reductasa. En una modalidad, el titulo y/o

rendimiento de un &cido graso w-OH o derivado del mismo

producido por una célula que expresa la variante de

polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa es al menos
aproximadamente 1 por ciento, al menos aproximadame nte 2 por
ciento, al menos aproximadamente 3 por ciento, al m enos
aproximadamente 4 por ciento, al menos aproximadame nte 5 por
ciento, al menos aproximadamente 6 por ciento, al m enos
aproximadamente 7 por ciento, al menos aproximadame nte 8 por
ciento, al menos aproximadamente 9 por ciento, o al menos
aproximadamente 10 por ciento mayor que aquella de una célula

correspondiente que expresa el polipéptido de fusio n hibrido
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CYP153A-reductasa. En otra modalidad, el titulo vy/o

rendimiento de un &cido graso ©-OH o derivado del mismo
producido en una célula recombinante debido a la ex presion de
una variante de polipéptido de fusién hibrido CYP15 3A-
reductasa es al menos aproximadamente 20 por ciento a al
menos aproximadamente 80 por ciento mayor que aquel la de una
célula correspondiente que expresa el polipéptido d e fusion
hibrido CYP153A-reductasa. En algunas modalidades, el titulo
y/o rendimiento de un acido graso w-OH producido por una
célula es al menos aproximadamente 20 por ciento, a | menos
aproximadamente 25 por ciento, al menos aproximadam ente 30
por ciento, al menos aproximadamente 35 por ciento, al menos
aproximadamente 40 por ciento, al menos aproximadam ente 45
por ciento, al menos aproximadamente 50 por ciento, al menos
aproximadamente 55 por ciento, al menos aproximadam ente 60
por ciento, al menos aproximadamente 65 por ciento, al menos
aproximadamente 70 por ciento, al menos aproximadam ente 75
por ciento, al menos aproximadamente 80 por ciento, al menos
aproximadamente 85 por ciento, al menos aproximadam ente 90
por ciento, al menos aproximadamente 95 por ciento, al menos
aproximadamente 97 por ciento, al menos aproximadam ente 98
por ciento, o al menos aproximadamente 100 por cien to mayor
que aquel de la célula correspondiente que expresa el

polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa.
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De esta manera, la descripcion proporciona células

hospederas recombinantes, que se han modificado par a expresar
una variante de polipéptido de fusién hibrido CYP15 3A-
reductasa para producir acidos grasos »-OH o derivados de los
mismos. La biosintesis de los acidos grasos »-OH se mejora
con respecto a las células hospederas que expresan el
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa, es decir
células hospederas que expresan el polipéptido de f usion
hibrido CYP153A-reductasa basado en SEQ ID NO: 6 ( es decir,

el polipéptido de plantilla) y otros polipéptidos c on la
misma funcion enzimatica. Una variedad de diferente S células
hospederas se pueden modificar para expresar una va riante de
polipéptido de fusién hibrido CYP153A-reductasa tal como
aquellos descritos en la presente, dando por result ado
células hospederas recombinantes adecuadas para la produccion
mejorada de un acido graso »w-OH y derivados de acidos grasos

»-OH o composiciones de los mismos. Ejemplos de acid 0S grasos
»-OH gue se producen son acidos graos C 6:C 7,C g C g, C 10, C 11,

Ci2, C 13,C 14, C 15, C 16, C 17, C 18, C 19, C 20 Cg1, C 91, C 101, C 1111,

Ci21,C 131,C 141,C 151, C 161, C 171, C 181, C 101 Yy/0 C 201 . Enuna

modalidad, tales &cidos grasos »-OH son &cidos grasos w-OH
Cs.0 , acidos grasos w-OH C 100, acidos grasos ©w-OH C 120, acidos
grasos »-OH C 140, &cidos grasos w-OH C 160, acidos grasos w-OH

Cis:0 , acidos grasos w-OH C 00 , acidos grasos w-OH Cg.1 , acidos
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grasos »-OH C .1, &cidos grasos w-OH C 121, acidos grasos w-OH
Cus:1 , &cidos grasos ©w-OH C 161 , acidos grasos w-OH C 3.1 , acidos

grasos »-OH C01, y similares. Se entiende que una variedad

de células pueden proporcionar fuentes de material genético,
incluyendo secuencias de polinucledtidos que codifi can
polipéptidos adecuados para el uso en célula hosped era

recombinante como se describe en la presente.

Modificacion de la Ruta y Actividades Enziméticas

La sintesis de acido graso es uno de los sistemas mas
conservados de la maquinaria biosintética bacterian a. El
complejo de multiples enzimas acido graso sintasa ( FAS) esta
presente en todas las bacterias y eucariotas. La ma yoria de
los genes relacionados con FAS son indispensables p ara el
crecimiento y supervivencia celular. La FAS eucario ta y

bacteriana conduce esencialmente al mismo tipo de
transformacion bioquimica. En los eucariotas, la FA S es
referida como FAS | y la mayoria de sus dominios ca taliticos

son codificados por una cadena de polipéptido (no

disociable). En los procariotas tales como bacteria s, la FAS
es referida como FASII y sus enzimas individuales y proteinas
portadoras se codifican por genes separados que cod ifican
para proteinas discretas (disociables). Como tal, | a FASII es

un sistema complejo con variaciones  significativas

peculiaridades distintas.
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La proteina portadora de acilo (ACP) junto con las
enzimas en una ruta FAS controla el grado de longit
saturacion y ramificacién de los acidos grasos prod
un organismo nativo. Los pasos en esta ruta se cata
las enzimas de la biosintesis de acido graso (FAB)
familias de genes de acetil-CoA carboxilasa (ACC).
ejemplo, las enzimas que se pueden incluir en una r
incluyen AccABCD, FabD, FabH, FabG, FabA, FabZ, Fab
FabL, FabM, FabB, y FabF. Dependiendo del producto
uno o0 mas de estos genes se puede atenuar o sobreex
Como tal, los procariotas se han modificado para in
la produccion de derivados de acido graso de la mat
renovable tal como glucosa u otras fuentes de carbo
presente el objetivo principal es incrementar la ac
las enzimas de control claves que regulan la produc
derivados de &acido graso a fin de convertir la cepa
bacteriana en una fabrica microbiana para la produc
derivados de &acido graso, incluyendo ésteres metili
acido graso (FAMES), ésteres etilicos de acido gras
y alcoholes grasos (FALC) (ver, por ejemplo,
E.U.A. No. 8,283,143, incorporada a manera de refer
la presente).

La presente descripcion identifica polinucleotidos

fusiéon hibridos CYP153A-reductasa que codifican pol

ud de
ucidos en
lizan por
y las
Por
uta FAS
I, FabkK,
deseado
presar.
crementar
eria prima
no. En la
tividad de

cion de

cion de
cos de
o (FAEES),
Patente de

encia en

de

ipéptidos
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de la funcion enzimatica a fin de modificar las rut as
enzimaticas para la produccion de compuestos deseab les tales
como acidos grasos w-OH y derivados de acidos grasos w-OH.
Estos polipéptidos, que se identifican en la presen te por los
Numeros de Acceso de Enzimas (Numeros EC), son dtil es para
modificar las rutas de &cido graso que conducen a | a
produccion de &cidos grasos y otras moléculas bifun cionales
tales como derivados de acidos graos »-OH y otras moléculas
bifuncionales tales como derivados de acidos grasao s «-OH
similares a o, w-diacidos (ver Figura 1).

En una modalidad, las rutas se representan en la F igura
1 que usan una fuente de carbono derivada de una ma teria
prima renovable tal como glucosa para producir deri vados de
acidos grasos »-OH. Un carbohidrato ( por ejemplo, glucosa) se
convierte a un acil-tioéster tal como una acil-ACP por el

organismo nativo (ver paso 1 en la Figura 1). Los

polinucledtidos que codifican para polipéptidos con actividad
enzimatica de degradacion de acidos grasos se puede atenuar
opcionalmente dependiendo del producto deseado (ver Ejemplos,

infra ). Ejemplos no limitantes de tales polipéptidos son

acil-CoA sintetasa (FadD) y acil-CoA deshidrogenasa (FadE).
La Tabla 1 proporciona una listas comprensiva de la actividad
enzimatica ( infra ) dentro de la ruta metabdlica, incluyendo

varias enzimas de degradacion de acidos grasos que se pueden
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atenuar opcionalmente de acuerdo con los métodos co nocidos en
la técnica (ver, por ejemplo, Patente de E.U.A. No.

8,283,143, supra ).

Por ejemplo, la FadR (ver Tabla 1, infra ) es un factor
regulador clave implicado en la degradacion de acid 0S grasos
y las rutas biosintéticas de &cidos grasos (Cronan y
colaboradores, Mol. Microbiol., 29(4): 937-943 (1998)). La
enzima de E. coli FadD (ver Tabla 1, infra ) y la proteina de
transporte de acidos grasos FadL son componentes de | sistema
de captacion de acidos grasos. La FadL media el tra nsporte de
acidos grasos en la célula bacteriana, y la FadD me dia la
formacion de ésteres de acil-CoA. Cuando no hay otr a fuente
de carbono disponible, los acidos grasos exdgenos s on
captados por las bacterias y se convierten a éstere s de acil-
CoA, que pueden ligarse al factor de transcripcion FadR y
reducen la expresion de los genes fad que codifican proteinas
responsables para el transporte de &acidos grasos (F adL),
activaciéon (FadD), y g-oxidacion (FadA, FadB, y FadE). Cuando
las fuentes alternativas de carbono estan disponibl es, las
bacterias sintetizan acidos grasos como las acil-AC Ps, que se
usan para la sintesis de fosfolipidos, pero no son substratos

para la g-oxidacion. De esta manera, acil-CoA y acil-ACP son
ambas fuentes independientes de acidos grasos que p ueden dar

por resultado diferentes productos finales (Cavigli a vy
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Tabla 1: Actividades Enzimaticas

, 279(12): 1163-1169 (2004)).

Designacion Organismo  de Nombre de Ila . ]
. . #deAcceso  Numero EC Usp Ejemplar
del Gen origen enzima
Incremento de la Produccién del Acido Graso
Acetil-CoA
_ carboxilasa, incremento de la
E. coli, AAC73296,
accA . subunidad A 6.4.1.2 produccion de
Lactococci ] NP_414727 )
(carboxil- Malonil-CoA
transferasa alfa)
Acetil-CoA
carboxilasa, .
_ incremento de la
E. coli, subunidad B )
accB ) . NP_417721 6.4.1.2 produccion de
Lactococci (BCCP:  proteina .
Malonil-CoA
portadora de
biotincarboxilo)
Acetil-CoA
_ carboxilasa, incremento de la
E. coli, 6.4.1.2,
accC . subunidad C NP_417722 produccion de
Lactococci 6.34.14
(biotin Malonil-CoA
carboxilasa)
Acetil-CoA
£ i carboxilasa, incremento de la
. coli,
accD . subunidad D NP_416819 6.4.1.2 produccion de
Lactococci
(carboxiltrans- Malonil-CoA
ferasa beta)
incremento de la
_ 2.3.1.86,
fadD E. coli W3110 acil-CoAsintasa ~ AP_(02424 6213 produccion de
o 4cido graso
[B-hidroxidecanoil .
] incremento de la
tioester
fabA E. coli K12 I NP_415474 4.2.1.60 produccion de
deshidratasa/ .
acil-ACP/CoA graso
isomerasa
3-oxoacyl- )
) incremento de la
. [proteina y
fabB E. coli BAA16180 23141 produccion de
portadora de .
o acil-ACP/CoA graso
acilo] sintasa |
[proteina
portadora de incremento de la
fabD E. coli K12 acilo] S- AAC74176 23139 produccion de
maloniltransferas acil-ACP/CoA graso

a
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3-oxoacyl- incremento de la
E. coli [proteina produccion de
fabF AAC74179 |2.3.1.179
K12 portadora de acil-ACP/CoA
acilo] sintasa Il graso
3-oxoacyl- incremento de la
E. coli [proteina produccién de
fabG AAC74177 [1.1.1.100 .
K12 portadora de acil-ACP/CoA
acilo] reductasa graso
3-oxoacyl- )
; incremento de la
. [proteina »
E. coli produccién de
fabH portadora de AAC74175 |2.3.1.180 .
K12 . . acil-ACP/CoA
acilo] sintasa
graso
1]
. i incremento de la
. enoil-[proteina »
E. coli produccién de
fabl portadora de NP_415804 |1.3.1.9 )
K12 . acil-ACP/CoA
acilo] reductasa
graso
modular la
E. coli Represor . produccion de
fabR o NP_418398 |ninguno .
K12 Transcripcional acido graso
insaturado
. i incremento de la
. enoil-[proteina )
Vibrio YP_001217 produccion de
fabV portadora de 1.3.1.9 .
cholerae . 283 acil-ACP/CoA
acilo] reductasa
graso
(3R)-proteina )
incremento de la
. portadora de »
E. coli ] o produccién de
fabz hidroximiristol NP_414722 |4.2.1.- .
K12 . acil-ACP/CoA
acilo
graso
deshidratasa
) reducir la
E. coli acil-CoA 1.3.99.3,
fadE ] AAC73325 degradacion de
K13 deshidrogenasa 1.3.99.- .
acido graso
) reducir la
E. coli acil-CoA »
fadD ) NP_416319 |6.2.1.3 degradacion de
K12 sintetasa L.
acido graso
) reducir la
E. coli 3-ketoacil-CoA »
fadA ) YP_02627 [2.3.1.16 degradacion de
K12 tiolasa L
acido graso
enoil-CoA reducir la
£ i hidratasa, = 3-OH 4.2.1.17, degradacion de
. coli
fadB K12 acil-CoA NP_418288 | 5.1.2.3, acido graso
epimerasa/ 1.1.1.35
deshidrogenasa
fadR E. coli proteina P_415705 ninguno Blogpear o)
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reguladora revertir la
transcripcional degradacion de
acido graso
Control de Longitud de Cadena
tioesterasa - la
tesA (con o ) )
) ) . secuencia lider 3.1.2.-, Longitud de
sin secuencia E. coli POADAL
es los 3.1.15 cadena C18
lider) o
aminoécidos 1-26
tesA (sin )
. . . AAC73596, | 3.1.2.-, Longitud de
secuencia E. coli tioesterasa
. NP_415027 | 3.1.1.5 Cadena C18:1
lider)
tesA
(mutante de
E. coli
tioesterasa | . ) 3.1.2.-, Longitud de
E. coli tioesterasa L109P
formado en 3.1.15 Cadena <C18
complejo con
acido
octandico)
Umbellular
ia ) Longitud de
fatB1 . . tioesterasa Q41635 3.1.p.14
californic Cadena C12:0
a
Longitud de
Cuphea
fatB2 . tioesterasa AAC49269 3.1.2.14 Cadena C8:0 -
hookeriana
C10:0
Longitud de
Cuphea
fatB3 . tioesterasa AAC72881 3.1.2.14 Cadena C14.0 -
hookeriana
C16:0
Cinnamomun ] Longitud de
fatB tioesterasa Q39473 3.1p.14
camphora Cadena C14:0
Arab idopsi . Longitud de
fatB . tioesterasa CAA85388 3.12.14
s thaliana Cadena C16:1
Umbellular
ia . Longitud de
fatB1 . i tioesterasa Q41635 3.1.p.14
californic Cadena C12:0
a
Helianthus Longitud de
fatAl tioesterasa AAL79361 3.1.2.14
annuus Cadena C18:1
Arabidopsi NP_189147 ]
. Longitud de
fatA S tioesterasa , 3.1.2.14
) Cadena C18:1
thaliana NP_193041
Brassica ] Longitud de
fatA . tioesterasa CAC39106 3.1{2.14
juncea Cadena C18:1
Cuphea ) Longitud de
fatA . tioesterasa AAC72883 3.12.14
hookeriana Cadena C18:1
tes Photbacter tioesterasa YP[ 130990 3.1.2.14 Longityd de
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ium Cadena
profundum
. ) Longitud de
tesB E. coli tioesterasa NP_414986 3.1.2.14
Cadena
. . Longitud de
fadM E. coli tioesterasa NP_414977 3.1.p.14
Cadena
) . ) Longitud de
YCIA E. coli tioesterasa NP 415769 3.1.2.14
Cadena
. ) Longitud de
ybgC E. coli tioesterasa NP 415264 3.1.2.14
Cadena
Control del Nivel de Saturacién
incrementar
. AAN79592, . o
Sfa E. coli Supresor de fabA ninguno acidos grasos
AAC44390 .
monoinsaturados
B-hidroxidecanoil . .
. producir  &cidos
E. coli tioester
fabA NP_415474 |4.2.1.60 grasos
K12 deshidratasa/ .
insaturados
isomerasa
incremento de
supresores de la 3 .
. ) ABD18647. ) ésteres de acido
GnsA E. coli mutacién nula ninguno
1 graso
secG )
insaturados
incremento de
supresores de la i .
. » AAC74076. . ésteres de acido
GnsB E. coli mutacion nula ninguno
1 graso
secG )
insaturados
3-oxoacil- modular la
. [proteina produccion de
fabB E. coli BAA16180 |2.3.1.41 .
portadora de acido graso
acilo] sintasa | insaturado
modular la
Bacillus acil  desaturasa produccién de
des . 034653 1.14.19 .
subtilis grasa D5 acido graso
insaturado
Produccién de éster
alcohol de cadena
Arabidopsi larga o] produccion de
AT3G51970 . . NP_190765 |2.3.1.26 i
s thaliana aciltransferasa éster
grasa
producir  &cidos
Pichia acido graso grasos de
ELO1 BAD98251 |2.3.1.- .
angusta enlogasa longitud de
cadena muy larga
Saccharomy 5
. produccion de
plsC ces aciltransferasa AAALG514  2.3.151 cet
éster
cerevisiae
DAGAT/DGAT Arabidopsi diacilglicerol AAF1P262  2.3.1.20 produccién de
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s thaliana aciltransferasa éster
acil-CoA wax »
Homo produccion de
hws ) alcohol AAX48018 |2.3.1.20 |
sapiens ] éster
aciltransferasa
éster de cera
. bifuncional
Acinetobac
sintasa/acil- produccién de
aftl ter sp. o AAO17391 |2.3.1.20 |
CoA:diacilgli- éster
ADP1
cerol
aciltransferasa
Marinobact
er y .
produccion de produccion de
ES9 hydrocarbo j ABO21021 |2.3.1.20 j
. éster éster
noclasticu
s
Simmondsia produccién de produccién de
mws . . J AAD38041 |2.3.1.- J
chinensis éster éster
Rendimiento  de alcohol graso
incremento de la
. produccion de
tioesterasas (ver .
) acido
lo anterior)
graso/alcohol
graso
FAR (acil-CoA . .
convertir  acil-
) reductasa
BmFAR Bombyxmori BAC79425 1.1.1.- CoA a  alcohol
formadora de
graso
alcohol graso)
Acinetobac _ reducir acil-CoA
acil-CoA
acrl ter sp. YP_047869 [1.2.1.42 graso
reductasa
ADP1 aldehidos grasos
reducir
aldehidos grasos
. a alcoholes
E. coli alcohol
yghD . AP_003562 |1.1.-.- graos;
W3110 deshidrogenasa )
incrementar la
produccién de
alcohol graso
) reducir los
Acinetobac .
alcohol aldehidos grasos
alrA ter sp. . CAG70252 |1.1.-.-
deshidrogenasa a alcoholes
ADP1
grasos
FAR (acil-CoA . )
reducir acil-CoA
) reductasa
BmFAR Bombyxmori BAC79425 ([1.1.1.- grasa a alcohol
formadora de
graso
alcohol graso)
Geobacillu aldehido de YP_001125 reducir
GTNG_1865 1.2.1.3
sthermoden cadena larga 970 aldehidos grasos
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itrificans deshidrogenasa a alcoholes
NG80-2 graso
Synechococ . reducir acil-
Acil-ACP
AAR cus YP_400611 |1.2.1.42 ACP/CoA grasa a
reductasa i
elongatus aldehidos grasos
Mycobacter proteina acido 6213 reducir acidos
carB ium carboxilico YP_889972 e grasos a
. 1.2.1.42 i
smegmatis reductasa aldehidos grasos
. ) activa los
E. coli acil-CoA
FadD ) NP_416319 |6.2.1.3 acidos grasos a
K12 sintetasa .
acil-CoAs grasas
Erwiniacar acetil-CoA produccion de
atoB YP_049388 (2.3.1.9
otovora acetyltransferase butanol
o Beta-
Butirivibr ) o )
o hidroxibutiril- produccion de
hbd iofibrisol BAD51424 |1.1.1.157
CoA butanol
vens .
deshidrogenasa
Clostridiu B
crotonasebuitiril- »
m produccion de
CPE0095 ) CoA BAB79801 |4.2.1.55
perfringen o butanol
dehidriogenasa
s
Clostridiu
m butiril-CoA produccion de
bed o o AAM14583 | 1.3.99.2
beijerinck dehidriogenasa butanol
ii
Clostridiu aldehido
m deshidrogenasa de produccion de
ALDH . o AAT66436 [1.2.1.3
beijerinck acilacion de la butanol
ii coenzima A-
E. coli aldehido-alcohol 11.1.1 produccion de
AdhE . AAN80172
CFTO073 deshidrogenasa 1.2.1.10 butanol
Rendimiento de Ester de Acetilo de Alcohol Graso
tioesterasas (see modifica el
above) rendimiento
Acinetobac
acil-CoA modifica el
acrl ter sp. YP_047869 [1.2.1.42 o
reductasa rendimiento
ADP1
E. Coli alcohol modifica el
yghD ) AP_003562 |1.1.-.- o
K12 deshidrogenasa rendimiento
Fragar ia x alcohol O- modifica el
AAT AAG13130 |2.3.1.84
ananassa acetiltransferasa rendimiento
Rendimiento de Olefina Terminal
Jeotgalico acido graso acidos grasos de
OleT . HQ709266 |1.11.2.4 .
ccus sp. decarboxilasa descarboxilato
Exportacion del Producto
Ara bidopsi Asociada a . modificar la
AtMRP5 . . . NP_171908 |ninguno .
s thaliana resistencia de cantidad de
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multiples exportacion  del
farmacos de producto
Arabisopsis
thaliana
modificar la
. Rhodococcu Transportados de . cantidad de
AmiS2 . JC5491 ninguno »
S sp. ABC AmiS2 exportacion  del
producto
. . modificar la
. . Glicoproteina 1 P .
Arabidopsi . . . cantidad de
AtPGP1 . de Arabidopsis NP_181228 |ninguno y
s thaliana . exportacion  del
taliana 1
producto
Candidatus Proteina acrA de B
modificar la
Protochlam transporte de )
. . . cantidad de
AcrA ydiaamoebo eflujo de CAF23274 | ninguno y
. o exportacion  del
phila multiples
3 . producto
UWE25 farmacos putativa
Candidatus ; B
proteina de modificar la
Protochlam . .
. transporte  flujo ) cantidad de
AcrB ydiaamoebo . CAF23275 |ninguno »
hil de multiples exportacion  del
ila
P farmacos probable producto
UWE25
. Proteina de "
Francisell . modificar la
. membrana exterior .
atularensi o . cantidad de
TolC [biogénesis, de ABD59001 ninguno »
s subsp. exportacion  del
. envoltura
novicida producto
celular,
efectos de la
proteina
transmembrana modificar la
Shigellaso formacién del . cantidad de
AcrE ] YP_312213 |ninguno y
nnei Ss046 septo y exportacion  del
permeabilidad de producto
la membrana
celular
modificar la
Proteina F de )
. . . . cantidad de
AcrF E. coli resistencia a P24181 ninguno y
o exportacion  del
acriflavina
producto
Thermo syne transportador de modificar la
chococcus eflujo de NP_682409 ) cantidad de
tl1619 o ninguno »
elongatus multiples 1 exportacion  del
[BP-1] farmacos producto
Thermosyne transportador de modificar la
chococcus eflujo de NP_680930 . cantidad de
110139 " ninguno y
elongatus multiples 1 exportacion  del
[BP-1] farmacos producto
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Fermentacion

genes de
punto de incremento de la
verificacion eficiencia de
de rendimiento
replicacion
. . incremento de la
Shigellaso Subunidad de ADN L
umuD ] . YP_310132 [3.4.21.- eficiencia de
nnei Ss046 polimerasa V

rendimiento

. incremento de la
. Subunidad de ADN L
umuC E. coli . ABC42261 |2.7.7.7 eficiencia de
polimerasa V

rendimiento
NADH:NADPH
. ) incremento de la
Shigellafl transhidrogenasa P07001, L
pntA, pntB . ) 1.6.1.2 eficiencia de
exneri (subunidades alfa POAB70 o
rendimiento
y beta)
Otros
Streptococ . Contribuye a la
trans-2-enoil-ACP
fabK cus AAF98273 1.3.1.9 biosintesis de
. reductasa Il .
pneumoniae acidos grasos
Bacillus enoil-(proteina Contribuye a la
fabL lichenifor portadora de AAU39821 |1.3.1.9 biosintesis de
mis DSM 13 acilo) reductasa acidos grasos
trans-2,  cis-3- Contribuye a la
Streptococ
fabM decenoil-ACP DAA05501 4.2.1.17 biosintesis de
cus mutans ) ]
isomerasa acidos grasos
La Figura 1 muestra una ruta ejemplar donde un tio éster
de acilo tal como una acil-ACP se puede convertir a acido

graso C 12 0 Cis1 (FFA) como un intermediario precursor. En el

paso 1 de la Figura 1, una tioesterasa se emplea pa ra
convertir una acil-ACP a un FFA. En ciertas modalid ades, I en
que codifica una tioesterasa es tesA, ‘tesA , tesB, fatB1

fatB2 , fatB3 , fatAl ,o0 fatA (ver también Tabla 1 que muestra
polipéptidos que tienen la actividad enzimatica de una
tioesterasa que se puede usar para catalizar este p aso,

supra ). En el paso 2, un polipéptido de fusion hibrido
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CYP153A-reductasa o variante del mismo se usa para generar
acidos grasos w-OH ( «-OH FFAs) de acidos grasos. Otras
moléculas bifuncionales se pueden producir cadena a bajo en la
ruta, por ejemplo a, w-diacidos u otros derivados de &cidos

grasos «-OH, dependiendo de las funcionalidades enzimaticas
que estan presentes en la ruta.
Polipéptido de Fusion Hibridos CYP153A-reductasa

La w-Hidroxilasas (o w-oxigenasas) incluyen ciertas
oxigenasas de di-hierro sin heme ( por ejemplo, alkB de
Pseudomonas putida  GPol) y ciertas oxigenasas P450 tipo heme
( por ejemplo, w-hidroxilasas tal como cypl53A de Marinobacter

aquaeolei ). Las P450s son enzimas ubicuamente distribuidas,

gue poseen alta complejidad y expresan un amplio ca mpo de
actividad. Son proteinas codificadas por una superf amilia de
genes que convierten una amplia variedad de substra tos y
catalizan una variedad de reacciones quimicas. La C yp153A es
una sub-familia P450s de citocromo bacterianas solu bles que
hidroxilan cadenas de hidrocarburo con alta selecti vidad para
la  w-posiciobn (van Beilen y colaboradores (2006) Appl.
Environ. Microbiol. 72:59-65). Los miembros de la familia

cypl53A se han mostrado in  vitro para hidroxilar
selectivamente la w-posicion de alcanos, de los alcanos,

acidos grasos o alcoholes grasos, por ejemplo cypl5 3A6 de

Mycobacterium  sp. HXN-1500 (Funhoff y colaboradores (2006) J.
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y cypl53A de

(2011)

188:5220-5227), cypl53A16 de

Org. Biomol. Chem.

Marinobacter aquaeoli

Polaromonas

(Honda-Malca

89

sp. JS666 (Scheps

y colaboradores

Mycobacteriummarinum
y colaboradores

9:6727-6733) asi como cypl53A de

Chem. Commun. 48:5115-5117). Las siguientes Tablas 2A y 2B

muestran ejemplos de enzimas y socios redox que tie

actividad enzimética de

producir acidos grasos

OH.

Tabla 2A: Ejemplos de

w-hidroxilasa que se pueden usar para

»-OH y derivados de acidos grasos

la Actividad Enzimética de

Hidroxilasa (P450) (EC 1.14.15.3)

(2012)

nen

Designacion Organismo  de ] Posicion de la
del gen origen No. de acceso Siptema Redox hidroxilacién
cypl153A Acinetobacter BAE78452 operén con ferredoxina w-hidroxilasa
(aciA) sp. OC4 y ferredoxina
reductasa
cypl53A16 Mycobacterium YP_001851443 operdn con ferredoxina w-hidroxilasa
marinum M y ferredoxina
reductasa
cyp153A6 Mycobacterium AJ833989 oper6n con ferredoxina w-hidroxilasa
sp. HXN-1500 y ferredoxina
reductasa
cyp153A Marinobacter YP_957888 operén con ferredoxina o -hidroxilasa
aquaeolei VT8 y ferredoxina
reductasa
alkB Pseudomonas CAB54050 requiere rubredoxina y w-hidroxilasa
putida GPol rubredoxina reductasa
alkB Pseudomonas CAB51045 requiere rubredoxina y w-hidroxilasa
fluorescens rubredoxina reductasa
CHAO
alkM Acinetobacter YP_046098 requiere rubredoxina y w-hidroxilasa
baylyi rubredoxina reductasa
alkB Gord onia sp. | ADT82701 requiere rubredoxina y w-hidroxilasa
SoGc rubredoxina reductasa
alkw1l Dietzia sp. HQ850582 fusién de rubredoxina w-hidroxilasa
DQ12-45-1b c-terminal, requiere
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Designacion Organismo  de ] Posicion de la
) No. de acceso Sistema Redox ) o
del gen origen hidroxilacién
rubredoxina reductasa
alkB Pseudomonas CAB54050 requiere rubredoxina y w-hidroxilasa
putida GPol rubredoxina reductasa
alkB Pseudomonas CAB51045 requiere rubredoxina y w-hidroxilasa
fluorescens rubredoxina reductasa
CHAO
Tabla 2B: Ejemplos de Socios Redox para la Activida d
Enzimatica de w-Hidroxilasa (P450) (EC 1.14.15.3)
Designacion /N ombre Organism o # de acceso
ferredoxina, ferredoxina Acinetobacter sp. OC4 BAE78451, BAE78453
reductasa
ferredoxina, ferredoxina Mycobacterium marinum M YP_001851444, YP_001851442
reductasa
ferredoxina, ferredoxina Marinobacter aqua  eoli VT8 YP_957887, YP_957889
reductasa
alkG, alkT Pseudomonas putida GPol CAB54052, CAB54063
rubA, rubB Acinetobacter baylyi ADP1 CAAB86925, CAA86926
Como con todas las P450s de citocromo, las ©-
hidroxilasas Cyp153A requieren electrones para su a ctividad
catalitica, que se proporcionan a través de las pro teinas
redox especificas tales como ferredoxina y ferredox ina
reductasa. Estas son proteinas discretas que intera ctuan con
cypl53A. Una cypl53A oxigenasa hibrida autosuficien te
(dimérica) ( es decir, una oxigenasa que no requiere
ferredoxina discreta y proteinas ferredoxina-reduct asa para
actividad) se ha creado previamente al fusionar cyp 153A de
Alcanivorax borkumensis SK2 (Kubota y colaboradores (2005)
Biosci.  Biotechnol.  Biochem 69:2421-2430; Fujita y
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colaboradores (2009) Biosci. Biotechnol. Biochem . 73:1825-
1830) con el dominio reductasa de P450RhF, que incl uye
mononucledtido de flavina (FMN) y sitios de ligacio n a NADPH
y un centro de ferredoxina [2FeS] (Hunter y colaboradores

(2005) FEBS Lett. 579:2215-2220). PA50RhF pertenece al PFOR
fusionado a P450 clase | (DeMot and Parret (2003) Trends

Microbiol. ~ 10: 502). Esta proteina de fusién cypl53A-RedRhF

hibrida se mostr6 en biotransformaciones in vitro para
hidroxilar el octano en la w-posicion 'y también para
hidroxilar otros compuestos tales como ciclohexano o]
butilbenceno. Otras Ccypl53A oxigenasas hibridas
autosuficientes (quiméricas) han sido creadas para fusionar
cypl53A de Marinobacter aquaeolei con los dominios reductasa

de P450RhF y P450-BM3(Scheps y colaboradores (2013) Microb.

Biotechnol.  6:694-707). Ejemplos de proteinas de fusién P450-

Reductasa naturales se muestran en las siguientes T ablas 2C vy
2D.
Tabla 2C: Ejemplos de Proteinas de Fusién w-l, -2, -3

Hidroxilasa (EC 1.14.14.1)

Designacion Organismo de No. de ) Posicion de la
del gen origen Acceso Sistema Redox hidroxilacién
P450-BM3 Bacillus AAA87602 proteina de fusion con hidroxilacion w-1,-
(cypl02A1) megaterium dominio reductasa 2,-3
yrhJ Bacillus NP_390594 proteina de fusion con hidroxilacion w-1,-
(cyp102A3) subtilis dominio reductasa 2,-3
yrhJ Bacillus AAU41718 proteina de fusion con hidroxilacion w-1,-
(cypl02A7) licheniformi dominio reductasa 2,-3

s
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Tabla 2D: Ejemplos de Proteinas de Fusion PFOR Fusi onada con

P450 Clase | Autosuficiente

Designacion /N ombre | Organism o # de acceso

PA50RhF Rhodococcus sp. NCIMB 9784 AAM67416

REQ_44300 Rhodococcus equi 103S YP_004009071

HMPREF0018_01193 Acinetobacter radioresistens SH164 ZP_06072406

BMAA1669 Burkholderia mallei ATCC 23344 YP_106239

Rmet_4932 Cupriavidus metallidurans CH34 YP_587063

H16_B1279 Ralstonia eutropha H16 YP_840799

Dadas su alta selectividad hacia la w-posicion de las

cadenas de hidrocarburo, las oxigenasas de la famil ia cypl53A
parece que son buenos ejemplos de candidatos adecua dos para
producir derivados de acidos grasos o, w-bifuncionales de una
fuente de carbono renovable. Esto permitiria el des arrollo de
procesos comercialmente factibles para producir est 0S
compuestos valiosos. Todavia, como con otras P450s de
citocromo, las proteinas de la familia cypl53A han sido
aplicadas hasta ahora en gran medida a experimentos in vitro
con enzimas purificadas o lisados celulares crudos 0 en las
biotransformaciones de células en reposo a las cual es los
derivados de acidos grasos o hidrocarburos se agreg an
exégenamente (Kubota y colaboradores , Fujita y colaboradores ,
Honda-Malca vy colaboradores , Scheps y colaboradores , supra ).
Sin embargo, los procedimientos in vitro gque emplean fusion
hibrida o biotransformaciones de células en reposo no son

conductores para la produccién a gran escala y econ Omica de
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derivados de &cidos grasos w-hidroxi. ElI conocimiento
ampliamente aceptado en la técnica es que muchas P4 50s de
citocromo asi como w-hidroxilasas tipo alkB no son faciles de

expresar funcionalmente en organismos recombinantes debido a
que las enzimas estan frecuentemente inactivas y su guimica
ha sido dificil de aclarar. De hecho, el Unico trab ajo in
vivo que usa una fuente de carbono renovable diferente a los
derivados de acidos grasos que hasta ahora se ha in tentado
emplearon alkB w-hidroxilasa y lograron solo un titulo bajo

de derivados de acidos grasos w-hidroxi en una fermentacién

de densidad celular alta (W02013/024114A2).

La presente descripcibn proporciona variantes de

proteina de fusién hibrida CYP153A-reductasa que so n capaces
de producir eficientemente derivados de acidos gras 0S -
hidroxi in vivo de una fuente de carbono renovable. De manera

mas especifica, un gen de Marinobacter aquaeoli gue codifica
para una proteina de fusion hibrida del dominio cat alitico
CYP153A (G307A) P450, donde una alanina (A) se sust ituye por
una glicina (G) en la posicién 307, se fusion6 con un gen que
codifica para la FMN- C-terminal y el dominio reduc tasa que
contiene Fe/S de P450RhF de Rhodococcus sp. NCIMB9784. EI
polipéptido resultante es un polipéptido de fusion hibrido
CYP153A-RedRhF (SEQ ID NO: 6) con una secuencia de acido

nucleico correspondiente (SEQ ID NO: 5). Cuando est a proteina
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de fusidn hibrida CYP153A-reductasa se expreso en | as ceélulas
de E. coli con una fuente de carbono simple tal como glucosa

los derivados de acidos grasos se convirtieron efic ientemente
a derivados de acido graso w-hidroxi (ver Ejemplo 1). Otros
ejemplos para w-hidroxilasas adecuadas (EC 1.14.15.3) y sus

socios redox que se pueden usar para generar polipé ptidos de
fusion hibrido hibridos CYP153A-reductasa similares se listan
en las Tablas 2A 'y 2B ( supra ).

Variantes de Polipéptido de Fusién hibrido CYP153A- reductasa

La presente descripcion identifica variantes de

polipéptido de fusién hibrido CYP153A-reductasa que dan por
resultado titulo alto, rendimiento y/o productivida d de
composiciones derivadas de 4&cidos grasos w-hidroxiladas
cuando se expresan en células hospederas. Ejemplos no
limitantes de la presente descripcion (ver Ejemplos 1-7,
infra ) el polipéptido de fusion CYP153A(G307A)-RedRhF hi brido

(supra) se us6 como una plantila para modificar

eficientemente las variantes de polipéptido de fusi on hibrido
CYP153A-reductasa para producir cantidades incremen tadas de
acidos grasos w-OH y derivados de acidos grasos w-OH. Por
ejemplo, tal variante de polipéptido de fusion hibr ido
CYP153A-reductasa puede convertir de manera eficien te
compuestos tales como acido dodecanoico a acido 12- hidroxi

dodecanoico  in vivo de una simple fuente de carbono tal como
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glucosa. Cualquier fuente de carbono simple por ejemplo,
derivada de una materia prima renovable es adecuada . Se
muestra que unas variantes de polipéptido de fusion hibrido
modificadas  CYP153A-reductasa modificadas  ( es decir,
ilustradas a través de una variante de polipéptido de fusion
hibrido CYP153A-RedRhF modificada) puede convertir de manera
eficiente é&cidos grasos in vivo a compuestos deseables
especificos incluyendo &acidos grasos »-OH que cuando se
coexpresan con una tioesterasa en una célula hosped era tal
como E. coli al usar una fuente de carbono tal como glucosa

de una materia prima renovable (ver Ejemplos, infra ). Al

seguir la presente descripcion, otras variantes de

polipéptido de fusidn hibrido se pueden modificar a [ ligar un

gen mutado tal como un gen que codifica para una pr oteina
CYP153A a un gen mutado que codifica para un domini o]
reductasa c-terminal (ver Tablas 2A a 2D, supra ). Las
variaciones en la presente, por ejemplo, que mutan ambos
genes (la P5450 y el dominio reductasa) o que mutan un gen

(la = P450 o0 dominio reductasa). Después de estas

instrucciones, las variantes de proteina de fusion similares
se pueden crear de otros tipos de w-hidroxilasas.

De esta manera, la presente descripcion se refiere a
variantes de polipéptido de fusion hibrido CYP153A- reductasa

que dan por resultado titulo alto, rendimiento y/o
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productividad de composiciones de derivados de acid
w-hidroxilados cuando se expresan en células hospede
variantes de polipéptido de fusién hibrido CYP153A-
tienen una o mas mutaciones en el dominio CYP153A o
reductasa o ambos. En una modalidad, la presente de
proporciona una variante de polipéptido de fusion h
CYP153A-reductasa que tiene al menos aproximadament
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de ide
secuencia a SEQ ID NO: 6 y que tiene una o0 mas muta
una posicién de aminoacidos que incluye la posicién
141, 178, 231, 309, 407, 415, 516, 666 y/o 796, en
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r
cataliza la conversion de cualquier acido graso a u
graso »-OH. De manera mas especifica,
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa tie
mas de las siguientes mutaciones, incluyendo R27L d
arginina (R) se sustituye con lisien (L); posicién
arginina (R) se sustituye con acido aspartico (D);
V141l donde valina se sustituye con isoleucina (I);
V141Q donde valina (V) se sustituye con glutamina (
posicion V141G donde valina (V) se sustituye con gl
posicion V141M donde valina (V) se sustituye con me

(M); posicion V141L donde valina (V) se sustituye ¢

(L); posicion V141T donde valina (V) se sustituye c

la variante

0S grasos
ras. Las
reductasas
dominio
scripcion
ibrido
e 90%,
ntidad de
cion en
27, 82,
donde la
eductasa

n acido

ne una o
onde
R82D donde
posicion
posicion
Q);
icina (G);
tionina
on leucina

on
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treonina (T); posicion R178N donde la arginina (R)
sustituye con asparagina (N); posicion A231T donde
(A) se sustituye con treonina (T); posicibn N309R d
asparagina (N) se sustituye con arginina (R); posic
donde asparagina (N) se sustituye con alanina (A);
V415R donde valina (V) se sustituye con arginina (R
posicion T516V donde treonina (T) se sustituye con
(V); posicion P666A donde prolina (P) se sustituye
alanina (A); posicion P666D donde prolina (P) se su
con acido aspartico (D); y la posicion A796V donde
(A) se sustituye con valina (V). Ejemplos de varian
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa inc
ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO:
NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22
NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28 o0 SEQ ID NO: 3
NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38
NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44 y SEQ ID NO: 4

modalidad, la variante de polipéptido de fusion hib

CYP153A-reductasa es una de proteina de fusion de t

cypl53A-RedRhF hibrida. En otra modalidad, la varia
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa en
hospedera recombinante da por resultado un titulo m
un derivado de acido graso

es comparado con el titulo de un &cido graso

se
alanina
onde
ion N407A
posicion
);
valina
con
stituye
alanina
tes de
luyen SEQ
14, SEQ ID
, SEQ ID
0, SEQ ID
, SEQ ID
6. En una
rido
ipo

nte de

una célula
as alto de

»-OH o composicion del mismo como

»-OH o
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composicion del mismo producido por la expresion de un
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa en una célula
hospedera recombinante. En otra modalidad, la varia nte de
polipéptido de fusién hibrido CYP153A-reductasa tie ne una
mutacion en la posicion de aminoacido 141, incluyen do V141l
y/lo V141T. En este punto, la expresién de la varian te de
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa con las
mutaciones V141l o V141T en una célula hospedera re combinante
da por resultado un titulo mas alto de un acido gra so »-OH

G, C 7,C 5 C 9,C 10,C 11,C 12,C 13,C 14,C 15, C 16, C 17, C 15, C 19, C 2,
G1,C 01,C 101,C 121,C 121,C 131, C 141, C 151, C 161, C 171, C 181,
Cion Ylo C 301, respectivamente, como es comparado con el

titulo un acido graso w-OH Cg, C 7, C g, C g, C 10, C 11, C 12, C 13,
Cia, C 15,C 16,C 17, C 15, C 19, C 20, Gg1,C 91,C 101,C 121, C 121, C 131,

Cia1, C 151, C 161, C 171, C 181, C 191 Yy/o C 201 producido por la

expresion de un polipéptido de fusion hibrido CYP15 3A-
reductasa. En una modalidad, la variante de polipép tido de
fusion hibrido CYP153A-reductasa tiene mutaciones V 1411 y
A231T (SEQ ID NO: 32) y produce cantidades incremen tadas de

acidos grasos w-OH Cg, C 7, C g, C g, C 10, C 11, C 12, C 13, C 14, C 15,
Cw6, C 17, C 18, C 19, C 20, Gg1, C 91, C 101, C 111, C 121, C 131, C 141,
Cis1,C 161,C 171, C 181, C 191 Y/0o C 21 cuando se expresa en una
célula hospedera con una funcion enzimatica de tioe sterasa.

En otra modalidad, la variante de polipéptido de fu sion
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hibrido CYP153A-reductasa tiene mutaciones R27L, R8 2D, V141M,
R178N y N407A (SEQ ID NO: 34) y produce cantidades
incrementadas de acidos grasos de w-OHCg,C 7,C 5, C o,C 10,C 11,
Ci2, C 13, C 14, C 15, C 16, C 17, C 15, C 19, C 20, Gg1, C 91, C 101, C 111,
Ci21, C 131, C 141, C 151, C 161, C 171, C 181, C 101 Y/0 C 201 cuando
se expresan en una célula hospedera con una funcion
enzimatica de tioesterasa. En otra modalidad, la va riante de
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa tie ne la
mutacion P666A (SEQ ID NO: 36) y produce cantidades
incrementadas de acidos grasos w-OH Cg, C 7, C g, C g, C 10, C 11,
Ci2, C 13, C 14, C 15, C 16, C 17, C 15, C 19, C 20, Gg1, C 91, C 101, C 111,
Ci21, C 131, C 141, C 151, C 161, C 171, C 181, C 101 Y/0 C 201 cuando
se expresan en una célula hospedera con una funcion
enzimatica de tioesterasa. En otra modalidad, la va riante de
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa tie ne la
mutacion A796V (SEQ ID NO: 38) y produce cantidades
incrementadas de acidos grasos w-OH Cg, C 7, C g, C g, C 10, C 11,
Ci2, C 13, C 14, C 15, C 16, C 17, C 15, C 19, C 20, Gg1, C 91, C 101, C 111,
Ci21, C 131, C 141, C 151, C 161, C 171, C 181, C 101 Y/0 C 201 cuando

se expresan en una célula hospedera con una funcion

enzimatica de tioesterasa. En otra modalidad, la va riante de
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa tie ne las
mutaciones A796V, P666D y T516V (SEQ ID NO: 40) y p roduce

cantidades incrementadas de acidos grasos w-OH Cg, C 7,C g, C o,
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Ciwo, C 11, C 12, C 13, C 14, C 15, C 15, C 17, C 18, C 19, C 20, Gg1, C g1,
Cio1,C 111, C 121, C 131, C 141, C 151, C 161, C 171, C 181, C 1901 Y/O

Cx1 cuando se expresan en una célula hospedera con una

funcion enzimatica de tioesterasa. En otra modalida d, la
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r eductasa
tiene las mutaciones V141Il, A231T y A796V (SEQ ID N 0:42)y
produce cantidades incrementadas de acidos grasos w-OH Cg, C 7,

G, C 9, C10,C11,C 12,C 13, C 14, C 15 C 16, C 17, C 18, C 19, C 20, G,
Co1,C 101,C 121,C 121,C 131, C 141, C 151, C 161, C 171, C 181, C 101

ylo C ;01 cuando se expresan en una célula hospedera con una

funcién enzimatica de tioesterasa. En otra modalida d, la
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r eductasa
tiene las mutaciones R27L, R82D, V141M, R178N, N407 Ay A796V
(SEQ ID NO: 44) y produce cantidades incrementadas de acidos

grasos «-OH Cg, C 7,C 5, C 9,C 10,C 11, C 12, C 13, C 14, C 15, C 15, C 17,
Cis, C 19,C 20, CG1,C 901,C 101,C 111,C 1214,C 131,C 141, C 151, C 161,

Ci71, C 181, C 191 Yy/lo C 1 cuando se expresan en una célula

hospedera con una funcién enzimatica de tioesterasa . En otra

modalidad, la variante de polipéptido de fusién hib rido
CYP153A-reductasa tiene las mutaciones V141T, A231T y A796V
(SEQ ID NO: 46) y produce cantidades incrementadas de acidos

grasos «-OH Cg, C 7,C 5, C 9,C 10,C 11, C 12, C 13, C 14, C 15, C 15, C 17,
Cis, C 19,C 20, CG1,C 901,C 101,C 111,C 121,C 131,C 141, C 151, C 161,

Ci71, C 181, C 191 Yy/lo C 1 cuando se expresan en una célula



10

15

20

101

hospedera con una funcidon enzimatica de tioesterasa . En una
modalidad, las variantes de SEQ ID NO: 32, SEQ ID N O: 34, SEQ
ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ
ID NO: 44 y SEQ ID NO: 46 produce cantidades increm entadas de
acidos grasos w-OH o derivados de &cido graso cuando es

comprado con SEQ ID NO: 6. En una modalidad, estos acidos
grasos «»-OH son acidos grasos w-OH Cgo, acidos grasos w-OH
Cio:0 , &cidos grasos w-OH C 12, , acidos grasos w-OH C 14,0 , acidos
grasos »-OH C 60, acidos grasos w-OH C 10, acidos grasos w-OH
Cxo0 , acidos grasos w-OH Cg.1 , &cidos grasos w-OH C 101, acidos
grasos »-OH C .1 , &cidos grasos w-OH C 141, acidos grasos w-OH
Cis1, acidos grasos w-OH Cg1, acidos grasos w-OH Co1, Y
similares.

La descripcion identifica variantes de polinucle6t idos y
polipéptidos relacionados con la fusion hibrida CYP 153A-
reductasa. Las variantes de polipéptido de fusién h ibrido
CYP153A-reductasas incluyen SEQ ID NOS: 8, 10, 12, 14, 16,
18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44 y 46.
Las variantes de &cido nucleico de fusion hibrido C YP153A-
reductasa (secuencias ADN) incluyen SEQ ID NOS: 7, 9,11, 13,

15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43,
45 y 47. Sin embargo, sera reconocido que la identi dad de
secuencia absoluta para las variantes de polinucled tido de
fusion hibrido CYP153A-reductasa no es necesaria. P or
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ejemplo, los cambios en una secuencia de polinucleo tidos
particular se puede hacer y el polipéptido codifica do se
clasifica para actividad. Tales cambios incluyen ti picamente
mutaciones conservadoras y mutaciones silenciosas t ales como,
por ejemplo, a través de la optimizacion con codon. Los
polinucledtidos modificados o mutados ( es decir, mutantes) y
los polipéptidos variantes codificados se pueden cl asificar
para una funciéon deseada, tal como, una funcidbn mej orada
comparada con el polipéptido de tipo natural o de p lantilla,
incluyendo pero no limitado a la actividad -cataliti ca

incrementada, estabilidad incrementada o) inhibicion

disminuida (  por ejemplo, inhibicion de retroalimentacion
disminuida), usando métodos conocidos en la técnica . La
descripcion identifica actividades enzimaticas impl icadas en
varios pasos ( es decir, reacciones) de las rutas
biosintéticas de &cido graso descritas en la presen te de
acuerdo con el Numero de Clasificacion de Enzimas ( EC), vy
proporciona polipéptidos ejemplares ( por ejemplo, que
fusionan como enzimas especificas y expresan la act ividad
enzimatica especifica) clasificadas por tales numer os EC, y
polinucledtidos ejemplares que codifican tales poli péptidos.
Tales polipéptidos y polinucleétidos ejemplares, qu e se
identifican en la presente por los Numeros Identifi cadores de

Secuencia (SEQ ID NOs; supra ), son utiles para modificar
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rutas de acidos grasos en las células hospederas ta
las mostradas en la Figura 1. Se va a entender, sin
que los polipéptidos y polinucleétidos descritos en
presente son ejemplares y, de esta manera, no limit
secuencias de homologos de polipéptidos ejemplares
en la presente son disponibles por aquellas persona
experiencia en la técnica usando bases de datos tal
por ejemplo, las bases de datos Entrez proporcionad
National Center for Biotechnology Information (NCBI
bases de datos ExPasy proporcionada por the Swiss |
of Bioinformatics, la base de datos BRENDA proporci
the Technical University of Braunschweig, y la base
KEGG proporcionada por the Bioinformatics Center of
University and University of Tokio, todas de la cua
disponibles en la Red Mundial.

En una modalidad, una variante de polipéptido de f

hibrido CYP153A-reductasa para el uso en practicar

descripcion tiene al menos aproximadamente 90%, 91%

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identid

secuencia a SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:
ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO:
ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO:

ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO:

ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO:

les como
embargo,

la

antes. Las

descritos
s de
es como,
as por
), las
nstitute
onada por
de datos
Kyoto

les estan

usion

, 92%,
ad de
12, SEQ
20, SEQ
28 0 SEQ
36, SEQ

44y SEQ
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ID NO: 46. En algunas modalidades la variante de po
de fusion hibrido CYP153A-reductasa
polipéptido CYP153A (G307A) de
una alanina (A) se sustituye de una glicina (G), y
con un dominio reductasa de P450RhF de
NCIMB9784. La PA50RhF de citocromo es autosuficient
un alto grado de promiscuidad de substrato y catali
amplia gama de grupos funcionales. En otras modalid
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r
para el uso en practicar la descripcion tiene al me
aproximadamente 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 9
96%, 97%, 98% o al menos 99% de identidad de secuen
ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 1
NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20
NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28
NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36
NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44
NO: 46, también puede incluir una 0 mas sustitucion
por resultado caracteristicas Utiles y/o propiedade
describe en la presente. En otras modalidades, una
de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa
uso en practicar la tiene al

descripcion menos

aproximadamente 100%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%,

se deriva de un

Marinobacter aquaeolei

lipéptido

donde

se fusiona

Rhodococcus sp.

e, expresa
za una
ades, una
eductasa
nos
82%, 83%,
4%, 95%,
cia a SEQ
2, SEQ ID
, SEQ ID
0 SEQ ID
, SEQ ID
o SEQ ID
es que da
S como se
variante

para el

93%, 92%,
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91% o0 90% de identidad de secuencia a SEQ ID NO: 8, SEQ ID
NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16 , SEQ ID
NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 , SEQ ID
NO: 26, SEQ ID NO: 28 0 SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 3 2, SEQ ID
NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40 , SEQ ID
NO: 42, SEQ ID NO: 44 o SEQ ID NO: 46. En adn otras
modalidades, el dominio catalitico P450 de la varia nte de
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa se deriva de
un organismo diferente a Marinobacter aquaeolei . Tales otros
organismos incluyen, pero no se limitan a, Acinetobacter sp.,
Mycobacterium marinum Polaromonas sp., Alcanivorax
borkumensis ., Burkholderia fungorum , Caulobacter crescentus
Hyphomonas neptunium Rhodopseudomonas palustris
Sphingomonas sp., Mycobacterium  sp. En aun otras modalidades,
el dominio reductasa de la variante de polipéptido de fusion
hibrido CYP153A-reductasa se deriva de un organismo diferente
a Rhodococcus sp. Tales otros organismos incluyen, pero no se
limitan a, Rhodococcus equi, Acinetobacter radioresistens,
Burkholderia mallei, Burkholderia mallei, Ralstonia eutropha,
Cupriavidus metallidurans.

En una modalidad relacionada, la descripcion inclu ye una
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r eductasa

tiene al menos aproximadamente 75%, 76%, 77%, 78%,

81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 9

79%, 80%,

1%, 92%,
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93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o al menos 99% de iden
secuencia a SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO:
NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17
NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25
NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33
NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41
NO: 43, SEQ ID NO: 45 0 SEQ ID NO: 47. En algunas m
la secuencia de &cido nucleico codifica una variant
polipéptido de fusidn hibrido CYP153A-reductasa con
sustituciones que da por resultado caracteristicas
y/o propiedades como se describen en la presente. E
otra modalidad relacionada, una variante de polipép
fusiéon hibrido CYP153A-reductasa para el uso en pra
descripcion se codifica por una secuencia de nucle6
tiene al menos aproximadamente 100%, 99%, 98%, 97%,
94%, 93%, 92%, 91% o 90% de identidad de secuencia
NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13,
15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SE
23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SE
31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SE
39, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 450 S
47. En otro aspecto, la descripcion se refiere a la
variantes de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-

gue abarcan una secuencia de aminoacidos codificada

tidad de
9, SEQ ID
, SEQ ID
, SEQ ID
, SEQ ID
, SEQ ID
odalidades
e de
una o mas
mejoradas
n todavia
tido de
cticar la
tidos que
96%, 95%,
a SEQ ID
SEQ ID NO:
Q ID NO:
Q ID NO:
Q ID NO:

EQ ID NO:

reductasa

por una
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secuencia de acido nucleico que se hibrida bajo con
rigurosas sobre sustancialmente la longitud complet
secuencia de acido nucleico que corresponde a SEQ |
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID
SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID
SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID
SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 45 o SEQ |
47.En algunas modalidades la variante de polipéptid

fusion hibrido CYP153A-reductasa se deriva de

aquaeolei . En otras modalidades, el polipéptido de fusion
hibrido P450 se deriva de Acinetobacter sp.,
marinum , Polaromonas sp., Alcanivorax

Burkholderia fungorum ,  Caulobacter crescentus

neptunium , Rhodopseudomonas palustris
Mycobacterium  sp.
Variantes de Polipéptido de Fusioén Hibrido CYP153A-
Adicionales

La descripcion identifica variantes de polinucleot
polipéptidos relacionados con fusidbn hibrida CYP153
reductasa adicionales, en donde una variante se usa
plantilla. La plantilla de variante de polipéptido
hibrido CYP153A-reductasa se basas en el polipéptid

fusion CYP153A(G307A)-RedRhF hibrido e incluye adem

, S phingomonas

diciones
a de una
D NO: 7,
NO: 15,

NO: 23,

NO: 31,

NO: 39,
D NO:

o de

Marinobacter

Mycobacterium
borkumensis y

Hyphomonas

Sp., Yy

reductasa

idos y
A-
como una
de fusion
o de

as la
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mutacion A796V (SEQ ID NO: 38). Una genoteca de sat uracion
completa de la proteina de fusion cypl53A-Red450RhF se
construy0 y se clasifico para variantes que mostrar on mejoras
sobre cypl153A(G307A)-Red450RhF(A796V) (SEQ ID NO: 3 8) (ver
Ejemplo 7). Las mutaciones G307A y A796V son mutaci ones
benéficas que mejoran la actividad w-hidroxilasa de cypl53A

(ver SEQ ID NO: 38). Las variantes de polipéptido d e fusiéon
hibrido CYP153A-reductasa resultantes se muestran e n la Tabla

11 ( infra ). Estas variantes de polipéptido de fusion hibrido

CYP153A-reductasa produjeron una cantidad increment ada de
acidos grasos w-hidroxi  (titulo o-OH FFA) cuando se
compararon con SEQ ID NO: 38 e incluyen SEQ ID NOS: 48, 50,
52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80,

82, 84, 86, 88, 90, 92, 94 y 96. Estas variantes de

polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa pue den
producir cantidades incrementadas de acidos grasos w-OH
incluyendo &cidos grasos C 60 C 7,C 5 C g, C 10, C 11, C 12, C 13, C 14,

Cis, C 16, C 17, C 18, C 19, C 20, Gg1, C 91, C 101, C 121, C 121, C 131,
Cia1,C 151, C 161, C 171, C 181, C 191 y/0o C 21 Yy/0O 0 derivados de
acido graso.

Las variantes de acido nucleico de fusion hibrido
CYP153A-reductasa (secuencias de ADN) incluyen SEQ ID NOS:
47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75,

77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93 y 95. Sin embarg 0, sera
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reconocido que la identidad de secuencia absoluta a las
variantes de polinucledtido de fusion hibrido CYP15 3A-
reductasa no es necesaria. Por ejemplo, los cambios en una
secuencia de polinucleétidos particular se puede ha cery el
polipéptido codificado se clasifica para actividad. Tales
cambios incluyen tipicamente mutaciones conservador as vy
mutaciones silenciosas tales como, por ejemplo, a t ravés de
optimizaciéon con codon. Los polinucledtidos o mutad os ( es
decir, mutantes) y polipéptidos variantes codificados se

pueden clasificar para una funcion deseada, tal com 0, una
funcién mejorada comparada con el polipéptido de ti po natural

o de plantilla, incluyendo pero no limitado a activ idad
catalitica  incrementada, estabilidad incrementada, o]
inhibicibn ~ disminuida  ( por  ejemplo, inhibicibn  de
retroalimentacion disminuida), usando métodos conoc idos en la
técnica. La descripcion identifica actividades enzi maticas
implicadas en varios pasos ( es decir, reacciones) de las
rutas biosintéticas de acidos grasos descritas en | a presente
de acuerdo con el Numero de Clasificacion de Enzima s (EC), y
proporciona polipéptidos ejemplares ( por ejemplo, esta
funcibn como enzimas especificas y muestra activida d
enzimatica especifica) clasificada por tales numero s EC,
polinucledtidos ejemplares que codifican tales poli péptidos.

Tales polipéptidos ejemplares y polinucleétidos, qu e se
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identifican en la presente por los Nameros de Ident
de Secuencia (SEQ ID NOs;
rutas de acidos grasos en células hospederas tales
mostrada en la Figura 1. Se va a entender sin embar
los polipéptidos y polinucleodtidos descritos en la
son ejemplares y, de esta manera, no limitantes. La
secuencias de homologos de polipéptidos ejemplares
en la presente son disponibles para aquellas person
experiencia en la técnica usando base de datos tale
por ejemplo, las bases de datos Entrez proporcionad
National Center for Biotechnology Information (NCBI
bases de datos ExPasy proporcionadas por el Institu
de Bioinformatica, la base de datos BRENDA proporci
la Universidad Técnica de Braunschweig, y la base d
KEGG proporcionada por el Centro de Bioinformatica
Universidad de Kioto y Universidad de Tokio, todas
cuales estan disponibles en la Red Mundial.

En una modalidad, una variante de polipéptido de f
hibrido CYP153A-reductasa para el uso en practicar
descripcion tiene al menos aproximadamente 90%, 91%
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identid
secuencia a SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO
ID NO: 54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO:

ID NO: 62, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO:

ificadores

supra ), son utiles para modificar
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ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO:
ID NO: 78, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO:
ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 90, SEQ ID NO:
ID NO: 94 y SEQ ID NO: 96. En algunas modalidades |
de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa
de un polipéptido CYP153A (G307A) de
donde una glicina (G) se reemplaza con una alanina
fusiona con un dominio reductasa de P450RhF de
sp. NCIMB9784, e incluye una mutacion adicional de A79
donde una alanina (A) se reemplaza con una valina (
P450RhF de citocromo es autosuficiente, expresa un
de promiscuidad de substrato y cataliza una amplia
grupos funcionales. En otras modalidades, una varia
polipéptido de fusién hibrido CYP153A-reductasa par
en practicar la descripcion tiene al menos aproxima
75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 8
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 9
al menos 99% de identidad de secuencia a SEQ ID NO:
ID NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO:
ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO:
ID NO: 64, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68 o SEQ ID NO
ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO:
ID NO: 80, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO:

ID NO: 88, SEQ ID NO: 90, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO:

76, SEQ
84, SEQ

92, SEQ

a variante

se deriva

Marinobacter aquaeolei

(A), y se

Rhodococcus

6V

V). La

alto grado

gama de
nte de

a el uso
damente
5%, 86%,
7%, 98% o
38, SEQ
54, SEQ
62, SEQ

: 70, SEQ
78, SEQ
86, SEQ

94 o SEQ
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ID NO: 96, y también puede incluir una 0 mas sustit
que da por resultado caracteristicas y/o propiedade
como se describe en la presente. En otras modalidad
variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r
para el uso en practicar la descripcion tiene al me
aproximadamente 100%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%,
91% o0 90% de identidad de secuencia a SEQ ID NO: 48
NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 56
NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 64
NO: 66, SEQ ID NO: 68 o SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 7
NO: 74, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 80
NO: 82, SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88
NO: 90, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 94 o0 SEQ ID NO: 9
otras modalidades, el dominio catalitico P450 de la
de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa
de un organismo diferente a

Marinobacter aquaeolei

otros organismos incluyen, pero no se limitan a,

Acinetobacter sp., Mycobacterium marinum
Alcanivorax borkumensis ., Burkholderia fungorum ,
crescentus , Hyphomonas neptunium
Sphingomonas sp., Mycobacterium
el dominio reductasa de la variante de polipéptido

hibrido CYP153A-reductasa se deriva de un organismo

a Rhodococcus sp. Tales otros organismos incluyen, pero no se

uciones

S utiles
es, una
eductasa

nos

93%, 92%,
, SEQ ID
, SEQ ID
, SEQ ID
2, SEQ ID
, SEQ ID
, SEQ ID
6. En aun

variante
se deriva

. Tales

Polaromonas  sp.,
Caulobacter
Rhodopseudomonas palustris :

sp. En aun otras modalidades,

de fusion
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limitan a, Rhodococcus equi, Acinetobacter radioresistens,

Burkholderia mallei, Burkholderia mallei, Ralstonia
Cupriavidus metallidurans.

En una modalidad relacionada, la descripcion inclu

variante de polinucledtido de fusion hibrido CYP153

reductasa que tiene al menos aproximadamente 75%, 7
78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 8
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 al me
identidad de secuencia a SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO:

NO: 51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57
NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65
NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73
NO: 75, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 81
NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 89
NO: 91, SEQ ID NO: 93 o0 SEQ ID NO: 95. En algunas m

la secuencia de acidos nucleico codifica una varian
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa con
sustituciones que da por resultado caracteristicas
propiedades mejoradas como se describe en la presen
todavia otra modalidad relacionada, una variante
polipéptido de fusién hibrido CYP153A-reductasa par

en practicar la descripcion se codifica por una sec
nucledtidos que tiene al menos aproximadamente 100%

98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% o0 90% de ide

de

eutropha,

ye una
A-
6%, 77%,
8%, 89%,
nos 99% de
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secuencia a SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO : 51, SEQ
ID NO: 53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ
ID NO: 61, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ
ID NO: 69, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75, SEQ
ID NO: 77, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ
ID NO: 85, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 91, SEQ
ID NO: 93 0 SEQ ID NO: 95. En otro aspecto, la desc ripcion se
refiere a variantes de polipéptido de fusion hibrid o0 CYP153A-
reductasa que abarca una secuencia de aminoacidos ¢ odificada
por una secuencia de &cido nucleico que se hibrida bajo
condiciones rigurosas sobre sustancialmente la long itud
completa de una secuencia de acido nucleico que cor responde a
SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53,
SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61,
SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69,
SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 77,
SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 85,
SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 93 o
SEQ ID NO: 95. En algunas modalidades la variante d e
polipéptido de fusion hibrido CYP153A-reductasa se deriva de
una especie Marinobacter aquaeolei . En otras modalidades, el
polipéptido de fusidn hibrido P450 se deriva de Acinetobacter
sp., Mycobacterium marinum , Polaromonas  sp., Alcanivorax

borkumensis ., Burkholderia fungorum , Caulobacter crescentus
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Hyphomonas neptunium Rhodopseudomonas

Sphingomonas sp., Yy Mycobacterium  sp.

Secuencias

Las variantes mostradas en la siguiente tabla se b

en la proteina de fusion cypl53A16(G307A)-RedRhF P4

citocromo hibrida.

palustris

50 de

TABLA DE SECUENCIAS con Variantes basadas en el Cit
Cyp153A16(G307A)-Proteina de Fusion RedRhF

ocromo Hibrido P450

Numero de
Identificaciéon

Cyp153A16(G307A)-RedRhF V141l (proteina)

Descripcion )
de la Secuencia
(SEQ ID NO)

P450 Cypl153A Secuencia de tipo natural Marinobacter 1

aquaeolei VT8  (ADN)

P450 Cypl153A Secuencia de tipo natural Marinobacter )

aquaeolei VT8  (protein)

Citocromo P450 Cyp153A16(G307A) de Marinobacter aquaeolei , 3

YP_957888 (ADN)

Citocromo P450 Cyp153A16(G307A) de Marinobacter aquaeolei , 4

YP_957888 (proteina)

Proteina de Fusién Citocromo Hibrido P450 Cyp153A16 (G307A)- 5

RedRhF (Plantilla) (ADN)

Proteina de Fusién Citocromo Hibrido P450 Cyp153A16 (G307A)- 5

RedRhF (Plantilla) (proteina)

Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50

Cyp153A16(G307A)-RedRhF R27L (ADN) !

Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50 8

Cyp153A16(G307A)-RedRhF R27L (proteina)

Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50

Cyp153A16(G307A)-RedRhF R82D (ADN) 9

Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50 1

Cyp153A16(G307A)-RedRhF R82D (proteina)

Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50

Cyp153A16(G307A)-RedRhF V141l (ADN) 1

Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50 1
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Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF V141Q (ADN) 13
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cypl153A16(G307A)-RedRhF V141Q (proteina) 14
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF V141G (ADN) 15
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF V141G (proteina) 16
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF V141M (ADN) o
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF V141M (proteina) 18
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF V141L (ADN) 19
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF V141L (proteina) 20
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF V141T (ADN) 21
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF V141T (proteina) 22
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF R178N (ADN) 23
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF R178N (proteina) 24
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF N309R (ADN) 25
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50 26
Cyp153A16(G307A)-RedRhF N309R (proteina)

Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF N407A (ADN) 27
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50 08
Cyp153A16(G307A)-RedRhF N407A (proteina)

Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF V415R (ADN) 29
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50 30
Cyp153A16(G307A)-RedRhF V415R (proteina)

Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50 31
Cyp153A16(G307A)-RedRhF V141l and A231T (ADN)

Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50 3

Cyp153A16(G307A)-RedRhF V141l and A231T (proteina)
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Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF R27L, R82D, V141M, R178N a nd N407A 33
(ADN)
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF R27L, R82D, V141M, R178N a nd N407A 34
(proteina)
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50

5 Cyp153A16(G307A)-RedRhF P666A (ADN) %
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF P666A (proteina) 3
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF A796V (ADN) 37
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cypl53A16(G307A)-RedRhF A796V (proteina) 38
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF T516V, P666D and A796V (AD N) 39

10 Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50 40
Cypl153A16(G307A)-RedRhF T516V, P666D and A796V (pr oteina)
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF V141l, A231T and A796V (AD N) “
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cypl53A16(G307A)-RedRhF V141l, A231T and A796V (pr oteina) 42
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF R27L, R82D, V141M, R178N, N407A and 43
AT796V (ADN)

15 Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF R27L, R82D, V141M, R178N, N407A and 44
A796V (proteina)
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF V141T, A231T and A796V (AD N) -
Variante de Proteina de Fusion Citocromo Hibrido P4 50
Cyp153A16(G307A)-RedRhF V141T, A231T and A796V (pr oteina) 40

20

Las variantes mostradas en la siguiente tabla se b
en la proteina de fusién cyp153A(G307A)-Red450RhF(A

de citocromo hibrida.

asan

796V) P450
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TABLA DE SECUENCIAS con Variantes basadas en la Pro
Hibrido P450 cyp153A(G307A)-Red450RhF(A796V)

teina de Fusién Citocromo

Descripcion

Numero de Identificaciéon de
Secuencia (SEQ ID NO)

Proteina de Fusién Citocromo Hibrido P450
Cyp153A(G307A)-Red450RhF(A796V)
(Plantilla) (ADN)

37

Proteina de Fusién Citocromo Hibrido P450
Cyp153A(G307A)-Red450RhF(A796V)
(Plantilla) (proteina)

38

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) D747N (ADN)

a7

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) D747N (proteina)

48

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) Q12W (ADN)

49

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) Q12W (proteina)

50

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) P327D (ADN)

51

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) P327D (proteina)

52

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) R14F (ADN)

53

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) R14F (proteina)

54

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) N61L (ADN)

55

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) N61L (proteina)

56
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Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) Q28M (ADN)

57

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) Q28M (proteina)

58

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) S13K (ADN)

59

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) S13K (proteina)

60

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) V771F (ADN)

61

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) V771F (proteina)

62

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) Q12T (ADN)

63

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) Q12T (proteina)

64

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) K119R (ADN)

65

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) K119R (proteina)

66

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) D10Y (ADN)

67

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) D10Y (proteina)

68

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) Q12R (ADN)

69

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) Q12R (proteina)

70
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Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) 111L (ADN)

71

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) I11L (proteina)

72

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) Q28T (ADN)

73

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) Q28T (proteina)

74

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) A231Y (ADN)

75

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) A231Y (proteina)

76

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) P745R (ADN)

77

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) P745R (proteina)

78

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) DIN (ADN)

79

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) DON (proteina)

80

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) T770G (ADN)

81

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) T770G (proteina)

82

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) Y413R (ADN)

83

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) Y413R (proteina)

84
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Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) M784l (ADN)

85

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) M784I (proteina)

86

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
5 Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) D9K (ADN)

87

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) DK (proteina)

88

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) E749L (ADN)

89

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
10 Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) E749L (proteina)

90

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) S233L (ADN)

91

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) S233L (proteina)

92

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
15 Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) E757A (ADN)

93

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) E757A (proteina)

94

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) L703G (ADN)

95

Variante de Proteina de Fusién Citocromo
Hibrido P450 Cyp153A16(G307A)-
RedRhF(A796V) L703G (proteina)

20
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Variaciones y Mutaciones

Un polipéptido variante como se usa

en la presente

se
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refiere un polipéptido que tiene una secuencia de a
que difiere de un polipéptido de tipo natural o de
por al menos un aminoacidos. Por ejemplo, la varian
ejemplo,
sustituciones de aminoacidos conservadoras, incluye
no limitado a, reemplazo de un aminoacido alifatico
alanina, valina, leucina, e isoleucina, con otro am
alifatico; reemplazo de una serina con una treonina
reemplazo de una treonina con una serina; reemplazo
residuo &cido, tal como &cido aspartico y pacido gl
con otro residuo acido; reemplazo de un residuo que
grupo amida tal como asparagina y glutamina, con ot
residuos que lleva un grupo amida; intercambio de u
basico, tal como lisien y arginina, con otro residu
y reemplazo de un residuo aromatico, tal como fenil
tirosina, con otro residuo aromatico. En algunas mo
el polipéptido variante tiene aproximadamente 1, 2,
6,7,8,9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
sustituciones, adiciones, inserciones, 0 supresione
aminoacidos. Algunos fragmentos preferidos de un po
gue fusiona como una variante 0 un mutante retiene
todo de la funciébn biolégica ( por ejemplo,
enzimatica) del polipéptido de tipo natural corresp

En algunas modalidades, el fragmento retiene al men

mutante) puede tener una o méas de las siguientes

minoacidos

plantilla

te ( por

ndo pero

, tal como

inoacido

de un
utamico,
lleva un
ro
n residuo
0 basico;

alanina y

dalidades,

3, 4,5,
99, o mas
s de
lipéptido
algo o
actividad

ondiente.

0s 75%, al
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menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, o al menos 9
de la funcion biolégica de un polipéptido de tipo n
de plantilla correspondiente. En otras modalidades,
fragmento o mutante retiene aproximadamente 100% de
funcién biolégica del polipéptido de tipo natural o
plantilla correspondiente. En otras modalidades, al
fragmentos muestran la funcién biolégica incrementa
comparada con el polipéptido de tipo natural o de p
correspondiente. La guia en determinar que residuos
aminoacidos se pueden sustituir, insertar, o suprim
afectar la actividad biol6gica se pueden encontrar
programas de computadora bien conocidos en la técni
ejemplo, software LASERGENE (DNASTAR, Inc., Madison
algunas modalidades, un fragmento muestra funcion b
incrementada como es comparado con un polipéptido d
natural o polipéptido de plantilla correspondiente.
ejemplo, un fragmento puede expresar al menos a 10%
a 25%, al menos a 50%, al menos a 75%, o al menos 9
mejora en la actividad enzimatica como es comparado
polipéptido de tipo natural o polipéptido de planti
correspondiente. En otras modalidades, el fragmento
al menos 100%, al menos 200%, o al menos 500% de me

actividad enzimatica como es comparado con el polip

tipo natural o polipéptido de plantilla correspondi

8% 0 mas
atural o
el
la
de
gunos
da como es
lantilla
de
ir sin
usando
ca, por
, WI).En
iolégica
e tipo
Por
, al menos
0% de
con el
lla
expresa
joraen la
éptido de

ente.
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Se entiende que los polipéptidos descritos en la

presente  pueden tener sustituciones de  aminoacidos

conservadoras 0 no esenciales adicionales que no ti enen un
efecto sustancial en la funcion del polipéptido. Si una
sustitucion particular sera tolerada o no ( es decir, no
afectara adversamente la funcion biolégica deseada, tal como

la actividad enziméatica w-hidroxilasa), se puede determinar

como es conocido en la técnica (ver Bowie y colaboradores

(1990) Science, 247:1306-1310). Una  sustitucion de

aminoacidos conservadora es una en la que el residu o de
aminoacidos se reemplaza con un residuo de aminoaci do que
tiene una cadena lateral similar. Las familias de r esiduos de
aminoacidos que tienen cadenas laterales similares se han
definido en la técnica. estas familias incluyen ami noacidos
con cadenas laterales basicas ( por ejemplo, lisina, arginina,
histidina), cadenas laterales &acidas ( por ejemplo, acido
aspartico, acido glutdmico), cadenas laterales pola res no
cargadas ( por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serie,

treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares
( por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,

fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas later ales beta-
ramificadas ( por ejemplo, treonina, valina, isoleucina), y

cadenas laterales aromaticas ( por ejemplo, tirosina,

fenilalanina, triptéfano, histidina).
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Las variantes pueden ser de origen natural o cread
vitro . En particular, tales variantes se pueden crear us

técnicas modificadoras genéticas, tales como mutagé

dirigida al  sitio, mutagénesis  quimica  aleatoria,
procedimientos de supresion de Exonucleasa lll, o t
clonacion estandares. Alternativamente, tales varia

mutantes, fragmentos, analogos o derivados se puede
usando procedimientos de sintesis o modificacion qu
métodos para preparar variantes son bien conocidos
técnica. Por ejemplo, las variantes se pueden prepa
usar mutagénesis aleatoria y dirigida al sitio. La
mutagénesis aleatoria y dirigida al sitio son gener
conocidas en la técnica (ver, por ejemplo, Arnold (
Curr. Opin. Biotech
puede lograr usando PCR propensa a errores (ve, por
Leung vy colaboradores

(1989) Technique

colaboradores  (1992) PCR Methods Applic.
propensa a errores, la PCR actual se lleva a cabo b
condiciones donde la fidelidad de copiado de
polimerasa es baja, tal que una alta tasa de mutaci
sobrepuntuales se obtiene a lo largo de la longitud

de producto de PCR. Brevemente, en tales procedimie
acidos nucleicos que se mutagenizan ( por

secuencia de polinucleétidos que codifica una prote

. 4:450-455). La mutagénesis aleatoria se

1:11-15; y Caldwell

la ADN

as in
ando

nesis,

écnicas de

ntes,

n crear
imica. Los

en la

rar al

al

1993)

ejemplo,

2: 28-33). En la PCR

ajo

ones
completa

ntos, los

ejemplo, una

ina P450 o
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polipéptido de fusion hibrido P450) se mezclan con los
cebadores PCR, solucion amortiguadora de reaccion, MgCl,
MnCl,, Taq polimerasa, y una concentracion apropiada de dNTPs
para lograr una alta tasa de mutacion puntual a lo largo de
la longitud completa del producto de PCR. Por ejemp lo, la
reaccion se puede llevar a cabo usando 20 fmoles de acido
nucleico que se mutagenizan, 30 pmoles de cada ceba dores de
PCR, una solucién amortiguadora de reaccion que com prende KCI
50 mM, Tris HCI 10 mM (pH 8.3), 0.01% de gelatina, MgCl, 7 mM,
MnCl, 0.5 mM, 5 unidades de Taq polimerasa, dGTP 0.2 mM, dATP
0.2 mM, dCTP 1 mM, y dTTP 1 mM. La PCR se puede lle var a cabo
durante 30 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 45°C du rante 1
minuto, y 72°C durante 1 minuto. Sin embargo, se ap reciara
por aquellas persones experta en la técnica que est 0s
parametros se puedan variar como sea apropiado. Los acidos
nucleicos mutagenizados después se clonan en un vec tor
apropiado, y las actividades de los polipéptidos co dificados
por los acidos nucleicos mutagenizados se evaluan. La
mutagénesis dirigida al sitio se puede lograr usand 0
mutagénesis dirigida a oligonucledtidos para genera r
mutaciones especificas de sitio en cualquier ADN cl onado de
interés. La mutagénesis de oligonucledtidos se desc ribe en la
técnica (ver, por ejemplo, Reidhaar-Olson y colaboradores

(1988) Science 241:53-57). Brevemente, en

tales
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procedimientos una pluralidad de oligonucleétidos d e doble
hebra que llevan una o0 mas o mutaciones se introduc e en el

ADN clonado que se sintetiza e inserta en el ADN cl onado que
se mutageniza ( por ejemplo, una secuencia de polinucle6tidos

que codifica un polipéptido P450 o polipéptido de f usion
hibrido P450). Los clones que contienen el ADN muta genizado

se recuperan, Yy se evalian las actividades de los
polipéptidos que los codifican.

Otro métodos para generar variantes es la PCR de

ensamble La PCR de ensamble implica el ensamble de un
producto de PCR de una mezcla de fragmentos de ADN pequeios
se presenta una gran variedad de reacciones de PCR diferentes
en paralelo en el mismo vial, con los productos de una
reaccion que ceba los productos de otra reaccion (v er Patente
de E.U.A. 5,965,408). Aun otro método para generar variantes
es PCR sexual. En la mutagénesis PCR sexual, se pre senta la
recombinacién homologa forzada entre las moléculas de ADN de
diferentes secuencias de ADN, pero sumamente relaci onadas in

vitro  como resultado de la fragmentacién aleatoria de la

molécula de ADN basada en la homologia de secuencia . Esto se
sigue por fijacién del cruce por la extension del ¢ ebador por
una reaccion de PCR. La mutagénesis de PCR sexual s e describe
en las publicaciones conocidas en la técnica (ver, por

ejemplo, Stemmer (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
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91:10747-10751). Las variantes también se pueden cr ear por

mutagénesis  in vivo . En algunas modalidades, las mutaciones

aleatorias en una secuencia de acido nucleico se ge neran al
propagar la secuencia en una cepa bacteriana, tal c omo una
cepa E.coli , que lleva mutaciones en una o mas de las rutas

de reparacion de AND. Tales cepas mutantes tienen u na tasa de
mutacion aleatoria mas alta que aquella de una cepa de tipo
natural. La propagacion de una secuencia de ADN, ( por

ejemplo, una secuencia de polinucleétidos que codifica un

polipéptido de fusiébn P450) en una de las tres cepa S se
generard eventualmente mutaciones aleatorias dentro del ADN.
Las cepas mutantes adecuadas para el uso para la mu tagénesis

in vivo se describen en la publicaciéon en la técnica (ver,

por ejemplo, Publicacion de Solicitud de Patente

Internacional No. W01991/016427). Las variantes tam bién se
pueden generar usando mutagénesis de casete. En la
mutagénesis de casete, una region pequefia de una mo |écula de
ADN de doble hebra se reemplaza con un casete de nu cledtido

sintético que difiere de la secuencia nativa. El

oligonucledtido contiene frecuentemente una secuenc ia nativa

completa y/o parcialmente aleatorizada. La mutagéne sis de
conjunto recursiva también se puede usar para gener ar
variantes. La mutagénesis de conjunto recursiva es un

algoritmo para la modificacibn de proteinas ( es decir,



10

15

20

129

mutagénesis de proteina) desarrollado para  producir

poblaciones diversas de mutantes fenotipicamente re lacionados
cuyos miembros difieren en la secuencia de aminoaci dos. Este
método usa un mecanismo de retroalimentacién para c ontrolar
las corridas sucesivas de la mutagénesis de casete de
combinacion (ver, por ejemplo, Arkin y colaboradores (1992)
Proc. Natl. Acad. Sci.,, U.S.A. 89:7811-7815). En algunas
modalidades, las variantes crean usando mutagénesis de
conjuntos exponenciales. La mutagénesis de conjunto S
exponenciales es un proceso para generar genotecas de
combinacion con alto porcentaje de mutantes Unicos y
funcionales, en donde los grupos pequefios de los re siduos se
eligen al azar en paralelo para identificar, en cad a posicién
alterada, los aminoacidos que conducen a las protei nas
funcionales (ver, por ejemplo, Delegrave y colaboradores

(1993) Biotech. Res. 11:1548-1552). En algunas modalidades,

se crean variantes usando procedimientos de entrela
donde las porciones de una pluralidad de &cidos nuc

codifican los polipéptidos distintos se fusionan
conjuntamente para crear secuencias de acidos nucle
quiméricas que codifican polipéptidos quiméricos (c
describe en, por ejemplo, Patentes de E.U.A. Nos. 5

5,939,250).

zado en

leicos que

ico
omo se

965,408 y
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Células Hospederas
incrementar

Las estrategias para la produccion de

composiciones de &cido graso

w-OH por células hospederas

recombinantes incluyen flujo incrementado a travées de la ruta
biosintética de acidos grasos al expresar un gen de fusion
hibrido CYP153A-reductasa y un gen de tioesterasa e n el
hospedero de produccion. Como se usa en la presente , el
término célula hospedera recombinante o célula hosp edera
modificada se refiere a una célula hospedera cuya

constitucién genética se ha alterado con respecto a la célula
hospedera de tipo natural correspondiente, por ejem plo, por
introduccion deliberadas de nuevos elementos genéti cos ylo
modificacion deliberada de elementos genéticos natu ralmente
presentes en la célula hospedera. La descendencia d e tales
células hospederas recombinantes también contienen estos
nuevos elementos genéticos y/o modificados. En cual quiera de
los aspectos de la descripcion descritos en la pres ente, la
célula hospedera se puede seleccionar de una célula de
planta, célula de insecto, célula de hongo ( por ejemplo, un

hongo filamentoso, tal como
gemacion tal como Saccharomyces sp.), una célula de
una ceélula bacteriana. En wuna modalidad, las célula
hospederas recombinantes son microorganismos recomb

Ejemplos de células hospederas que son microorganis

Candida sp., 0 una levadura en

alga y

inantes.

mos
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incluyen, pero no se limitan a, células del género
Escherichia, Bacillus, Lactobacillus, Zymomonas, Rh odococcus,
Pseudomonas, Aspergillus, Trichoderma, Neurospora, Fusarium,

Humicola, Rhizomucor, Kluyveromyces, Pichia, Mucor,

Myceliophtora, Penicillium, Phanerochaete, Pleurotu S,
Trametes, Chrysosporium, Saccharomyces, Stenotropha monas,
Schizosaccharomyces, Yarrowia , O Streptomyces . En algunas
modalidades, la célula hospedera es una célula bact eriana
Gram-positiva. En otras modalidades, la célula hosp edera es
una célula bacteriana Gram-negativa. En algunas mod alidades,
la célula hospedera es una célula de E. coli . En algunas
modalidades, la célula hospedera es una célula B de E. coli
un célula C de E.coli ,unacélulaK de E.coli , ounacélula

W de E. coli . En otras modalidades, la célula hospedera es

una célula de Bacillus lentus , una célula de Bacillus brevis :
una ceélula de Bacillus stearothermophilus , una célula de
Bacillus lichenoformis , una célula de Bacillus alkalophilus ,
una célula de Bacillus coagulans , una célula de Bacillus
circulans , una célula de Bacillus pumilis , una ceélula de
Bacillus thuringiensis , una célula de Bacillus clausii , una
célula de Bacillus megaterium , una célula de Bacillus
subtilis , o una célula de Bacillus amyloliquefaciens . En
otras modalidades, la célula hospedera es una célul a de

Trichoderma koningii , Célula de Trichoderma viride , Célula de
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Trichoderma reesei , Célula de Trichoderma longibrachiatum :
célula de Aspergillus  awamori , Célula de Aspergillus
fumigates , célula de Aspergillus foetidus , una célula de
Aspergillus nidulans , una célula de Aspergillus niger , una
célula de Aspergillus oryzae , una célula de Humicola
insolens , una célula de Humicola lanuginose , una célula de
Rhodococcusopacus , una célula de Rhizomucormiehei , o una
célula de Mucormichei En todavia otras modalidades, la
célula hospedera es una célula de Streptomyces lividans 0 una
célula de Streptomyces murinus . En todavia otras modalidades,
la célula hospedera es una célula de Actinomycetes . En
algunas modalidades, la célula hospedera es una cél ula de
Saccharomyces cerevisiae

En otras modalidades, la célula hospedera es una ¢ élula
de planta eucariota, una célula de alga, una célula de
cianobacteria, una célula de bacteria de azufre ver de, una
célula de bacteria no de azufre verde, una célula d e bacteria
de azufre purpura, una célula de bacteria no de azu fre
parpura, una célula de extremdfilo, una célula de | evadura,
una célula de hongo, una célula modificada o cualqu iera de
los organismos descritos en la presente, o un organ iISmo
sintético. En algunas modalidades, la célula hosped era es
dependiente de luz o se fija en carbono. En algunas
modalidades, la célula hospedera tiene actividad au totrofica.
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En algunas modalidades, la célula hospedera tiene a ctividad
fotoautotréfica, tal como en presencia de luz. En a Igunas
modalidades, la célula hospedera es heterotréfica o
mixotrofica en ausencia de luz. En ciertas modalida des, la
célula hospedera es una célula de Arabidopsis thaliana,

Panicum  virgatum, Miscanthus giganteus, Zea  mays,

Botryococcuse braunii, Chlamydomonas reinhardtii, D unaliela
salina, Synechococcus Sp. PCC 7002, Synechococcus S p. PCC
7942, Synechocystis Sp. PCC 6803, Thermosynechococc us
elongates BP-1, Chlorobium tepidum, Chlorojlexus au ranticus,
Chromatiumm vinosum, Rhodospirillum rubrum, Rhodoba cter
capsulatus, Rhodopseudomonas palusris, Clostridium

ljungdabhilii, Clostridium thermocellum, Penicillium

chrysogenum, Pichiapastoris, = Saccharomyces  cerevisi ae,
Schizosaccharomyces pombe, Pseudomonas fluorescens , O

Zymomonas mobilis . En una modalidad, la célula microbiana es

de una cianobacteria que incluye, pero no se limita a,
Prochlorococcus, Synechococcus, Synechocystis, Cyan othece, y

Nostoc punctiforme . En otra modalidad, la célula microbiana

es de una especie de cianobacteria especifica inclu yendo,
pero no limitado a, Synechococcus elongatus PCC7942,
Synechocystis sp. PCC6803,y Synechococcus sp. PCC7001.

Vectores de Expresion

En algunas modalidades, una secuencia de polinucle otidos
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(o genes) se proporciona a la célula hospedera por medio de
un vector recombinante, que incluye un promotor lig ado
operablemente a la secuencia de polinucleétido. En ciertas
modalidades, el promotor es un promotor desarrollad amente
regulado, especifico de organelos, especifico de te jido,
inducible, constitutivo o especifico de células. En algunas
modalidades, el vector recombinante incluye al meno S una
secuencia seleccionada de una secuencia de control de

expresion acoplada operativamente a la secuencia de

polinucledtidos; un  marcador de  seleccion  acoplado

operativamente a la secuencia de polinucle6tido; un a
secuencia marcadora acoplada operativamente a la se cuencia de
polinucledtidos; una porcibn de purificacion acopla da
operativamente a la secuencia de polinucleétidos; u na
secuencia de secrecion acoplada operativamente a la secuencia
de polinucledtidos; y una secuencia de orientacion acoplada
operativamente a la secuencia de polinucledtidos. L oS
vectores de expresion descritos en la presente incl uyen una
secuencia de polinucledtidos en una forma adecuada para la
expresion de la secuencia de polinucleétidos en una célula
hospedera. Se apreciard por aquellas personas exper tas en la
técnica que el disefio del vector de expresion puede depender
de tales factores como la eleccién de la célula hos pedera que

se transforma en nivel de expresion del polipéptido deseado,
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y similares. Los vectores de expresion descritos en la
presente se pueden introducir en las células hosped eras para
producir polipéptidos, incluyendo polipéptidos de f usion,
codificados por la secuencias de polinucleétidos co mo se
describe en lo anterior ( supra ). La expresion de los genes

que codifican polipéptidos en las procariotas, por ejemplo,
E. coli , se lleva a cabo mas frecuentemente con vectores q ue
contienen promotores constitutivos o inducibles que dirigen
la expresion de otros de los polipéptidos de fusion 0 no de
fusién. Los vectores de fusion agregan una variedad de
aminoacidos a un polipéptido codificado en la prese nte,
usualmente a la amino o carboxi terminal del polipé ptido
recombinante. Tales vectores de fusién sirven tipic amente uno
o mas de los siguientes propésitos que incluyen inc rementar
la expresion del polipéptido recombinante; incremen tar la
expresion del polipéptido recombinante; incrementar la
solubilidad del polipéptido recombinante; y ayudar en la
purificacion del polipéptido recombinante al actuar como un
ligando en la purificacion por afinidad. Frecuentem ente, en
los vectores de expresion de fusién, un sitio de es cision
proteolitico se introduce en la unién de la porcién de fusion

y el polipéptido recombinante. Esto permite la sepa racion del
polipéptido recombinante de la porcion de fusion de spués de

la purificacion del polipéptido recombinante de fus ion.



10

15

20

136

Ejemplos de tales enzimas, y sus secuencias de reco nocimiento
cognadas, incluyen Factor Xa, trombina, y enterocin asa. Los
vectores de expresion de fusién ejemplares incluyen el vector
pGEX (Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, NJ; Smit h vy
colaboradores (1988) Gene 67:31-40), vector pMAL (New England
Biolabs, Beverly, MA), y vector pRITS (Pharmacia Bi otech,
Inc., Piscataway, N.J.), los cuales fusionan la glu tationa S-
transferasa (GST), la proteina de ligacion a maltos aE,ola
proteina A, respectivamente, al polipéptido recombi nante
objetivo.

De vectores de expresion de E. coli no de fusion,
inducibles incluyen el vector pTrc (Amann y colaboradores
(1988) Gene 69:301-315) y el vector pET 11d (Studier y
colaboradores , Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Calif. ( 1990) 60-
89). La expresion del gen objetivo del vector pTrc depende de
la transcripcion de ARN polimerasa hospedera de un promotor
de opresion trp-lac hibrido. La expresion del gen o bjetivo
del vector pET 11d depende de la transcripcion de u n promotor
de fusién T7 gnl0-lac mediado por una ARN polimeras a viral
co-expresada (T7 gnl). Esta polimerasa viral es sum inistrada
por cepas hospederas tales como BL21(DE3) o HMS174( DE3) de un

macrofago A residente que aloja un gen T7 gnl bajo el control

transcripcional del promotor lacUV 5. Los sistemas de
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expresion adecuados para células tanto procariotas como
eucariotas son bien conocidos en la técnica (ver, por

ejemplo, Sambrook y colaboradores (1989) Molecular Cloning: A

Laboratory Manual, segunda edicion, Cold Spring Har bor
Laboratory). Ejemplos de vectores de expresion de E. coli no
de fusién, inducibles incluyen el vector pTrc (Aman n vy

colaboradores (1988) Gene 69:301-315) y el vector PET 11d
(Studier y colaboradores (1990) Gene Expression Technology:
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Dieg o, CA, pp.
60-89). En ciertas modalidades, una secuencia de
polinucledtido de la descripcion se liga operableme nte a un
promotor derivado de bacteriéfago T5. En una modali dad, la

célula hospedera es una célula de levadura. En esta

modalidad, el vector de expresion es un vector de e Xpresion
de levadura. Los vectores se pueden introducir en c élulas
procariotas o eucariotas a través de una variedad d e técnica
reconocidas en el campo para introducir acido nucle ico
extrafio ( por ejemplo, DNA) ADN en una célula hospedera. Los
métodos adecuados para transformar o transfectar ceé lulas
hospederas se pueden encontrar en, por ejemplo, Sam brook vy
colaboradores ( supra ). Para la transformacién estable de

células bacterianas, se sabe que (dependiendo del v ector de
expresion y la técnica de transformacion usada) una cierta

fraccibn de células captara y replicara el vector d e
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expresion. A fin de identificar y seleccionar estas

transformantes, un gen que codifica el marcador sel eccionable
(por ejemplo, resistencia a un antibiético) se puede

introducir en las células hospederas junto con el g en de
interés. Los marcadores seleccionables incluyen aqu ellos que
confieren resistencia a farmacos tales como pero no limitados

a, ampicilina, canamicina, cloranfenicol, o tetraci clina. Los
acidos nucleicos que codifican un marcador seleccio nable se
pueden introducir en una célula hospedera en el mis mo vector
como aquel que codifica un polipéptido descrito en la
presente o que se puede introducir en un vector sep arado.

Modificacion de la Ruta Opcional

Las células hospederas 0 microorganismos de la

descripcion incluyen cepas hospederas o células hos pedera que
se modifican genéticamente o se modifican para cont ener
alteraciones a fin de someter a prueba la eficienci a de las
mutaciones especificas en las actividades enzimatic as ( es
decir, células o0 microorganismos recombinantes). Varias
manipulaciones y alteraciones genético opcionales s e pueden
usar intercambiablemente de una célula hospedera a otra,
dependiendo en que rutas enzimaticas nativas estan presentes
en la célula hospedera original. En una modalidad, se puede
usar una célula hospedera para probar la expresion de una

variante de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-r eductasa
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en combinacion con otros polipéptidos biosintéticos ( por
ejemplo, enzimas). Una cepa hospedera puede abarcar una

variedad de alteraciones genéticas a fin de probar las
variables especificas, incluyendo pero no limitado a,

condiciones de cultivo que incluyen componentes de
fermentacion, fuente de carbono ( por ejemplo, materia prima),
temperatura, presion, condiciones reducidas de cont aminaciéon
de cultivos y niveles de oxigeno.

En wuna modalidad, una cepa hospedera abarca una

supresion fadE y fhuA opcional. La Acil-CoA deshidrogenasa

(FadE) es una enzima que es importante para metabol izar
acidos grasos. Cataliza el segundo paso en la utili zacion de
acido graso (beta-oxidacién), que el proceso de rom per las
cadenas largas de acidos grasos (acil-CoAs) en molé culas de
acetil-CoA. Mas especificamente, el segundo paso de | ciclo de
p-oxidacion de la degradacion de &cido graso en las bacterias
es la oxidacion de acil-CoA a 2-enoil-CoA, que se ¢ ataliza
por FadE. Cuando E. coli carece de FadE, no puede
desarrollarse en acidos grasos como una fuente de c arbono
sino puede desarrollarse en el acetato. La incapaci dad de
utilizar acidos grasos de cualquier longitud de cad ena es
consistente con el fenotipo reportado de las cepas fadE, es
decir, las cepas del mutante fadE donde se interrumpe la

funcién FadE. El gen fadE se puede inactivar opcionalmente o
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atenuar para asegurar que la acil-CoAs, que puede s er
intermediaria en una ruta derivada de acido graso, puede
acumularse en la célula tal que todas las acil-CoAs se pueden
convertir eficientemente a derivados de &cido graso S. Sin
embargo, la atenuacion de fadE es opcional cuando el azucar

se usa como una fuente de carbono puesto que bajo t al
expresion de condicion de FadE se reprime probablem ente el
FadE por lo tanto solo puede estar presente en pequ efias
cantidades y no es capaz de competir eficientemente con la
éster sintasa u otras enzimas para los substratos d e acil-
CoA. La FadE es reprimida debido a la represion cat abdlica.
El E.coli y muchos otros microbios prefieren consumir azucar

sobre los &cidos grasos, de modo que cuando ambas f uentes
estan disponibles el azlcar se consume primero al r eprimir el
regulon  fad (ver D. Clark, J Bacteriol. (1981) 148(2):521-

6)). Por otra parte, la ausencia de los azucares y la
presencia de acidos grasos induce a la expresion de FadE. Los
intermediarios de Acil-CoA podrian perderse a la ru ta de
beta-oxidacion puesto que las proteinas expresadas por el
regulon  fad (incluyendo FadE) se regulan por incremento y
competiran eficientemente por acil-CoAs. De esta ma nera,
puede ser benéfico tener el gen fadE inactivado o atenuado.
Puesto que la mayoria de fuentes de carbono se basa n

principalmente en azucar, es opcional atenuar el FadE. El gen
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fhuA codifica para la proteina TonA, que es un transpor tador
y receptor acoplado a energia en la membrana exteri or del E.
coli (V. Braun (2009) J Bacteriol. 191(11):3431-3436). Su
supresion es opcional. La supresion de fhuA permite que la
célula sea mas resistente al ataque de fagos lo cua | puede
ser benéfico en ciertas condiciones de fermentacion . De esta
manera, puede ser deseable suprimir el fhuA en una célula
hospedera que probablemente se someta a contaminaci on

potencial durante las corridas de fermentacion.

En otra modalidad, la cepa hospedera ( supra ) también
abarca la sobreexpresiéon opcional de uno o mas de | 0s
siguientes genes incluyendo fadR, fabA, fabD, fabG, fabH,
fabV, ylo fabF . Ejemplos de tales genes son fadR de
Escherichia coli , fabA de Salmonella typhimurium (NP_460041),
fabD de Salmonella  typhimurium (NP_460164), fabG de
Salmonella typhimurium (NP_460165), fabH de Salmonella
typhimurium (NP_460163), fabV de Vibrio cholera

(YP_001217283), vy f abF de Clostridium  acetobutylicum

(NP_350156). La sobreexpresion de uno o mas de esto S genes,
que codifican para enzimas y reguladores en la bios intesis de
acidos grasos, puede servir para incrementar el tit ulo de los
compuestos derivados de acidos grasos incluyendo &ac idos

grasos w-OH y derivados de los mismos bajo diversas

condiciones de cultivo.
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En otra modalidad, las cepas de E. coli se usan como
células hospederas para la produccion de acidos gra sos w-OHy
derivados de los mismos. Similarmente, estas célula S
hospederas proporcionan sobreexpresion opcional de un 0 mas
genes de biosintesis ( es decir, genes que codifican para
enzimas y reguladores de biosintesis de acidos gras 0S) que
pueden incrementar o mejorar adicionalmente el titu lo de los
compuestos derivados de acidos grasos tales como de rivados de
acidos grasos ( por ejemplo, acidos grasos w-OH vy o, e
diacidos, etc .) bajo varias condiciones de cultivo
incluyendo, pero no limitado a, fadR, fabA, fabD, fabG, fabH,

fabV y/lo fabF . Ejemplos de alteraciones genéticas incluyen

fadR de Escherichia coli , fabA de Salmonella typhimurium
(NP_460041), fabD de Salmonella typhimurium (NP_460164), fabG
de Salmonella typhimurium (NP_460165), fabH de Salmonella
typhimurium (NP_460163), fabV de Vibrio cholera

(YP_001217283), vy f abF de Clostridium  acetobutylicum

(NP_350156). En algunas modalidades, en algunas mod alidades,
los operones sintéticos que llevan estos genes bios intéticos
se pueden modificar y expresar en células a fin de probar la
expresion P450 bajo varias condiciones de cultivo y /o mejorar
adicionalmente el acido graso w-OH y la produccion de oy 0=
diacidos. Tales operones sintéticos contienen uno o mas genes

biosintéticos. Un operén modificado puede contener genes
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biosintéticos de acidos grasos opcionales, incluyen fabV de
Vibrio cholera , fabH de Salmonella typhimurium , fabD de de S.
typhimurium , fabG de S. typhimurium , fabA de S. typhimurium
y/lo fabF de Clostridium acetobutylicum gue se pueden usar
para facilitar la sobreexpresion de los derivados d e acidos
grasos a fin de probar las condiciones de cultivo
especificas. Una ventaja de tales operones sintétic 0S es que
la velocidad de produccion del derivado de acido gr aso «-OH

puede incrementarse adicionalmente o mejorar.

En algunas modalidades, en algunas modalidades, la S
células hospederas 0 microorganismos que se usan pa ra
expresar ACP y enzimas biosintéticas ( por ejemplo, w-
hidroxilasa, tioesterasa, etc. ) expresaran adicionalmente
genes que abarcan ciertas actividades enzimaticas q ue pueden
incrementar la producciéon a uno o mas derivado(s) d e acidos
grasos particular tal como acidos grasos w-OH, derivados de
acidos grasos w-OH, o, w-diacidos y similares. En una
modalidad, la célula hospedera tiene actividad de t ioesterasa
(E.C. 3.1.2* o E.C. 3.1. 214 o E.C. 3.1.1.5) para la
produccion de acidos grasos que se puede incrementa r al
sobreexpresar el gen. En otra modalidad, la célula hospedera
tiene actividad de éster sintasa (E.C. 2.3.1.75) pa ra la
produccion de ésteres grasos. En otra modalidad, la célula

hospedera tiene actividad de acil-ACP reductasa (AA R) (E.C.
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1.2.1.80) y/o actividad de alcohol deshidrogenasa (
1.1.1.1.) y/o actividad de alcohol graso acil-CoA r
(FAR) (E.C. 1.1.1.%) ylo actividad de &cido carboxi
reductasa (CAR) (EC 1.2.99.6) para la producciéon de
grasos. En otra modalidad, la célula hospedera tien
actividad de acil-ACP reductasa (AAR) (E.C. 1.2.1.8
produccion de aldehidos grasos. En otra modalidad,
hospedera tiene actividad de acil-ACP reductasa (AA
1.2.1.80) y actividad de descarbonilasa (ADC) para
produccion de alcanos y alquenos. En otra modalidad
célula hospedera tiene actividad de acil-CoA reduct
1.2.1.50), actividad de acil-CoA sintasa (FadD) (E.
2.3.1.86), y actividad de tioesterasa (E.C. 3.1.2.*

3.1. 2.14 o E.C. 3.1.1.5) para la produccion de alc
grasos. En otra modalidad, la célula hospedera tien
actividad de éster sintasa (E.C. 2.3.1.75), activid
acil-CoA sintasa (FadD) (E.C. 2.3.1.86), y activida
tioesterasa (E.C. 3.1.2.* o0 E.C. 3.1. 2.14 0 E.C. 3

para la produccion de ésteres grasos. En otra modal

célula hospedera tiene actividad de OleBCD para la

de cetonas. En otra modalidad, la célula hospedera
actividad de acil-ACP reductasa (AAR) (E.C. 1.2.1.8
actividad de alcohol deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.1.)

produccion de alcoholes grasos. En otra modalidad,

E.C.
eductasa
lico

alcoholes

0) para la
la célula

R) (E.C.

o E.C.

oholes

ad de
d de
.1.1.5)
idad, la
produccion
tiene
0) vy
para la

la célula
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hospedera tiene actividad de tioesterasa (E.C. 3.1.
3.1. 2.14 o E.C. 3.1.1.5) y actividad de descarboxi
preparar olefinas terminales. La expresion de las a
enzimaticas en los microorganismos y células microb
ensefiado por los Numeros de Patentes de E.U.A. 8,09
8,110,093; 8,110,670; 8,183,028; 8,268,599; 8,283,1
8,232,924, 8,372,610; y 8,530,221, que se incorpora
presente a manera de referencia. En otras modalidad
células hospederas 0 microorganismos que se usan pa
expresar ACP y otras enzimas biosintéticas incluira
actividades enzimaticas nativas,

que se regulan por

incremento o se sobreexpresan a fin de producir un
derivado(s) de acido graso particular tal como acid
w-OH, derivados de acidos grasos w-OH, y

modalidad, la célula hospedera tiene una actividad
tioesterasa nativa (E.C. 3.1.2* o E.C. 3.1. 2.14 o
3.1.1.5) para la produccién de acidos grasos que se
incrementar al sobreexpresar el gen de tioesterasa.

La presente descripcion
microorganismos que expresan genes que codifican pa
variantes de polipéptido de fusion hibrido CYP153A-

y otras enzimas biosintéticas (
recombinantes producen derivados de acidos grasos t

acidos grasos »-OH, derivados de &cidos grasos

incluye cepa hospederas o

»-OH,

2*0 E.C.
lasa para
ctividades
lanas es
7,439;
43;
n en la
es, las
ra

n ciertas

0S grasos

o, w-diacidos. En una

de
E.C.

puede

ra las

reductasa

supra ). Las células hospederas

ales como

o, W-
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diacidos y composiciones y mezclas de los mismos. L oS
derivados de acidos grasos se recuperan tipicamente del medio
de cultivo y/o se aislan de las células hospederas. En una
modalidad, los derivados de &cidos grasos se recupe ran del
medio de cultivo (extracelular). En otra modalidad, los

derivados de 4acidos grasos se aislan de las células

hospederas (intracelulares). En otra modalidad, los derivados
de acidos grasos se recuperan del medio de cultivo y se
aislan de las células hospederas. Los derivados o
composiciones de acidos grasos producidos por una c élula
hospedera se pueden analizar usando métodos conocid 0s en la

técnica, por ejemplo GC-FID, a fin de determinar Ila

distribucion de los derivados de acidos grasos part iculares
asi como las longitudes de cadena ligado de saturac i6n de los
componentes de los derivados de acidos grasos w-OH tales como
acidos grasos w-OH, ésteres de acidos grasos 0-OH, o, -

diacidos, y similares.

Cultivo y Fermentacion

Como se usa en la presente, el término fermentacio n se
refiere ampliamente a la conversion de materiales o rganicos
en las estancias objetivo por células hospederas, p or
ejemplo, la conversion de una fuente de carbono por células
hospederas recombinantes en acidos grasos »-OH o derivados de

los mismos al propagar un cultivo de las células ho spederas
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recombinantes en un medio que comprende la fuente d e carbono.
Las condiciones permisivas para la producciéon se re fieren a
cualquier condiciébn que permita que una célula hosp edera
produzca un producto deseado, tal como acidos graso s «-OH.
Similarmente, la condicidbn o condiciones en las cua les la
secuencia de polinucledtidos de wun vector se expres a
significan cualquiera de las condiciones que permit en que una
célula hospedera sintetice un polipéptido. Las cond iciones
adecuadas incluyen, por ejemplo, condiciones de fer mentacion.
Las condiciones de fermentacibn pueden incluir much 0S
parametros incluyendo, pero no limitado a, interval os de
temperatura, niveles de aireacion, velocidades de

alimentacion y composicion de medios. Cada una de e stas
condiciones, individualmente y en combinacion, perm iten que
la célula hospedera se desarrolle. La fermentacion puede ser
aerobica, anaerobica, o variaciones de las mismas ( tal como
micro-aerobic). Los medios de cultivo ejemplares in cluyen
caldos o geles. En general, el medio incluye una fu ente de
carbono que se puede metabolizar por una célula hos pedera
directamente. Ademas, las enzimas se pueden usar en el medio
para facilitar la  movilizacion  ( por  ejemplo, la
despolimerizacion del almidon o celulosa a azlcares

fermentables) y metabolismos subsecuentes de la fue nte de

carbono.
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Para la produccibn de escala pequeia, las células

hospederas modificadas se pueden desarrollar en lot es de, por
ejemplo, aproximadamente 100 pL, 200 pL, 300 L, 40 0 uL, 500
pL, ImL, 5 mL, 10 mL, 15 mL, 25 mL, 50 mL, 75 mL, 1 00 mL, 500
mL, 1L, 2L, 5L, o010 L; se pueden fermentar; e i nducir
para expresar una secuencia de polinucleétidos dese ada, tal
como una secuencia de polinucledtidos que codifica un
polipéptido de fusion hibrido P450. Para la producc ibn a gran
escala, las células hospederas modificadas se puede n
desarrollar en lotes de aproximadamente 10 L, 100 L , 1000 L,
10,000 L, 100,000 L, y 1,000,000 L o I méas grandes; se pueden

fermentar; e inducir ara expresar una secuencia de

polinucledtidos deseada. Alternativamente, se puede llevar a
cabo la fermentacion en lotes alimentados de escala grande.
Los acidos grasos w-OH derivados y composiciones de los
mismos como se describe en la presente se encuentra n en el
medio ambiente intracelular del cultivo de células hospederas
recombinantes y se puede aislar facilmente del medi o de
cultivo. Un acido graso w-OH o derivado del mismo se puede
secretar por la célula hospedera recombinante, tran sportar el
medio ambiente extracelular o transferir pasivament e en el
medio amiente extracelular del cultivo de células h ospederas
recombinante. Los acidos grasos w-OH o derivados de los

mismos se aislan de un cultivo de células hospedera S
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recombinante usando métodos de rutina conocidos en la
técnica.
Productos Derivados de Células Hospedera Recombinan tes

Como se usa en la presente, la fraccién de carbono modem
o fM tiene el mismo significado como se define por National
Institute of Standards and Technology (NIST) Standa rd
Reference Materials (SRMs4990B y 4990C, conocido co mo
estandares de acidos oxalicos HOxI y HOxII, respect ivamente.
La definicion fundamental se refiere a 0.95 veces e n la
relacién de isotopos 4c/12Cc HOxI (referida como AD 1950).
Esto es aproximadamente equivalente a la madera de la
revolucion pre-industrial corregida por decaimiento . Para la

biosfera  viviente actual (material vegetal)) fM es

aproximadamente 1.1. Los bioproductos ( por ejemplo, derivados
de acidos grasos que incluyen acidos grasos w-OH vy derivados
de producidos de acuerdo con la presente descripcio n)
incluyen compuestos organicos biolégicamente produc idos. En
particular, los derivados de acidos grasos ( por ejemplo,
acidos grasos w-OH y derivados de los mismos) producidos

usando una ruta biosintética de acido graso en la p resente,
no se han producido de fuentes renovables y, como t al, son
nuevas composiciones de materia. Estos nuevos biopr oductos se
pueden distinguir de los compuestos organicos deriv ados de

carbono petroquimico sobre la base de la huella de carbono-
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isotopica doble o datacion
especifica de carbono bio-originado ( por ejemplo,
glicerol) se puede determinar por huella de carbono
doble (ver, por ejemplo,
capacidad para distinguir los bioproductos de compu
organicos basados en petréleo es benéfica en rastre
materiales en el comercio. Por ejemplo, los compues
quimicos organicos que incluyen ambos perfiles de i
carbono biolégicamente basados y basados en petrole
distinguir de los compuestos organicos y quimicos f
solamente de materiales basados en petréleo.
consiguiente, los bioproductos en la presente puede
seguidos o rastreados en el comercio sobre la base
perfil de isotopos de carbono Unicos. Los bioproduc
pueden distinguir de los compuestos organicos basad
petréleo al comparar la relacion de isotopos de car
estable ( 13C/'?C) en cada muestra. La relacion
bioproducto dado es una consecuencia de la relacion
el dioxido de carbono atmosférico en el momento en
fija el diéxido de carbono. También refleja la ruta
metabodlica precisa. También pueden presentarse vari
regionales. El petrdleo, planta C3 (la hoja ancha),

(los pastos), y carbonatos marinos todos muestran d

significativas en 13¢c/t2C y los valores

4C. Adicionalmente, la fuente

glucosa vs.

-isotdpica
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Adicionalmente, la materia de lipidos de las planta sC3yC4
analiza de manera diferente que los materiales deri vados de
los componentes de carbohidratos de las mismas plan tas como
una consecuencia de la ruta metabdlica. Dentro de | a
precision de la medicion, el 13C muestra grandes variaciones
debido a los efectos de fraccionamiento isotdpicos, lo mas
significativo de los cuales para los bioproductos e s el
mecanismo fotosintético. La causa principal de dife rencias en
la relacion de isotopos de carbono en las plantas s e
estrechamente con diferencias en la ruta del metabo lismo de
carbono fotosintético en las plantas, particularmen te la
reaccion que se presenta durante la carboxilacion p rimaria
(es decir, la fijacion inicial de CO o atmosférico). Dos
grandes clases de vegetaciones son aquellas que inc orporan el
ciclo fotosintético C3 (o Calvin-Benson) y aquellos que
incorporan el ciclo fotosintético C4 (o Hatch-Slack ). En las
plantas C3, la fijacion de CO 2 primaria 0 reaccion de
carboxilacion implica la enzima ribulosa-1,5-difosf ato
carboxilasa, y el primer producto estable es un com puesto de
3 carbonos. Plantas C3 tales como maderas duras y ¢ oniferas,
son dominantes en las zonas climas templadas. En la s plantas
C4, una region de carboxilacion adicional que impli ca otra
enzima, fosfoenol-piruvato carboxilasa, es la reacc ion de

carboxilacién primaria. El primer compuesto de carb on estable
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es un acido de 4 carbonos, que se descarboxila

subsecuentemente. El CO > relacionado de esta manera se vuelve

a fijar por el ciclo C3. Ejemplos de plantas C4 tro picales,
maiz y cafla de azlUcar. Ambas plantas C4 y C3 muestr an un
intervalo de relaciones isotdpicas 13cr2c, pero los valores
tipicos son aproximadamente -7 a aproximadamente -1 3 por mil
para C4 y aproximadamente -19 a aproximadamente -27 por mil
para planta C3 (ver, por ejemplo, Stuiver y colaboradores

(1977) Radiocarbon 19:355). El carbon mineral y el petroleo
se encuentran en general en este ultimo intervalo. La escala

de medicién 13C se definié originalmente por un conjunto cero

por piedra caliza de Belemnita Pee Dee (PDB), donde los
valores se proporcionan en partes por miles desviac iones de
este material. Los valores 513C se expresan en partes por mil

(por mil), abreviado, %o, y se calcula como sigue:
513C (%) = [(  C/*2C) muestra - ( 1¢c/t2¢C) estandar]/ ( Bertee

estandar x 1000

Puesto que el material de referencia de PDB (RM) s e ha
agotado, se han desarrollado una serie de RMs alter nativas en
cooperacion con IAEA, USGS, NIST, y otros laborator ios de

isotopos  internacionales. Las anotaciones para las
desviaciones por mil de PDB es 513C. Las mediciones se hacen
en CO, mediante espectrometria de masa de relacion establ e de

alta precision (IRMS) o iones moleculares de masas 44, 45,y
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46. Las composiciones descritas en la presente incl uyen
bioproductos producidos por cualquiera de los métod oS
descritos en la presente, incluyendo, por ejemplo, productos
derivados de &cidos grasos. Especificamente, el bio producto
puede tener un 5BC de aproximadamente -28 o mayor,
aproximadamente -27 o mayor, -20 0 mayor, -18 o0 may or,-150
mayor, -13 o mayor, -10 o mayor, o -8 o mayor. Por ejemplo,
el bioproducto puede tener un 53C de aproximadamente -30 a
aproximadamente -15, aproximadamente -27 a aproxima damente -
19, aproximadamente -25 a aproximadamente -21,
aproximadamente -15 a aproximadamente -5, aproximad amente -13
a aproximadamente -7, o aproximadamente -13 a aprox imadamente
-10. En otros casos, el bioproducto puede tener un sBC de
aproximadamente -10, -11, -12, o -12.3. Los bioprod uctos
producidos de acuerdo con la descripcion en la pres ente,
también se pueden distinguir de los compuestos orga nicos
basados en petrdleo al comparar la cantidad de 14C en cada
compuesto. Debido al 14C tiene una vida media nuclear de 5730

afos, los combustibles basados en petrleo que cont ienen

carbonos mas antiguos se pueden distinguir de los

bioproductos que contienen carbono mas reciente (ve r, por
ejemplo, Currie, Source Apportionment of Atmospheric
Particles, Characterization of Environmental Partic les, J.

Buffle and H. P. van Leeuwen, Eds., 1 of Vol. | of the IUPAC
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Environmental Analytical Chemistry Series (Lewis Pu blishers,
Inc.) 3-74, (1992)). La suposicién basica de la dat acion del
radiocarbono es que la constancia de la concentraci 6n de C
en la atmésfera conduce a la constancia de “C en los
organismos vivos. Sin embargo, debido a la prueba n uclear
atmosférica desde 1950 y la quema de combustible f6 sil de

1850, el 14C ha adquirido una segunda caracteristica de tiempo
geoquimica. Su concentracion en el CO o atmosférico, y por

consiguiente en la  biosfera viviente, se  duplicé

aproximadamente al pico de la prueba nuclear, a med iados de
1960. Desde entonces ha regresado gradualmente a la tasa de
isotopos de linea base cosmogénica de estos permane nte
(atmosférica) ( 14c 1 2C) de aproximadamente 1.2 x 10 12 con
una “vida media” de relajacion aproximada de 7-10 a fos. Esta
ultima vida media no se debe tomar literalmente; si no, se

debe usar la funcibn de entrada/decaimiento nuclear

atmosférica para rastrear las variaciones de 14C atmosférico y
bioesférico desde el inicio de la edad nuclear. Est a es la
caracteristica de tiempo de 14C Dbioesférico posterior que

mantiene la promesa de la datacion anual de carbono

bioesférico reciente. El 14C se puede medir por espectrometria
de masa aceleradora (AMS), con resultados dados en unidades
de fraccion de carbono moderno (fM). El fM se defin e por

National Institute of Standards and Technology (NIS T)
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Standard Reference Materials (SRMs) 4990B y 4990C. Como se
usa en la presente, la fraccion de carbono moderno fM tiene
el mismo significado como se define por National In stitute of
Standards and Technology (NIST) Standard Reference Materials
(SRMs) 4990B y 4990C, conocido como estandares de a cidos
oxalicos HOxlI y HOxIl, respectivamente. La definici on
fundamental se relaciona con 0.95 veces la relacion de

isotopos 4c /1 2C HOxI (referido como 1950 AD). Esto es
particularmente equivalente a la madera de la revol ucion pre-
industrial corregida por decaimiento. Para la biosf era

viviente actual (material vegetal)) el fM es de

aproximadamente 1.1. Las composiciones descritas en la
presente incluyen bioproductos que pueden tener un fM4C de al
menos aproximadamente 1. Por ejemplo, el bioproduct o de la
descripcion puede tener un fM 14C de al menos aproximadamente

1.01, un fM  *C de aproximadamente 1 a aproximadamente 1.5, un
fM*C de aproximadamente 1.04 a aproximadamente 1.18, o un
fM4C de aproximadamente 1.111 a aproximadamente 1.124.

Otra medicién de 14C es conocida como el porcentaje del
carbono moderno (pMC). Para un arquedlogo o geologo gue usa
las dataciones 14C, en 1950 AD iguala a cero afios de
antigiiedad. Esto también representa 100 pMC. El car bono de la
bomba en la atmosfera alcanzo casi dos veces el niv el normal

en 1963 en el pico de armas termonucleares. Su dist ribucion
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dentro de la atmésfera ha sido aproximada desde su aparicion,
mostrando valores que son mayores que 100 pMC para plantas y
animales vivos desde 1950 AD. Ha disminuido gradual mente a
través del tiempo con el valor en la actualidad que esta
cerca de 107.5 pMC. Esto significa que un material de biomasa
reciente, tal como maiz, proporcionaria una firma d e *C cerca
de 107.5 pMC. Los compuestos basados en petréleo te ndran un
valor pMC de cero. La combinacion de carbono fosil con el
carbono de la actualidad dara por resultado una dil ucion del
contenido de pMC. Al presumir que 107.5 pMC represe nta el

contenido de 14C de los materiales de biomasa de la actualidad

y 0 pMC representa el contenido 14C de productos basados en
petréleo, el valor pMC medido para ese material ref lejara las
proporciones de los dos tipo de componente. Por eje mplo, un

material derivado de 100% de soja en la actualidad

proporcionara una firma de radiocarbono cerca de 10 7.5 pMC.
Si ese material se diluyé 50% co productos basados de
petréleo, proporcionaria una firma de radiocarbono de

aproximadamente 54 pMC. Un contenido de carbono

bioldgicamente basado se deriva al asignar 100% igu al 107.5
pMC y 0% igual a 0 pMC. Por ejemplo, una muestra qu e mide 99
pMC proporcionara un contenido de carbono biolégica mente
basado equivalente de 93%. Este valor es referido c omo el

resultado de carbono biolégicamente basado medio y asume en
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todos los componentes dentro del material analizado

originados ya sea del material biolégico de la actu alidad o
el material basado en petréleo. Un bioproducto que comprende
uno o mas derivados de acidos grasos como se descri be en la
presente puede tener un pMC de al menos aproximadam ente 50,
60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99, o 100. En otros
casos, el derivado de acido graso descrito en la pr esente

puede tener un pMC de entre aproximadamente 50 vy

aproximadamente 100; aproximadamente 60 y aproximad amente
100; aproximadamente 70 y aproximadamente 100;
aproximadamente 80 y aproximadamente 100; aproximad amente 85

y aproximadamente 100; aproximadamente 87 y 98; o

aproximadamente 90 y aproximadamente 95. En todavia otros
casos, un derivado de acido graso descrito en la pr esente
puede tener un pMC de aproximadamente 90, 91, 92, 9 3,94, 0
94.2.
EJEMPLOS
Los siguientes ejemplos especificos se proponen pa ra

ilustrar la descripcibn y nos deben considerar como
limitantes del alcance de las reivindicaciones.

Protocolos y Métodos

Clasificacion de una Genoteca

Todos los protocolos descritos en la presente depe nden
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de un sistema de 2mL de bloque maestro de placas de

pocillos (Greiner Bio-One, Monroe, NC o Corning, Am
Los Paises Bajos) para desarrollar cultivos, y plac
(Costar, Inc.) para extraer especies de acidos gras
caldo de cultivo. Los protocolos proporcionados
continuacion son ejemplos de condiciones de ferment
protocolos alternativos se pueden usar para evaluar
produccion de especies de acidos grasos.
Protocolo de Cultivo Plim a 32 °C

Se usaron 30puL de cultivo LB (de un cultivo de LB
desarrollan en una placa de 96 para inocular 290uL

Plim (Tabla 2), que después se incubd durante aprox

16 horas a 32 °C con agitacién. 40uL de las semillas de la

noche se usaron para inocular 360puL de medio Plim.

96
sterdam,
as

os del

acién. Los

la

qgue se
de medio

imadamente

Después

del desarrollo a 32 °C durante 2 horas, los cultivos se

indujeron con IPTG (concentracion final 1 mM) (sigu
Tabla 3). Los cultivos después se incubaron a 32
agitacion durante 20 horas si no se indic6 de otra
después de lo cual se extrajeron siguiente el proto
extraccion estandar detallado a continuacion.
Protocolo de Cultivo Nlim a 35 °C

Se usaron 40uL de cultivo LB (de un cultivo LB que
desarrolla en una placa de 96 pocillos) para inocul

de medio LB (siguiente Tabla 3), que después se inc

iente
°C con
manera,

colo de

se
ar 360puL

ubo
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durante aproximadamente 4 horas a 32 °C con agitacion. 40uL de

la semilla LB se usaron para inocular 360uL de medi

Después del crecimiento a 32 °C durante 2 horas a 35

cultivos se adujeron con IPTG (concentracion final
(siguiente Tabla 3). Los cultivos después se incuba

con agitacion durante 20 horas si no se indicO de o
manera, después de lo cual se extrajeron siguiendo
protocolo de extraccidon estandar detallado a contin

Tabla 3: Nombres y Formulaciones de los Medios

o Nlim.
°C, los

1 mM)

rona35 °C
tra

el

uacion.

Nombre del
Medio

Formulacion

X 5x de Solucién Salina Plim con (NH4)

2SQ

X 1000x de Vitaminas Trazas

mg/L  10mg/mL de Tiamina

mM MgSO4 1M

o| k| P k|l B+

1 | mM CaCl2 1M

[6)]

Plim 40 |g/L 00g/L de glucosa

1 X 1000x de Minerales Trazas

10 |mg/L  10g/L de Fe Citrato

100 | pg/mL | 100 mg/ml de espectinomicina

100 | mM BisTris 2M (pH7.0)

05 | mM Acido aminolevulinico

1 X bXx de solucion salina con NH4CI
1 X 1000x vitaminas trazas

1 mg/L  10mg/mL de Tiamina

1 mM MgS0O4 1M
0.1 | mM CaCl2 1M
Nlim 40 |g/L 500g/L de glucosa

1 X 1000x de minerales trazas

10 |mg/L  10g/L de Fe Citrato

100 | pg/mL | 100 mg/ml de espectinomicina

100 | mM BisTris 2M (pH7.0)

05 | mM Acido aminolevulinico
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Protocolo de Extraccion Estandar de Especies de Aci dos Grasos
Se agregaron a cada pocillo 80uL de HCI 1M extraid o,
seguido por un 400uL de acetato de butilo (con 500m g/L de
pentadecanol como estandar interno). Las placas de 96
pocillos después sellaron con calor usando un sella dor de
placa. Calentador (ALPS-300; Abgene, ThermoScientif ic,
Rockford, IL), y se agitdé durante 15 minutes a 2000 rpm usando
un mezcladora MIXMATE (Eppendorf, Hamburgo, Alemani a).
Después de la agitacion, las placas se centrifugaro n durante
10 minutos a 4500rpm a temperatura ambiente (Allegr a X-15R,
rotor SX4750A, Beckman Coulter, Brea, CA) para sepa rar las
capas acuosas y organicas. 100uL de la capa organic a se
transfiri6 a una placa de 96 (polipropileno, Cornin g,
Amsterdam, Los Paises Bajos) y se derivaron con 100 uL de
BSTFA. La placa se sell6 con calor subsecuentemente y se

almacendé a -20 °C hasta que se evaludé por GC-FID asnado el

método w-OH FFA que se llevé a cabo como sigue: 1uL de una
muestra se inyectd en una columna analitica (DB-1, espesor de
la pelicula 10 m x 180 yum x 0.2 puM, disponible de J W 121-
101A) en un dispositivo Agilent 7890A GC Ultra (Agi lent,
Santa Clara, CA) con un detector de ionizacion de | lama (FID)
con una division de 1-20. El instrumento se ajusto para
detectar y cuantificar acidos grasos C 10 @ C 15 y &cidos grasos

w-hidroxilados. El protocolo detallado en lo anterio r
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representa las condiciones estandares, que se puede
modificar como sea necesario para optimizar los res
analiticos.
Preparacion de Genotecas Propensas a Errores

Las técnicas estandares conocidas por aquellas per
de experiencia en el campo se usaron para preparar
propensas a errores. En un ejemplo, la cadena princ
vector se preparé usando endonucleasas de restricci
vector, mientras que la creacion de la diversidad e
inserto de ADN se generé por amplificacion de PCR d
plantilla de condiciones favorecen la

ADN bajo que

incorporacion de nucledtidos no coincidentes. En un
procedimiento, la clonacion de la cadena principal
y un inserto de ADN con diversidad se llevd a cabo
Sistema de Clonacion INFUSION (Clontech Laboratorie
Mountain View, CA), de acuerdo con el protocolo del
fabricante.
Preparacion de Genotecas de Saturaciéon
Las técnicas estandares conocidas por aquellas per
de experiencia en el campo se usaron para preparar
de saturacion. En un ejemplo, la cadena principal d
se prepar6é usando endonucleasas de restriccion en e
mientras que la creacion de la diversidad en el ins

ADN se gener6 usando cebadores de degeneracién. En

ultados

sonas
genotecas
ipal del
on en el
n el
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del vector
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procedimiento, la clonacién de la cadena principal del vector
y un inserto de ADN con diversidad se llevo a cabo usando el
Sistema de Clonacion INFUSION (Clontech Laboratorie s, Inc.,

Mountain View, CA) de acuerdo con el protocolo del
fabricante.
Preparacion de Genotecas de Combinacion

Las mutaciones identificadas como benéficas se

combinaron para proporcionar variante de polipéptid o de
fusion hibrido CYP153-reductasa ( por ejemplo, variantes de
proteina CYP153A-RedRhF hibridas) con mejoras adici onales en
la produccién de especies de derivados de acidos gr asos -OH.
Las técnica estandares conocidas por aquellas perso nas de
experiencia en el campo se usaron para preparar las genotecas
de combinacion. En un ejemplo, la cadena principal de vector
se prepar6é usando endonucleasas de restriccion en e | vector,
mientras que la creacion de la diversidad en el ins erto de
ADN se gener6 usando cebadores para introducir las mutaciones

deseadas. Como se describe en lo anterior, en un

procedimiento, la clonacién de la cadena principal del vector

y un inserto de ADN con la diversidad se llevo a ca bo usando
el Sistema de Clonacion INFUSION (Clontech Laborato ries,
Inc., Mountain View, CA), de acuerdo con el protoco lo del
fabricante. Las genotecas de combinacion se pueden generar

usando el protocolo de PCR de transferencia (tPCR) (Erijman vy
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colaboradores  (2011) J. Structural Bio. 175:171-177 ).

Clasificacion de Genotecas

Una vez que la diversidad de genotecas se genero e n una
genoteca de saturacion, propensa a errores 0 genote ca de
combinacion, se clasificé usando uno de los métodos descritos
en lo anterior. Dos tipos de aciertos fueron identi ficados:
(1) cantidad incrementada de &cidos grasos w- (titulo w-OH
FFA); y/lo (2) conversion incrementada de acidos gra Sos a
acidos grasos w-hidroxi. Las mutaciones en las variantes de
proteina cypl53A-RedRhF hibridas dentro de cada aci erto se
identificaron por secuenciacion, usando técnicas es tandares
rutinariamente empleadas por aquellas personas de e Xperiencia
en el campo. Las siguientes Tablas 5, 6 y 7 listan las
mutaciones (aciertos) identificados como benéficas en las

genotecas de saturacion.
EJEMPLO 1: Construccion de la Cepa y Plasmido para la
Clasificacion de Genotecas

Este ejemplo describe las cepas y plasmidos para

saturacion o clasificacion de genoteca de mutagénes is de
combinacion.

Un gen que codifica para una proteina de fusion hi brida
preparada de la proteina catalitica CYP153A(G307A) P450 de
Marinobacter aquaeoli y el dominio reductasa que contiene

FMN- y Fe/S- c-terminal de P450RhF de Rhodococcus  sp.
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NCIMB9784 se cred como sigue: El gen cypl65A(G307A) _Maqu se
amplifico del ADN genomico y se fusion6é con un domi nio
reductasa P450RhF sintético optimizado con codén po r PCR
cruzada. El gen de fusion resultante (SEQ ID NO: 5) se cloné
en un derivado de pACYC ( es decir, replicon p15A, marcador de
resistencia a la canamicina) tal que su transcripci on se
control6 por el promotor P trc inducible por IPTG. El plasmido

fue nombrado pEP125 (ver Tabla 4, infra ).

El gen que codifica para la proteina de fusion

cypl53A(G307A)-Red450RhF hibrida también se amplifi c6 de
pEP125 y se clon6 en un vector de derivado de pCL19 20
(replicon SC101, marcador de resistencia a espectin omicina),
tal que su transcripcion se controld por el promoto r P trc
inducible por IPTG y formdé un operdén con los genes que
codifican para una tioesterasa de planta (fatBl), u na
variante de 3-ceto-acil-ACP sintasa ( fabB) y un regulador
transcripcional ( fadR ). El pldsmido fue nombrado pLC81 (ver

Tabla 4, infra ).

Se crearon plasmidos adicionales como sigue: el ge n que
codifica una tioesterasa de planta (fatBl) de Umbellularia
californica se sintetiz6 como el ADN utilizado con codén y se
cloné en un vector de derivado de pCL1920 (replicon SC101,
marcador de resistencia a la espectinomicina), tal que su

transcripcion se controld por el promotor P trc inducible por
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IPTG y form6 un operon que con genes que codifican ara
acetil-CoA carboxilasa (accDACB), biotina ligasa (b irA) y una
proteina portadora de acilo. El plasmido fue nombra do pNH305
(ver Tabla 4, infra ). El plasmido pAS033 se cre6 al
reemplazar fatB1 en pNH305 con una tioesterasa de p lanta
sintética optimizada con codon (fatA3) de Arabidopsis
thaliana  (ver Tabla 4, infra ). El plasmido pEP146 se cre6 al
reemplazar fatB1 en pLC81 con una tioesterasa de pl anta
sintética optimizada con codon (fatA3) de Arabidopsis
thaliana  (ver Tabla 4, infra ). El pEP146 también llevé una
mutacion en la proteina repA codificado con plasmid 0.

Las cepas base usadas para la transformacion del
plasmido fueron GLPO77 y BZ128. Brevemente, el geno ma de la
cepa base GLPHO77 se manipulé como sigue: el gen de acil-CoA

deshidrogenasa ( fadE ) se suprimié y se sobreexpresé un

regulador transcripcional ( fadR ) y un operdn de sintesis de

acidos grasos sintéticos. Brevemente, el genoma de la cepa
base BZ128 se manipuld6 como sigue: el gen fadE (acil-CoA
deshidrogenasa) se suprimié y se sobreexpresd un op eron de
biosintesis de acido graso sintético, una g-hidroxi acil-ACP
grasa deshidratasa (fabZ) y una variante de una tio esterasa
(tesA). Ademas, la cepa se habia sometido previamen te al
transposon asi como a la mutagénesis de N-metil-N " -nitro-N-

nitrosoguanidina (NTG) y clasificacion.
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Tabla 4: Plasmidos usados para la clasificacion de la

genoteca

Plasmido | Descripcion

pAS033 pCL-fatA3 _Atal-accDCBAbirA_Cglu-acp_Ecol
pEP125 pPACYC-cypl53A(G307A) _Maqu-RedRhF_Rhod
pNH305 pCL-fatB1_Ucal-accDCBAbirA_Cglu-acp_Ecol

Lcs1 pCL- cypl53A(G307A) _Maqu-RedRhF_Rhod-fatB1_Ucal-
P fadB_Ecol-fadR_Ecol
pCL*- cypl53A(G307A) _Maqu-RedRhF_Rhod-fatA3-Atal-
pEP146
fadB_Ecol-fadR_Ecol
La proteina de fusion cypl53A(G307A)-Red450RhF hib rida
se sometié a prueba para ver si la expresion en las células
hospederas podria producir derivados de acido graso »-OH. Un
microorganismo que expresa SEQ ID NO: 5 fue capaz d e producir
mas de 1 g/L de derivados de acido graso ©»-OH de glucosa. De
esta manera, esta enzima modificada se selecciond p ara

estudios de evoluciéon adicionales.
EJEMPLO 2: Genotecas de saturacion del dominio cata litico
P450 de la proteina de fusion cyp153A(G307A)-Red450 RhF

Una genoteca de saturacion completa del dominio

catalitico P450 de la proteina de fusion cypl53A-Re d450RhF,
se construyé y se clasificd para variantes que most raron
mejoras sobre  cypl53A(G307A)-Red450RhF  ( es decir, el
polipéptido de plantilla). G307A ( es decir, un residuo de

alanina reemplazé una glicina en la posiciébn 307) e S una

mutacion benéfica que mejora la actividad de w-hidroxilasa de
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cypl53A (ver Honda Malca y colaboradores (2012) Chem. Commun.
48:5115). Los criterios de seleccion para los acier tos fueron
(1) cantidad incrementada de acidos grasos w-hidroxi (titulo
»-OH FFA); y/o (2) conversién incrementada de acidos grasos a
acidos grasos w-hidroxi.

Las técnicas estandares conocidas por aquellas per sonas
de experiencia en la técnica se usaron para prepara r
genotecas de saturacion. Los plasmidos pEP125 y pLC 81 (ver
Tabla 4, supra ) se usaron para preparar las genotecas de
saturacion completas. Se clasificaron tres genoteca s de
saturacion: Para la primera genoteca el pNH305 se t ransformé
junto con en una cepa GLPHO77, para la segunda geno teca el
pLC81 se transform6 en BZ128, y para la tercera gen oteca el
pPEP125 se transformd junto con pAS.033 en la cepa G LPHO77. La
1°y 2 ° genotecas se clasificaron en particular para varian tes
mejoradas en la formacion de acido w-hidroxi dodecanoico y la

3° genoteca se clasific6 en particular para variantes

mejoradas en la formacién de &cido w-hidroxi hexadecenoico.

Las genotecas se clasificaron usando uno de los pro tocolos
estandares descritos en lo anterior. Las variantes mejoradas
se muestran en las siguientes Tablas 5 a 7 ( infra ). En
particular, las variantes de la posicion 141 se ide ntificaron

muchas  veces y se descubrid que son enzimas

significativamente mejoradas tanto para el &cido w-hidroxi-
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dodecanoico como la formacibn de  acido
hexadecenoico.
Tabla 5: Resumen de las variantes mejoradas de la 1
de saturacibon de sitio del dominio catalitico de

cyp153A(G307A)-Red450RhF.

w-hidroxi

° genoteca

w- OH FFAFAS Total % de w- OH FFAFIOC% de C12:0 @- OHen C12:0 FIOC Aminoacidos Codones

1346.3 2236.6 60.2 1.33 83.1 1.08 V141Q GTG/CAG
1201.1 2149.3 55.9 1.23 84.1 1.10 D134G GAC/IGGG
1106.2 2006.9 55.1 1.22 82 1.07 R40H AGG/CAC
1007.9 1839.7 54.8 1.21 86.1 1.12 V141l  GTG/ATC
962.5 1791.2 53.7 1.19 81.1 1.06 K41v AAG/GTG
1228.6 2298.6 53.4 1.18 80.2 1.05 M419v  ATG/GTC
1046.8 1958.5 53.4 1.18 80.1 1.05 V154A  GTG/GCC
990.7 1865.4 53.1 1.17 84.9 1.11 D134G GAC/GGT
1203.1 2313.1 52 1.15 81.6 1.07 D134G GAC/IGGG
908.7 17732 51.2 1.13 80.3 1.05 111C ATT/TGC
1020.1 2057 49.6 1.09 81.4 1.06 R205L CGC/TTG
1256 2688.4 46.7 1.03 72.6 0.95 L304W  CTC/TGG
883.2 1960.8 45.3 1.00 76.6 1.00
FIOC: Mejora de veces sobre el control; el control esta en
negritas
Tabla 6: Resumen de las variantes mejoradas de la 2 ° genoteca
de saturacion de sitio del dominio catalitico de
cypl53A(G307A)-Red450RhF
Mutacion Mutacion w- OH FFA FAS % de - OH % de C12:0 «-OHenC12:.0
1 2 Total Total EFA  |FIOC FAS FIOC
V415R 0 928.10 2880.10 B32.23 1.85 33.29 1/96
V415R 0 941.13 2980.97 B1.58 1.81 32.98 1/94
V154A 0 694.63 2959.63 R3.47 1.35 23.06 1{36
V154A 0 716.00 2963.77 P4.16 1.39 23.88 1/40
V154A 0 686.93 2926.97 R3.47 1.35 23.40 1/38
V141M E142Q 717.80 2873.73 24.98 1.44 28.51 1/68
V141l 0 749.07 2971.23 25.21 1.45 31.96 1/88
V141l 0 778.87 2886.77 26.98 1.55 34.27 2102
V141l 0 754.67 2918.90 25.85 1.49 32.85 1/93
V141l R258Y 672.13 2909.13 23.10 1.33 29.24 172
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V141l 0 810.23 2912.67 27.83 1.60 35.86 211
S233R 0 720.13 2838.00 5.37 1.46 30.82 1/81
S233R 0 746.20 2912.97 5.61 1.47 31.15 183
S233N 0 735.57 2905.40 5.33 1.46 25.77 1|52
S233N 0 698.80 2915.17 3.97 1.38 24.40 1/44
S233N 0 732.47 2949.93 4.83 1.43 25.29 1/49
S233N 0 725.97 3018.60 P4.05 1.38 24.76 1/46
R82D E271F 629.03 2914.83 21.58 1.24 20.90 123
5 R6F R178N 792.33 2B45.17 27.85 1.60 28.56 1/68
R6F V141l 833.13 28[71.87 29.01 1.67 36.28 2/13
R27L 0 742.57 2857.53 P5.99 1.49 26.10 1/54
R178N 0 701.17 2983.60 23.50 1.35 24.98 1/47
Q129R 0 675.07 2847.37 23.71 1.36 27.97 1/65
Q129R 0 812.23 3044.30 26.68 1.53 31.29 1/84
Q129R 0 660.53 2967.23 22.26 1.28 26.24 1/54
P149R S157V 684.03 3011.80 22.71 1.31 23.04 1{36
P149R 0 771.40 2959.70 26.06 1.50 26.12 1/54
10 P149R 0 731.10 2966.13 P4.65 1.42 24.75 1/46
P149R 0 757.97 3014.93 5.14 1.45 25.49 1/50
P149R 0 765.90 2963.50 5.84 1.49 26.16 1/54
P149R 0 734.30 2923.70 5.12 1.44 25.50 1/50
P149R 0 745.00 2993.83 P4.88 1.43 25.47 1/50
P136T 0 724.53 2980.20 P4.31 1.40 24.97 1/47
P136T 0 729.37 3017.67 P4.17 1.39 24.90 1/46
P136T 0 678.33 2850.87 P3.79 1.37 24.39 1/43
P136C 0 702.27 2947.23 3.83 1.37 25.36 1/49
15 P136C 0 689.77 3(1)69.63 r2.47 1.29 24.01 1/41
N407A 0 731.50 3(?42.77 4.04 1.38 24.56 1/44
N407A 0 704.47 3015.93 3.36 1.34 23.75 1/40
M228R 0 344.60 2D92.27 11.52 0.66 18.33 1/08
L168V 0 793.20 2938.23 P7.00 1.55 27.84 1/64
G161P 0 718.33 2938.47 24.45 1.41 24.28 1/43
G161A 0 639.93 2943.40 21.74 1.25 21.65 127
G138F N407A 667.93 2825.43 23.64 1.36 26.09 1/53
F116R V415R 678.77 2854.97 23.78 1.37 24.14 1/42
E142R 0 663.67 2925.83 2.68 1.30 22.86 1{34
20 E142R 0 628.03 2930.57 r1.43 1.23 21.62 127
E142R 0 639.23 2972.03 P1.51 1.24 21.86 129
D153G 0 787.87 3018.90 26.13 1.50 26.94 1/58
D153G 0 746.20 3039.10 24.55 1.41 25.31 1/49

0 0 543.65 3117.75 17.44 1.00 17.04 1.00

FIOC: La mejora de veces sobre el control; el contr ol estd en

negritas
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Tabla 7: Resumen de las variantes mejoradas de la t ercera
genoteca de saturacion de sitio del dominio catalit ico de

cyp153A(G307A)-Red450RhF

w- OH Total % de w- OH % de C16:0 «- OH % de C16:1 «-OH

FFA FAS FEA FIOC en C16:0 FIOC en Ci6:1 FIOC Aminoécidos _ Codones
12985 23425 55.43 1.53 64.61 1.33 49.02 2.00 N309R  AAC/CGG
1095.9 2374.3 46.16 1.28 58.36 1.20 34.41 1.40 V141G GTG/GGG
1564 3448.1 4536 1.25 62.78 1.29 32.88 1.34 L132T CTC/ACT
10929 23914 4570 1.26 60.82 1.25 32.96 1.34 F144R  TTC/IAGG
1170.5 2529.6 46.27 1.28 62.41 1.28 31.91 1.30 1131L  ATT/TTG
12329  2685.8 4590 1.27 55.17 1.13 37.63 1.53 G308W  GGCI/TGG
931.1 2570.1 36.2 1.00 48.70 1.00 24.53 1.00
FIOC: La mejora de veces sobre el control; el contr ol estd en
negritas
EJEMPLO 3: Genotecas de saturacion de sitio parcial es del
dominio reductasa de la proteina de fusion cypl53A( G307A)-
Red450RhF

Una genoteca de saturacion parcial (se muté cada 1 0° de

aminoacido) de los dominios reductasa de la protein a de
fusién cypl53A-Red450RhF hibrida, se prepard y se ¢ lasifico
para variantes que mostraron mejoras sobre cypl53A( V141,
A231T, G307A)-Red450RhF (SEQ ID NO: 32), una varian te
modificada en la genoteca de mutagénesis de saturac ion de
sodio del dominio P450 cypl53A catalitico. Los crit erios de
seleccion para los aciertos fueron (1) cantidad inc rementada
de acido w-hidroxi dodecanoico (titulo oOH FFA); y/lo (2)
conversion incrementada de acido dodecanoico a acid 0 -

hidroxi-dodecanoico.
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Las técnicas estandares conocidas por aquellas per
de experiencia en el campo se usaron para preparar
de saturacion. Para la genoteca, el cypl53A(V141l,
G307A)-Red450RhF que alojan pLC81 se transformd en
genoteca se clasifico usando uno de los protocolos
descritos en lo anterior. Las variantes mejoradas s
en la Tabla 8. En particular las variantes A796V (S
y P666A fueron enzimas significativamente mejoradas
Tabla 8: Resumen de las variantes mejoradas de una
de saturacion parcial del dominio reductasa de cypl

A231T G307A)-Red450RhF

sonas
genotecas
A231T,
BZ128. La
estandares
e muestran

EQ ID: 42)

genoteca

53A(V141

FlOC

Mutacion RhF _o- OHFFA FAS % de w- OH FFAFIOCC12:0 «-OHen C12:0 FAS

P666K 1012.1 2945.5 34.36 1.09 44.08
P666A 1575.9 2918.7 53.99 171 68.35
T516E 1150.4 2966.2 38.78 1.23 49.01
V696K 983.4 2955.4 33.27 1.05 43.02

0 950.3 3004.6 31.63 1. 00 41.13
A796V 2458.0 3884.7 63.27 181 76.58

0 1363.7 3905.2 34.92 1.00 44.96

1.07
1.66
1.19
1.05
1.00
1.70
1.00

FIOC: La mejora de veces sobre el control; el contr
negritas
EJEMPLO 4: Genoteca de combinacion del dominio redu
la proteina de fusién cyp153A(G307A)-Red450RhF
Las mutaciones benéficas identificadas en la genot
saturacion parcial del dominio reductasa (Ejemplo 3
la base de una genoteca de combinacibn para mejorar
adicionalmente la proteina de fusion cypl53A(G307A)

Red450RhF. Los criterios de seleccion fueron (1) ca

ol esta en

ctasa de

eca de

) fueron

ntidad
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incrementada de acido w-hidroxi dodecanoico (titulo wOH FFA);
ylo (2) conversion incrementada de acido dodecanoic 0 a acido
w-hidroxi dodecanoico.

La genoteca de combinacién se preparé en cypl53A(V 1411,
A231T, G307A)-Red450RhF que aloja pLC81 (SEQ ID: 32 )y se
transformé en BZ128. Las técnica estandares conocid as por
aquellas personas de experiencia en el campo se usa ron para
preparar genotecas de combinacion. La genoteca se c lasifico
usando uno de los protocolos estandares descritos e n lo
anterior. Las variantes mejoradas se muestran en la siguiente
Tabla 9.

Tabla 9: Resumen de la variantes mejoradas de una g enoteca de
combinacion del dominio reductasa de cypl53A(V141l, A231T,
G307A)-Red450RhF
Mutacién »-OH % de «-OH % de C12:0 ©-OHen C12:0
P450 Mutacién RhF FFA  FAS FFA FIOC FAS FIOC
T516G, P666M,
1411, 231T A769V 851 983 86.8 1.29 88.3 1.23
T516G, P666H,
1411, 231T A769V 1557 2214 69.2 1.03 73.1 1.02
T516V, P666D,
1411, 231T A769V 1491 1999 74.5 1.11 76.9 1.07
1411, 231T P666M, V696 T 916.88 1125 81.4 1.21 82.9 1.15
1411, 231T A769V 1528.33 2280 67.1 1.00 71.8 1.00
FIOC: La mejora de veces sobre el control; el contr ol esta en
negritas
EJEMPLO 5: Genoteca de combinacion del dominio cata litico y
reductasa de la proteina de fusién cyp153A(G307A)-R ed450RhF
Las mutaciones benéficas identificadas den las gen otecas
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de saturacion (Ejemplos 2 y 3) fueron la base de un a genoteca
de combinacion para mejorar adicionalmente la prote ina de
fusion cypl53A(G307A)-Red450RhF. Los criterios de s eleccién
fueron (1) cantidad incrementada de acido w-hidroxi
dodecanoico (titulo »OH FFA); y/o (2) conversion incrementada

de acido dodecanoico a &cido w-hidroxi dodecanoico. La
genoteca de combinacion se construy6é en pLC81 y se transformé
en BZ128. Las técnicas estandares conocidas por aqu ellas
personas de experiencia en el campo se usaron para preparar
genotecas de combinacion. La genoteca se clasificd usando uno
de los protocolos estandares descritos en lo anteri or. Las
mejores dos variantes mejoradas se muestranenla T abla 10.
Tabla 10: Mejores variantes mejoradas de una genote ca de

combinacion de cypl53A(G307A)-Red450RhF

Mutaciones SEQ ID w- OH FFA* FAS* - OH FFAC12:0 w-OHen C12:0 FAS
R27!, R82D, V141M, R178N, N407A 34 2290.3 3665.1 62.4% 74.1%
R271, R82D, V141M, R178N, N407A, A796V 44 3499.5 4154.9 84.5% 93.1%

* Titulo (mg/L) después de 48 horas
EJEMPLO 6: Mutagénesis de saturacion de sitio de la posicion
141 y 309 de cyp153A(G307A, A796V)-Red450RhF

Se observd que los cambios en la posicion 141
influenciaron en la especificidad de substrato. Por lo tanto,
una mutagénesis de saturacion de sitio de estas dos
posiciones se llevaron a cabo en cypl53A(G307A, A79 6V)-

Red450RhF. Los criterios de seleccion para los acie rtos
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fueron (1) cantidad incrementada de acido w-hidroxi
hexadecenoico; y/o (2) conversion incrementada de a cido
hexadecenoico a acido w-hidroxi hexadecenoico.

Para la genoteca, el pEP146 que aloja cypl53A(G307 A
A796V)-Red450RhF (SEQ ID: 38) se transformé en BZ12 8. Las
técnicas estandares conocida por aquellas personas expertas
en el campo se usaron para preparar las genotecas d e
saturacion de sitio. La genoteca se clasifico usand 0 uno de
los protocolos estandares descritos en lo anterior. Las

variantes mejoradas se muestran en la Figura 2. En

particular, las variantes con V141T (SEQ ID: 46) mo straron un
titulo de acido w-hidroxi hexadecenoico mas alto y conversion

mas alta de 4cido hexadecenoico.

EJEMPLO 7: Genotecas de saturacion de la proteina d e fusion
cyp153A(G307A)-Red450RhF(A796V)

Una genoteca de saturacidon completa de la proteina de
fusién cypl53A-Red450RhF, se construyd y se clasifi c6 para
variantes que muestran mejoras sobre cypl53A(G307A) -
Red450RhF(A796V) ( es decir, el polipéptido de plantilla),

G307A (es decir, un residuo de alanina reemplaz6 un a glicina
en la posicién 307) y A796V ( es decir, un residuo de valina
reemplazé una alanina en la posicion 796) son mutac iones
benéficas que mejoran la actividad de w-hidroxilasa de

cypl53A (ver lo anterior). Los criterios de selecci on para
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estos aciertos fueron (1) una cantidad incrementada
grasos w-hidroxi (titulo w-OH FFA);
incrementada de acidos grasos a acidos grasos

Las técnicas estandares conocidas por aquellas per
de experiencia en el campo se usaron para preparar
genoteca de saturacién. El pEP302 se usO para prepa
genoteca de saturacion completa, que fue un derivad
pEP146 (ver Tabla 4), en el cual el orden de los ge
altero (fatA3-fadB-fadR-cypl153A(G307A)-Red450RhF(A7
altimo en se expres6 de un promotor separado. La ge
transformd en la cepa stNH1525. Brevemente, el geno
cepa base stNH1525 se manipulé como sigue: el gen
CoA deshidrogenasa) se suprimié y se sobreexpreso e
de biosintesis de &cidos grasos sintéticos. Ademas
habia sometido previamente a mutagénesis de transpo
como N-metil-N  "-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG)
clasificacion.
Las genotecas se clasificaron se clasificaron usan

de los protocolos estandares descritos en lo anteri
variantes mejoradas se muestran en la siguiente Tab
particular, las variantes que mejoraron significati
w-hidroxi

formacion de &cido hexadecanoico vy

hexadecenoico.

de acidos

y/lo (2) conversion

w-hidroxi.

sonas
la
rar la
o de
nes se
96V)) y el
noteca se
ma de la
fadE (acil-
| operén
la cepa se

sones asi

y

do uno
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Tabla 11: Resumen de las variantes mejoradas de la

de saturacion de sido de cyp153A(G307A)-Red450RhF(A

w-OH FFA  FAS Total

1201.0
1007.7
7932
955.6
678.7
855.8
9116
858.1
1247.9
850.2
810.3
821.1
8074
7225
7489
7338
11989
769.8
11334
763.7
1146.2
729.8
1078.0
7529
940.3
1063.1
6325
755.7
1070.7
7573
880.6
989.8
1062.9
906.2
734.0
6514
7104
663.4
664.3
7112
10103

17514
17333
1366.8
1714.9
1235.6
1629.3
1763.5
1678.7
24585
1686.3
1615.4
1639.9
1676.8
15194
1576.6
1546.2
25285
1647.1
2469.6
16724
25144
1610.4
2390.8
1682.8
21112
24055
1434.9
17153
24413
17534
2044.0
23014
2478.7
2116.3
1717.3
1527.0
1667.8
1558.7
1564.2
1675.3
23815

%de w OH
FFA
686 18
581 16
580 16
557 15
549 14
525 14
517 14
511 13
508 13
504 13
502 13
501 13
482 13
476 13
4715 12
475 13
474 12
467 12
459 12
457 12
456 12
453 12
451 12
447 12
45 12
442 12
441 12
441 12
439 12
432 12
31 12
430 11
29 11
428 11
427 11
427 11
426 11
426 11
425 11
425 11
24 11

Y de  Cl6lw -
FOIC OHenCi61
59.7 21
50.6 19
544 20
50.6 17
526 18
44.6 16
447 16
46.8 16
44.3 16
421 15
46.8 16
437 16
408 14
39.3 14
424 15
387 14
39.9 14
38.1 14
38.1 14
39.0 14
370 13
36.5 13
357 13
38.1 13
359 13
355 13
375 13
35.0 13
376 13
337 12
33.6 12
350 12
357 13
34.8 13
341 13
359 12
35.6 12
334 11
323 12
383 13
341 12

FOIC
80.1
790
771
749
731
729
723
69.9
67.8
716
65.0
70.1
68.7
689
66.3
689
675
68.0
65.6
632
66.0
65.8
66.7
637
65.4
65.0
615
645
609
65.2
65.3
625
611
625
60.6
611
60.6
62.1
64.7
56.0
624

Y de C160w -OF

en C16:.0

14
14
13
13
13
13
12
12
12
12
11
12
12
12
11
12
12
12
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
10
11
11
11
10
11
10
11
10
11
11
10
11

genoteca
976V)
Amino-
FOIC  &cidos  Codones

D747N AAC
Q12w TGG
P327D GAT
R14F TTC
N61L TTG
R27L TTG
Q28M ATG
S13K AAG
V7T71F TTC
Q12T ACG
K119R CGG
D10y TAC
QI2R AGG
111 TTG

Q28T ACG
A231Y TAC
P745R  CGC/ CGG
DON AAT
T770G GGT
Y413R AGG
Mm784l ATC

DOK AAG
E749L TTG
S233L TG
E757A GCG
L703G GGG
N309S TCT
S140N AAC
L706E GAG
1480G GGT
G481 ATT
R719W TGG
L706S TCG
ES57W TGG
S157R CGG
S233V GTC
A231V GTA
Al164N AAC
A244R CGG
T302M ATG
P708S TCG
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1015.6
690.6
656.9
905.2
946.6

1159.1
640.8
665.7

1026.9
9414
721.3
985.6
696.6
664.3
739.2

1042.8
681.8

1017.8
719.6
950.8
945.2
914.2

1055.3
8834
9214
7289

10315
974.6
647.6
934.9
938.8
672.1
8785
598.2

FIOC: La mejora de veces sobre el control; el contr

negritas

23942
16305
15529
21399
22475
27537
15228
1587.4
24650
2265.1
17474
23937
1694.0
1616.1
1801.0
2540.9
1661.6
24873
1760.1
23279
23142
22411
2587.4
21683
22665
18045
255822
24292
16165
2358.1
2376.0
17092
22450
15829

424
424
42.3
42.3
421
421
421
41.9
41.7
41.6
41.3
41.2
411
411
41.0
41.0
41.0
40.9
409
40.8
40.8
40.8
40.8
40.7
40.7
404
40.3
40.1
40.1
39.6
395
39.3
39.1
378

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

1

323
333
348
331
329
326
344
330
317
325
35.1
317
323
328
338
316
30.0
311
322
318
34.2
314
320
325
329
322
30.2
30.6
30.2
30.6
320
305
30.2

177

11
12
13
12
12
12
13
12
11
12
12
11
12
11
12
11
11
11
12
11
12
11
11
12
12
11
11
11
11
11
11
11
11
284

64.9
63.0
60.9
63.6
634
65.7
59.7
61.8
63.9
62.6
58.3
62.7
61.5
61.1
59.9
62.5
64.3
63.2
60.4
61.8
585
62.3
61.2
60.7
60.3
60.3
62.2
61.8
61.2
61.5
58.6
59.7
60.1
10

11
11
10
11
11
11
10
11
11
11
10
11
11
11
10
11
11
11
10
11
10
11
1.0
10
10
10
11
11
11
11
10
10
11
57.8

N741G
P149G
V154G
ES57R
V710Q
ES67S
P149R
N407G
D544N
D709L
G204V
V710C
R254G
P273M
F111A
E749M
A231W
P546G
V162C
A736V
L706H
V710R
D707E
D527E
P745K
E271D
E557R
D720V
P56Q
V648L
S6491
P477G
E591Q

10

Como es evidente para una persona con experiencia

técnica, varias modificaciones y variaciones de los

anterior y modalidades se pueden hacer sin apartars

espiritu y alcance de la descripcion. Tales modific

variantes estan dentro del alcance de esta descripc

GGG
GGG
GGC
CGG/A GG
CAG
TCC
AGG
GGG
AAC
CTG
GTT
TGT
GGG
ATG
GCG
ATG
TGG
GGG
TGC
GTC
CAC
AGG
GAG
GAG
AAG
GAC
AGG
GTG
CAG
TG
ATC
GGG
CAG

ol esta en

en la
aspectos
e del
aciones y

ion.



